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






Préambule

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

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

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

respectivement ( ).

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

comme cela est déja observé au Japon.

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

aux cohortes du début du siécle.

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

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



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

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

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

I'impact sur la qualité de vie.



I. Levieillissement, une condition complexe.

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

mauvais pour I'organisme.

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

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

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

le vieillissement.

A) Théories du vieillissement

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

erreurs/dommages).

1. Théories du vieillissement programmé

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

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



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

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

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

encore a clarifier chez les mammiféeres.

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

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

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

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

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

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

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

de fonction des tissus observée au cours du vieillissement.

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

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

B) Marqueurs du vieillissement

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

« intégrés » sont considérés comme responsables du phénotype.



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

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

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

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

).

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

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

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



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

complexe protéique nommeé « shelterin ».

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

également étre modifiée par le stress oxydatif et certaines endonucléases.

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

).

Perte de I’homéostasie des protéines

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

métabolisme dans le vieillissement des mammiferes.

Dérégulation de la réponse aux nutriments

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

processus cataboliques (destruction/réutilisation des molécules).

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

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

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

nombreuses boucles de régulation interconnectant les différentes voies.

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

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



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

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

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

au processus de vieillissement

Dysfonction mitochondriale

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

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

).

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

protecteurs, au processus du vieillissement.

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

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

primaires du vieillissement.

Sénescence cellulaire

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

cellules sénescentes en expriment la plupart.

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

la fibrose hépatique ( ).

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

NK42) chez des souris

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

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

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

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

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

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

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

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

des cellules souches ( ).

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

des marqueurs de vieillissement.

Altération des communications inter-cellulaires

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

leur sécrétome, créant un cercle vicieux et néfaste.

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

(sang).

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

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

participer au phénotype inflammatoire.

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

I'activité du systéme immunitaire ( ).

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

(s’ils existent).

C) Pathologies liées a I’age

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

pathologies.

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

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

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

dérégulé chez les patients ( ).

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

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

développement de pathologies ( ).

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

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

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

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

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

voire de l'inverser, pour aider les organismes a rester « sain » et actif le plus longtemps possible.

15



I1. DICERI : Une enzyme aux multiples facettes.

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

relevant dans les études du vieillissement.

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

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

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

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

complémentaires.

2. La protéine DICER : structure et domaines

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

terminale a C-terminale — ) :

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

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

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

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

déterminer de fonction a cette interaction.

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

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

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

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

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

DUF RNase 11 RNase Il
Helicase 283 PAZ (a) (b) dsRBP
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Figure 2 : Domaines et structure de la protéine DICER A| Représentation graphique des différents domaines
de la protéine DICER non repliée. B| Représentation de la structure tertiaire de la protéine, avec un

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

3. Evolution des homologues Dicer

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

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

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

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

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

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

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

Dicerl.

B) Le géne Dicerl et sa régulation chez la souris

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

exons.

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

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

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

exemples décrits dans la littérature.

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

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

de la tumorigenése et de la sénescence cellulaire ( ).

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

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

).

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

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

impliqguant des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle.

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

transcriptionnelle de Dicerl sont encore trés limitées.

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

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

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

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

Dicer1l. De maniere trés intéressante, les travaux antérieurs de I’équipe associent un traitement
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chronique de Metformine et augmentation de la qualité et durée de vie chez la souris (

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

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

protéine DICER sur son propre ARN messager inhibant sa traduction.

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

Dicerl et diminuent donc son expression.

4. Régulation de la protéine DICER

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

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

vieillissement accéléré chez les animaux survivants ( ).

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

terme, son expression dans les cellules ( ).

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

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

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

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

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

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

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

substrats, définissant un ensemble de fonctions bien distinctes.

C) Les fonctions de DICER

1. Fonction classique : maturation des miRs

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

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

différents acteurs de leur biogenese.

Biogenese des miRs

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

forme simple-brin.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

son effet sur I'expression de différents miRs.

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

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

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

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

suggerent également des fonctions DICER indépendantes des miRs.

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

RNA| indépendante des miRs

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

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

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

Endo-siRNA : Isoforme spécifique DicerO

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

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

DICER et défense antivirale

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

I'interférence a I’ARN.

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

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

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

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

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

favorisant ensuite le recrutement des protéines régulatrices de la transcription.

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

).

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

séquestration de I'enzyme DICER ( ).

4. Maintien de l'intégrité du génome

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

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

protéines impliquées dans la réparation de I’ADN.

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

télomeres ( ).

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

réparation.

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

ces éléments pour le maintien d’une bonne homéostasie.

Maladie a triplets et génes chevauchants

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

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

)

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

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

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

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

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

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

reste a élucider.

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

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

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

( )-

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

).

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

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

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

organismes.

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

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

A) Généralités

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

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

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

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

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

2. Distribution des rétrotransposons

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

différents processus de sélection.

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

une fonction de régulation de la transcription.

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

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

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

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

1. Régulation transcriptionnelle

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

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

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

H3K9me3) au site de transcription ( ).

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

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

SINEs sont aussi directement clivés par DROSHA et DICER respectivement.

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

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

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

C) Fonctions associées au rétrotransposons

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

dans un transcrit ARN, sont associés a différentes fonctions.

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

siRNAs indispensables a une bonne régulation des génes ( ).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

soit inhibiteur.

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

éclaircir ( ).

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

2. Transcrits SINEs insérés dans les régions transcrites.

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

I’expression des genes ( ).

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

distance de leur site de fixation classique.

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

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

mutations dans la protéine.

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

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

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

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

déclin physiologique/vieillissement.
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V. DICER et rétrotransposons dans le vieillissement

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

marqueurs de vieillissement.

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

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

le plasma.

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

autophagie).

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

marqueurs de vieillissement.

2. Contribution de Dicer1 dans les marqueurs du vieillissement

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

I'age.
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miRs et vieillissement

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

ci dans le processus de vieillissement ( ).

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

des neufs marqueurs de vieillissement ( ).

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

marqueurs.

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

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

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

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

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

I'inflammation ( ).

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

considérés.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

( ).

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

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

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

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

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

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

chez les embryons femelles.

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

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

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

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

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

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

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

microbiote.

A) Survie

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

80 et 100 semaines.

+H _

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

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

+/+

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

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

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

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

la longévité.

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

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

2. Déclin fonctionnel et pathologies liées a I’age

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

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

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

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

séminales.(b)

Atteintes musculaires et osseuses

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

des tests fonctionnels.

= QObservations macroscopiques : Plusieurs observations pourraient étre associées,

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

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

( )-

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

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

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

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

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

Dicer1**

Dicer1** Dicer19/

Dicer19/d

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

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

animaux aux développement du prolapsus rectal (
).

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

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

+/+ d/d

pathogéenes) des souris Dicer1”" et Dicerl

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

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

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

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

vieillissement, comme suggéré dans la littérature ( ).

= Tests fonctionnels :

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

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

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

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

suggérant une potentielle association entre déficience en DICER et dynapénie.

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

caractériser.

Atteintes oculaires

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

chez la souris : la cataracte et la DMLA.

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

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

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

de ce phénotype emblématique du vieillissement.

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

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

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

fl/fl

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

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

ce comportement social.

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

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

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

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

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

Incidence de la
dermatite ulcérative (%)

60
Age (semaines)

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

temps chez les souris Dicer1-déficientes. La diminution de I'expression de Dicerl augmente donc la

50



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

de la pathologie observée et I'échec du traitement.

Mesure de la pression artérielle

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

+/+

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

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

développement de pathologies liées a I'age.

Pression artérielle systolique Figure R12 : Les animaux Dicerl-déficients
(mmHg) développent une hypertension précoce et sévere

avec l'age. Mesure de la pression artérielle

80 100 120 140 160  systolique (mmHg) chez des individus jeunes (20
I 1 1 i ] semaines, n=3 par groupe), adultes (40 semaines,

Dicer1 ** Dicer1”* n=3, Dicer1¥® n=4) et agés (80 semaines,
| b Dicer1”* n=3, Dicer1®® n=4). L’apparente baisse
eunes . did générale de tension a 80 semaines est un artéfact da
Dicer1 a laugmentation de [épaississement et de la
pigmentation de la peau avec I'age chez la souris.
Dicer1 **
*
Adultes *
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Autres observations : Nécropsies

Aprés l'autopsie des animaux, des signes supplémentaires de vieillissement prématuré chez les

mutants Dicer1¥® sont observés a une fréquence plus élevée comparé aux contrdles ( ); il
s'agit de la splénomégalie ( ), la cardiomégalie ( ) et
I’élargissement des vésicules séminales ( ). Bien que le nombre d’animaux

étudiés soit trop faible pour atteindre une différence significative, ces observations pointent

néanmoins toutes dans la direction d’un vieillissement généralisé accéléré chez les animaux Dicer1””.

Les individus Dicerl-déficients présentent donc une variété de phénotypes évocateurs d’un
vieillissement prématuré, et qui suggérent une atteinte globale touchant tous les organes que j'ai été
en mesure d’étudier. Cependant, le vieillissement se caractérise également par des altérations du

métabolisme que j’ai essayé d’évaluer chez les animaux dans la section suivante.

III. La déficience en Dicerl provoque des altérations du
métabolisme

A) Les animaux Dicerl-déficients présentent une altération de la
glycémie basale et une meilleure tolérance au glucose.

La premiere mesure faite chez mes animaux est I'évaluation de la glycémie a jeun dans différents
groupes d’age : jeunes (~20 semaines), adultes (~40 semaines) et agés (~80 semaines). De maniere
surprenante tous les animaux Dicer1-déficients, quel que soit I'a4ge, présentent une glycémie a jeun
significativement moins élevée que dans les contrdles ( ). De plus, suivant une
injection intrapéritonéale de glucose, les individus Dicer1¥® présentent un meilleur contréle de la
glycémie, avec une tendance a un pic glycémique plus réduit et une clairance plus rapide du glucose
( ). La combinaison de trois expériences indépendantes montre une tolérance au
glucose significativement meilleure chez les individus Dicer1-déficients, un résultat qui est conservé

avec I'age ( ).

Si au premier abord ces résultats semblent en contraste avec la perte du contréle de la glycémie
associée habituellement avec I'age, ils restent potentiellement associés au vieillissement et impliqués
dans I’établissement de pathologies. En effet, I'hypoglycémie chronique chez le sujet agé diabétique
est significativement associée a un déclin physique et cognitif conduisant a I'établissement de la
fragilité et de I'invalidité chez ces patients ( ). L'hypoglycémie est également
une cause d’hospitalisation chez les individus agés de plus de 70 ans et est associée a des maladies
caractéristiques du sujet agé comme les pathologies cardiovasculaires, une insuffisance rénale

chronique ou encore des pneumopathies ( ). L'impact d’une hypoglycémie chronique
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chez les individus agés « sains » n’a jamais été évaluée mais reste tres difficile a apprécier en raison

de la difficulté a détecter les épisodes hypoglycémiques qui présentent des symptémes non
spécifiques et/ou mal-diagnostiqués/interprétés.

B picer; ¥t B pjcerq 99

~*~ Dicer1** ~* picer1 ¥

Jeunes
A. D. 5001 G.
= 400 scy
= e 5
g E 3004 3
E ] g
2 5 2004 e
Ic] 100+ ;
B
u T T Ll v
] 30 80 %0 120
Temps (Minutes)
Adultes
B E. 500, H.
*k
% 400 =
= E: El
£ 3 i
2 5 2004 =
3 = 2
] © 1004 2 u
-E
o T T T 1
0 30 50 90 120
Temps (Minutes)
Agés
5001
C. F I
*E
5 4004 _
- 3 3
;ui E 3001 2 _—
E k] '§'
2 _g 200 =
g £
£l 9 100 21
i
[ T T T ]
0 30 60 20 120

Temps (Minutes)
Figure R13 : Les souris males Dicerl-déficientes présentent une diminution de la glycémie basale et une meilleure
tolérance au glucose. (A-B-C) Glycémie a jeun de souris males jeunes (A. 20-22 semaines, n=23), adultes (B. 35-40
semaines, n= 27) et agés (C. 77-80 semaines, Dicer1™* n=25, Dicer1%* n=20); (D-E-F) tests représentatifs de tolérance au
glucose chez les animaux jeunes (D. n=3 par groupe), adultes (E. n=4 par groupe) et agés (F. n=3 par groupe). (G-H-1)
Comparaison des aires sous la courbe de trois expériences indépendantes chez les individus jeunes (G. n=13 par groupe),
adultes (H. n=14 par groupe) et agés (I. n=13 par groupe). ** = p<0,01 ; *** = p<0,001
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B) La sécrétion d’insuline et la sensibilité a I’insuline sont globalement
inchangées chez les individus DicerI-déficients.

Les mesures par ELISA de I'insuline plasmatique montrent une légere augmentation de la sécrétion
d’insuline chez les individus Dicerl-déficients, un phénoméne conservé et plus important chez les

individus agés (Figure R14A).
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L'augmentation de la sécrétion d’insuline, bien que significative chez les individus agés, reste
modeste et n’expliquerait, a mon avis, qu’en partie I’"hypoglycémie observée chez les souris Dicer1.
Toutefois, ce phénotype est associé dans la littérature a I'établissement d’une insulino-résistance, i.e.
les tissus ne captent plus le glucose sanguin en réponse a l'insuline, et est un marqueur du diabéte de
type Il et du vieillissement. Les individus Dicer1-déficents présentent une insulino-résistance peu
importante mais qui augmente avec |’age (Figure R14 B-C-D) ce qui concorde avec le phénotype de

vieillissement accéléré décrit jusqu’ici. L'effectif réduit des animaux testés ne permet toutefois pas
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d’atteindre un niveau significativement différent et les tests sont a reproduire pour plus de

robustesse.

C) L’expression des régulateurs du métabolisme énergétique Sirtl et
Ucpl est altérée dans le tissu adipeux blanc des animaux Dicerl-
déficients et correéle avec I’accumulation de transcrits SINEs.

Les altérations observées dans la glycémie, I'insulinémie et le poids des animaux Dicer1-déficients
suggerent une modification de la balance énergétique en faveur de I'utilisation/dépense d’énergie

plutdt que dans la synthése/stockage des nutriments.

Un régulateur clé de I'homéostasie énergétique est la protéine SIRT1, impliquée dans le contréle de
la sécrétion d’insuline, la sensibilité a I'insuline, la maturation et le remodelage du tissu adipeux (TA)
ainsi que les réponses inflammatoires ( ). SIRT1 est exprimée au niveau du cerveau, du
foie, du muscle squelettique et du tissue adipeux, et la diminution de son expression dans ces tissus
est une caractéristique du vieillissement ( ).Chez mes animaux, I'expression de Sirt1
est significativement réduite dans le tissu adipeux blanc viscéral des souris Dicerl-déficientes
comparée aux contréles, quel que soit I'age ( ), suggérant une association entre
expression de Dicerl et Sirtl et pouvant potentiellement expliquer les altérations du métabolisme

chez ces individus.

Le métabolisme énergétique est également contrélé par les mitochondries ol le catabolisme du
glucose et des lipides alimente la chaine respiratoire qui crée un gradient de protons de part et
d’autre de la membrane interne. Cette chaine respiratoire est couplé a une ATP-synthase qui permet
la production d’énergie (=ATP) par dissipation du gradient de protons. Cette production d’énergie
peut étre « découplée » via la perméabilisation de la membrane interne par des protéines UCP
(UnCoupling Protein) qui vont dissiper le gradient électro-chimiquement et libérer I'énergie sous
forme de chaleur. L'expression de ces protéines, notamment UCP-1, que I'on pensait initialement
restreinte au TA brun responsable de la thermogenese, peut étre induite dans le TA blanc et le
muscle squelettique modifiant la balance énergétique. L’augmentation de I'expression d’UCP1 dans
le TA blanc viscéral chez ’'homme est ainsi associée a une meilleur capture du glucose sanguin, une
glycémie et un taux de triglycérides sanguin réduits, ainsi qu’une diminution du ratio TA viscéral sur
TA sous-cutané ( ). De maniéere intéressante chez mes souris,
I’expression d’Ucpl dans le TA viscéral des souris Dicer1-déficientes jeunes est significativement plus
élevée que dans le groupe controle ; le niveau d’expression reste plus élevé avec I'age mais cette
augmentation n’est pas significative. De plus, comme observé chez 'Homme, j'observe une relation

inverse entre le niveau d’expression d’Ucp1 et le ratio TA viscéral/TA sous-cutané ( ).
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Figure R15 : Les animaux Dicer1-déficients présentent une altération de I’expression des régulateurs
du métabolisme Sirtl et Ucp1 ainsi qu’une accumulation de transcrits SINEs dans le tissu adipeux.
Analyse par RT-qPCR dans le tissue adipeux blanc viscéral de I'expression normalisée au groupe
contrdle de (A) Sirt1, (B) Ucp1, (D) Dicerl, (E) B1 et (F) B2; au moment du sacrifice, le tissu adipeux
blanc est collecté et pesé pour établir le ratio tissu adipeux viscéral sur tissu adipeux sous-cutané (C)
chez des males jeunes (20 semaines, n=5 par groupe ), adultes (40 semaines, n= 10 par groupe) et
dgés (80 semaines, n= 8 par groupe ). *=p <0.05 ; **=p <0.01 ; ***p <0.001

Il est intéressant de noter que de telles modifications d’expression de Sirtl et Ucpl dans le TA
viscéral sont observées chez des patients obéses et constitueraient un phénomene « d’hyper-
métabolisme » pour répondre et s’adapter a I'excés de nutriments disponibles (

). Si un état hypermétabolique peut étre bénéfique pour résoudre I'obésité et
les troubles métaboliques liés, son activation chronique peut devenir délétere. Par exemple, les
souris délétées pour Sirt1, qui sont hypermétaboliques et hyperphagiques, ne peuvent plus répondre
efficacement aux fluctuations de nutriments ( ) ; I'induction de I'expression d’Ucp1
par |'exposition au froid favorise I'athérosclérose ( ) et I'hypermétabolisme médié

par I'augmentation de I'expression d’Ucpl est associé a la cachexie dans le cancer (

).
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Outre une variation en réponse a un excés de nutriment, I'expression de Sirt1 peut étre réduite via
I'activation de l'inflammasome NLRP3 ( ) et celle d’Ucpl peut
augmenter en réponse a une augmentation de ROS ( ); deux événements
potentiellement médiés par I'accumulation de transcrits SINEs (ARNs B1 et B2). L'analyse par RT-
gPCR montre que la déficience en Dicerl s’accompagne d’une accumulation significative des
transcrits B1 et B2 dans le TA blanc viscéral qui est conservée avec l'age ( ),
démontrant que le phénomeéne n’est pas restreint a la rétine pigmentaire. Ces résultats suggerent
que l'accumulation de SINEs pourrait potentiellement étre un lien mécanistique entre déficience en

Dicer1 et altération de métabolisme.

Il est important de noter que I'expression d’Ucpl est également induite lors d’une exposition au
froid. Or, il est de plus en plus communément admis que les souris de laboratoire sont maintenues
en conditions « froides » autour de 20°C ( ) et, suggéré par
I"augmentation de I'expression d’Ucpl, ce stress semble impacter d’avantage les individus Dicer1-
déficients que les controles. Bien que je n’aie pas mesuré de différence dans la température
corporelle des animaux qui dénoterait une intolérance au froid, il serait néanmoins intéressant de
tester si les altérations métaboliques et le vieillissement prématuré sont observés chez les souris

1d/d

Dicer1®™® maintenues en conditions thermo-neutre (28-30°C).

Enfin, j'ajouterai que le métabolisme énergétique est aussi contrélé par le systéme nerveux
adrénergique et les altérations observées jusqu’ici chez les animaux mutés — glycémie réduite,
meilleure tolérance au glucose et insulinémie augmentée- copient le phénotype des souris délétées
de I’ wa-adrenorecepteur ( ) ce qui pourrait impliquer Dicer1 dans I'expression

ou la signalisation médiée par ce récepteur.

D) La déficience en Dicerl protége des altérations métaboliques mais
non de ’inflammation provoquées par un régime gras.

Comme mes animaux semblent présenter une altération de la réponse aux nutriments, j'ai décidé
d’observer la réponse a un challenge avec un régime gras (60% calories apportées par les lipides)

pendant huit semaines.

De maniére surprenante, les individus Dicer1-déficients semblent protégés de la prise de poids
induite par un régime gras ; le poids moyen reste semblable aux individus sous un régime normal et
significativement inférieur au groupe contrdle sous régime gras. En effet, les individus contréles
doublent leur poids initial au terme du régime gras, en contraste avec les mutants qui ne présentent
gu’environ 20% d’augmentation ( ). Ceci est d’autant plus surprenant car les animaux
Dicerl-déficients sous régime gras ingerent davantage de nourriture et ont un apport calorique

moyen bien plus élevé au cours de I'expérience ( ). Au moment du sacrifice, la différence
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de poids entre les animaux contrbéles et Dicerl-déficients sous régime gras s’explique par un
pourcentage de TA blanc total (viscéral + sous-cutané) fortement réduit chez les animaux mutants
(Figure R16D). Le TA viscéral des animaux Dicerl-déficients semble également présenter une
+/+

structure désorganisée et des adipocytes de taille plus réduite comparés au TA des animaux Dicerl
(Figure R16E).
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Figure R16 : Les animaux Dicer1-déficients sont protégés de la prise de poids liée a un régime gras. (A) suivi sur huit semaines du
poids moyen et (B) de la prise de poids des animaux sous régime normal (courbes discontinues, n=4 par groupe) et sous régime riche
en lipide (60% calories apportées par les lipides — courbes continues, n=6 par groupe). Les aires sous la courbe sont représentées a
droite du graphique par le diagramme a barres. (C) Apport calorique (Kcal) moyen ingéré par semaine et par souris au cours des huit
semaines de suivi. (D) Pourcentage de tissu adipeux blanc total rapporté au poids total des animaux lors du sacrifice. (E) Coupes
paraffine et coloration hématoxyline-éosine du tissu adipeux blanc viscéral récolté au sacrifice des animaux apres huit semaines de
régime gras; barre d’échelle = 50um. La taille moyenne des adipocytes est représentée sur le diagramme a barres a droite des
photographies (n=3 souris par groupe). *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001

L’exposition chronique a un excés de nutriments entraine chez la souris une augmentation de la
glycémie basale ainsi qu’une insulinémie élevée, ce qui est observé chez les individus contrdles
(Figure R17 A-B). En revanche, comme observé sous un régime normal, les animaux Dicer1-déficients

gardent une glycémie significativement réduite en comparaison aux animaux contréles, méme sous
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régime gras. Toutefois, chez ces animaux l'insulinémie est fortement réduite et suggere une
altération de la réponse a I'excés nutritif. Le test de tolérance au glucose réalisé avant la mise en
place du régime et au terme des huit semaines de régime gras, montre que les animaux mutés
conservent une réponse au glucose plus efficace comparé aux contréles. Méme si le controle de la
glycémie chez les mutants est en partie perdu avec le régime gras comparé au régime normal, il reste

significativement meilleur comparé aux controles (Figure R17 C-D).
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Figure R17 : Les altérations métaboliques liées a un régime gras sont réduites chez les animaux Dicer1-défients. (A) mesure de la
glycémie basale et (B) de I'insuline plasmatique chez les males apres huit semaines de régime normal (n=4 par groupe) ou régime
gras (n=6 animaux par groupe). Test de tolérance au glucose (C) avant la mise en place d’un régime et (D) 8 semaines aprés un
régime normal (courbes discontinues) ou un régime gras (courbes continues); les aires sous la courbes sont représentées a droite
du graphique sur le diagramme a barres. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001

L’exposition a un régime gras entraine également une accumulation de lipides au niveau du tissu gras
induisant un stress inflammatoire au niveau des adipocytes. L’évaluation de I'inflammation au niveau
du TA viscéral évaluée par RT-gPCR montre que les mutants soumis a un régime gras présentent une
forte activation de I'expression des genes inflammatoires I/l1b, 116, 1118 et Tnfa, qui n’est pas
retrouvée sous le régime normal. Il est a noter que cette expression de génes inflammatoires corréle

également avec I'accumulation de transcrits B1 et B2 (Figure R18 A-B).
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Figure R18 : Sous un régime gras, la déficience en Dicer1 s’accompagne d’une augmentation de I'expression de
geénes inflammatoires et des transcrits SINEs dans le tissu adipeux blanc viscéral.(A) Analyse par RT-gPCR de
I’expression des génes inflammatoires Il1b, 116, IL18, TNFa et (B) des transcrits B1 et B2 dans le tissu adipeux blanc
viscéral de souris males aprés huit semaines de régime normal (n=3 par groupe) ou de régime gras (n=6 par
groupe).*p <0,05; **p <0,01

En réponse a un régime gras, la déficience en Dicerl a donc des effets assez contrastés. D’une part,
un effet bénéfique avec la prise de poids réduite et le maintien du contréle de la glycémie comparé
aux controles mais d’autre part, une inflammation sévére au niveau du TA viscéral, associée a une

accumulation des transcrits SINEs.

Différents éléments pourraient expliquer ces observations chez le mutant. Premierement, le
microbiote gastrique et intestinal peut moduler I'absorption des nutriments, la prise de poids ou
encore l'inflammation systémique. Il est montré dans la littérature que la délétion conditionnelle de
Dicer1 dans les cellules de I'épithélium intestinal entraine une modification du microbiote et une
susceptibilité des animaux a la colite induite par le DSS (Dextran Sodium Sulfate)( ). Un
effet de cette dysbiose sur le métabolisme des animaux n’est pas du tout exploré dans ces travaux

mais ne peut étre exclu et pourrait étre testé chez nos animaux Dicer1-déficients.

L'absorption des nutriments est également controlée par I'intégrité et la fonction de I'épithélium
intestinal qui sont perturbés chez des animaux ViIIin—CreTg/'; Dicer1™" (

). Plus précisément, la délétion de Dicerl entraine une augmentation de la perméabilité

60



intestinale ainsi qu’un défaut dans I'absorption des lipides. Entre mes mains, I'expression de facteurs
contrdlant I'intégrité de la structure épithéliale (Tjp1, Ocln), sa fonction (Muc2) ou la capture du
glucose (Sic2a4) ou des lipides (Fabp2) sont inchangés dans l'intestin gréle des animaux Dicerl-
déficients par rapport au groupe contrdle. Cependant, je n’ai pas fait d’analyses histologiques ou de
tests fonctionnels pour évaluer la perméabilité intestinale ou I'absorption des lipides ; ces fonctions
peuvent donc étre possiblement altérées chez les individus Dicer1-déficients et expliquer en partie le

phénotype.

Une autre hypothése possible au phénotype observé est une altération de la capture et/ou de
I'utilisation des différents nutriments par les tissus. Dans le TA viscéral, I'expression des récepteurs
au glucose (S/c2a4), aux lipides (Fabp4) ainsi que de I'enzyme responsable de la lipogenese (Fas) sont
inchangées entre les deux génotypes sous régime gras. Toutefois, une caractérisation plus compléte
de la capacité du tissu a capturer le glucose et les lipides ainsi que du métabolisme doit étre réalisée
in vitro, avec par exemple la mesure des niveaux d’ATP, NAD+, NADH, et d’acide lactique afin

d’établir une explication au phénotype.

IV. La déficience chronique en Dicerl modifie profondément le
transcriptome du tissu adipeux avec I’age.

Le tissu adipeux, longtemps ignoré par la communauté scientifique car considéré comme simple tissu
de stockage, se révéele étre toutefois un organe impliqué de nombreux processus homéostatiques. Ce
tissu, qui présente un large volume dans I'organisme y compris chez les individus « maigres »,
constitue un organe endocrine sécrétant une large variété de molécules avec des effets systémiques.
Ces différentes molécules jouent par exemple un réle essentiel dans la cicatrisation des plaies et la
régénération des tissus ( ), le contrdle de la tension artérielle (
), les parametres hémostatiques ( ), la densité osseuse (

), les fonctions thyroidiennes ( ) ou encore les réponses
immunitaires ( ). L'ensemble de ces fonctions sont impliquées dans la régulation de la
masse de tissu adipeux, la glycémie et la réponse aux nutriments, des parametres qui sont dérégulés

avec I'age.

Les fonctions associées au TA sont principalement identifiées et caractérisées dans le cadre de
I'obésité, I'accumulation anormale du tissu adipeux. Toutefois, il semble de plus en plus évident que
vieillissement et I'obésité, deux conditions favorisant des probléemes de santé et augmentant le
risque de maladies et de mortalité, possedent des mécanismes sous-jacents similaires, faisant du

tissu adipeux un organe particulierement pertinent pour étudier le vieillissement.
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Nous avons donc décidé d’étudier par séquencage ARN le transcriptome associé au TA viscéral au
cours du vieillissement normal, qui est peu, voire pas caractérisé dans la littérature, et I'impact d’'une

déficience en Dicerl sur ce processus.

A) Effet de I’age sur le transcriptome du TA viscéral

En comparant individus jeunes (20 semaines) et agés (80 semaines), nous observons une faible

+/+

dérégulation de I'expression des geénes chez les individus Dicerl™" (vieillissement normal, 248 genes
différentiellement exprimés (GDE), soit moins d’1% des génes exprimés), contrastant avec la forte
altération du transcriptome observée chez les individus Dicer1¥® (3001 GDE, soit 8,6%)(Figure R19 A-
B). Ces résultats sont tous deux en contraste avec les 3-4% de GDE avec I'age observé habituellement
dans les tissus homogenes ( ). Pour la condition comparant les individus
Dicer1™*, une explication probable est que les individus qualifiés d’agés (80 semaines) ne sont pas si
« vieux » et sont plutot a considérer comme adultes/matures, expliquant un effet limité de I'age sur

9 combine non seulement I'effet du

le transcriptome. La condition comparant les souris Dicerl
vieillissement, qui semble accéléré chez ces animaux, mais également l'effet de la déficience en
Dicer1, un régulateur clé de la transcription via ses fonctions canoniques et non-canoniques,

expliquant la forte modification du transcriptome entre les deux groupes.
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Figure R19 : Figure R14 : La déficience en Dicerl augmente le nombre de genes différentiellement exprimés dans le TA
viscéral avec I'dge. Volcano Plot des génes différentiellement exprimés dans le TA viscéral entre souris males jeunes (20
semaines) et agés (80 semaines) (A) Dicer1”* ou (B) Dicer1 (n=6 animaux par groupe). GDE : nombre total de génes
différentiellement exprimés (p-value ajustée <0,05); D : nombre de génes a I'expression diminuée (rouge); A : nombre de
genes a I'expression augmentée (vert).

La caractérisation de I'ontologie des GDE selon les voies de signalisation est réalisée grace au logiciel
IPA (Ingenuity Pathways Analysis) et les cing voies de signalisation les plus enrichies sont
représentées pour chaque condition sur les figures R20 A et D.

De maniéere intéressante, quatre des cing voies de signalisation les plus enrichies dans le

+/+

vieillissement « normal » (individus Dicer1™", figure R20A) sont impliquées dans le métabolisme du

glucose, un phénomene qui décroit bien avec I'age, soulignant I'importance du tissu adipeux dans
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I’établissement de ce phénotype. Il est a noter que la voie « MODY » (Maturity Onset Diabetes of the
Young) rassemble des génes qui, mutés, provoquent I'établissement d’un diabéte précoce caractérisé
par une insulino-résistance et une perte du contréle de la glycémie, deux phénomeénes
caractéristiques du vieillissement. La diminution significative dans le tissu adipeux viscéral avec |'age
de I'expression des genes Hnfda, Gck, tous deux mutés dans les pathologies MODY, suggere des
mécanismes communs entre I'établissement de ces pathologies et les altérations du métabolisme
liées a I'age.

La représentation des GDE avec une p-value ajustée <0.01 sur une heatmap ( ) apporte
quelques éléments supplémentaires intéressants, en accord avec des données de la littérature. Parmi
les genes réprimés avec le vieillissement se trouvent de nombreux acteurs du fonctionnement et de

la structure de fibres nerveuses (Kf12, Kcnh8, Unc80 pour n’en citer que quelques-uns) qui

pourraient refléter la perte d’innervation du tissue adipeux au cours du vieillissement, observée dans
les travaux de . De méme, l'augmentation de l'expression de génes
impliquées dans la synthése d’immunoglobuline pourraient évoquer une accumulation de cellules B
dans le tissu adipeux avec le vieillissement, corrélant avec les observation de .En
revanche, nous ne retrouvons pas l'emblématique augmentation de I'expression de genes
inflammatoires (//1b, IL6, Tnfa, Cox2) ni la diminution du régulateur clé de la fonction adipocytaire
Pparg rapporté par les travaux de ; encore une fois, il est possible que I'age peu
« avancé » des individus explique I'absence de ces marqueurs caractéristiques du vieillissement du

TA.

Dans la condition comparant les mutants, les voies de signalisations les plus enrichies en GDE
suggerent des altérations plus variées, avec des dérégulations du métabolisme (Gluconéogenése,
Apeline), des processus inflammatoires (Granzyme A, Athérosclérose) et/ou touchant I'activation, la
prolifération et la survie cellulaire (Fibrose Hépatique). La diminution de I’expression d’Aplin et de son
récepteur est fort intéressante et pourrait constituer une preuve supplémentaire du vieillissement

accéléré chez les individus Dicer1?®

. En effet, cette diminution d’expression est caractéristique du
vieillissement et est impliqué dans virtuellement toutes les altérations liées a I'dge : dérégulation de
I'autophagie, de l'inflammation, de la sénescence, de la réponse aux nutriments ou encore de la
capacité de régénération. Elle est également associée a des pathologies du vieillissement comme
I’hypertension, I'obésité, I'athérosclérose et I'insulino-résistance ( ). La dérégulation
de son expression dans notre modeéle appuie notre hypothése d’un vieillissement accéléré, pointe un
responsable potentiel de la plupart des phénotypes observés et suggere une implication de Dicerl

dans le contrdle de son expression et/ou celle de son récepteur.

Il est également intéressant de noter que parmi les GDE (p-value ajustée <0.01 ( )) se
trouvent 8 des 73 genes différentiellement exprimé avec le vieillissement, communs a I’'Homme, le

rat et la souris pour de nombreux tissus (base de donnée HAGR, (

).
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Figure R20 : La déficience en Dicer1 altére le transcriptome du
TA viscéral avec I'age.(A) et (C) ontologie des génes selon les
voies de signalisation aprés analyse par IPA des GDEs des
conditions décrites dans la figure R19; heatmap montrant

I'expression relative des GDEs entre individus jeunes et agés ﬂfﬁé‘a
Dicer1** (C) et Dicer1®® (D - top 100). Chaque ligne représente TIFAB

un GDE et chaque colonne un individu.



B) Effet de la déficience en Dicerl sur le transcriptome du TA viscéral.

+/+

ld/d

De maniere assez surprenante, le transcriptome du TA viscéral entre animaux Dicer1™" et Dicer.

est quasiment identique (GDE = 10), suggérant un impact trés limité de la déficience en Dicerl chez

des animaux jeunes (Figure R21).
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Figure R21 : La déficience en Dicerl a un impact trés limité sur le transcriptome des animaux jeunes. Volcano Plot des
genes différentiellement exprimés dans le TA viscéral entre souris males jeunes (20 semaines) Dicer1** et Dicer1 (n=6
animaux par groupe). GDE : nombre total de génes différentiellement exprimés (p-value ajustée <0,05); D : nombre de
genes a I'expression diminuée (rouge); A : nombre de géenes a I'expression augmentée (vert). Une heatmap des GDE est
représentée a droite du volcano plot. Chaque ligne représente un GDE, chaque colonne un individu.

Il est cependant intéressant de noter que les animaux Dicerl-déficients présentent une
augmentation de I'expression des génes Irf7 et Ifitl, tous deux évocateur de I'activation d’une
signature interféron déja décrite dans ce modeéle ( )(Figure R21). MAF-1 est un
répresseur de I’ARN polymérase Il impliqué dans I'adipogeneése et le controle de la différenciation
des adipocytes ( ). Ce facteur est également impliqué dans le métabolisme des
lipides et le controle de la balance énergétique ( ) et l'altération de son
expression chez les jeunes mutants pourrait contribuer aux altérations métaboliques observées a cet

a

age.

Les genes dont I'expression est diminuée ne sont pas trés informatifs; Cc2d2b code pour une
protéine a I'expression ubiquitaire et dont la fonction n’est pas encore décrite ; F2r/2 code pour un
récepteur activé par les protéases (PAR-3) décrit uniquement a ce jour sur les plaquettes des souris
et rat. Enfin, Clip pourrait avoir un réle intéressant, aujourd’hui décrit que dans les chondrocytes, ou

la protéine qu’il code agit comme un antagoniste de I'lGF-1 ( ).
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La situation est totalement différente en comparant des individus 4gés entre eux. La déficience en
Dicerl s’accompagne d’une altération profonde du transcriptome du TA viscéral avec 1840 GDE
(Figure R22A). La plupart de ces GDE sont sur-exprimés dans la condition Dicer1¥® ce qui pourrait
refléter la dérégulation globale des miRs chez ces individus, responsables de la répression de la

transcription.
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Figure R22 : Avec I'age, le transcriptome du TA viscéral est modifiée par la déficience en Dicerl. (A) Volcano Plot des
genes différentiellement exprimés dans le TA viscéral entre souris males agés (80 semaines) Dicerl™" et Dicer1"® (n=6
animaux par groupe). GDE : nombre total de genes différentiellement exprimés (p-value ajustée <0,05); D : nombre de
genes a I'expression diminuée (rouge); A : nombre de genes a I'expression augmentée (vert). (B) Top cing des voies de
signalisation enrichies par les GDEs trouvés en (A)(Analyse IPA).

L'analyse des voies de signalisation les plus enrichies montre des différences comparée aux autres
conditions, avec notamment des altérations d’expression de genes dans les voies du métabolisme
des pyrimidines, une relation qui n’a jamais été établie dans la littérature auparavant (Fig R22B).
Nous observons en revanche toujours une altération de I'expression de genes dans certaines voies

d’utilisation du glucose, déja présentes dans les conditions évaluant I'impact de I'dge.

L’analyse IPA du « top 5 » des fonctions cellulaires et moléculaires enrichies par les GDE montre
également que quatre de ces fonctions sont similaires entre cette condition et la condition
comparant individus Dicer1-déficients jeunes et agés; ces fonctions ne sont ni retrouvées en
comparant les jeunes individus entre eux, ni lors du vieillissement normal (Tableau R2). Cette analyse
suggére une implication spécifique de Dicerl dans I'altération de I'expression des genes liés a ces

fonctions, un impact qui se révele notamment avec I'age (effet chronique).
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Vieillissement normal Vieillissement Dicer1-déficents Souris Agés

Dicer1*’* (J vs. Ag) () vs. Ag) Dicer1** vs. Dicer1"/®
GO term Echelle GO term Echelle p- GO term Echelle p-
p-value value value
. 4,705-02 1,455-02 2,025-02
Cell Death and Survival 1.26%-04 Cellular Development (81) 9,20°-20 Cellular Movement (64) 9,65%-20
Carbohydrate 3,39°-02 Cellular Growth and 1,455-02 Cellular Function and 1,93%02
metabolism 3,91%-04 Proliferation (91) 9,20%-20 Maintenance (58) 1,565-17
) 2,50%-02 9,68%-03 2,02502
Energy Production 3.91°-04 Cell movement (30) 3.45°-00 Cell Development (65) 273516
4,28"-02 1,42°-02 Cell growth and 1,93%-02
Cell Morphol ’ Cell hology (46 ’ ’
ell Morphology 5,825.04 ell morphology (46) 1,98°-09 proliferation (58) 2,73-16
Cell-to-cell signaling 4,755-02 . 1,425-02 2,025-02
and intercation 21103 Cell death and survival (49) 9,45°-08 Cell morphology (53) 4.68°-08

Tableau R2 : Top cinq des fonctions cellulaire et moléculaire enrichies par les GDE dans les différentes conditions testées.
Le nombre de genes altérés impliqués dans la fonction est indiqué entre parenthése ainsi que I'étendue des p-value
ajustées des genes concernés. J. : Jeunes (20 semaines) ; Ag : Agés (80 semaines).

Des analyses complémentaires GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) ont été réalisées pour les deux

jeux de données incluant les souris Dicer1%

agées. Un élément ressort de la plupart des fonctions,
processus et pathways analysés: la dérégulation de I'expression des genes impliqués dans la
synthése, dégradation ou la signalisation de la matrice extra-cellulaire (MEC), représentée en partie
par la . L'altération de '"homéostasie de la MEC est une caractéristique de la vieillesse,
probablement une des plus visible chez 'Homme, avec la perte d’élasticité de la peau et le
développement de rides ainsi que la susceptibilité aux plaies. L'altération des processus de synthése
et de dégradation des composants de la MEC peuvent non seulement modifier les propriétés
mécaniques des tissus mais également altérer sa fonctionnalité. Dans le TA murin par exemple, il est
décrit qu’une diminution de I'expression de la périostine avec le vieillissement s’associe a une
altération du métabolisme des lipides et une réponse anormale au régime gras ( ).
Nos données transcriptomiques suggerent que I'expression de Dicerl intervient dans un phénomene
similaire, i.e la diminution de I'expression de composants de la MEC, notamment des collagenes, et
une altération de leur synthése/dégradation et voies de signalisation. Cette modification de
I’'homéostasie de la MEC chez les mutants pourrait alors participer a I’établissement des altérations
métaboliques, voire aux autres phénotypes de vieillissement en supposant que cette dérégulation

n’est pas restreinte au TA.
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Figure R23: L’analyse GSEA de la voie de signalisation « Reactome » associe la déficience en Dicerl a une altération de
’lhoméostasie des composants de la matrice extra-cellulaire. Analyse GSEA de la condition opposant individus dicer1-déficients
jeunes et agés (en haut) et de la condition comparant individus agés Dicer1* contre Dicer1”® (en bas).

Le tissu adipeux viscéral constitue un organe endocrine important avec la sécrétion de divers
adipokines et cytokines et son volume et sa localisation, juste en amont de la veine porte hépatique,
suggere un role non négligeable de ce tissu dans le controle systémique de I'inflammation et du
métabolisme. Il est établit dans la littérature que la synthése et la sécrétion des adipokines/cytokines
peut étre modifiée et qu’elle dépend notamment de la masse de TA (Vancuso and Bouchard, 2019)
mais cette modulation au cours du vieillissement reste peu explorée. Nous avons donc étudié cet

aspect dans nos différents jeux de données.

Aucunes des principales cytokines et adipokines dérégulée dans des conditions pathologiques et
potentiellement avec I'age n’ont leurs expressions modifiées dans la condition comparant animaux
contrdles jeunes et agés, ce qui conforte I'idée que la différence d’age entre les deux groupes n’est
pas suffisante pour voir apparaitre de différences avec le vieillissement normal. Les deux conditions
incluant les animaux Dicer1¥® agés présentent elles des différences qui sont récapitulées dans le

tableau R3.
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Adivokines Dicer1*® jeunes vs. Dicer1"* vs
P Dicer1® Agés Dicer1® agés
Leptine (Lep) N N2
Recepteur Leptine (Lepr)
Résistine (Rtnla) J
Chémeérine (Rarres2) J J
Apeline (Apln) N2
Recepteur Apelin (Apinr) J
Cligtnf6
CTRPs (C1qtnf) Cligtnfo Clgtnf4
Clqtnf4

PTTT) . . . . . . . d/d
Tableau R3 : Le vieillissement s’accompagne d’une altération de I'’expression d’adipokines chez les souris Dicerl /e Les

adipokines dérégulées et leurs génes entre parenthéses. Gene surexprimés ou , sousexprimé chez les souris agées
Dicer1-déficientes.

Si un certain nombre d’adipokines ou molécules associées (Adipokine, Vaspine, Omentine, PAI-1) ne
montrent pas de variation entre les conditions, celles qui sont différentiellement exprimées
suggerent une diminution globale de I'expression des adipokines avec le vieillissement chez les

individus Dicer1%

. Ces adipokines jouent un role essentiel dans le métabolisme de I'organisme en
régulant la prise de nourriture, la dépense énergétique, ainsi que l'utilisation du glucose et des
lipides. En plus d’un effet sur le métabolisme, il est montré que la Leptine possede des effets sur le
systéme nerveux central ou elle améliore les processus de mémorisation, de neurogenése et posséde
une action neuroprotectrice ( ). La dérégulation globale des
adipokines chez les individus Dicer1-déficents pourrait alors contribuer a un panel de phénotypes

observés chez ce mutant.

Il est par ailleurs intéressant de noter que la plupart des adipokines dont I'expression est diminuée
chez le mutant sont des adipokines décrites comme pro-inflammatoires (Leptine, Résistine,
Chémérine). L’Apeline a des effets variables, plutot décrits comme anti-inflammatoires mais elle est
également capable de favoriser I'inflammation dans un contexte de maladie métabolique (

). Les CTRP (C1q complement/TNF-related proteins) sont, elles, plutot
associées a des propriétés anti-inflammatoires. De maniere assez contrastée avec ce qui est décrit
dans la littérature ( ), le tissu adipeux de nos animaux dgés ne montre donc pas/peu
d’éléments inflammatoires ; d’ailleurs aucunes des interleukines classiquement décrites dans le
vieillissement (/l1b, 116, 1118, Tnfa) n’est différentiellement exprimée dans les différentes conditions.
Nos résultats rejoignent les observations de qui décrivent un phénotype anti-
inflammatoire dans le tissu adipeux viscéral de souris trés agées (souris C57BI/6J, 24 mois). A cet age
avancé, leurs souris présentent une diminution de la taille des adipocytes et un tissu adipeux viscéral
réduit qui résulteraient d’aprés les auteurs d’une activité lypolytique accentuée ou un défaut de

stockage des lipides. Avec leur volume de tissu adipeux réduit, une signature transcriptomique peu
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inflammatoire, nos souris Dicerl-déficientes de 80 semaines s’approchent donc d’un phénotype de

souris tres agées.
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Les travaux réalisés au cours de ma thése ont permis de mettre en évidence que la déficience en
Dicerl s’accompagne d’une survie médiane réduite et du développement de désordres et
pathologies évoquant un vieillissement prématuré. La diminution chronique de I'expression de
Dicer1 s’associe notamment a une modification du métabolisme et de la réponse aux nutriments qui
nous ont poussés a explorer I'impact de cette déficience dans le tissu adipeux blanc, un organe
central dans le métabolisme et le vieillissement. L'analyse transcriptomique de ce tissu dans
différentes conditions nous a permis non seulement de caractériser en partie le vieillissement
« normal » de ce tissu, peu décrit dans la littérature, mais également de démontrer une altération
profonde de I'expression des genes chez les individus Dicer1-déficients, particulierement au cours du
vieillissement. Cette modification de I'expression de genes pourrait participer aux dérégulations

métaboliques et au vieillissement accéléré décrits chez ces animaux.

La caractérisation du mutant Dicer1-déficients est cependant loin d’étre compléte et beaucoup de
données manquent encore pour compléter le phénotypage de ces individus. Toutefois ces premiers
résultats posent la déficience en Dicerl comme un modele d’étude du vieillissement
particulierement intéressant. En effet, I'étude du vieillissement et des effets de thérapies de
rajeunissement se basent actuellement sur des modeles murins progéroides. Ces modeles sont tirés
de maladies génétiques rares (autosomale récessive) décrite chez I’'Homme, ou la mutation d’un
géne entraine une survie réduite avec un vieillissement tres accéléré et stéréotypé. Le vieillissement
étant un phénoméne complexe, multifactoriel et variable selon les individus, ces pathologies et
modeles progéroides ne récapitulent donc qu’un extréme, touchant une population limitée, dans
I’étendue des processus de vieillissement. Le modele Dicerl-déficient semble lui un modele plus
physiologique, plus proche du vieillissement observé chez la majorité des individus. Premierement, il
repose sur la baisse d’expression du gene plutot que sur sa délétion, un phénomene qui peut étre
retrouvé physiologiquement alors sa perte n’est pas tolérée. Ensuite, la déficience en Dicerl
récapitule la grande variété des atteintes tissulaires et fonctionnelles retrouvées au cours du
vieillissement. La dynamique d’apparition de ces phénotypes se rapproche également d’un
vieillissement normal, avec une « précipitation » des pathologies et désordres se déclarant a un age
avancé, aprés les stades les plus jeunes et adultes en contraste avec les syndromes progéroides se
diagnostiquant des I'enfance ou a la puberté. Enfin, le modéle Dicerl-déficient présente une
variabilité interindividuelle dans la vitesse et la sévérité du développement des pathologies liées a
I’age ainsi que dans la survie des animaux qui résume ce qui peut étre observé dans le vieillissement.
Tous ces éléments suggerent que le vieillissement associé a la déficience en Dicerl est tres proche

d’un vieillissement « physiologique » si ce n’est que le processus est accéléré.

Les données du séquencage ARN dans le TA montrent clairement que la déficience en Dicerl
s’accompagne d’une signature transcriptomique différentielle, spécifique. Nous suggérons que cette
modification des populations ARN transcrites, qui se retrouve probablement a I'échelle de
I’organisme, soit a I'origine de I'accumulation d’altérations et du processus de vieillissement. Cette

hypotheése s’inscrit parfaitement dans une théorie du vieillissement récente, un « modele de
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population ARN » dans laquelle les modifications des populations de transcrits codants et non-
codants entrainent non seulement le processus de vieillissement mais pourraient également servir
comme outil de prédiction de I'dge biologique du tissu/individu ( ). La variété des
fonctions de Dicer1 associées a la régulation de la transcription font de cette enzyme un acteur idéal

de cette dynamique des populations ARNSs.

En plus d’une signature transcriptomique différentielle, la déficience en Dicer1 pourrait également
étre synonyme d’une diminution de la disponibilité de I’enzyme pour les différentes fonctions qu’elle
occupe, créant une sorte de compétition pour la fixation entre ses ARN cibles. Ceci pourrait étre un
élément relevant entrant notamment dans la théorie du vieillissement lié au retrotransposons dans
laquelle il est proposé qu’avec la levée de répression de transcription de ces éléments avec I'age,
I'accumulation des transcrits (SINEs, LINEs, etc...) détourne des facteurs et processus cellulaires de
leur fonction initiale/normale dans une tentative de les réguler, empéchant un fonctionnement
correct des cellules ( ). Il est alors tentant de supposer que l'accumulation des
transcrits de rétrotransposons avec I'age pourrait, dans un contexte Dicerl-déficient, « épuiser »
I’enzyme et la détourner de ses autres fonctions, comme la maturation des miRs et la production de
siRNA, la réparation de I’ADN, ou la maintenance des télomeéres qui sont essentielles a une réponse

fonctionnelle au stress ainsi qu’a I'intégrité et a la survie des cellules.

Iy

Le modele Dicerl-déficient, tres prometteur a mes yeux, reste bien slr encore a amplement
explorer. Il s’agira de caractériser les marqueurs de vieillissement associés au modele et aux
différents phénotypes observés. S’agit-il d’'une accumulation de dommage a I'ADN, de
I’établissement de sénescence cellulaire ? D’une inflammation ou d’une accumulation de transcrits
SINEs/LINEs non contrdlée ? |l sera également nécessaire de compléter et/ou d’expliquer certains
aspects relevés chez le mutant. Quels sont les mécanismes sous-jacents a I'hypertension par
exemple ? Aux troubles métaboliques ? Il reste en outre un travail d’identification et de
caractérisation d’autres atteintes potentielles emblématiques du vieillissement. Des données tres
préliminaires et sur un effectif réduit d’animaux suggereraient par exemple une atteinte prématurée
des fonctions cognitives chez les animaux Dicerl-déficient; un versant qui reste a explorer
entierement. Enfin, la caractérisation et I'intérét du modéle ne seraient pas complets sans évaluer la
réponse de ces organismes a des thérapies de rajeunissement, nous envisageons ainsi par exemple
de tester des agents sénolytiques. Le mutants Dicer1-déficient pourrait également servir de modele
afin de déterminer et définir les effets d’une restriction calorique chez des individus agés, un

bénéfice qui reste encore controversé pour cette population dans la littérature ( ).

Les travaux de ma thése définissent ainsi I'expression de Dicerl comme un acteur indéniable de la
balance entre altérations et réparation qui conditionne la vitesse de vieillissement et I'établissement

des pathologies liées a I'age. Ces données font des souris Dicer1-déficientes un modele murin
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attrayant pour explorer les mécanismes physiopathologiques du processus de vieillissement et pour

évaluer les effets de thérapies de rajeunissement.
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Annexe 1 : Matériel et Méthodes

A) Animaux:

1. Génération des animaux et stratégie de génotypage

Les différentes cohortes étudiées sont générées en croisant des individus hétérozygotes (Dicerl *'%)
entre eux, permettant d’obtenir les mutants et leurs littermate contréles. Mutants et controles sont
maintenus ensemble dans les cages afin de s’affranchir d’un effet potentiel du microbiote intestinal

sur les phénotypes observés.

Le génotypage est réalisé a partir d’ADN extrait de fragments de queues. Les échantillons sont
digérés dans un volume de soude (NaOH 50mM) a 95°C pendant 1h. La réaction est ensuite stoppée

par 10% de Tris-HCL (1M, pH 8 (v/v)) et les échantillons sont conservés a 4°C jusqu’a leur analyse.

Le génotypage est réalisé par une PCR basée sur une taq polymérase (GoTaq Flexi — Proméga). Le

milieu de réaction et le programme de thermocycleur utilisés sont détaillés ainsi :

Milieu de réaction PCR Programme thermocycleur
Composants Volume/réaction Concentration finale 95°C—2 min
Tampon 5X SuL 1X 95°C—-30 sec
MgCl, 25mM 2uL 2mM 58°C — 30sec
DMSO 1,25uL 5% (v/v) 72°C — 45sec
Mix dNTP, 10mM 0,5uL 0,2mM 72°C—10 min
i2, 20uM 0.25uL 0,2uM 4°C - o0
Ex25, 10pM 0.25plL 0.1uM
Entn, 10uM 0.25plL 0.1uM
GoTaq 5U/uL 0.1uL 0.5U
ADN 2.5uL -
H20, QSP : 25uL =

Les amorces utilisées sont les suivantes :

i2:5-TCA GTG ACA GGG CGA CTG GG -3
Ex25:5- TTC TCC TCA TCC TCC TCG GAT CTC -3’
Entn : 5" — CACTCC AAC CTC CGC AAACTC CTA -3’

Le couple d’amorces i2 et Ex25 est spécifique du gene Dicerl tandis que I'amorce Entn est spécifique

de la cassette de sélection.

2. Condition d’hébergements/procédures.

Tous les animaux utilisés au cours de ma thése sont issus de I'animalerie du centre d’hématologie de
d’'immunologie, agrée par les services vétérinaires du Bas-Rhin (N° agrément C67-482-33). Les souris
sont hébergées et élevées dans une animalerie conventionnelle maintenue a température et
hygrométrie constantes (21°C, 50-60% humidité) et en condition SPF (Specific pathogen-free). Les

animaux Dicer1-déficients ne nécessitent pas de conditions d’élevage particuliéres et I'ensemble des
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procédures réalisées dans le cadre de ma these sont validées dans le cadre d’un projet APAFIS
(N°2019061317371610).

B) Suivi de la survie et des paramétres métaboliques

1. Analyse de la survie.

Afin d’évaluer la survie des animaux Dicerl-déficients, I'ensemble des individus présents a
I'animalerie ont été suivis de maniére hebdomadaire afin de détecter (i) I'apparition de signes de
pathologies ou (ii) un état « morbide », définit comme proche de la fin de vie. Les signes de types «
pathologie » incluent le prolapsus rectal/vaginal, les lésions cutanées, les atteintes des muqueuses et
le développement de masses palpables. L'état « morbide » décrit une dégradation de I'état de santé
générale de I'animal (perte de poids prononcée, prostration, manque de soin et/ou respiration

laborieuse) en I'absence de signes pathologiques qui justifie toutefois la mise-a-mort de I’animal.

A I'apparition de I'un ou l'autre de ces évenements, I'animal est mis-a-mort et son age (en semaine)

est enregistré pour 'analyse de la survie de la colonie Dicer1-déficiente.

2. Mesure de la force

Le test des poids est réalisé d’aprés les travaux de en faisant porter a I'animal
différents poids, de plus en plus important et permet d’établir un « score de force ». Les poids sont
constitués d’une éponge métallique d’environ 20g que les animaux vont pouvoir attraper, a laquelle
est fixée ou non une chaine de maillons ; le nombre de maillons different de 1 a 5), et chaque maillon
pése environ 13g. Les poids testés sont donc : 20, 33, 46, 59, 72, 85g. Le score est évalué a partir de
la capacité de I'animal a soulever le poids pendant plus de 3 secondes. Le calcul du score est une
multiplication du nombre de maillons maximum par le temps pendant lequel il est maintenu. Ainsi,
une souris tenant un poids a 3 maillons pendant 3 secondes, mais incapable de soutenir 4 maillons
aura un score de (3x3)=9. Si I'animal est capable de soulever le poids a 4 maillons pendant 1

secondes, il est assigné un score de (3x3 +1)=10.

3. Test de tolérance au glucose.
La mesure des différents paramétres métaboliques sont faites en suivant les recommandations

décrites ailleurs ( ).

Le test de tolérance au glucose (TTG) permet d’évaluer la capacité d’'un organisme a maintenir la
glycémie (concentration de glucose dans le sang) sous contréle. Pour cela, la glycémie est mesurée a
différents temps apres un « challenge » de glucose. Plus précisément : les souris sont mises a jeun
pendant 5h (typiguement de 8h a 13h) en les plagant dans une nouvelle cage sans aliments. En
parallele est préparée et filtrée stérilement une solution de glucose a 0.2g/mL (diluant : sérum
physiologique). Vers 13h, une entaille est réalisée au bout de la queue des animaux pour générer une

microgouttelette de sang utilisée pour déterminer la glycémie grace a un glucometre (CareSens). Une
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injection intrapéritonéale de glucose telle que 2g/kg (soit 100uL pour 10g) est réalisée et la glycémie

est mesurée 15, 30, 60, 90 et 120 minutes apres l'injection.

4. Test de tolérance a l'insuline

L'insuline est une hormone hypoglycémiante qui, une fois libérée dans I'organisme, va provoquer le
stockage du glucose sanguin dans les cellules cibles, soit principalement les hépatocytes, les fibres
musculaires squelettiques et les adipocytes. Le test va suivre la modification de la glycémie suite a
I'apport d’insuline exogene et permet donc d’évaluer la sensibilité des tissus d’un organisme a
I’'hormone. En pratique, le test se déroule de la maniere suivante : les animaux sont mis a jeun
pendant 3h, typiqguement de 10h a 13h, en les plagant dans une nouvelle cage sans aliments. Une
solution d’insuline a 5U est préparée stérilement a partir d’'une solution d’insuline humaine
recombinante (HUMULIN, diluant : dPBS). Vers 13h, la glycémie est évaluée de la méme maniére que
lors du TTG. Une injection intrapéritonéale d’insuline telle que 0.5U/kg (soit 100uL pour 10g) est

réalisée et la glycémie est mesurée 15, 30, 45, 60 et 90 minutes aprées injection.

5. Prélevement sanguin

Différents parametres métaboliques (glycémie, insulinémie) sont profondément modifiés par les
agents anesthésiques (hyperglycémiants) ; les prélévements de sang sont donc faits sur animaux
vigiles. Le prélevement de sang est réalisé par ponction de la veine submandibulaire (GoldenRod
Animal lancets, Bioseb) et le sang est récolté dans des tubes contenant de I'EDTA (5mM final). Les
tubes sont gardés sur glace jusqu’a centrifugation a 4°C pendant 10 minutes a 3000rpm. Le plasma

est ensuite isolé et conservé a -80°C jusqu’a son analyse.

C) Analyse biomoléculaire : expression des genes

1. Préparation des échantillons (lyse)

Le tissu adipeux est récolté immédiatement aprés la mise a mort des animaux afin d’éviter sa
dégradation. Le tissu est pesé, rincé une fois par du dPBS, transféré en tube eppendorf avant d’étre
immergé dans de I'azote liquide. Le tissu est conservé a -80°C jusqu’a sa lyse. Pour cela, 250mg de
tissu sont découpés en petits morceaux sur glace carbonique, transférés dans un tube polypropyléne
de 5mL et enfin, broyés dans 1mL de TRIzol grace a un broyeur de tissu (Tissu-master, Omni
international). Le tout est transféré en tube eppendorf de 1.5mL et centrifugé a 4°C, 5 minutes a
12000 g afin d’éliminer I'exces de lipides et les débris cellulaires. Les échantillons lysés sont
conservés sur glace si I'extraction d’ARN est réalisée dans la foulée, sinon conservés a -80°C jusqu’a

utilisation.

2. Extraction d’ARN
L’extraction des ARN suit les recommandations du fabriquant (TRIzol, invitrogen) qui modifie les
temps de centrifugation dans le cas du tissu adipeux en raison de sa nature lipidique. Premiérement,

les différentes phases sont séparées de la maniéere suivante : ajout de chloroforme (200uL pour 1mL
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de TRIzol), incubation des échantillons a température ambiante pendant 2 minutes et centrifugation
a 4°C, 12000g, pendant 40 minutes. Les échantillons présentent alors 3 phases : une phase protéique
(basse), un anneau médian d’ADN génomique et une phase aqueuse (supérieure) contenant I’ARN.
Cette derniere est délicatement prélevée pour étre transférée dans un nouveau tube eppendorf
(DNA low-bind, RNAse free). Un volume d’isopropanol (500uL pour 1mL de TRIzol) est doucement
ajouté et les échantillons sont homogénéisés par inversions du tube avant d’étre incubés 10 minutes
a température ambiante et centrifugés a 4°C, 12000g pendant 15 minutes afin de précipiter I’ARN en
culot. Le surnageant est éliminé en pipetant puis le culot est lavé deux fois a I'éthanol 75% glacé (1
mL d’éthanol pour 1mL de TRIzol, puis centrifugation a 4°C, 7500g pendant 5 minutes). Le culot est
ensuite séché avant d’étre resuspendu dans 50uL d’eau DEPC. Les échantillons sont conservés a -

80°C jusqu’a utilisation.
3. Retrotranscription

Dosage des échantillons

La quantité et la qualité de I’ARN dans I’échantillon est évaluée par spectrophotométrie (NanoDrop
2000) en mesurant les absorbances a 260 et 280nm. Un ratio A260/A280 supérieur ou égale a 1,8 est
considéré comme bon et I'échantillon exploitable. Un ratio inférieur indique soit une mauvaise
dissolution du culot d’ARN soit une mauvaise extraction. Si le ratio n’est pas modifié apres une
incubation de I’échantillon 10 minutes a 55°C (potentialise la dissolution), une nouvelle extraction est

réalisée a partir de I’échantillon ou du tissu le cas échéant.

Traitement a la DNAse |

Afin de purifier I’ARN et d’éliminer toute traces d’ADN génomique qui pourrait fausser les résultats
de gPCR, les échantillons sont traités a la DNase | recombinante (Roche). Le traitement est réalisé
pour chaque échantillon selon les recommandations du fabricant. Les échantillons sont ensuite

incubés 20 minutes a 25°C, puis 10 minutes a 75°C afin d’inactiver I'enzyme.

Retrotranscription

L’ARN traité par la DNase | est ensuite rétro-transcrit en ADN complémentaire grace au kit iScript
Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad). Pour cela, les échantillons sont dilués afin d’obtenir 1ug
dans un volume final de 16yl (diluant : eau nuclease-free). A chaque échantillon ainsi dilué est ajouté
4uL de mix contenant la transcriptase inverse. La réaction est réalisée en incubant les échantillons 5
minutes a 25°C (activation de I'enzyme), puis 30 minutes a 46°C (élongation) et 95°C pendant 1
minute (inactivation). La quantité d’ADNc obtenue est dosée par NonoDrop. Les échantillons sont

ensuite conservés sur glace pour utilisation immédiate ou stockés a -20°C.
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4. PCR quantitative (qPCR)

Préparation des échantillons et réaction de gPCR

Les échantillons d’ADNc obtenus lors de la rétrotranscription sont dilués afin d’obtenir une
concentration de 250ng/uL (diluant : eau nucléase-free). La réaction de PCR quantitative est réalisée
a I'aide de Sybr-Green (Bio-Rad), un composé fluorescent fixant I’ADN double brin. Les échantillons
sont préparés selon les recommandations du fabriquant pour un volume final de 10p/réaction, avec
250ng de cDNA/réaction. La réaction est ensuite réalisée dans un thermocycleur Rotor Gene
(Corbette research) avec le protocole suivant : une phase de dénaturation de 30 secondes a 95°C,
suivi de 35 cycles alternant une phase de dénaturation a 95°C (5 secondes) et une phase
d’hybridation/élongation a 60°C (20 secondes). Le cycle est modifié et adapté selon les travaux de
( ) pour les réactions amplifiant B1 et B2 : une phase de dénaturation de 2 minutes
a 95°C, suivi de 20 cycles alternant dénaturation a 95°C pendant 15s et hybridtion/élongation a 58°C

pendant 40 secondes. Les différents couples d’amorces utilisés sont indiqués dans le tableau suivant.

Transcrit cible Amorce sens 5’ >3’ Amorce antisens 5’>3’
18S GGGAGCCTGAGAAACGGC GGGTCGGGAGTGGGTAATTT
B1 TGCCTTTAATCCCAGCACTT GCTGCTCACACAAGGTTGAA
B2 GAGTTCAAATCCCAGCAACCA AAGAGGGTCTCAGATCTTGTTACAGA
Dicerl AAGAACGAAATGCAGGAATGGA TCTTCTTTCTCCTCATCCTCCTCG
111b AATTGGTCATAGCCCGCACT AAGCAATGTGCTGGTGCTTC
6 ATGAACAACGATGATGCACTTG TATCCAGTTTGGTAGCATCCAT
1118 TCCTTGAAGTTGACGCAAGA CTTCTGCAACCTCCAGATC
Sirtl CAGTGAGAAAATGCTGGCCTA TTGGTGGTACAAACAGGTATTGA
Tnfa CTACTCCCAGGTTCTCTTCAA GCAGAGAGGAGGTTGACTTTC
Ucpl TCAGGATTGGCCTCTACGAC TTAAGCCGGCTGAGATCTTG
Analyse

Les résultats sont analysés par la méthode du 2-AACt pour obtenir le « fold-change ». Pour cela, le Ct
(Cycle threshold) obtenu des échantillons est normalisé par le gene de référence (ARN 18S) pour
obtenir le ACt. A ce résultat est soustrait le ACt moyen des échantillons contréles pour obtenir le

AACt. Le fold-change est calculé de la maniére suivante : FC = 2-AACt.
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5. Séquengage ARN

L’ARN total du tissu adipeux viscéral est isolé grace au kit RNeasy® Mini (Qiagen, Hilden). L'intégrité
de L'ARN extrait est évaluée sur un bioanalyseur Agilent 2010 grace au Kit RNA 6000 Pico (Agilent
Technologies). Les librairies sont ensuite construites avec le kit SMARTer® Stranded Total RNA-Seq v2
— Pico input mammalian (TaKaRa) en suivant les recommandations du fabriquant. Le pool de
librairies est alors séquencé sur NextSeq 500 en utilisant le kit NextSeq 500/550 High Output v2 selon

les recommandations du fabriquant (lllumina).

L’analyse du séquencage est réalisée en suivant le « pipeline » Bcbio-nextgen. Brievement, pour
chaque échantillon la qualité des « reads » générés par le séquencage est évaluée par I'outil FastQC
(Andrews S. (2010). FastQC: a quality control tool for high throughput sequence data) puis les reads
sont alignés au génome souris mm10 a I'aide de STAR. La qualité de I'alignement est évaluée par
Qualimap ( ). Lintégralité de ces « reads » ainsi générés et alignés permet
d’extraire les données de comptage brutes ; ce comptage est réalisé a I'aide de I'outil Salmon

). Enfin, les analyses différentielles sont réalisée a I'aide du package DEseq2 pour « R » et
les génes différentiellement exprimés sont sélectionnés sur la base de leur valeur p ajustée (<0.05)

sur le fold-change (>1,5) ( ).

D) Histologie

1. Préparation des échantillons en paraffine
L’analyse histologique du tissu adipeux se réalise en suivant les recommandations décrites dans

. Brievement, le tissu adipeux est récolté immédiatement aprés la mise a mort des
animausx, rincé une fois par du dPBS et est incubé une nuit dans une solution de paraformaldéhyde
(PFA 4%). Le tissu est ensuite lavé 3 fois par du PBS et placé dans une cassette d’inclusion. Les
échantillons sont ensuite traités par un automate (Leica TP 1020) qui immerge les cassettes dans
différents bains (éthanol 75% - 30 min, éthanol 95% -1h30 x2, éthanol 100% - 1h x2, Toluéne — 1h x2,
paraffine fondue — 1h x2 puis paraffine fondue une nuit). Les échantillons sont ensuite inclus en
paraffine puis sectionnés au microtome (section 7um). Les sections sont transférées sur lame et

séchées une nuit a 40°C.

2. Coloration Hématoxyline & Eosine

Les lames vont étre plongées dans une série de bains successifs afin de déparaffiner et réhydrater les
échantillons avant d’étre colorés. Le protocole est le suivant: 3 bains de 20s de toluéne, 3x20s
d’éthanol 100%, 1x15s d’éthanol 95%, 1x15s d’eau distillée, 1x5min Hématoxyline, 1x45s eau
distillée, 1x15s d’alcool-acide, 1x10min eau courante, 1x15s Eosine, 3x15s éthanol 95%, 1x15s
éthanol 100%, 1x45s éthanol 100%, 1x1min toluéne. Les lames sont ensuite séchées a I'air libre avant

de pouvoir coller la lamelle et d’imager les échantillons.
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E) Logiciels utilisés

Les graphiques et les statistiques associées sont réalisés sur le logiciel GraphPad Prism 5. Les schémas
et les figures sont faits grace a Microsoft PowerPoint et les coupes histologiques sont visualisées et

photographiées grace au logiciel AxioVision (Carl Zeiss).
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Abstract

Introduction

Ageing can be defined at the molecular, cellular or organismal levels but its most understandable and
tangible definition is the inevitable, time-dependent “physiological deterioration”. Indeed, several
changes that accumulate with time are quite obvious: hair loss, cognitive decline, reduced
reproductive capacities, impaired muscle strength..to cite only a few of them. Yet, these
manifestations are highly variable and while “super-agers” (people in their 70s and 80s who have the
mental or physical capability of their decades-younger counterparts) with preserved memory (or
physical) performance abilities were described (Sun et al.,, 2016), others exhibit accelerated
deteriorations, as that seen in progeria patients (Ahmed, lkram, Bibi, & Mir, 2018). This illustrates
that our current knowledge on aging is still limited and providing a universal description of this
process and its markers is a challenging task (de Magalhaes & Passos, 2018; Johnson & Stolzing,
2019; Neves & Sousa-Victor, 2019). This point to the necessity to better describe the molecular and
cellular processes that are at play during ageing in vivo.

A crucial observation which sustains ageing and the limitation of life is the finite capacity of
mammalian cells to divide (Hayflick & Moorhead, 1961), which led to the concept of “cellular
senescence” characterized by permanent withdrawal from the cell cycle and acquisition of a pro-
inflammatory, proteolytic secretome (Childs et al., 2017). This low-grade inflammatory phenotype, or
“inflammaging”, is postulated to be an important contributor to tissue dysfunctions that
accompanies age-related decline (van Deursen, 2014). Of note, the relationship (cause / effect)
between inflammation and aging has not yet formally been established. Several stressors, such as
reactive oxygen species (ROS) or DNA damage are known inducers of senescence, but it has also
recently been suggested that the accumulation of self-molecules (which are normally processed and
eliminated by mechanisms such as autophagy) might be an important source of inflammation
(Franceschi, Garagnani, Vitale, Capri, & Salvioli, 2017). In this regard, the role of DICER1 appears of
particular importance. DICER1 is essentially known for its canonical role in the RNA interference
pathway through processing of pre-miRNA transcripts into mature miRNAs (Ha & Kim, 2014).
However, additional functions have been attributed to this RNAse Ill, among which the processing of
long non-coding RNAs such as those derived from the transcription of Alu sequences (Song & Rossi,
2017). While the role of miRNAs in ageing has been amply investigated (Kinser & Pincus, 2019), the
impact of Alu RNAs accumulation caused by DICER1 deficiency on inflammation and an age-related
disease has been demonstrated in human retinal cells (Gelfand et al., 2015; Kaneko et al., 2011; Kim
et al., 2014; Tarallo et al., 2012). Importantly, mutant mice (Dicer 1d/d) characterized by reduced Dicer

1 expression are more prone to develop joint inflammation during experimental arthritis (Alsaleh et
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al., 2016) and have recently been shown to also exhibit age-related macular degeneration (Wright et
al., 2020).

In this manuscript, we describe reduced life span and increased age-related diseases in Dicer1¥®
mice. This mouse mutant line therefore represents a novel and physiologically relevant model of
premature aging. Next, we focused our investigation of the adipose tissue and explored in more
details the mechanistic relationships between reduced Dicerl expression, inflammation and cellular

senescence. Altogether, our data point to a major role of Dicerl in aging, probably through its

canonical and non-canonical functions.

Results

Dicerl-deficient mice (Dicerld/d) die prematurely and exhibit age-related diseases

Increased susceptibility to viral infections ((Ostermann, Macquin, Krezel, Bahram, & Georgel, 2015;
Ostermann et al., 2012; Otsuka et al., 2007) and induced colon cancer (Yoshikawa et al., 2013) of

1 d/d

Dicer mice have previously been described. However, in the absence of any infectious or

tumorigenic trigger, we observed a reduced lifespan of Dicer1”® mice (Fig.1A). Animals were kept in

+/+

the same room of our animal facility and both genotypes (Dicer1™" and Dicer1¥?) were co-housed in
the same cages to avoid microbiota-specific effects. In these conditions, we could calculate a median
survival of 80 weeks for Dicerl mutant mice, while that of their littermate controls exceeds 2 years.
For practical reasons, we could not keep the control animals until their natural death, but the median
survival of C57BIl/6 males mice is considered to be of 125 weeks (Kunstyr & Leuenberger, 1975). This

94 mice is 30% shorter than controls. Importantly, mutant

means that the average life time of Dicerl
mice develop more severe and/or more prematurely a morbid state and a set of age-related
defects/pathologies. Indeed, ageing of mutant mice is accompanied with the development of severe
dermatitis (Fig.1B) and kyphosis (Fig.1C), both conditions frequently uncounted in aged populations
in humans (Ailon, Shaffrey, Lenke, Harrop, & Smith, 2015; Hahnel, Lichterfeld, Blume-Peytavi, &
Kottner, 2017) and associated with adverse health effects. Of note, these manifestations were not
observed in mice until they were aged at least 40 weeks (see Table 1). Additional signs of premature

4 mutants following necropsy (Table 1): conjunctivitis

ageing were also occasionally seen in Dicer®
(illustrated Fig. 1D) (Coursey et al., 2017), splenomegaly (Loukov, Naidoo, Puchta, Marin, & Bowdish,
2016), cardiomegaly (Eisenberg et al., 2016) or enlarged seminal vesicles (Fritz, Lin, Moore, Cooke, &
Peterson, 2005) but the occurrence of such events was too rare to reach statistical significance.
Notably, other defects unrelated to ageing, such as alopecia (caused by social behavior (Kalueff,

Minasyan, Keisala, Shah, & Tuohimaa, 2006)) or rectal prolapses (resulting from intestinal dysbiosis

(Buonocore et al., 2010)) were not modified in Dicerl¥mice.



We also noted lower body weight of aged mutant mice, a phenotype that can be observed in 60-
weeks old animals and beyond. This is accompanied by reduced adipose tissue in 80-weeks old
mutant mice (Fig. 2A, B). Indeed, while control mice gain weight and accumulate fat with age, this

d/d

was not seen in Dicer1™" animals. Importantly, age-dependent weight loss is now considered as a key

biological marker of ageing and reflects the fragility and vulnerability to pathogens seen in elderly

¥ mice reach a

people as well as aged animals (Dutta & Sengupta, 2016). Of note, controls and Dicerl
similar maximum weight (38g), which is achieved at week 30 for mutants and week 70 for wild-type
animals. The difference (40 weeks) is similar to the loss of life expectancy seen in Dicerl mutants.
This observation is in line with previous reports showing that the age at which the maximum body
weight is attainted, rather than the body weight itself, correlates with lifespan (Wagener, Muller, &
Brockmann, 2013).

Besides those visible signs, we also quantified several parameters, such as blood pressure and
glucose tolerance. As seen in Fig. 3, 20-weeks-old Dicerl®® mutants exhibited a slight increase of
blood pressure, which appeared very significantly augmented in older mice (40- and 80-weeks-old).

This indicates that Dicerl deficiency promotes hypertension, a classical feature of ageing (Buford,

2016).

Altered glucose metabolism in Dicer 1 mutants

To gain more insights into potential metabolic dysfunctions in Dicerl mutants, we first performed
glucose tolerance tests in cohorts of 20- (young), 40- (adult) and 80-weeks (aged) old mice. Figure 4
shows that, following intra-peritoneal injection, glucose clearance is more efficient in Dicerl deficient
animals, regardless of their age (Panels A to C, | and ii). In addition, fasting glycaemia is systematically

reduced in Dicer1?®

mice, whether young, adults or aged (iii). Accordingly, ELISA quantification of
plasmatic insulin showed increased insulin secretion in aged Dicerl mutants (Fig. 5A), which is
associated to insulin resistance visualized during an Insulin Tolerance Test (ITT) (Fig. 5B). These data
provide additional evidence of hypoglycemia and type Il diabetes associated to premature ageing
caused by reduced Dicerl expression (Koks et al., 2016).

94 mice

Adipose tissue dysfunctions in Dicerl
Such defects in insulin-dependent glucose homeostasis seen in aged Dicer mutant animals, in
conjunction to reduced body weight (Fig. 2), pointed to changes in the energetic balance towards
consumption rather than synthesis or storage of nutrients. SIRT1 is a key regulator of energy
production through its involvement in insulin secretion as well as maturation and remodeling of the

adipose tissue (Hui et al., 2017). Furthermore, Sirt1 reduced expression in muscle, liver, brain and

adipose tissue has been observed during ageing (Gong et al., 2014). Interestingly, we observed
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diminished Sirt1 expression in the visceral white adipose tissue of Dicerl mice (Fig. 6B). Energy
metabolism is also controlled by mitochondria in which glucose and lipid degradation enables ATP
production, a process that can be impaired by UnCoupling Proteins (UCP). In humans, increased
UCP1 expression in visceral adipose tissue is associated to more efficient glucose uptake, reduced
blood glycemia and triglyceride levels, combined to a diminished ratio of visceral / subcutaneous
adipose tissue (Lim et al., 2020; Tews et al., 2019). Of note, young (20 weeks-old) Dicerl mutant mice
exhibit increased Ucpl expression in white adipose tissue (Fig. 6C) and similarly to the situation in
humans, Ucpl expression levels negatively correlates with the ratio visceral / cutaneous adipose
tissue (Fig. 6D). Such changes in Sirtl and Ucpl gene expression in the visceral adipose tissue have
been observed in obese patients and might activate an “hyper-metabolism” response in order to
adapt to excessive nutrients availability (Lim et al., 2020). However, a chronic hyper activation of the
energy metabolism also induces pathogenic situations, such as cachexia upon increased expression
of Ucpl (Petruzzelli et al., 2014). In addition, activation of the NLRP3 inflammasome drives reduced
Sirtl expression (Chalkiadaki & Guarente, 2012) and Ucpl increased expression is the consequence
of ROS production (Han et al., 2016) which suggest that the accumulation of SINEs transcripts (B1 and
B2 RNAs in mice) could be involved in these processes. As seen in Fig. 6E and F, B1 and B2 RNAs
accumulate in visceral white adipose tissue, in young as well as in aged Dicerl mutants compared to
controls. This important observation indicates that this phenomenon is not restricted to the retinal
pigment epithelial cells (Kaneko et al., 2011; Kim et al.,, 2014; Tarallo et al., 2012), but could
potentially represent a more conserved mechanism linking reduced Dicerl expression, metabolic
defects and ageing.

Since Dicerl mutants likely exhibit altered metabolic responses in the white adipose tissue, we
decided to analyze their behavior in response to high fat diet (HFD) challenge. In these experiments,
10 weeks-old wild-type and Dicerl-deficient mice were subjected to an obesogenic diet for 9 weeks.
In these conditions, Dicerl-deficient mice exhibited a surprising resistance to weight gain and
adipose tissue formation (Fig. 7A-C). Unexpectedly, Dicerl-deficient animals ingest more food than
the littermates controls and have and increased caloric intake (Fig. 7D). In addition, histological
examination of the white adipose tissue shows that adipocytes from Dicerl-deficient animals are
significantly smaller compared to controls (Fig. 7E, F).

Such chronic exposure to an excess of nutrients induced an increased fasting glycemia and blood
insulin concentration in wild type mice (Fig. 8A, B), while Dicerl animals appeared resistant,
maintaining a reduced basal glycemia and exhibiting a limited rise in insulin secretion. Glucose

d/d

tolerance tests also showed that Dicerl™" mice exhibited a markedly improved glucose clearance

even 8 weeks post HFD (Fig. 8C, D).



Because HFD is known to induce inflammatory stress in adipocytes, we quantified by RT-gqPCR the
expression levels of prominent inflammatory markers. As seen in Figure 9A, -1, 1I-6, II-18 and Tnf-«
gene expression is markedly increased in the adipose tissue harvested from Dicer1”® mice subjected
to HFD. Importantly, the expression of B1 and B2 RNAs also appeared increased in these samples
(Fig. 9B).

Finally, we sought to obtain a comprehensive view (using RNAseq approach) of the changes in gene
expression that occur in adipocytes during ageing and the concomitant impact of reduced Dicerl
expression. A first hint into global transcriptomic changes is illustrated by the Volcano plots in Figure
10. Panel A shows that ageing (in that case between 20 to 80 weeks) of adipocytes in control (wild-
type) mice is accompanied by the statistically significant (P adj<0.01) up regulation (2 fold) of 31
genes and down modulation (2 fold) of 52 genes. In contrast, 792 genes are upregulated and 151
down modulated in the aged compared to young Dicer1¥® mice (Panel B). Interestingly, only 9 genes
are differentially expressed between 20 weeks-old Dicerl mutants compared to controls, clearly
showing that the mutation has almost no impact in this tissue in young animals (Panel C). This is in

94 and controls (Panel D),

sharp contrast to the comparison between aged (80 weeks-old) Dicerl
which reveals that the expression of 747 genes is increased while that of 99 genes is reduced. To
stratify some of the relevant genes which exhibit differential gene expression, we used heatmap
representations and performed Ingenuity Pathways Analysis (IPA, Qiagen) and Gene Set Enrichment

Analysis (GSEA, http://www.webgestalt.org/). Using these tools, we first managed to highlight

several genes involved in ageing of wild-type adipocytes (Fig. 11), among which HNF4A (Hepatocyte
Nuclear Factor 4 Alpha) and Pyruvate Kinase L/R (PKLR) that participate in the Maturity Onset
Diabetes of Young (MODY) Signaling and are down-regulated in aged mice. Of note, reduced Hnf4a
expression has been noted in pancreatic islet of aged rats (Sandovici et al., 2011). Because of the
limited amount of differentially expressed genes, GSEA did not allow to identify specific enrichment
in gene sets, which likely indicates that 80 week-old does probably not really correspond to an
advanced age in these wild-type mice. The second dataset that we analyzed compared aged to young
Dicerl®® mice (Fig. 12). IPA revealed, amongst the top affected pathways, the Apelin signaling
pathway (p=1.44E-4). Given the role of the adipokin Apelin and its receptor in age-related diseases
(Luo, Han, & Xu, 2020; Vinel et al., 2018), reduced expression of both genes in aged Dicerl-deficient
adipocytes appears particularly relevant and interesting. Additionally, GSEA pointed to significant
(FDR<0.05) negative Normalized Enrichment Scores (NES) for gene sets involved in biological
processes (such as ossification, tissue migration or response to wounding) which reflects an ongoing
ageing process. For instance, the gene set involved in ossification (NES= - 2.31; FDR= 0.0019949)
includes Leptin (Lep), Secreted acidic cysteine rich glycoprotein (Sparc), Noggin (Nog), Collagen, type

I, alpha 1 (Collal), Refilin B (Rflnb), Transformation related protein 53 inducible nuclear protein 2
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(Trp53inp2), Asporin (Asp) and cAMP responsive element binding protein 3-like 1 (Creb3I1). We also
noted the down modulation of several genes encoding extracellular matrix components (Collagens,
Tenascin C), which is also a hallmark of ageing (Birch, 2018). Altogether, these data point to
premature ageing phenotype in these mutant mice, as a result of reduced expression of many genes
involved in tissue renewal and homeostasis. Finally, we compared the transcriptome of aged mutant
adipocytes to that of controls (Fig. 13). IPA highlighted deregulation of metabolic pathways such as
gluconeogenesis (p=3.7E-5) or glycolysis (p=4.2E-4) in mutant adipocytes. Furthermore, many
diseases (dermatological, injury) and cellular functions (cellular maintenance and proliferation) which
were identified by IPA in this dataset are evocative of ageing-associated processes. GSEA also
identified negative Normalized Enrichment Scores (NES) for genes involved in immune functions
(phagocytosis, cytokine production) or tissue homeostasis, correlating with negative NES indicating

abnormal skeleton physiology or immune responses.

Discussion

Dicer1”® mice, a relevant model for ageing studies

Several animal models have been developed to investigate ageing at the cellular and molecular
levels, among which mice exhibit many advantages like its physiological and genetic similarities with
humans. However, genetically engineered mice with modified (reduced or increased) lifespan either
mimic extreme phenotypes (such as progeroid syndromes which are very rare in humans) or affect
targeted functions (such as inflammation, metabolism or DNA repair) or specific organs (adipose
tissue, liver) (Koks et al., 2016). Dicerl-deficient mice appear as an attractive alternative for several
reasons: (i) mutant mice exhibit many defects affecting most organs (retina (Wright et al., 2020);
joints (Alsaleh et al., 2016); ovaries (Otsuka et al., 2008); skin and adipose tissue (this study)) and, as
demonstrated here, are also characterized by reduced lifespan (Fig.1 and 2). Interestingly, a mutant
mouse expressing a constitutively phosphorylated form of DICER1 also exhibits premature ageing
(Aryal et al., 2019). Of course, more investigations will be necessary to explore in more details

d/d

phenotypes (like kyphosis or hypertension) observed in aged Dicerl™® mice. These future studies will

enable a better understanding of age-related pathologies (osteoarthritis, cardio-vascular diseases) of

d/d

major importance in humans. (ii) Dicerl™" mice are hypomorphic, which means that the animals

exhibit only a reduced Dicer1 expression. Indeed, gene deletions are uncommon in humans, in which
diversity is more caused by genetic variations and subsequent changes in gene expression and / or

activity. Additionally, the mutation induces inter-individual variability; while such variations make the

d/d

analysis of Dicerl™" mice complex and costly (requiring large cohorts), they mimic the wide spectrum

of age-related phenotypes in humans in which ageing is not an evolution with stereotypic features.

1d/d

(iii) The dynamic of appearance of the phenotypes seen in Dicer mice is evocative of an
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accelerated, progressive ageing. Indeed, we could calculate that 50% of Dicerl-deficient mice can
reach an age (80 weeks) which is equivalent to 62 years for humans (Dutta & Sengupta, 2016), while
50% of the controls can reach 120 weeks (92 years for humans). This likely represents the
physiological evolution and diversity seen in human populations.

Nevertheless, the mechanism by which Dicerl-reduced expression triggers premature ageing
remains to be fully elucidated. A first clue is the overexpression of B1 and B2 RNAs detected in
adipocytes of Dicerl”® mice fed with a lipid-rich diet (Fig. 9). This observation, in line with those
performed in retinal epithelial pigment cells (Kaneko et al.,, 2011; Kim et al., 2014; Tarallo et al.,
2012), suggests that non-canonical functions of DICER1 (Alu sequences processing) could participate
in the inflammatory setting of adipocytes and mediate the inflammageing phenotype. Alternatively,
reduced Dicerl expression also entails an impairment of nuclear DICER1 functions, such as the
maintenance of telomeres or the response to DNA damages (Burger & Gullerova, 2015), whose
dysfunction might also drive cellular senescence. Finally, the canonical role of DICER1 (i.e, the
maturation of miRNAs) is certainly an important player in the accelerated aging seen in Dicer1®*
mice. This is visualized by the large number of deregulated genes in aged adipocytes harvested from
aged mutant mice compared to controls. Indeed, many of these genes might be under transcriptional

control by miRNAs, as demonstrated by others (Mori et al., 2014).

Transcriptomic analyses of adipocytes highlight multiple pathways involved in ageing

Adipocytes have long been under-estimated and explored for their energy storage functions only.
Yet, the adipose tissue represents an important proportion (20%, depending on age, sex) of the total
body mass in humans (Jackson, Janssen, Sui, Church, & Blair, 2012) (30% in mice, depending on
strains (Reed, Bachmanov, & Tordoff, 2007)) and is able to secrete many signaling molecules
(adipokines) involved in the regulation of multiple processes like wounding (Lee, Song, Lee, Cho, &
Kim, 2018), bone density (Reid, Baldock, & Cornish, 2018) or immune responses (Francisco et al.,
2018). Furthermore, the relationships between lipid metabolism and age-related disease appear
more and more functionally related (Arai, Kamide, & Hirose, 2019). To better characterize the
changes that occur in these cells during ageing and the impact of reduced Dicerl expression in this
process at the molecular level, we performed a transcriptomic analysis by RNAseq. First, we focused

|II

on “normal” ageing by comparing gene expression levels between aged (80 weeks-old) and young
(20 weeks-old) wild-type mice (Fig. 11). Setting the cutoff for significant changes to a p adj<0.01 and
a fold change >2 and <-2, we found few (83) modulated genes, which likely indicates that 80 weeks
does not correspond to old animals, but rather to “mature adults” which are not so different, at least
with regards to the adipose tissue, from 20 weeks-old, “young adults”. Nevertheless, we observed

that the top pathways which were predicted to be deregulated by IPA play a role in glucose
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metabolism. Importantly, the MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) pathway is among
them, in line with premature diabetes and insulin-resistance, two importance features of ageing. We
also observed increased expression of several immunoglobulin-encoding genes, possibly reflecting
the accumulation of B cells in the adipose tissue during ageing, as reported previously (Camell et al.,
2019). Interestingly, GSEA highlighted the reduced expression of many genes encoding components

94 mice. Such alterations

of the extracellular matrix (Tenascin C, various Collagens, Asporin) in Dicerl
drive probably the most visible effect of ageing in humans, the loss of skin elasticity and the
appearance of wrinkles. Surprisingly, the comparison of young Dicerl mutants and age-matched
controls (Fig. 13) reveal almost no difference (8 differentially expressed genes), except an over
expression of Irf7 and Ifitl genes, evocative of an interferon signature that we described earlier
(Ostermann et al., 2012). Transcriptomic differences were much more marked when we compared
aged and young Dicer1* adipocytes (Fig. 12) and highlighted several deregulated genes (Nrep,
Fabp3, Collal, H1f2, Lyz1, Col3al, B2m, S100a4) common to human, rat and mouse which are listed

in the Human Ageing Genomic Resources database (https://genomics.senescence.info/) (de

Magalhaes, Curado, & Church, 2009). Several deregulated metabolic pathways were identified by IPA
(i.e neoglucogenesis), as well as the Apelin signaling cascade. Indeed, reduced expression of Apelin
and its receptor have been recently described as important events promoting senescence (Zhou,
Chen, Tang, Guo, & Li, 2018). Finally, we analyzed the impact of Dicerl-reduced expression in aged
animals (Fig. 14). Firstly, we noted that most genes were up-regulated (Fig. 10), reflecting the
reduced expression of miRs (which exhibit essentially negative regulatory roles) as a result of low
DICER1 levels. Next, IPA confirmed the deregulation of metabolic pathways that occurs in Dicerl-
deficient aged animals and GSEA confirmed the negative enrichment of genes participating in
extracellular matrix and phenotypes (immune, bone-related), reflecting an overall degradation of

major physiological functions and premature ageing.

Delaying ageing and the occurrence of age-related diseases.

According to the United Nations Department of Social and Economic Affairs, the proportion of elderly
is constantly increasing in developed countries. This ageing population is at risk to develop chronic
diseases, such as cardiovascular, rheumatic and neurodegenerative conditions, thereby creating a
massive economic burden to the social security systems. Hence, the development of drugs enabling
enhanced lifespan, in the absence of age-related diseases is a major challenge and the focus of
intense research. To this end, rejuvenation strategies are considered and can be divided into two
main categories: (i) those that are based on dietary restriction and (ii) the ablation of senescent cells
by chemotherapy (senolytics) (Mahmoudi, Xu, & Brunet, 2019). In this work, we showed that high fat

diet (HFD) promoted enhanced inflammatory genes expression in Dicerl mutant mice (Fig. 9).
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Concomitantly, we observed that Dicer1¥

mice are also resistant to adipogenesis and weight gain in
these conditions (Fig. 7) and are still able to control their glycemia better than wild-type animals (Fig.
8). These contrasting observations will require additional investigations, like a quantification of lipid
absorption in the intestinal lumen. However, they can be connected to recent observations in
humans suggesting that a reduced BMI is associated to a greater risk of mortality in elderly (Winter,
Maclnnis, Wattanapenpaiboon, & Nowson, 2014). In this work, neither did we evaluate the impact of
HDF on mortality in Dicerl mutants, nor the consequences of diet restrictions. These experiments
will have to be performed in the future.

An important message from our transcriptomic analyses is the potential impact of adipokines on the
accelerated ageing seen in Dicerl®® mice. Indeed, in addition to Apelin and its receptor, the genes
encoding Leptin, Resistin, Chemerin are also down modulated in aged mutant animals. These
observations suggest that, in addition to senolytics (Xu et al., 2018) or anti-inflammatory molecules
(Neves & Sousa-Victor, 2020), the modulation of physiological processes such as food intake or
energy expenditure by adipokines (which also possess some neuroprotective activities (Arnoldussen,
Kiliaan, & Gustafson, 2014)) might become an attractive pharmacological tool to enhance lifespan in
healthy conditions. .

In conclusion, our work enabled us to provide a comprehensive description of the functions of Dicerl
in adipocytes and during ageing. Although still imperfectly characterized, Dicer1¥® mice represent a
physiologically-relevant model to thoroughly investigate ageing in vivo and evaluate the efficacy of

molecules which will be used in humans to postpone the occurrence of age-related diseases.

Materials and Methods

Figure legends

Figure 1: Dicerl mutant mice exhibit visible phenotypes evocative of premature ageing. A. The
survival of a cohort of 62 wild-type (Dicer1**) and 60 mutant (Dicerl®®) mice was followed for 80
weeks. B. The occurrence of ulcerative dermatitis was quantified and expressed as a percentage (%)

d/d

of mutant (60) and control (65) animals showing the phenotype. C. Kyphosis in Dicerl™" mice

¥4 mice (bottom). Control mice

(bottom) is shown by a red arrow. D. Conjunctivitis in Dicerl
(Dicer1™*) are shown in the top pictures. In A and B, data were analyzed with the Logrank test.

*p<0.05; **p<0.01.

Figure 2: Reduced weight and adipose tissue in aged Dicerl mutant mice. A. Weight (expressed in
grams, g) was measured for 30 controls (Dicer1”*) and 30 mutants (Dicer1?) for 100 weeks. B. The

amount of adipose tissue (expressed as a percentage of the total body weight) was quantified in 20
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+/+ d/d

weeks-, 40 weeks- and 80 weeks-old control (Dicerl™") and mutant (Dicerl™") mice following
necropsy. In A and B, data were analyzed by comparing two datasets with a Mann-Whitney U test.

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 3: Hypertension in aged Dicerl mutant mice. Systolic blood pressure (expressed is mmHg)
was measured with the tail-cuff method in 20 weeks-, 40 weeks- and 80 weeks-old controls

d/d

(Dicer1™*, N=4) and mutants (Dicer1®®, N=4). Data were analyzed with a Student’s t test. *p<0.05;

*%%%n<0.0001.

Figure 4: Dicerl mutant mice exhibit improved clearance in a Glucose tolerance test. A. Glucose
tolerance assay performed in control (Dicerl**, N=13) and mutant (Dicerl®®, N=13) 20 weeks-old
mice. (i) After Glucose intraperitoneal (ip) injection, glycemia (expressed in mg/dL) was quantified
during a 120 minutes (min) period. (ii)The area under the curve (AUC, expressed in arbitrary units-
AU) was calculated. (iii) Quantification of the fasting glycemia (expressed in mg/dL) in the same
animals. B. Similar experiments were performed in 40 weeks-old mice. C. Similar experiments were

performed in 80 weeks-old mice.

Figure 5: Insulin-resistance in Dicerl mutant mice. A. Quantification of blood insulin (expressed in
ng/ml) by ELISA in 40 weeks- (Adults) and 80 weeks-old (Aged) wild-type (Dicerl”*, N=7) and mutants

(Dicer1¥®, N=6 or N=7). B. Insulin-Tolerance Test (ITT). Following insulin ip injection in 20 weeks-, 40

+/+ d/d

weeks- and 80 weeks-old wild-type (Dicerl™", N=4) and mutants (Dicerl™", N=4), glucose was

quantified in the blood for 120 minutes (min) and expressed as a percentage of the initial Glucose

concentration

Figure 6: Relative gene expression quantified by RT-gPCR in the adipose tissue of wild-type
(Dicer1*”*) and mutants (Dicer1®?). A. Dicerl. B. Sirtl. C. Ucpl. E. B1 RNA. F. B2 RNA. D. Ucpl

expression was correlated to the ratio between visceral (V) and subcutaneous (S) white adipose

+/+) d/d) .

tissue for selected controls (Dicer1™") and mutants (Dicerl

Figure 7: Dicerl mutants are resistant to high fat diet. A. Absolute weight (expressed in grams, g) or

B. expressed as a percentage of the initial weight was measured in 10 weeks-old wild-type (Dicer1™*)

d/d

and mutants (Dicerl™") mice fed with normal (chow) or hight fat (HFD) diet for 9 weeks . C. The

amount of white adipose tissue (expressed as a percentage of the body mass) was measured in

+/+

selected wild-type (Dicerl™”*) and mutants (Dicer1l®®) mice at the end of the experiment. D. The

caloric intake (expressed in kcal/week/mouse) was measured in the course of the experiment for

11



+/+ d/d

wild-type (Dicerl™") and mutants (Dicer1™") animals. E. Histological examination of white adipose

+/+ d/d

tissue harvested from a wild-type (Dicer1™") and mutant (Dicer1™") mouse 9 weeks after high fat diet

(HFD) and following hematoxilin/eosin staining. F. Quantification of the size (expressed in um) of the

+/+

) and mutant (Dicer1*

adipocytes from control (Dicerl ) adipocytes upon HFD. Data were analyzed
using Mann Whitney U test. Curves in panels A and B were compared following determination of the

area under the curve. **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 8: Improved Glucose tolerance in Dicerl mutants after HFD. A. Fasting glycemia in the blood

+/+) and mutants (Dicerld/d) animals following normal (chow)

(expressed in mg/dL) of wild-type (Dicerl
or high fat diet (HFD). B. Blood insulin (expressed in ng/ml) was quantified by ELISA in the same

animals as in A. C. Blood glucose (expressed in mg/dL) following glucose ip injection was quantified

+/+ d/d

for 120 minutes (min) in wild-type (Dicerl™") and mutants (Dicerl™") animals before (week 0)
providing a control or a high fat diet (HFD). The right panel shows the area under the curve (AUC,
expressed in arbitrary units-AU). D. Similar experiments as in C were performed in mice following 9
weeks of normal (chow) or high fat diet (HFD). Data were analyzed wit Mann Whitney U test.

*p<0.05; **p<0.01.

Figure 9: Increased inflammatory signature in Dicerl mutant adipocytes upon high fat diet. A.

relative gene expression of inflammatory genes (/I-15, 1I-6, 1I-18 and Tnfea) in the adipose tissue

+/+ d/d

harvested from wild-type (Dicerl™") and mutants (Dicer1™") animals following normal (chow) or high
fat diet (HFD). B. relative quantification of Dicer1, B1 and B2 transcripts in the same conditions as in

A.

Figure 10. Transcriptomic analysis of adipocytes harvested from young and aged wild-type
(Dicer1**) and mutants (Dicer1®) animals. A. Volcano plot showing the comparison of aged (Ag, 80
weeks-old) and young (Y, 20 weeks-old) wild-type (WT) adipocytes. B. Volcano plot showing the

1d/d

comparison of aged (Ag) and young (Y) Dicerl™® adipocytes. C. Volcano plot showing the comparison

of young (Y) Dicer1®®

and wild-type (WT) adipocytes. D. Volcano plot showing the comparison of
aged (Ag) Dicerl”® and wild-type (WT) adipocytes. Genes exhibiting significant (p<0.05, with log2

Fold Change >1 and <-1) overexpression are shown in green, those which are downregulated in red.
Figure 11. Bioinformatic analysis of the transcriptome of aged (Ag, 80 weeks-old) and young (Y, 20

weeks-old) wild-type (WT) adipocytes. A. Heatmap representation. Overexpressed genes are shown

in green, down modulated ones in red. B. Schematic representation of the Maturity Onset Diabetes
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of the Young (MODY) predicted by Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Down modulated genes are

shown in green.

Figure 12. Bioinformatic analysis of the transcriptome of aged (Ag, 80 weeks-old) and young (Y, 20

weeks-old) Dicer1?®

adipocytes. A. Heatmap representation of the top 100 genes with significant
different gene expression. B. Schematic representation of the Apelin (APLN) pathway predicted by
IPA. C. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) showing significant (FDR<0.05) negative Normalized
Enrichment Scores of biological processes.

Figure 13. Bioinformatic analysis of the transcriptome of young (Y, 20 weeks-old) Dicer1®*

+/+

adipocytes compared to age-matched controls (Dicerl ™"). Heatmap representing genes with

statistically different expression patterns.

Figure 14. Bioinformatic analysis of the transcriptome of aged (80 weeks-old) Dicer1/¢ adipocytes

+/+

compared to age-matched controls (Dicerl *"). A. Heatmap representation of the top 100 genes
with significant different gene expression. B. Top 5 enriched diseases (top) and molecular functions
(bottom) predicted by IPA. C. . Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) showing significant (FDR<0.05)

negative Normalized Enrichment Scores of Biological processes (top) and Phenotype (bottom).

Table I: Clinical manifestations (a) in live adult males or following necropsy (b). The number of
animals and the corresponding percentage (%) are indicated. NO : non observed. P values were

calculated using the exact Fisher's test.
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Figure 10
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Figure 11

Maturity Onset Diabetes of Young (MODY) Signaling - IPA toutes conditions final : Expr Log Ratio

A Mebrane
o insulin depolarization
= i Ifisulinl Ca2s G'ufl»se
. I
L WT Aged vs WT Young Bk o :  — 3
203 Cytopiasm : RS Pancreatic
ZScorm 1 —\ / beta istet cell
i
1 \ .
i N Glicase
i Secretory Ca2» Y
I granule A oL,
: (M '2)
i
! T Glucose-6-Phosphate
; Insulin|
! Golgi ATPé————— Giycolysis
i
i
i
i
i
I
i
]
i Cazr—1-
i
i ER
i
1
Nudleus | ANF3p Mutated genes in MODY*
i
v/
]
i
M -
! ot va;"" RP‘, w e
! (MODY3)
v
PDX1)  HNF1p
\ ‘/
X £ Pnnwabc those
PR o v 1 pmgmsmeawme Gijcosis yhocose
pancréas o sction in insulin sécretion
devefapment
VFABP L FABPGAPDH /}woa GLUT2 5 ,
\ ‘ b - PDXH HNF1R
& / MoDYe) (MODY4) (MODYS)
& 2 / l ’ M
\1 Giioose peet, R s oed Pagcreatic
Glycolysis trénspon devaiopment development volumne

©2000-2020 GIAGEN. Al rights rserved,

3 WTY

3 WTY
WT_Ag

2WTY

WT_Ag

_WT_Ag
WT_Ag

I WTY
1WTY
1_WTY
_WT_Ag
WT_Ag

24



Figure 12
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Figure 13
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Figure 14
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Annexe 3: Opinion
Therapeutic Perspectives for Interferons and Plasmacytoid Dendritic Cells in Rheumatoid Arthritis

Ramzi Nehmar, Alexandre Mariotte, Aurore De Cauwer, Jean Sibilia, Seimak Bahram and Philippe
Georgel. Trends in Molecular Medicine (2018)24:4

Cet article décrit le role des différents types d’interférons (IFN), trés controversé, dans la
physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide, une pathologie multifactorielle complexe et dont les

réponses aux traitements actuels restent tres hétérogenes.

Nous proposons un modele dans lequel la stimulation de la production d’IFN par I'application
cutanée d’une creme contenant de I'lmiquimod limiterait I'infiltration et I’activation des neutrophiles
dans I'articulation et limiterait le processus inflammatoire — production de ROS, libération d’auto-
antigenes lors de la nétose- a I'origine de l'initiation d’un cercle vicieux entre destruction osseuse et
production d’auto-anticorps. Cette régulation locale de la production d’IFN pourrait étre efficace
dans la polyarthrite rhumatoide mais également dans d’autres pathologies inflammatoires

caractérisées par une activation délétére des neutrophiles, comme la goutte ou les vascularites.
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Rheumatoid arthritis (RA) is a multifactorial immune disease exhibiting diverse
clinical responses to specific therapeutic agents. Such heterogeneity reflects
variable activation of signaling pathways. Consequently, RA physiopathology
has been linked to many immune cells and factors, with controversial obser-
vations for interferons (IFNs). In this opinion article, we review the roles of these
cytokines and the cells that produce them in light of recent data: clinical
observations showing that expression of IFN-dependent genes does not reflect
RA activity and RA mouse models in which the stimulation of IFN-dependent
pathways provided disease protection. We suggest that epicutaneous stimu-
lation of the IFN network is an attractive possibility to limit neutrophil infiltration
or activation, thus providing therapeutic benefits to RA patients refractory to
current therapies.

Rheumatoid Arthritis Pathogenesis Is Heterogeneous

Rheumatoid arthritis (RA) is a multifactorial disease resulting from genetic, epigenetic, and
environmental specificities leading to immune alterations. RA is characterized by swelling,
stiffness, and inflammatory pain, mainly in the small joints of hands and feet [1]. In addition,
systemic manifestations (such as pulmonary and cardiovascular complications) also contribute
to a significant alteration of the quality of life and reduced life expectancy of RA patients [1].
Several MHC Class Il alleles such as HLA-DRB1*0401 and HLA-DRB1*0404 have been
described as major contributors to the disease [2] and genome-wide association studies have
identified numerous additional loci (such as PTPN22, PADI4, TNFAIP3) encoding genes that
participate in its initiation and/or development [3]. Furthermore, epigenetic regulation of gene
expression provided by miRNAs and histone modifications have been recently identified as an
additional layer of complexity in the heritability of RA [4]. Finally, environmental exposures to
chemical (such as those generated during smoking [5]) or to specific microorganisms (Por-
phyromonas gingivalis or Aggregatibacter actinomycetemcomitans in the oral cavity [6,7],
Prevotella copri in the gut [8]) also participate in the pathogenesis of RA. The complexity of
this disease is also particularly illustrated by the diversity of the currently available RA therapies.
Up to now, available therapies include conventional synthetic disease-modifying antirheu-
matic drugs (DMARDs; see Glossary) (like methotrexate), biological DMARDs, and more
recently also targeted synthetic DMARDs (such as Janus kinase inhibitors; see Box 1) [9].
Biological DMARDs target several cells types (T cells with cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4 mimics, B cells with anti-CD20 antibodies) and signaling molecules — tumor necrosis
factor-a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) whose modulation with monoclonal antibody (mAb) is
highly potent, and also IL-1 or IL-17, which may also be usefully targeted in some RA patients

338  Trends in Molecular Medicine, April 2018, Vol. 24, No. 4
© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

https://doi.org/10.1016/j.molmed.2018.02.001

Highlights

Type | (eB) and Type Il (y) interferons
involvement in rheumatoid arthritis is
highly controversial.

Type Il interferons are secreted by
epithelial cells and exhibit potent
anti-inflammatory properties.

Interferon properties depend on the
immune context (infectious or not)
and the cellular microenvironment
(containing immune and stromal cells).

Epicutaneous application of imiquimod
is a potential therapeutic option for the
treatment of neutrophil-driven joint
inflammatory diseases such as rheu-
matoid arthritis.

"Université de Strasbourg, INSERM,
IRM UMR-S 1109, Fédération de
Médecine Translationnelle de
Strasbourg, Faculté de Médecine,
F-67000 Strasbourg, France
2Fedération Hospitalo-Universitaire,
OMICARE, Centre de Recherche
d’Immunologie et d’Hématologie,
67085 Strasbourg, France

“Equal first authors

*Correspondence:
pgeorgel@unistra.fr (P. Georgel).

@ CrossMark



Box 1. Clinician’s Corner

¢ Despite impressive progresses in the management of RA following the introduction of biological DMARDs, 30-40%
of the patients still fail to achieve long-term remission.

Current conventional synthetic or biological DMARDs are systematically delivered and may induce adverse events
such as infections due to global immunosuppression; although highly effective, biological DMARDs represent a huge
economic burden to the social security systems in developed countries. In other countries, this high cost might limit
the availability of these treatments and thereby creates inequity.

Like in other rheumatic diseases, RA patients express increased interferon-responsive genes in white blood cells or
synovial tissue, a feature dubbed as ‘the interferon response’. In RA animal models, the therapeutic potential of Type |
and Type Il interferons was repeatedly demonstrated. However, clinical trials in humans were unsuccessful in terms
of clinical benefit but a subgroup of patients might positively respond to an interferon-based therapy.

Contrary to Type | and Type Il, Type lll interferon signaling uses a specific receptor with limited distribution. Therefore,
manipulating its expression may restrict the risk of adverse events.

Imiquimod, a TLR7 agonist, triggers Type | and lll interferon signaling. A cream containing this compound is
approved to treat superficial basal cell carcinoma and genital warts for a limited cost. A clinical trial to evaluate the
impact of imiquimod topical application on inflamed small joint refractory to current therapies should be initiated.

[2,10]. The diversity of the patient’s responses to these compounds suggests that RA should
be perhaps be considered as a syndrome, rather than a single clinical entity [2]. This hetero-
geneity in RA pathophysiology might also be invoked with regard to the controversial roles of
Type | interferons (IFN-I), and the cells that produce them in large amounts, that is, the
plasmacytoid dendritic cells (pDCs), in the etiopathology of the disease.

IFN-1 is a family of cytokines mainly composed of IFN-B and 13 isoforms of IFN-« sharing the
same receptor and signal transduction pathway [11]. They are mostly considered as inflam-
matory cytokines (given their essential roles in antiviral defense mechanisms [12]) and pro-
moters of autoimmunity [13], with the noticeable exception of their action in multiple sclerosis,
an inflammatory demyelinating disease for which IFN- is widely used as first-line treatment in
relapsing forms [14]. The positive effects of IFN-B in multiple sclerosis are attributed to its anti-
inflammatory and immunomodulatory properties [15]. Of note, IFN-B anti-inflammatory prop-
erties are also protective against ischemic stroke [16]. Pathogenic roles of Type | IFNs are also
observed, such as in systemic lupus erythematosus (SLE), a prototypical autoimmune/auto-
inflammatory disease that is characterized, as in many such diseases, by a marked over-
expression of IFN-stimulated genes (ISGs). This overexpression pattern is defined as the so-
called IFN signature [17]. RA and SLE display several important opposing features: striking
differences in their evolution during pregnancy (while a marked relapse and even a remission
can be observed in pregnant RA patients, lupus patients experience an increased risk of flares)
[18] and the incidence of sex in disease development (both disease preferentially affect women,
but while lupus severity is more severe in men compared with women, RA symptoms do not
depend on the sex of the patients [19]), likely reflecting major immunological particularities
between these two conditions. This suggests that, opposite to SLE for which therapies that aim
to reduce IFN signaling might be of interest [20,21], enhancing or increasing IFN signaling might
exhibit more potential therapeutic potential in RA. Herein, we will review the possible dis-
advantages and benefits of IFNs’ future therapeutic considerations for RA. To this end, we
present a possible model based on recent findings describing the importance of Type |, Type I,
and Type Il IFNs in light of a possible interplay between keratinocytes, pDCs, and the cellular
content in the synovial cavity, with a focus on natural killer (NK) cells and neutrophils.

Evidence for Pathogenic Roles of Type | IFNs and RA
A first glimpse in favor of the potential involvement of IFN-1 in RA pathogenesis was suggested
by the overexpression of a subset of ISGs in blood cells isolated from preclinical RA patients [in
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Glossary

Anticitrullinated peptide
antibodies: autoantibodies directed
against peptides and proteins that
are citrullinated. Citrullination is a
post-translational modification of
proteins whereby arginine residues
are enzymatically converted into
citrulline.

Collagen-induced arthritis (CIA): a
classical procedure to induce
autoimmune arthritis in mice through
immunization with heterologous
(chicken or bovine) collagen II.
Complete Freund’s adjuvant
(CFA): used to produce water-in-oil
emulsions of immunogens (collagen I
in the case of CIA). Antigens in
emulsions stimulate high and long-
lasting antibody responses.
Dendritic epidermal T cells:
lymphocytes present in the mouse
epidermis expressing an invariant
Vy3Vd1 T cell receptor (TCR). Once
activated, dendritic epidermal T cells
locally produce cytokines (like IL-17),
hence participating in the regulation
of skin inflammatory responses.
Disease modifying antirheumatic
drugs (DMARDs): a set of unrelated
molecules used to slow down
disease progression in rheumatoid
arthritis patients. They are subdivided
into two classes: (i) synthetic
DMARDs (comprising conventional
synthetic DMARDs, such as
methotrexate, and target-specific
DMARDs, such as Janus kinas
inhibitors); and (i) biological DMARDs
(like monoclonal antibodies against
TNF-a) which comprise biological
original and biosimilar DMARDs.
Fibroblast-like synoviocyte (FLS):
a specialized cell type present in the
synovial membrane of the normal
joint, responsible for the synthesis of
essential components of the synovial
fluid (such as hyaluronic acid). In RA
patients, FLS proliferation leads to
hyperplasia of the synovial
membrane. Furthermore, RA FLSs
acquire and aggressive phenotype
characterized by their capacity to
produce pro-inflammatory molecules
(e.g., IL-6) and metalloproteases.
Human TNF-« transgenic mice:
transgenic mice that over-express
human TNF-a and develop an
erosive polyarthritis with many
characteristics observed in
rheumatoid arthritis patients.
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which autoantibodies directed against post-translationally modified proteins/peptides including
citrullinated (anticitrullinated peptide antibodies), carbamylated (anticarbamylated peptide
antibodies), and acetylated proteins/peptides (antiacetylated proteins/peptide antibodies) can
be detected, in the absence of clinical symptoms], hence supporting this ‘“Type | IFN signature’
as a biomarker predictive of arthritis development [22]. While current belief postulates that
increased Type | IFN expression contributes to autoimmunity by promoting dendritic cells
maturation [23], their exact role in RA pathogenesis is not clearly established. A correlation
between ISGs expression levels [quantified in whole blood by quantitative reverse transcription-
PCR (RT-gPCR)] and antibodies against citrullinated and carbamylated proteins has been
observed [24]; however, increasing evidence to the hypothesis suggests that IFN-I might
promote the production of pathogenic autoantibodies. Furthermore, this Type | IFN signature
seems now to describe a subgroup of RA patients and does not correlate with disease clinical
scores, as evidenced by the absence or correlation of an IFN score (reflecting mean expression
of 19 IFN-responsive genes quantified by RT-gPCR in whole blood) and the disease activity
score, the occurrence of erosion or autoantibody positivity [25]. Therefore, the position of IFN-I,
as a cause or a consequence in RA pathogenesis, is questionable. Additional support for a
pathogenic role attributed to IFN-I is provided by clinical observations of RA occurring after
pegylated-IFN-a plus ribavirin treatment for cellular hepatocarcinoma in hepatitis C virus (HCV)-
infected patients [26]. However, treatment with IFN-a (once the standard of care for HCV
infection) may also lead to substantial clinical improvement of HCV-related arthritis [27].
Because these discrepancies may originate from differences in patient’s characteristics, using
animal models might provide better, more controlled approaches to tackle this issue. Since
polymorphisms in the gene encoding IFN regulatory factor 5 (/RF5, an important transcription
factor regulating /fn-a genes expression) were previously associated with increased risk of
several autoimmune diseases, including RA [28], experimental arthritis was evaluated in mice
deficient in this transcription factor involved in IFN-I production. In this model, arthritis induced
by arthritogenic K/BxN serum transfer was less pronounced in /5=~ and Tir7~~ (which
triggers IRF5 activation and nuclear translocation following single-stranded RNA binding)
mouse mutants compared with wild-type animals [29]. In addition, collagen-induced
arthritis (CIA) severity was also reduced in Tir7-deficient mice [30]. This observation also
suggested that IFN-I, which is a well-known (but not exclusive) target of Toll-like receptor 7
(TLR7) signaling, may promote RA pathogenesis. Altogether, both human clinical data and
mouse experimental observations that favor an arthritogenic effect of IFN-I appear rather
scarce and questionable.

Protective Effects of Type | IFNs in RA

Many observations point, in fact, to protective effects of IFN-I in RA. First, genome-wide
association studies performed on 1348 RA patients and 3000 controls have identified protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (PTPN22) 1858T (or R620W) allele as the stron-
gest non-human leukocyte antigen (HLA) genetic predisposition factor for RA [31-33]. PTPN22
is a phosphatase that binds TNF receptor-associated factor 3 (TRAF3) and promotes TRAF3
Lys63-linked autoubiquitination in bone marrow-derived macrophages after engagement of
TLRs [34]. This effect on TRAF3 enables PTPN22 to mediate production of IFN-I. Transgenic
mice with the human PTPN22R620W variant (introduced in a murine Ptpn22 knockout
background) fail to promote Type 1 IFN-dependent suppression of arthritis in response to
poly I:C injection [34]. polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C) injection [34]. Multiple
experiments have been subsequently performed in mice to evaluate the potential therapeutic
benefits of IFN-I with regard to various models of experimental arthritis. To cite a few examples,
intra-articular injections of IFN-a protected wild-type mice against methylated bovine serum
albumin-induced arthritis [35] and intraperitoneal injection of IFN-B reduced arthritis symptoms
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IFN-11I: Type Il interferons comprise
IFN-A1 (also named IL-29), IFN-A2
(IL28A), IFN-A3 (IL-28B), and IFN-\4
in humans. In mice, only IFN-A2 and
IFN-A3 are expressed. IFN-IIl bind to
a receptor complex consisting of the
specific IFN-X receptor chain 1
associated to the IL-10 receptor
chain 2.

IFN signature: a specific increased
activation of interferon signaling,
leading to overexpression on
interferon-responsive genes in
circulating blood cells.

Ikaros: a transcription factor
containing a Zinc finger DNA binding
motif required for lymphocytes
development and differentiation. In
mice, Ikaros hypomorphic mutants
are characterized by an absence of
pDCs in the periphery.

Imiquimod: a synthetic compound
mimicking single-stranded RNA
capable of activating Toll-like
receptor 7 and inducting IFN-I
synthesis. Under the brand name
‘Aldara’, a cream containing
imiquimod is prescribed to treat
genital warts and basal cell
carcinoma.

K/BxN serum transfer: a
procedure based on intraperitoneal
injection of serum harvested from K/
BxN mice (obtained upon crossing
transgenic KRN mice in a C57BL/6
background with NOD1 animals) that
spontaneously develop arthritis.
Monoclonal antibody (mAb): when
used to treat rheumatoid arthritis and
other rheumatic diseases, they are
named biological DMARDs.

Natural killer (NK) cells: cytotoxic
innate lymphocytes. Once activated
by a combination of cytokines (such
as IL-12, IFN-I), they secrete IFN-vy.
Plasmacytoid dendritic cell (pDC):
an innate immune cell particularly
responsive to ligands activating
endosomal Toll-like receptors and
capable of secreting massive
amounts of interferons.
Polyinosinic:polycytidylic acid
(poly I:C): a synthetic ligand of Toll-
like receptor 3, used to mimic viral
infections and inducing IFN-I
production.

NETosis: neutrophil extracellular trap
formation. The process by which
neutrophils release their nuclear
contents into the extracellular milieu.
This results in the formation of fibers
formed by decondensed chromatin,



in the K/BxN serum transfer mouse model [36] as well as in the CIA mouse model [37].
Furthermore, the beneficial effects of IFN-I on RA evolution were also observed in a non-human
primate model, rhesus monkeys: IFN-B injected daily subcutaneously reduced soft tissue
swelling and redness of the affected joints [38]. While these encouraging results were sup-
ported by additional mouse models, such as those carrying a deficiency in the Irf7 gene in which
arthritis induced by K/BxN serum transfer is exacerbated [39], clinical trials aiming at translating
this novel therapeutic opportunity to the benchside had disappointing results: at the doses
tested, treatment with IFN-B in combination with methotrexate three times a week did not have
measurable clinical or radiological effects in RA patients [40]. Despite interesting ex vivo data
explaining the anti-inflammatory effects of IFN-I, whether at the level of the IL-1 receptor [36] or
inflammasome repression [4 1], further explorations of the therapeutic potential of IFN-I have not
been pursued, possibly because of its well-known side effects observed in HCV-infected
patients [42].

IFN-v, a Pleiotropic Immunomodulatory Cytokine with Contrasting Effects

in RA

The complex immunomodulatory activities of IFN-y on the regulation of RA severity have been
known for almost three decades. Indeed, in the adjuvant arthritis rat model, administration of
this cytokine could either enhance the severity of the disease when provided 24 h before
complete Freund’s adjuvant (CFA) or reduce the symptoms if injected 48 h after CFA [33],
which suggests that IFN-y plays opposite roles at the initiation and during the course of
disease in the CIA model. This concept of a biphasic effect of IFN-y was later confirmed in the
CIA model in mice [43]. Similar to Type | IFNs, some research has indicated a disease-
enhancing role for IFN-vy [44], while multiple reports demonstrated its beneficial effects in
various RA models (reviewed in [45]). These immunomodulatory effects of IFN-y prompted
clinical trials to explore its therapeutic potential; however, IFN-v injections in RA patients
provided limited amelioration and intramuscular injections of anti-IFN-y antibodies improved
articular symptoms [46], and so this treatment strategy was abandoned. However, research
on RA mouse models has continued to elucidate the mechanisms driving the anti-inflamma-
tory effects of IFN-vy. CpG-mediated immune-suppressive effects in the K/BxN serum transfer
mouse model was shown to involve IL-12-activation of NK cells and their subsequent IFN-y
secretion, which inhibited neutrophils recruitment in the joints [47]. More recently, TNF-
a-induced necroptosis was reduced and Th17 differentiation was increased in splenocytes
obtained from IFN-y-knockout mice compared with wild-type mice [48], highlighting an
additional potential mechanism accounting for IFN-y’s anti-inflammatory properties [48].
Altogether, these recent reports provide additional evidence supporting the potential use
of IFN-y-based therapies for RA patients.

Type lll IFNs, New Players in RA Pathophysiology

While the clinical interest for IFN-1 decreased, a new family of IFNs, Type Il IFNs (IFN-1ll), was
simultaneously described in mammals. IFN-IIl members, which comprise IFN-A1 (IL-29), IFN-
A2 (IL-28A), IFN-A3 (IL-28B), and IFN-A4 in humans (mice possess only IFN-A2 and IFN-A3),
bind to a receptor complex consisting of the specific IFN-X receptor chain 1 associated to the
IL-10 receptor chain 2 [43]. While the receptor for IFN-I is ubiquitously expressed, the cellular
distribution of the IFNs-\ receptor is highly restricted and is expressed at the cell surface of
dedicated hematopoietic cells (such as pDCs, see below) and epithelial cells [49]. This
specificity might partially explain the limited adverse events observed during clinical trials
with recombinant IFN-N1 in HCV-infected patients [50] because IFN-I and IFN-IIl induce
otherwise many overlapping intracellular signaling events. This unique characteristic of IFNs-\
makes it an attractive therapeutic tool, including in RA, as has been suggested by other
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which are capable of trapping
microorganisms. As such, NETosis
represents an important defense
mechanism against infections.
However, excessive or uncontrolled
NET formation is also associated
with autoimmune diseases and the
production of autoantibodies directed
for instance against DNA,
nucleosomes, or citrullinated
histones.
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researchers [51]. Indeed, daily intraperitoneal injection of recombinant IFN-A2 provides
remarkable protection, as judged by reduction of disease score and joint swelling in CIA
in mice, and even reversal of some joint damage [52]. In this assay, IFN-A2 was shown to exert
its anti-inflammatory properties through reduced neutrophils recruitment in the joints and
subsequent lower expression of transcripts encoding IL-1B. In this paper, neutrophils, which
express IFN-IIl receptor, appeared as plausible targets of IFN-A2 therapy. These observations
indicate that IFN-Ill-based therapies could be of major interest for several autoinflammatory
diseases [49]. However, the mechanisms of action of these cytokines still require extensive
work to be fully elucidated.

Plasmacytoid Dendritic Cells: Damaging or Protective in RA?

Consistent with the conflicting activities of IFN-I in RA, dual roles have been attributed to
pDCs, which are the main producers of these cytokines. First, reduced numbers of pDCs
were observed in the peripheral blood of RA patients [53]. Second, both myeloid and pDCs
harvested from RA donors exhibit an immature (inactive) phenotype as judged by reduced
expression of cell surface markers CD80 and CD83; pDCs with an immature phenotype are
thought to be less capable of responding to environmental triggers, and are poor producers
of IFNs. By contrast, pDCs purified from RA patients express IFN-a at higher levels compared
with healthy donors. This, together with a reduction in expression of the pro-Th2 cytokine IL-4
by activated pDCs, might contribute to the Th1 imbalance, which characterizes RA patients.
Finally, that C-C chemokine receptor type 7 is overexpressed by RA pDCs suggests an
increased migration of immature cells from the bone marrow to lymph nodes upon recogni-
tion of the chemokines CCL19 and CCL21. This is in agreement with augmented generation
of pDC precursors from CD34" cells in the bone marrow of RA patients compared with
osteoarthritis donors [54]. The reduction of circulating pDC numbers in the blood of RA
patients was confirmed in a study in which pDCs were additionally observed in the synovial
fluid of RA patients. While remaining fully responsive to TLR agonists, these pDCs exhibited
an immature (low CD62L as quantified by flow cytometry) phenotype [55,56]. Infiltration of
pDCs in synovial tissue from RA patients was confirmed by immunohistochemical staining
and their numbers correlate with anticitrullinated peptide antibody levels [57]. The reduction of
circulating pDC, which is nevertheless difficult to reconcile with the ‘IFN signature’ seen in
blood cells isolated from RA patients, might be caused by their preferential migration to
arthritic joints. Altogether, these data have been interpreted by us and other researchers [54—
56] in favor of a pathogenic role of pDCs, favoring antigenic stimulation and promoting a
proarthritogenic cytokinic environment. By contrast, however, pDC mobilization in joint
tissues could also be a response to a dangerous inflammatory milieu. In this respect, these
cells could be seen as trying to avoid further damages caused by inflammatory cells. This
aspect was explored in a mouse arthritis model induced by injection of Th1 polarized,
ovalbumin-specific T-cell receptor (TCR) transgenic T cells. In this model, which is charac-
terized by high T-(proliferation) and B- (IgG secretion) cell responses to the joint-specific self-
protein collagen I, antibody-mediated depletion of pDCs increased the severity of the
disease, which suggests a regulatory, suppressive role for these cells [58]. This dichotomy
in the functions of pDC could explain why researchers might hesitate to undertake therapeutic
trials that aim to modulate pDC activity and why they have not been done. By contrast, trials
have been undertaken in which myeloid dendritic cells (MDCs) polarized toward a tolerogenic
phenotype have been injected into the joints of RA patients [59]. While this invasive procedure
performed on 12 RA patients appeared safe (adverse events were judged mild), no clinical
effects improving the patients’ condition were detectable, although some exhibited a stabili-
zation of their disease. Up to now, increasing the number of synovial pDCs upon local
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injection of FMS-like tyrosine kinase 3 ligand in a trial setting has only been theoretically
considered [60].

The Skin and Synovium Communication: A Novel Opportunity to Modulate
pDC Activity and Dampen Local Joint Inflammation

We reported recently that pDC depletion, whether of genetic origin (in lkaros mutant mice) or in
inducible conditions (i.e., upon pDC-specific antibody injection or following diphtheria toxin
administration to BDCA2-DTR transgenic animals), augmented joint arthritic symptoms (inflam-
mation, bone erosion, osteoclasts mobilization) in the K/BxN serum transfer model [61]. To
provide further evidence supporting their suppressive functions with regard to inflammation, we
performed topical application (on inflamed joints) of imiquimod (IMQ), a well-known TLR7
agonist inducing pDC recruitment and activation [62], to mice with three models of joint
inflammation (K/BxN serum transfer, CIA, and human TNF-« transgenic mice, which are
assumed to display normal pDC recruitment). In all of these mouse models of inflammation,
topical application of IMQ induced a marked improvement of clinical symptoms (redness,
swelling) and histomorphological parameters (bone destruction, inflammatory infiltrate, osteo-
clasts density). Analyses of the periarticular tissue both at the cellular infiltrate (by flow
cytometry) and at the transcriptomic (by RT-gPCR) levels indicated that neutrophil recruitment
was impaired in treated animals and that the therapeutic benefits of IMQ, which was lost in mice
depleted for the IFN-I receptor, therefore required IFN-I signaling [61]. However, the exact
nature of the events connecting skin IMQ application and reduced joint inflammation still
requires extensive work (potentially involving high-throughput transcriptomic analysis by RNA-
seq and immunohistochemistry of joint section to visualize stromal and immune cell types and
their interactions) to be fully understood. Both IFN-A2 and IFN-vy have previously been reported
to reduce neutrophils infiltration in the K/BxN serum transfer and CIA mouse models [47,52].
Combined with our data, these papers enable us to propose a comprehensive but hypothetical
model (Figure 1, Key Figure) accounting for the therapeutic action of topical IMQ on the inflamed
joint and orienting future molecular and cellular investigations. In this model, keratinocytes, as
expected from epithelial cells [63], respond to IMQ application by producing IFN-III. It is also
possible that skin-resident pDCs, similar to those isolated from blood [64], produce IFN-A3 in
response to IMQ. These cells likely also respond to TLR7 stimulation by producing IFN-I. As a
major consequence and in agreement with a previous study that reported expression of the
receptor for IL-A2 on CD11b*GR1*-sorted neutrophils from mouse bone marrow [52], we
observed that reduced neutrophils infiltrate in the joints of IMQ-treated, K/BxN-injected mice. In
addition, IFN-IIl can inhibit functions of neutrophils, such as ROS production, which is poten-
tially responsible for severe tissue damage. Altogether, these data indicate that neutrophils,
which are key players in RA pathogenesis [65] and whose mobilization in the inflamed joint is the
hallmark of all RA animal models [66], might be the primary targets of IFN-IIl. IFN-IIl might also
impair IL-17 secretion by ydTCR™* dendritic epidermal T cells [52], thereby further limiting the
inflammatory burden. The function of IFN-I produced upon TLR7-dependent signaling in
keratinocytes and skin-resident pDCs [67] would enable pDCs survival and maintain their
production from bone marrow precursors [68]. Itis also possible that pDC, once primed by IFN-
|, could shift toward an IFN-Ill-secreting phenotype. This would account for the requirement of
IFNAR1 in the therapeutic effect of IMQ [61], as well as for the failures of the IFN-I-based
therapies. A crucial role for IFN-y produced by NK cells in CpG-mediated, mDCs-dependent
inhibition of K/BxN-dependent arthritis has been reported [47]. We suggest that this mDC-NK
crosstalk, which culminates in IFN-y production limiting neutrophils infiltration and resorbing
joint inflammation, can also be implemented in our model. Indeed, IL-12 expressed by IMQ-
activated conventional DCs might activate (together with IFN-I) NK cells, which, following IFN-y
secretion, can directly participate in the reduction of the neutrophilic infiltrate. Furthermore, IFN-
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Key Figure

Our Proposed Model for Anti-inflammatory Effects of Interferons on Joint Arthritis and Cellular
Interactions
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Figure 1. We hypothesize that application of imiquimod (IMQ) on the skin of inflamed joints would induce Toll-like receptor 7 (TLR7)-dependent Type Ill interferon (IFN-
Ill) secretion in keratinocytes and IFN-I release by skin-resident plasmacytoid dendritic cells (pDCs), which might also produce IFNs-\. IFN-IIl might then exert its anti-
inflammatory properties though the inhibition of chemokine (C-X-C maotif) ligand 1 (CXCL1)-dependent neutrophils recruitment and ROS production. In addition, IMQ
may trigger conventional dendritic cells (cDCs) activation and interleukin-12 (IL-12) production. IL-12 and IFN-I might then contribute to natural killer (NK) cells activation
and IFN-v release, which might further contribute to inhibition of neutrophils chemotaxis. Several putative cellular interactions, such as neutrophils—pDC or NK-pDC, still
require substantial investigations. Finally, the roles of IFN-IIl on aggressive rheumatoid fibrocyte-like synoviocytes (FLSs), or on pDC activation and/or proliferation are
not documented yet (see Outstanding Questions).

v can also help pDC survival and differentiation. Of course, this model leaves many questions
unanswered. For instance, fibrocyte-like synoviocytes (FLSs), which also actively partici-
pate in RA pathogenesis through their capacity to secrete IL-6 and metalloproteases [69], may
be impacted by IFN-I, IFN-II, or IFN-IIl, reducing their aggressive behavior and resistance to
apoptotic stimuli. In this regard, analysis of the crosstalk between pDCs and FLS represents a
challenging issue. In addition, while the impact of IFNs on the migration and function of
neutrophils appears robustly demonstrated, their role on the inhibition of neutrophil extracellular
trap formation (NETosis) or their apoptosis is still not documented. Finally, we suggest in our
model the existence of pDCs neutrophils dialog in which the latter, for instance through their
secretion of IL-1, orient pDCs toward an IFN-Ill-secreting, anti-inflammatory phenotype. In the
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absence of neutrophils, IMQ topical application drives pDC secretion of mainly IFN-I, which, ina
specific cytokinic microenvironment, may exhibit massive inflammatory properties leading to
the development of a lupuslike disease [70] or psoriasis [62]. Of course, our model presently
applies to the specific mouse skin and joint microenvironment which, for instance, harvests
dendritic epidermal T cells [71] and will require further analysis in human skin biopsies.
Nevertheless, we hypothesize that efficient IFN-based therapies in RA in the future could
benefit from a topical, joint-specific mobilization of these cytokines using IMQ or other, less
toxic TLR ligands. In addition to being totally painless, this procedure avoids (or limits) the
systemic induction of IFN-dependent signaling pathways, which likely trigger undesirable and
uncontrolled effects. Of course, a careful stratification of patients that may respond to such
therapy (as well as to current biological DMARDS) is key for its future use; establishing such
stratification of patients would require extensive genomics and transcriptomics analyses of RA
patients.

Concluding Remarks

IFNs (Type I-l), through their coordinated action, appear to exhibit powerful inhibition of
neutrophils recruitment and activation. These cells possess extensive damaging potential
through their capacity to release ROS and proteases. In addition, their capacity to perform
NETosis represents an important mean to expose autoantigens and therefore, to trigger
autoimmunity. Thus, reducing their density as early as possible during the ignition phase of
the inflammatory process in RA is an effective approach to avoid the initiation of a vicious circle,
characterized by further bone destruction and autoantibody production which, in return,
enhance the inflammatory reaction. Clinical trials aimed at modulating pDCs recruitment
and activation with local application of IMQ might be effective in RA, as well as in other
inflammatory disease in which uncontrolled activities of neutrophils are responsible for severe
damages, such as vasculitides or gout. Furthermore, because IMQ mostly drives IFN-I expres-
sion by pDCs, future research to target its delivery within a specific population might be
considered. This could be achieved, for instance, through coupling IMQ to a monoclonal
antibody designed against this — yet to be identified — high IFN-IIl producing cell. This strategy to
promote IFN-IIl production might be of interest to decrease IMQ inherent toxicity. Finally,
developing appropriate vectorization systems to enable joint-specific delivery across the skin of
other molecules, such as those targeting neutrophil functions, like protein arginine deiminase
inhibitors, might also provide considerable benefits to RA patients.
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Annexe 4: Revue

DICER1: A key player in rheumatoid arthritis, at the crossroads of cellular Stress, innate immunity
and chronic inflammation in Aging (Revue)

Aurore De Cauwer, Alexandre Mariotte, Jean Sibilia, Seimak Bahram and Philippe Georgel. Frontiers
in Immunology (2018)9 :1647

Cette revue décrit comment la protéine DICER participe au maintien des processus cellulaires par ses
fonctions canoniques (micro-ARNs) et non canoniques. La réduction de son expression chez la souris
correle avec l'aggravation de symptémes dans un modele d’inflammation chronique articulaire.
L'expression de la protéine est également réduite dans les fibroblastes de type synoviocyte de
patients atteints de polyarthrite rhumatoide, mais non chez les patients atteints d’arthrose,

suggérant une implication de la protéine dans la pathogenese de la maladie auto-immune.

Nous proposons qu’un faible niveau d’expression de DICER s’associe a I'établissement de stress
cellulaires capables d’activer le compartiment immunitaire et de créer une inflammation chronique
systémique. Nous suggérons ainsi que la baisse d’expression de DICER contribue a un cercle vicieux
entre stress cellulaire et inflammation qui constitue les conditions appropriées a I'initiation et/ou la
progression de pathologies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide, ou inflammatoires

comme celles qui sont retrouvées au cours du vieillissement.
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Loss-of-function or knockout mouse models have established a fundamental role for the
RNAse Il enzyme DICERT in development and tissue morphogenesis and/or homeostasis.
These functions are currently assumed to result mainly from the DICER1-dependent
biogenesis of microRNAs which exhibit important gene expression regulatory properties.
However, non-canonical DICERT functions have recently emerged. These include inter-
action with the DNA damage response (DDR) pathway and the processing of cytotoxic
non-coding RNAs, suggesting that DICER1 might also participate in the regulation of
major cellular processes through miRNA-independent mechanisms. Recent findings
indicated that reduced Dicer1 expression, which correlates with worsened symptoms in
mouse models of joint inflammation, is also noted in fibroblast-like synoviocytes (FLS) har-
vested from rheumatoid arthritis (RA) patients, as opposed to FLS cultured from biopsies
of osteoarthritic patients. In addition, low DICER1 levels are associated with the estab-
lishment of cellular stress and its associated responses, such as cellular senescence.
Senescent and/or stressed cells are associated with an inflammatory secretome (cyto-
kines and chemokines), as well as with “find-me” and “eat-me” signals which will attract
and activate the innate immune compartment (NK cells, macrophages, and neutrophils)
to be eliminated. Failure of this immunosurveillance mechanism and improper restauration
of homeostasis could lead to the establishment of a systemic and chronic inflammatory
state. In this review, we suggest that reduced DICER1 expression contributes to a vicious
cycle during which accumulating inflammation and premature senescence, combined
to inadequate innate immunity responses, creates the appropriate conditions for the
initiation and/or progression of autoimmune-autoinflammatory diseases, such as RA.

Keywords: Dicer1, inflammation, rheumatoid arthritis, senescence, ageing

BIOLOGICAL ROLES OF DICER1

The Canonical Role of DICER1: MicroRNA (miRNA) Biogenesis

Since its discovery by Bernstein et al. (1), the RNAse III enzyme DICER (encoded by the DICER1
gene in H. sapiens and Dicerl in Mus musculus, the nomenclature that will be used throughout this
review) has been extensively studied and its role in the miRNA biogenesis is today well described
[reviewed in Ref. (2)]. miRNA synthesis usually begins with the RNA polymerase II-dependent
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transcription of genes encoding primary-miRNAs (pri-miRNAs),
which are several kilobase-long stem-loop transcripts. Alter-
natively, pri-miRNAs can also originate from introns of protein
coding genes. Whatever their origin, pri-miRNAs are then
processed by the nuclear microprocessor complex DROSHA/
DiGeorge syndrome Critical Region 8 (DGCRS) into precur-
sor microRNAs (pre-miRNAs). Those 60-80 nucleotide-long
precursors are then exported to the cytoplasm where they are
recognized and cleaved by DICERI into a 20-22 nucleotide-
long RNA duplex (Figure 1). One miRNA strand is conserved
and loaded into the RNA-induced silencing complex (RISC)
composed of argonaute proteins. Guided by the miRNA, the
RISC complex hybridizes with complementary mRNAs lead-
ing to either their degradation or translational inhibition.
Therefore, DROSHA, DICER1, and miRNA are core factors of
the Post-Transcriptional Gene Silencing process, a key regula-
tory mechanism of gene expression. In addition, several miR-
NAs are produced upon non-canonical pathway because their
synthesis bypasses some of the aforementioned steps; those are
Mirtons (whose synthesis is DROSHA-independent) (3) and

miR-451, the only DICER1-independent miRNA described up
to now (4, 5).

Interestingly, a study aiming at re-evaluating the contribu-
tion of the different key factors in miRNA biogenesis showed
that while DROSHA is actually irreplaceable in the canonical
miRNA synthesis, some miRNAs are still produced, albeit at
reduced levels, without DICER1 (6). These observations, along
with ours showing that reduced expression of DICERI in fibro-
blast-like synoviocytes (FLS) from rheumatoid arthritis (RA)
patients is associated with no more than a modest reduction of
miRNA production (7), strongly suggest that other roles, besides
miRNAs maturation, might be attributed to DICERI. Indeed,
marked phenotypes have been observed in targeted (tissue-
specific) Dicer]l knockout mouse mutants, despite a noticeable
preserved (and even sometimes increased) expression of many
mature miRNAs.

DICER1 Non-Canonical Roles

Accordingly, multiple reports have now described the exist-
ence of non-canonical, miRNA-independent, roles of DICER1

Alu RNA catabolism

DICE!
o ICER1

X

NON-CANONIC

in the cytoplasm. Others functions are considered non-canonical.

Cytoplasm

FIGURE 1 | Canonical and non-canonical functions of DICERT in the nucleus and the cytosol. The canonical function of DICER1 leads to microRNA maturation

/ Maturation

microRNA : z

RISC complex

CANONIC
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(Figure 1). Those functions are essentially implicated in nuclear
RNAi and have been thoroughly reviewed elsewhere (8).
In brief, DICERI, associated with TAR RNA Binding Protein
and Protein activator of protein kinase R (PKR) (TRBP/
PACT), was shown to regulate the transcription of a subset of
hormone-inducible genes by interacting with their promot-
ers in a dsRNA-dependent manner. Nuclear DICERI is also
implicated in the processing of endogenous dsRNA originating
from overlapping transcription units, thereby protecting the
cells from interferon (IFN)-mediated apoptosis. In addition,
DICERI plays an essential role in the maintenance of genome
integrity (9), especially through interactions with the DNA
damage response (DDR) pathway. It has been shown that in
response to double-strand breaks in DNA, DICER1-dependent
accumulation of break-specific dsRNAs facilitates the recruit-
ment of reparation factors. Interestingly, this mechanism is
also needed for the maintenance of telomeres (10).

Furthermore, the cytoplasm is also a major site of DICERI
non-canonical functions, which have been extensively studied
over the last decade. A first hint for such roles was discovered
in patients with age-related macular degeneration, which exhibit
reduced DICER1 expression in retinal pigmented epithelium
cells. In these cells, low DicerI (but, importantly, not any of the
other genes involved in miRNA production) expression triggered
by shRNA knockdown in mice leads to cytotoxic accumula-
tion of non-coding dsRNA formed upon the transcription Alu
sequences (repetitive elements abundantly present in the human
genome and classified as short interspersed nuclear elements
(SINE)—retrotransposon family) (11). Accumulating Alu RNAs
lead to a toll-like receptor (TLR)-independent, P2X7- and ROS-
dependent activation of the NLRP3 inflammasome. The resulting
maturation and secretion of IL-18 induces an MYD88-dependent
pathway and caspase-8-mediated cell death, leading to macular
degeneration (12-14).

Altogether, these data point to potentially devastating effects
of DICERI mis-expression which can theoretically affect all steps
of gene expression in both nuclear (replication/transcription/
splicing) and cytoplasmic (translation) compartments.

DICER1 IN INFLAMMATION

miRNAs in Inflammation: Prominent
Roles for miR-155 and -146a

There are 1,917 human miRNA sequences in the most recent
miR database. This relatively large number, together with the
capacity of every miRNA to target hundreds of mRNAs (15),
indicates that they are able to virtually impact every biological
function. It is therefore very much expected for miRNAs to be
involved in most pathophysiological settings, among which
inflammation and associated diseases were particularly scruti-
nized. In this context, miR-155 and -146a have been extensively
described because they clearly exhibit crucial regulatory func-
tions in innate and adaptive immunity. Indeed, miR-146a has
been described as a mandatory regulator of the NF-kB pathway
in T cells, targeting TRAF6 and IRAK1 (16). miR-146a was also
correlated and functionally associated with the control of TNF-o

production downstream of several TLRs and to the LPS toler-
ance phenomenon (17). In this report, it was notably observed
that miR-146a is increased in human monocytic cells following
LPS re-exposure. Until now, many groups found a pronounced
inflammation-limiting role for miR-146a in various inflamma-
tory settings, from atopic dermatitis (18) to sepsis (19). Strong
evidence also attests that miR-146a participates in inflamma-
tory disorders such as gout (20, 21) and RA [Ref. (22, 23) and
see below].

miR-155, encoded by the bic locus, has been described as a
major actor in inflammatory responses (24-26). miR-155 is
considered a main driver of inflammatory responses through
a large array of networks and its down-modulation is associ-
ated with termination of acute inflammation, as exemplified
in the case of glucocorticoid treatments (27). Interestingly,
the inflammatory effects of miR-155 are counteracted by miR-
1464, as evidenced by a murine model where the deletion of the
former is able to abrogate the inflammation induced by the loss
of the latter (28). In essence, miR-155 and -146a, which roles
were comprehensively analyzed in mouse knockout models,
are considered as major players in the regulation of inflam-
matory responses.

Interestingly, miRNA biogenesis and the cellular stress res-
ponse are tightly interconnected (29). This can be illustrated by
the reciprocal interactions between type I IFNs-I, cytokines of
paramount importance in the resolution of a virus-induced stress,
which can modulate DICERI gene expression (30). In return,
mice carrying a mutation in the DICERI gene exhibit an altered
transcriptional profile of miRNA-regulated, IFN-stimulates
genes (31). It is also noteworthy to observe that miR-124, a major
player in the regulation of stress-induced genes in the brain (32),
has recently been shown to modulate inflammation in a rat
model of arthritis (33).

Non-Canonical Roles of DICER1 in

Inflammation

Evidence directly implicating non-canonical roles of DICERI in
inflammatory responses is scarce. To date, only two examples
can be mentioned: (1) the DICERI-dependent processing of
Alu RNAs which precludes the harmful activation of NLRP3
Inflammasome and the maturation/secretion of pro-inflam-
matory cytokines IL-1p and IL-18 (11) (see above) and (2) the
involvement of nuclear DICERI in the processing of dsRNA
transcripts from overlapping loci, thus preventing an uncon-
trolled IFN response (34).

Regulation of IFN secretion and IFN-mediated responses
are of high interest because excessive production of these cyto-
kines is associated with several autoimmune diseases. Of note,
dysregulation of DICERI expression has been linked to the
modulation IFN responses, a feature which is considered to
result from global miRNA deregulation. DICERI ablation in
endometrial cancer cells was also linked to an increased IFN-f3
secretion and subsequent upregulation of IFN-stimulated genes
(35). However, this response was interpreted as the consequence
of cytoplasmic accumulation of pre-miRNAs which are able to
trigger the activation of dsRNA sensors, hence leading to an IFN
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response. More recently, DICER1’s ablation in tumor-associated
macrophages was shown to polarize the cells toward an M1-like
phenotype associated with hyperactive IFNy/STAT1 signaling.
This observation, described as the result of decreased expression
of the let-7 miRNA, can only be partially rescued by transduction
with a lentivirus expressing let-7 (36). It is then conceivable that
non-canonical roles of DICER1 might also play a role in the M1/
M2 macrophage polarization. Nevertheless, this model, whereby
unprocessed dsRNAs accumulate in the cytosol upon DICER1
deficiency and drive inflammatory responses, has been poorly
explored so far.

Of note, an increase in cytoplasmic Alu RNA following stress
promotes disassembly of stress granules (SGs) (37). Since SGs
decrease the interactions between DICERI and its co-factors,
thereby reducing its activity (38), a cross-talk between stress-
induced pathways and miRNA-independent functions of DICER1
appears also plausible. Furthermore, SGs negatively regulate the
production of inflammatory cytokine such as IL-1f by control-
ling mRNAs stability and decay (39). Hence, impairment of this
activity upon Alu RNA accumulation would also contribute to
promote inflammation.

DICER1 in Aging

Aging is an important risk factor for the development of inflam-
matory disorders/diseases (40). In rodents, aging has been associ-
ated with a decreased expression of DICERI in the adipose tissue
(41). In human, octogenarians, compared with centenarians,
exhibit global decrease in miRNA expression as well as reduced
expression of miRNA biogenesis factors including DICER1 in
blood cells (42, 43). However, these observations do not provide
mechanistic insights for the contribution of DICERI in the aging
process. Of course, many miRNAs (such as miR-34) targeting
emblematic pathways involved in senescence (e.g., P53/P21)
have been described (44) and are likely to play a role in aging.
Nevertheless, aging is a complex process characterized by nine
hallmarks: genomic instability, telomere attrition, epigenetic
alterations, loss of proteostasis, deregulated nutrient-sensing,
mitochondrial dysfunction, cellular senescence, stem cell exhaus-
tion, and altered intercellular communication (45), all of which
are possibly impacted by DICERI misexpression, not only through
impaired miRNAs maturation but also because non-canonical
DICERI functions may be affected as well.

With regards to genomic instability, the role of DICERI in
the processing of RNAs transcribed from retrotransposons
belonging to long- or short-interspersed nuclear elements (line
or SINE) families participates in the prevention of retrotrans-
position deleterious events (46). In addition, accumulation of
Alu RNAs was found to restrain “stemcellness” and is associated
with persistent DNA damage preventing tissue renewal (47).
Their DICER1-dependent elimination is therefore required to
maintain tissue homeostasis. Next, DICER1 is implicated in
the DDR pathway by processing dsRNA essential for the DNA
double-strand break repair. This process seems also to be neces-
sary to prevent a second hallmark of aging, telomere shortening
(10). Moreover, DICER1 deletion has been associated with epi-
genetic alterations, such as chromatin remodeling, DNA meth-
ylation, and histone modification in mammalian cells (48, 49).

Evidence in favor of a role of DICERI in altered nutrient sensing
and mitochondrial dysfunction is less documented. However,
it was demonstrated that DICER1-depletion in adipocytes (i)
overactivates the sensing signaling molecule mTORC1 and
(ii) reduces mitochondria numbers, which are also irregularly
shaped and associated with reduced oxidative metabolism in
response to caloric restriction (50). As mentioned above, senes-
cence has been amply described in relation to modified miRNA
expression [e.g., Ref. (51)] but was also linked to Alu RNAs
accumulation (47). Finally, downregulation of II-8 expression
in endothelial cells upon DICERI knockdown (52) illustrates
the potential impact of this multifunctional enzyme in the last
hallmark of aging: cellular communication.

With regards to RA, normal aging of the immune system
(immunosenescence) is associated with a higher risk to develop
autoimmune disorders, including RA (53, 54). Alternatively,
systemic joint inflammation may enhance the progression of
immunosenescence and favor the development of comorbidities
in RA patients (55).

DICER1 AND MIRNAS ARE MAJOR
PLAYERS IN RA

Rheumatoid arthritis is a systemic autoimmune disease affecting
around 1% of the global population. This rheumatic disease is
characterized by multiple joint swelling, stiffness, and inflam-
matory pain, mainly in the small joints of hands and feet (56).
Although the auto-immune feature of RA is clearly demonstrated,
several decades of research have established a major role for the
innate immune system and stromal cells in this disease (57).
It is now commonly admitted that RA is a multifactorial disease,
where its initiation and development requires concomitant
participation of genetic, epigenetic, and environmental factors.
Among epigenetic players involved in RA, miRNAs have been the
focus of intense attention over the past decade (58).

There are presently more than 20 miRNAs, expression of
which is deregulated in various cells (T cells, monocytes, and
FLS)/compartments (blood and synovial fluid) harvested
from RA patients (59, 60), and our lab has contributed to the
identification of several of them within the miR-17~92 cluster
(61-63). However, likely because RA etiology relies on innate
and adaptive immune systems, miR-146a and -155, both of
which have been involved in the regulation of adaptive (such
as T cells-mediated) and inflammatory (e.g., in monocytes)
responses, have been extensively studied in this disease. miR-
146a is increased in RA patients (64-66) and is supposed to
be integrated in a feedback loop, triggered by the unrestrained
inflammation (67). Furthermore, murine models of RA have
clearly shown that miR-146a restrains osteoclastogenesis (23).
miR-155 is also upregulated in FLS and peripheral blood
CD14-positive cells of RA patients (68, 69). In addition, its
expression was correlated to the Disease Activity Score on 28
joints (DAS28) (70). Interestingly, miR-155 is also required for
the development of the disease in the collagen-induced arthritis
model, a commonly used mouse model of autoimmune arthritis
(71). In FLS, upregulation of both miR-146a and miR-155 was
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correlated to negative regulation of osteoclastogenesis/ MMP
production. Therefore, this increased expression was interpreted
as a way to limit the RA-associated osteoarticular destruction
processes (64).

On the other hand, reduced miR-146a and -155 expression
in regulatory T cells (Treg) has also been incriminated in RA
(22), which illustrates that a global perturbation (driving either
an overexpression or a down-modulation) of miRNA produc-
tion is unlikely to represent a major trigger of RA pathogenesis.
Indeed, increased (or decreased) miRs in activated T cells
might be compensated by similar alterations in Tregs, and
vice versa. In this regard, our observations indicating that
(i) Dicerl-deficient mice exhibit worsened symptoms following
experimental (upon K/BxN serum transfer) arthritis induction
and (ii) that FLS cultivated from biopsies harvested in RA
patients exhibit reduced DICERI expression (7) pinpoint to a
potential involvement of non-canonical, miRNA-independent
activities of DICERI in joint inflammation. Several possibilities
might be considered in line with the abovementioned roles of
DICERTI in the processing of Alu sequences. For instance, abo-
lishing DICER1 activity may lead to reduced production of Alu
repeat-induced small RNAs (riRNAs) in the nucleus, thereby
limiting the proliferative capacities of stem cells (72) and

impairing tissue renewal in the joint. Combined with increased
DNA damage (73) which is accompanied with the initiation
of senescence, reduced DICERI non-canonical activities might
drive the accumulation of aged FLS resistant to apoptotic stim-
uli (7) and exhibiting pro-inflammatory capabilities [through
IL-6, an essential component of the senescence-associated
secretory phenotype (SASP) (74)], a dangerous cocktail likely
driving their aggressive phenotype observed in RA patients.
As mentioned above, Dicerl expression is negatively regulated
by inflammatory cytokines such as type I IFNs, further aggra-
vating the inflammatory response.

DICER1 AT THE CROSSROADS BETWEEN
SENESCENCE AND INFLAMMATION
IN RA

These multiple interactions are integrated in the model illustrated
in Figure 2. We considered three main triggers (or hallmarks) of
RA, aging (75), inflammation [through specific cytokines (76)],
and stress (77) and their reciprocal interconnections mediated
by canonical and non-canonical functions of DICERL1. For sake
of simplicity, we emphasized only specific miRNAs and other

SENESCENCE

IMPAIRED DDR

ALU RNA ACCUMULATION

Alu RNA processing/DDR
/Telomere maintenance

FIGURE 2 | DICERT functions at the crossroads of inflammation, senescence and aging. Examples of microRNAs involved in both rheumatoid arthritis (RA) and
inflammation (MiR-155 and -146a), RA and senescence (miR-34a) or RA and stress (miR-124a) are shown. The model illustrates how an initial trigger (e.g., a viral

infection) might initiate a vicious circle (see text).

scence Associated Se

miR-155
miR-146a
miR-17~92

(SASP)

Viral infection
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DICERI ligands (such as Alu RNAs), but nevertheless, our model
supports the notion that DICERI alterations might perturb
every trigger of RA and initiate a chain reaction actually driving
pathogenesis. Indeed, their interactions create the appropriate
conditions to build a vicious circle which can for instance, start
with IFN-dependent DICERI down-modulation (for example,
as a result of a chronic viral infection). This initial event might
contribute to accumulation of Alu RNAs and other dsRNAs in the
cytoplasm, which favor the survival of senescent cells in which
DNA damages are poorly fixed (hence increasing the inflamma-
tory settings through the SASP) and reduced formation of SGs,
leading to an impaired degradation of viral RNAs. Viral RNAs
and cytoplasmic endogenous dsRNAs will ultimately enhance
type I IFN production and amplify the vicious circle. Of course,
this model is incomplete and could also, for instance, integrate
metabolism (or other environmental factors contributive to RA).
Interestingly, interactions between PKR, TRBP, and DICERI
were described, suggesting an additional (miRNA-independent)
role for DICERI in immunometabolism (78).

CONCLUDING REMARKS

Precisely evaluating the various roles of DICER1 appears a
challenging task due to its complex and pleiotropic roles.
Furthermore, factors that influence DICERI gene expression
in specific cells and at defined developmental stages are still
poorly described. In addition, DICERI transcripts and protein
levels are not always correlated (79), adding another layer of
complexity. Moreover, DICERI activity appears regulated by
post-translational modification such as phosphorylation and
SUMOylation (80), and the protein can shuttle between the
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Annexe 5: Article

A mouse model of MSU-induced acute inflammation in vivo suggests imiquimod-dependent
targeting of II-1B as relevant therapy for gout patients. Theranostics, 2020;10(5)

Alexandre Mariotte, Aurore De Cauwer, Chrystelle Po, Chérine Abou-Faycal, Angélique Pichot,

Nicodeme Paul, Ismael Aouadi, Raphael Carapito, Benoit Frich, Cécile Macquin, Emmanuel Chatelus,

Jean Sibilia, Jean-Paul Armspach, Seimak Bahram and Philippe Georgel.

Les cristaux d’urate de monosodiques (MSU) provoquent I'assemblage et [I'activation de

I'inflammasome NLRP3 in vitro mais cette relation est trés mal caractérisée in vivo.

Pour répondre a cette problématique, nous avons caractérisé un modele d’injection sous-cutanée de
MSU chez différentes lignées de souris, mutée ou non pour différents inflammasomes. L’injection
sous-cutanée de MSU représente un bon modele d’inflammation aigue uratique avec une forte
production d’IL1B et des lésions touchant les tissus mous, reproduisant partiellement la pathologie
de la goutte chez ’'Homme. Le développement de I'inflammation chez des souris Nirp3”, AIM2”" ou
Nirp3”; Aim2”" montre une contribution trés limitée de ces inflammasomes dans la pathologie et
implique que la maturation de I'lL1B est (au moins partiellement) indépendante des inflammasomes
dans un contexte expérimental réalisé in vivo. L'application d’'une creme contenant de I'lmiquimod
chez la souris permet de réduire la production d’IL1B et l'infiltrat de neutrophiles et suggére que ce
traitement pourrait étre transposé chez I'Homme comme alternative possible aux traitements

généraux qui comportent des effets secondaires graves et invalidants.
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Abstract

Rationale: The role of Monosodium Urate (MSU) crystals in gout pathophysiology is well
described, as is the major impact of IL-1f in the inflammatory reaction that constitutes the hallmark
of the disease. However, despite the discovery of the NLRP3 inflammasome and its role as a Pattern
Recognition Receptor linking the detection of a danger signal (MSU) to IL-18 secretion in vitro, the
precise mechanisms leading to joint inflammation in gout patients are still poorly understood.
Methods: Acute urate crystal inflammation was obtained by subcutaneous injections of MSU
crystals in mice. Symptoms were followed by scoring, cytokine quantification by ELISA and western
blot, gene expression by RT-qPCR and RNAseq; Magnetic Resonance Imaging was also used to
assess inflammation.

Results: We provide an extensive clinical, biological and molecular characterization of an acute
uratic inflammation mouse model which accurately mimics human gout. We report the efficacy of
topical imiquimod treatment and its impact on Interferon-dependent down modulation of Il-1 S gene
expression in this experimental model.

Conclusion: Our work reveals several key features of MSU-dependent inflammation and identifies
novel therapeutic opportunities for gout patients.

Introduction

Gout is a painful inflammatory arthritis, which
exhibits an increasing prevalence worldwide, thereby
representing a public health issue [1]. While systemic
hyperuricemia leading to the accumulation of
Monosodium  Urate  (MSU) crystals is a
well-established etiological cause of the disease, the
precise understanding of the molecular and cellular

mechanisms driving joint inflammation is no yet
achieved. Genome-wide association studies (GWAS)
performed in Japanese patients and controls
evidenced variants in genes encoding proteins
involved in urate transport and metabolism [2], and
the prominent role of urate transporters was
confirmed in various populations [3]. More recently, a
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GWAS realized on Taiwanese patients revealed 36
loci associated with gout, among which rs2231142 in
the ABCG2 gene exhibited the strongest linkage [4]. Of
note, ABCG2 knockdown in endothelial cells induces
increased secretion of the neutrophil chemoattractant
IL-8, which might provide some mechanistic insights
into gout pathophysiology. Surprisingly, none of
these pan-genomic studies - some of which were
performed in considerably large cohorts (e.g. 70,000
patients [5]) - revealed any linkage with genes
encoding components of the NLRP3 inflammasome.
Gain-of-function mutations in NLRP3 are responsible
for cryopyrin-associated autoinflammatory syndrome
(CAPS) characterized by systemic inflammation (fever
and urticaria-like rash) not evocative of gout,
although arthralgia and periarticular swelling can
occur [6]. This appears in sharp contrast with the
standard model which stipulates that MSU crystals
trigger activation of the NLRP3 inflammasome,
ultimately leading to IL-1B secretion [7]. Indeed, a
large body of evidence indicates that Nirp3 deficiency
prevents IL-1B secretion by murine macrophages
following MSU crystals stimulation [8]. Human
mononuclear cells also respond to MSU crystals
which, in synergy with lipopolysaccharide (LPS),
enhance IL-18 production [9]. However, these
experiments require the presence of LPS as a “priming
signal” necessary for optimal IL-1B release, a
component which is likely absent in gout patients.
Recently, neutrophils, which are abundant in the
inflamed synovial fluids of acute gout patients, also
appeared as major players in gouty arthritis [10].
Moreover, these cells are also involved during the
resolutive phase through NETosis [11]. In the present
work, we sought to gain additional insights into
cellular and molecular interactions driving gouty
arthritis and for this, we performed subcutaneous (s.c)
injections of MSU crystals in the hind paws of mice, a
model that accurately mimics the human disease, both
clinically as well as pharmacologically. In this setting,
we observed that both the NLRP3 and AIM2
inflammasomes are, at best, only partially required for
the full development of the disease in vivo. This likely
indicates that multiple pathways may act redundantly
to promote the release of bioactive IL-1B, and
highlights the necessity to target II-1/ gene expression
for efficient therapeutic purposes.

Materials and Methods

Reagents

MSU crystals were generated as described [12].
Briefly, we dissolved 1,68g of wuric acid
(Sigma-Aldrich) into 500mL of water containing
0,01M of NaOH by heating at 70°C, pH was adjusted

to 7,1-7,2. Then, the uric acid solution was left at room
temperature until the crystals formed under mild
agitation. Crystals were then washed in ethanol,
dried, weighted and thermally treated (250°C for an
hour) and finally sonicated to obtain crystals <50um
in length. They were aliquoted in sterile PBS and
frozen at -20°C wuntil use. Poly-(dA:dT) and
Lipofectamine 3000 were purchased from Invivogen
and Invitrogen, respectively; LPS (Salmonella abortus
equi), ATP and Colchicine from Sigma-Aldrich; ELISA
kits (IL-1p, IL-6, TNFa, MPO) from Biotechne.
Thioglycolate was home-made from brewer’s
thioglycolate (BD). The various antibodies used for
Western blot were from Biotechne (anti-mouse IL-1p,
AF401, and secondary HAF-109) or from Abcam
(anti-tubulin) and Sigma-Aldrich (anti-vinculin).
Anti-Grl, Anti-CD11b, anti-CD14 and 7-AAD were
obtained from eBioscience. CRT0066101 was provided
from the lab of Romeo Ricci and is available from
Tocris Bioscience; Anakinra was generously provided
by Ommar S. Omarjee and Alexandre Belot (Lyon
University, France) and Etanercept by Christian Von
Frenckel (Liege University, Belgium).

Acute uratic inflammation model

In this model, 3mg of preformed MSU crystals
(described above) resuspended in 70uL of sterile PBS
were injected by the subcutaneous route in the left
hind paws of animals; the right paw was injected with
PBS as control. Hind paw thickness was measured
with a caliper and arthritis visual scores were
established on the basis of tarsal/ankle oedema and
erythema presence (0 = no arthritis, 1 = slight swelling
and/or erythema, 2 = moderate swelling/erythema, 3
= severe oedema/erythema and 4 = excessive oedema
spanning all over the paw). Visual scores were made
by two independent experimenters. Mice were also
monitored for body temperature.

Study approval

Handling of mice and experimental procedures
were conducted in accordance with the French law for
the protection of laboratory animals. The procedures
were approved by the “service vétérinaire de la
Préfecture du Bas-Rhin” (Strasbourg, France) and by
the Regional ethical committee for animal
experimentation (CREMEAS) of the Strasbourg
University, under the authorization number
2018083014133041.

Mice

Nlrp37+ and Caspl/117 mice were provided by
Romeo Ricci (Institut de Génétique et de Biologie
Moléculaire (IGBMC), Illkirch, France), Aim27 mice
were obtained from Veit Hornung
(Ludwig-Maximilians-Universitét Miinchen,
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Germany) and Ifnarl” from Rolf Zinkernagel
(University Hospital, Zurich, Switzerland); we
generated the double knock out mice (Aim2+; Nlrp3+)
in our animal facility. II-1a KO, [I-18 KO, II-1R1 KO
and MyD88 KO mice were provided by Bernhard
Ryffel (UMR7355 CNRS - Université d'Orléans,
France). Littermate controls are indicated by +/+ in all
figures. All the mice used in these experiments were
maintained under pathogen-free conditions in the
animal facility of our laboratory (Institut
d’Hématologie et d' Immunologie, Strasbourg, France)
and were sex- and age-matched (12-16 weeks).

Topical application of imiquimod

Mice were anesthetized by intramuscular
injection of Ketamine/Xylazine. The imiquimod-
containing cream (ALDARA) or vehicle control cream
were applied on the hind paws from the ankle to the
tip of digits with a pen embedded into a latex glove.
250mg of ALDARA containing 5% imiquimod were
sufficient to treat 10-12 paws, corresponding
approximately to 1-1,25mg of imiquimod/paw [13].
The composition of the control cream is the following :
Purified water: 52.9%; paraffin: 30%; benzylic alcool:
0.1%; glycerol: 1%; stearic acid: 3%; polysorbate: 7%;
xanthan: 2%; stearate sorbitan: 4%.

MSU-induced peritonitis model

One milligram of preformed MSU crystals was
injected intraperitoneally at hO and a peritoneal
lavage was conducted 6h later, under anesthesia, with
cold PBS. Peritoneal fluid was subsequently analyzed
by flow cytometry and ELISA. Briefly, the liquid was
filtered through a 40um porosity strainer, centrifuged
at 300g 5min at 4°C and cells were stained with
anti-Grl-FITC, anti-CD11b-APC and anti-CD14-PE
antibodies to count the neutrophil and monocyte
populations. Absolute numbers were also determined
in peritoneal collections by multiplying the
percentages of neutrophils/monocytes to the absolute
numbers of cells in the lavage. Flow cytometry
acquisitions were realized with the BD Accuri C6
cytometer (BD), data were analyzed with the BD
Accuri Software.

Magnetic resonance imagery (MRI)

To detect and localize inflammation in paws,
anatomical MRI was acquired in eight ex vivo mice.
The day before MRI exam, 3mg of MSU and PBS were
injected subcutaneously in the left and right paws
respectively. ALDARA cream was applied on paws in
four mice; control cream was applied on the other
four. Mice were sacrificed under isoflurane anesthesia
just before the MRI. MRI was performed on 7/30
Biospec system (Bruker Biospin, Ettlingen, Germany).

Transmission was achieved with a quadrature volume
resonator (inner diameter of 86 mm), and a surface
coil (~ 10 mm), installed on paw, was used for signal
reception (Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany). MRI
experiments were realized with ParaVision 6.0.1
software. T2WI anatomical dataset was acquired
using RARE-3D  sequence wusing following
parameters: FOV: 15 x 15 x 8 mm3, matrix 150 x 150 x
80, TE eff = 26.7 ms, TR =2's, N avg = 1, RARE-Factor
=14.

MRI Data analysis and 3D reconstruction

The signal bias of T2ZWI induced by the surface
coil used was corrected with N4 bias correction
(Advanced Normalization Tools, ANTs). Paws were
automatically co-registered based on the bones to one
of the control mouse using FLIRT (FMRIB Software
Library, Oxford, UK). The inflammatory areas were
automatically segmented using FAST (FMRIB
Software Library, Oxford, UK). Volumetric images
were obtained with the help of the 3D viewer module
of Image J, 3D reconstruction was made using the 3D
Slicer software.

Protein preparation from paws

In order to quantify the cytokine production in
situ, hind paws were collected from euthanized mice
and stored at -80°C. Paws were first minced with a
scalpel in a Petri dish placed on dry ice. Small tissue
pieces were maintained on ice and ImL of NP40 lysis
buffer was added before homogenization with a
tissue tearer (OMNI International Tissue MASTER
125). Tubes were then kept on ice for 45min and
centrifuged at 12 000g 20min at 4°C; afterwards, the
supernatants were collected in individual Eppendorf
protein-low bind 1,5mL tubes (Eppendorf) and stored
at -80°C. Cytokine measurements were performed by
ELISA and Western Blot.

RNA preparation from paws
RNAs were prepared similarly to proteins

(collection of paws, slicing) but tissues were
homogenized in 2mL of Trizol (TRI-Reagent,
Sigma-Aldrich) instead of NP40 lysis bulffer.

Homogenates were transferred in a nuclease-free
1,5mL Eppendorf tube and RNA was purified as
previously described [13].Total RNAs were quantified
using a Nanodrop device and then treated with
DNAse 1 (Roche) according to the manufacturer’s
instructions.

RNA-seq

Total RNA integrity was determined with the
Agilent total RNA Pico Kit on a 2100 Bioanalyzer
instrument (Agilent Technologies, Paolo Alto, USA).
Library construction was performed with the
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"SMARTer® Stranded Total RNA-Seq Kit v2 - Pico
Input Mammalian" (TaKaRa Bio USA, Inc., Mountain
View, CA, USA) with a final multiplexing of 11
libraries according to the manufacturer's instructions.
The library pool was denatured according to the
Nlumina protocol "Denature and Dilute Libraries
Guide" and then deposited at a final concentration of
1.3 pM to be sequenced on the NextSeq 500 (Illumina
Inc., San Diego, CA, USA).

Analysis of RNA-seq data

The transcriptome data set, composed of
sequencing reads, was generated by an Illumina
NextSeq instrument. The objective was to identify
genes that are differentially expressed between two
experimental conditions, namely treatment and
control. For every sample, quality control was carried
out and assessed with the NGS Core Tools FastQC
(http:/ /www .bioinformatics.babraham.ac.uk/project
s/fastqc/). Sequence reads are mapped using STAR
[14] and unmapped reads are remapped with Bowtie2
[15] using with the very sensitive local option. The
total reads mapped were finally available in BAM
(Binary Alignment Map) format for raw read counts
extraction. Read counts were found by the
htseg-count tool of the Python package HTSeq [16]
with default parameters to generate an abundant
matrix. At last, differential analyses were performed
by the DESEQ2 [17] package of the Bioconductor
framework. Up-regulated and down-regulated genes
were selected based on the adjusted p-value and the
fold-change information. Gene expression was
analyzed using dedicated R scripts to build volcano
plots and graphs of Gene Ontology (GO) terms
enrichment. Heatmaps were built using the online
application heatmapper (http://www.heatmapper
.«ca/). IPA (Ingenuity pathway analysis, Qiagen) was
used for pathway analysis. Predictions of immune cell
population from RNAseq data were made with the
ImmQuant deconvolution software [18].

Real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA was reverse transcribed using the
cDNA synthesis kit (iScript ready-to-use cDNA
supermix, Biorad). Real-time quantitative RT-qPCR
was performed in a total volume of 20uL using the
Sso-advanced universal SYBR-Green supermix
(Biorad) and gene-specific primers (sequence
available upon request). After a denaturing step at
95°C for 30 seconds, 40 cycles were performed (95°C
for 5s and 60°C for 20s) using a Rotor-Gene 6000
real-time PCR machine (Corbett Life Science). Results
were obtained using the SDS Software (Perkin Elmer)
and evaluated using Excel (Microsoft). Melting-curve
analysis was performed to assess the specificity of

PCR products. Relative expression was calculated
using the comparative threshold cycle (Ct) method,
normalized on a control group.

Western blot

IL-1B-maturation quantification was performed
by western blot from ground paw samples (see
previous sections). Briefly, total proteins were
quantified in paw extracts using the Bicinchoninic
acid technique (BCA) and 75-100pg of proteins were
loaded on 12% polyacrylamide gels (Biorad). The
migration step was followed by a liquid transfer on
PVDF membranes (100V 40min) and a blocking step
for 1h with TBS-Tween 1% milk 5%. Membranes were
then probed with AF-401 (IL-1p), anti-vinculine
(V9131, Sigma-Aldrich) or anti-tubulin (DMI1A,
Abcam) antibodies at 4°C overnight. HAF-109 and
goat anti-mouse antibodies were subsequently used
as secondary antibodies (1h, RT). Revelation was
conducted with the Femto super-signal kit. Three
washes were realized between each stage.

Cell culture

Peritoneal macrophages were collected from
peritoneal exudates 72h after the injection of 2mL of
Thioglycolate 4%. Cells were washed, counted and
plated at a density of 5x105 cells/well (24 well-plates)
in RPMI 1640 (Gibco) 10% FBS (Dutcher); the medium
was changed for a fresh one 3h later.

Peritoneal neutrophils were harvested after a
short course of thioglycolate (18h) and purified using
Ficoll Plaque leading to a purity greater than 90%.
Neutrophils were plated immediately at a density of
1x10¢ cells/well in RPMI 1640 10% FCS. Cell
stimulations were performed in vitro.

Inflammasome activation

In order to stimulate the production of pro-IL-1p,
cells were pre-treated with LPS 1pug/mL for 3h and
the NLRP3 inflammasome was then activated with
2mM ATP for 1h or with MSU crystals (250ug/mL)
for 6h. The AIM2 inflammasome was activated by the
transfection of 0.5pg of poly-dA:dT using the
Lipofectamine 3000 kit, the medium was collected 8h
after transfection. After each activation, the
supernatants were collected, centrifuged at 2000g
5min 4°C to get rid of the cell debris and the
supernatants were harvested in new tubes, all
samples were kept a -80°C.

Inhibitors

The CRT0066101 inhibitor (available from Tocris
bioscience) was used in vitro at a dose of 10pM and
introduced in the culture medium 1h prior to LPS
priming and kept at this concentration all along the
activation. 0.1 % DMSO was used as control.
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Statistics

Following normality tests (Kolmogorov-Smirnov
and Shapiro-Wilk), data were analyzed with a
Mann-Whitney test (two-tailed unpaired) to compare
two independent groups using GraphPad 5.01
software. A probability (p) value of < 0.05 was consi-
dered significant. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Results

Subcutaneous injection of MSU crystals in
mice recapitulates human gouty arthritis

To investigate molecular and cellular
relationships that participate in gouty arthritis, we
used a mouse model in which MSU crystals are
injected subcutaneously (s.c) on the dorsal face of
hind paws [11, 19]. As seen in Supplementary Fig. 1
A-B, mice subjected to this protocol develop an
oedema, which can reach the ankle area within 24h
(acute phase). However, the inflammation gradually
decreases after seven days (168h) and MSU crystals
can be visible under the skin as tophi-like structures.
Magnetic resonance imaging (MRI, panel C) of
MSU-injected  paws  revealed  tenosynovitis,
subcutaneous oedema and crystal deposits which
were absent in PBS-injected contralateral paws. These
manifestations correlated with peak production of
mature (17 kDa) IL-1f at 24h post MSU crystal
injection (p.i) (Panel D). Of note, paw thickness, as
well as inflammatory score (which depends on both
redness and swelling) were significantly reduced
when mice were treated with colchicine, the standard
of care for human gout (Supplementary Fig. 2A-D).
Increased body temperature, reflecting the systemic
effects of MSU injection, was also impacted by
colchicine therapy. Furthermore, this model was
responsive to the IL-1 receptor antagonist Anakinra
(Supplementary Fig. 2E-F), at least during the initial
phase of the disease (which probably reflects its
limited half-life [20]), but not to the TNF-o blocker
Etanercept (Supplementary Fig. 2G-H). Because of
this partial receptor-mediated IL-1f inhibition, we
performed MSU-induced acute inflammation in II-14
KO animals and observed a major reduction of paw
swelling and clinical scores (Supplementary Fig
3A-B), concomitantly with a drastic decrease of tissue
IL-6 and Myeloperoxydase (MPO, Supplementary
Fig. 3 C-E). On the contrary, MSU-injected II-1a KO
mice exhibited only limited reduction in tissue IL-183
and MPO, with clinical symptoms of joint
inflammation similar to wild types. Altogether, these
data ascertained the s.c injection of MSU crystals in
mice as an acute uratic inflammation model, highly
dependent on massive IL-1f secretion, which appears
to mimic human gout.

The PKD - NLRP3 axis is dispensable for acute
uratic inflammation in mice

NLRP3 is described as a sensor of MSU crystals
in macrophages [8] and considered a major player in
the development of gout in various in vivo models [21,
22]. However, this dogma regarding the central role of
NLRP3 in gout has been challenged [23, 24], although
IL-1B remains a crucial cytokine in the development
of the disease. In our model, Nlrp3-deficient mice
exhibited similar joint swelling and clinical score
compared with littermate controls (Fig. 1 A, B),
despite showing reduced fever 24 h after MSU
challenge (Panel C). We therefore checked IL-1B
expression in our model. Both pro and mature forms
were similarly detected by Western blot in the paws of
mutant and wild type mice during the acute phase
(24h) after MSU injection (Fig. 1D). Accordingly,
quantification of IL-1P by tissue ELISA (which detects
both pro and mature forms) showed equivalent
amounts in paws from MSU-stimulated Nirp3
mutants and controls 24h post MSU injection (Fig. 1E).
Finally, myeloperoxidase quantification revealed
similar neutrophil infiltration in the paws of Nlrp3 /-
and wild type animals following MSU injection (Fig.
1F). Similar results were obtained following
pharmacological (using CRT0066101) inhibition of
Protein Kinase D (PKD), an essential component
enabling NLRP3 inflammasome activation [25]
(Supplementary Fig. 4 A-E). To check the validity of
the genetic and pharmacological inhibition of NLRP3,
we performed several in vitro experiments. In line
with published reports [8, 25], macrophages and
neutrophils harvested from Nlrp3 -/- mice or wild type
cells treated with CRT0066101 failed to secrete IL-1
upon MSU or ATP stimulation following LPS priming
(Supplementary Fig 5 A, B), while TNF-a and IL-6
secretion remained unaffected (Supplementary Fig.
5C). We also noted that neutrophils, as opposed to
macrophages, appeared unresponsive to a
corpuscular trigger (e.g. MSU crystals) compared to a
soluble one (such as ATP) for NLRP3-dependent
IL-1B production, a feature that has been observed by
others [26].

Furthermore, we performed intraperitoneal
injection of MSU and observed that this inflammation
model is also Nirp3-independent (Supplementary Fig.
6), as assessed by similar number of infiltrating
neutrophils and macrophages in the peritoneal cavity
of wild type and mutant mice 6h upon MSU injection
(panels B-D) and the comparable amount of IL-1p in
the peritoneal fluid (panel E). Our data, while
confirming that the NLRP3 inflammasome is
mandatory in  isolated cells (macrophages,
neutrophils) to respond to MSU, also suggest that this
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inflammasome is dispensable for in vivo soft tissue
inflammation following s.c injection of urate crystals.

Transcriptomic analysis following
MSU-induced acute inflammation

To gain more insight into the early response
(acute phase) in the paws following MSU s.c injection,
we performed a genome-wide RNAseq analysis to
compare MSU-injected paws to those receiving PBS as
control at 24 hours post injection (hpi). As seen on the
volcano plot (Supplementary Fig. 7A), a massive
induction of gene transcription occurred following s.c
MSU injection and the heatmap (panel B) of the
significantly (p<0.001) 405 differentially expressed
genes shows convincing unsupervised clustering of

A B

the control (PBS) and MSU-injected samples. The
heatmap of the top 100 genes (panel C) highlighted
several features, among which the overexpression of
I1I-1b validated our data. Interestingly, TIr1 and TIr6
overexpression was also evidenced, pointing to a role
for endogenous lipids as possible inducers of the
signal I activating NF-kB signaling [24]. Such a signal
is generally provided by LPS during experimental in
vitro models of inflammasome activation by MSU
crystals, but its physiological relevance is even more
questionable in light of our data showing that Tlr4
expression remained unaffected in MSU-challenged
mice. Finally, Ccl3 strong overexpression might also
account for the high fever observed upon MSU
crystals injection [27]. As expected, Gene Ontology
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Figure 1. The NLRP3 inflammasome is not required for IL-18 maturation and consecutive inflammation in the subcutaneous acute uratic inflammation
model. A-F. Nirp3+* and Nirp3-- mice were submitted to an acute uratic inflammation experiment. A. Paw swelling, B. Clinical scores and C. Body temperature were recorded
over a 7-days-long period (n = 11 to 13 in each group). D-F. In situ (paws) analysis of IL- 1 production/maturation and MPO quantification. D. 24 hours post-injection, paws were
harvested and a western blot analysis was realized on 75pg of paw extracts to visualize pro-IL-13 (31kDa) and its cleaved, mature form (17kDa); Tubulin was used a loading
control (n = 4 NiIrp3** and n=8 Nirp3--). E. IL-13 and F. myeloperoxidase (MPO) were quantified by ELISA in paw extracts obtained at the early phase (8h post-injection, n =5
to 6) and the peak (24hpi, n = 8 to 10). All data are representative of three independent experiments except for clinical observation (five independent experiments). Symbols
represent individual mice, horizontal lines and bars correspond to mean +/- SEM; Results were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test, * = p<0.05, ** = p < 0.0, *** =

p <0.001, ns = not significant.
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(GO) terms analysis (panel D) revealed an enrichment
in immune responses/inflammatory responses upon
MSU injection. A comparison of 211 differentially
expressed genes (showing a highly statistically
significant difference between PBS- and MSU-injected
paws p<0.0001) using Ingenuity Pathways Analysis
(IPA, Qiagen) and Reactome (https://reactome.org/)
revealed a significant (p=2.53E-24) enrichment in
genes required for granulocyte adhesion, diapedesis
and degranulation (see IPA Network in
Supplementary Fig. S8A). Finally, we wused the
ImmQuant tool [18] to extrapolate the immune cell
composition from our RNAseq data. In line with
enhanced MPO detection (Supplementary Fig. S3 and
Fig. 1) and overexpression of neutrophil
chemoattractants (Cxcl1 and Cxcl2), MSU s.c injection
triggered granulocyte and monocyte recruitment

2164

(Supplementary Fig. S9, panels A and D).

MSU crystal-induced inflammation can
develop autonomously from both NLRP3 and
AIM2 inflammasomes

Neutrophilic  infiltration and subsequent
NETosis, a feature of inflamed joint in gout patients
[28], exposes self-DNA, which is suspected - once
phagocytozed - to induce AIM2-dependent IL-1B
secretion (reviewed in [29]). This prompted us to
investigate the potential role of this alternative
inflammasome in our model of acute experimental
gout. Like NIrp3 mutants, mice lacking Aim?2
displayed inflammatory responses similar to those
observed in controls following MSU crystal injection
(Fig. 2 A-C). Next, to explore a possible redundancy
between the two inflammasomes, we produced Nirp3
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Figure 2. Aim2 or Aim2/NIrp3 combined deficiencies do not impact on acute uratic inflammation development and severity. A-C. Acute uratic inflammation
was induced in Aim2+* and Aim2-- animals (n = 3 to 6). A. Paw swelling, B. Clinical scores and C. Body temperature. D-E. Aim2--; Nirp3 -~ (double knock out) mice (n = 8) and
Aim2++ ; NIrp3+* (n = 10) were subjected to an acute uratic inflammation experiment. D. Paw swelling and E. Clinical scores and F. body temperature measures, all recorded
over a 24h period. G. IL-13 and MPO quantified by ELISA in paws extracts collected at 24hpi, n = 5 in each group. H. IL-1 and MPO quantified by ELISA in serum collected 12hpi
(left) and 24hpi (right) (n = 3 to 5). Symbols represent individual mice; green dots correspond to WT mice (littermate controls), purple dots to Aim2-- mice and yellow dots to
Aim2--; NIrp3-- mice; light colored dots represent PBS paws and bright colored dots the MSU-injected paws. Horizontal lines and bars correspond to mean +/- SEM; Results were
analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test, * = p<0.05, ** = p < 0.01, *¥ = p < 0.01, ns = not significant. In graphs D. and E. the area under curve (AUC) was determined and

analyzed by a Mann-Whitney test.
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/- Aim 2 /- mice. As seen in panels D-F, double
mutant mice exhibited slightly reduced clinical
responses (with differences in the area under the
curve of the measure of the paw swelling reaching
statistical significance between wild type and double
KO mice) upon MSU crystal s.c injection. However,
quantification of IL-1p and myeloperoxidase (MPO)
by tissue ELISA 24h upon MSU challenge, as well as
seric IL-1B dosage (12 and 24 h after MSU injection,
Fig 2. G-H), confirmed that MSU-dependent rise in
these biological inflammatory markers can occur
independently from these two inflammasomes.
Similar observations could be made from the analysis
of Caspase 1/11-deleted mice (Casp 17, 11 #) in which
MSU injection induced a weak reduction of the
inflammatory symptoms, albeit without showing any
effect on IL-1P production (Supplementary Fig. S510).

inflammasome (Fig. 3A), we tested the existence of a
possible collaboration between neutrophils, in which
MSU crystals poorly induce IL-1f secretion
(Supplementary Fig. 5) but efficiently trigger DNA
release through NETosis [28], and macrophages,
major producers of IL-1f once triggered by
AIM2-dependent signals (such as poly-dA:dT). For
this, we performed co-cultures of both cell types
isolated from wild type or Nlrp3 -/, Aim2 -/- double
knock-out (dKO) animals and quantified IL-1f in the
supernatant. As seen in Fig. 3B, IL-1p release by
control macrophages did not significantly differed
whether they are cultured with neutrophils with or
without MSU. This indicates that NETosis triggered
by MSU ([11, 28] and our own observation) did not
affect IL-1f release, thus suggesting that DNA
exposure is not essential in this process and cannot

Since Nirp3-deleted macrophages can efficiently  provide the necessary signal 1 driving II-153
(and even more than controls) respond to transfected transcription.
poly-dA:dT, a classical inducer of the AIM2
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Figure 3. Activated (netotic) neutrophils fail to promote IL-1f3 secretion by macrophages. A. Nirp3+* and NIrp3-- peritoneal macrophages were seeded at 5x105
cells/well and stimulated with LPS only with LPS and MSU, LPS and lipofectamin (VEC), LPS and poly dA:dT (0,5ug/mL) or LPS and lipofectamin complexed with poly dA:dT
(0,5ug/mL). Green dots represent NIrp3+/+ macrophages, red dots Nirp3-- cells. B. WT (C57BI/6 or B6) or Aim2--; Nirp3-- (double knock out: dKO) peritoneal macrophages (M)
were plated at 5x105 cells/well together with 1x106 neutrophils (N) of both genotype making combinations (M B6 : N Bé, dark green; M dKO : N Bé, light green; M B6 : N dKO,
yellow; M dKO : N dKO, red). Cells were left untreated (NS) or treated with LPS only (1pg/mL for 27h), MSU crystals only (250ug/mL) for 24h or both (LPS alone for 3 hours
and then MSU for 24h). Cells were isolated from n=4 mice. Horizontal lines and bars correspond to mean +/- SEM; Results were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test,

* = p<0.05, ns = not significant.
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Figure 4. Topical application of an imiquimod-containing cream (ALDARA) alleviates acute uratic inflammation by down-modulating II-Ib and II-6
expression. A-E. C57BL/6) mice were submitted to an acute uratic inflammation experiment and immediately treated with either topical imiquimod (ALDARA® commercial
cream) or a control cream. Gouty crisis was followed for 24 hours (n =8 mice per group, data are representative of 3 independent experiments). A. Paw swelling, B. Clinical
scores, C. Body temperature, D. representative pictures of the paws (16hpi) and E. volumetric representation of 2 pairs of control cream-treated paws (upper panel),
imiquimod-treated paws (lower panel) obtained after Magnetic Resonance Imaging (MRI) and image reconstruction with 3D viewer. F.-l. Paws were collected at 24hpi and
protein extracts were analyzed by ELISA for IL-1B (F.), IL-6 (G.), MPO (H.) and TNFa (1.). J.-K. Similar to F.-1., paws were collected at 24hpi and analyzed by RT-qPCR analysis
for Il-18 (J.) and II-6 expression (K.). L. Proform and mature IL-1B production was assessed by western blot of paw extracts. Vinculin was used as loading control. Green dots
represent control cream-treated mice, grey dots the topical imiquimod-treated animals; light colors correspond to PBS paws, dark colors to MSU paws. Symbols represent
individual mice, horizontal lines and bars correspond to mean +/- SEM; Results were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test, * = p<0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001,
ns = not significant. In graphs A and B, the area under the curve (AUC) was calculated and analyzed with a Mann-Whitney test.

Imiquimod downmodulates II-14 gene
expression and protects from experimental
acute uratic inflammation

We previously reported the therapeutic effects of
topical imiquimod, a known TLR7-dependent inducer
of type I IFN responses in mouse models of
rheumatoid arthritis [13] and its effect on neutrophil
recruitment. Therefore, we questioned the potential
benefits of this treatment in our present gout model,
which is characterized by a transcriptomic signature
revealing MSU-induced genes involved in
granulocyte diapedesis and activation. Except for
body temperature, topical application of imiquimod
caused a marked reduction of the clinical parameters
(paw swelling, redness, Fig. 4 A-E) associated with s.c
injection of MSU. Tissue ELISA revealed that
imiquimod specifically reduced IL-1f and IL-6
secretion in the treated paws (Panels F-G), whereas

neutrophil infiltration  (visualized by MPO
quantification, Panel H) and TNF-a production (panel
I) remained unaffected. RTqPCR and western blot
analysis further documented the negative effect of
imiquimod on the transcription of the II-1f and II-6
genes (Panels J-K) and IL-1B pro-form expression
(Panel L). Finally, we used a state-of-the-art imaging
approach (MRI, Fig. 5) similar to that which is
currently applied to monitor patients suffering
various arthritides, including gout, to quantify the
beneficial effects of imiquimod. This enabled us to
better demonstrate the significant reduction of
oedema formation and crystal deposit in
imiquimod-treated paws. MRI also enabled us to
visualize the reduction of tenosynovitis in
imiquimod-treated animals (Supplementary Fig. S11).

Altogether, our data support the notion that the
protective effect of Imiquimod-dependent TLR7Y
activation involves negative transcriptional control of
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genes encoding major pro-inflammatory cytokines,
such as IL-1p and IL-6. To better describe, at the
molecular level, the pathways that are modulated by
imiquimod, we performed genome-wide
transcriptomic on MSU-inflamed paws treated or not
with imiquimod at 24 hpi. As a control, non-inflamed
(PBS-injected) paws were also treated by topical
application of imiquimod. In agreement with the
reported role of imiquimod on its cognate receptor
(TLR7), we identified a transcriptomic signature
characterized by an  overexpression  of
Interferon-stimulated genes (ISGs, such as Oas1 and 2,
Mx1, Isg15; see Supplementary Fig. S12) in control
mice (PBS-injected, imiquimod-treated). By contrast
the combination MSU injection plus imiquimod
induced an important down modulation of gene
transcription (Supplementary Fig. S13A). Among the
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genes exhibiting highly significant transcriptional
repression, II-1f5, as well as inflaimmasome
components (e.g Nirp3) appeared of particular
importance (Supplementary Fig. S13C) and confirmed
our RT-qPCR data (Fig. 4, panels F, ] and L).
Furthermore, reduction of Cxcl2 expression is likely
an important event contributing to the diminution of
the neutrophilic infiltrate seen by ImmQuant analysis
(Supplementary Fig. S9). Interestingly, an increased
skin dendritic cell signature also seemed to take part
in the anti-inflammatory effect of Imiquimod in the
MSU/imiquimod  combination,  although this
intriguing observation  requires additional

confirmation. Finally, MSU wvs MSU/imiquimod
comparative RNAseq analysis by IPA identified
interconnected  type I

IFN-dependent  genes.
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Figure 5. MRI reveals major dampening of MSU crystal-induced oedema formation upon topical imiquimod therapy. A-C. Acute uratic inflammation was
induced and topical imiquimod or control cream were immediately applied on the paws of mice (n=4 per group). 24hpi, animals were euthanized and subjected to Magnetic
Resonance Imaging (MRI). After acquisition of MRI sequences (T2, fat suppression), pictures were computed and reconstructions were made by 1) automated segmentation and
2) reconstruction of hyper-signal volumes (oedemas), hypo-signals volumes (MSU crystal-associated volume) and bones with the help of the 3D Slicer software. A. 3D
reconstructions of 4 pairs of paws (control cream-treated, left; imiquimod-treated, right). B. Quantification of the hyper-signal volume. C. Quantification of the
crystal-assimilable hypo-signal volumes. Green dots represent control cream-treated mice, grey dots miquimod-treated animals, light colors correspond to PBS paws, dark colors
to MSU-injected paws. Symbols represent individual mice, horizontal lines and bars correspond to mean +/- SEM; Results were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test, *

= p<0.05, ns = not significant.
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Figure 6. Increased resistance to MSU-induced inflammation in Myd88 KO mice compared to II-IR] KO animals. C57BI/6 (n=6, green dots), Myd88 KO (n=6,
yellow dots) and IIl-IR] KO (n=8, blue dots) mice were submitted to an acute uratic inflammation experiment and clinical observations were recorded over a 24h period. A. Paw
thickness, B. Clinical score. C. IL-1B, D. IL-6 and F. myeloperoxidase (MPO) were quantified by ELISA in protein extracts obtained from control paws 24h post PBS injection or
from the contralateral paw in which MSU was injected. Light colors correspond to PBS paws, dark colors to MSU-injected paws. Symbols represent individual mice, horizontal
lines and bars correspond to mean +/- SEM; Results were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test, * = p<0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001. In graphs A. and B. the area

under curve (AUC) was determined and analyzed by a Mann-Whitney test.

Interestingly, ~most genes involved in
granulocyte adhesion and diapedesis, which were
upregulated upon MSU stimulation, exhibited
down-modulation in  the  samples  from
imiquimod-treated paws (see Supplementary Fig.
S8B). Of note, these genes are connected in a network
(predicted by IPA) in which SYK/AKT fill a central
position (Supplementary Fig. S14). Although IL-1B
repression by type I IFN has been previously
described [30] and attributed to signaling through the
IL-10 / STAT3 pathway [31], our dataset does not
clearly point to such connection. Rather, reduced TIr6
expression and downstream NF-kB signaling is
supported by the genes network built by IPA to
account for diminished II-1b expression. Altogether,
our data suggest that the therapeutic properties of
imiquimod in our experimental setting are mediated
by the ability of this compound to impair two major
hallmarks of inflammation: neutrophil recruitment
and/or activation and IL-18 production.

Because our data point to a possible involvement
or TLR-dependent signaling (possibly TLR1, 2 and 6)
in our model of experimental acute gout, we tested
the impact of MSU injection in MyD88- and

II-1R1-deficient animals. We observed an almost
complete absence of inflammatory reactions (as
judged by paw swelling and clinical score) in both
MyD88 and II-1R1 KO mice (Fig. 6A-B). However, we
noticed that [[-1R1 KO animals exhibited a significant
residual expression of inflammatory markers (IL-1f,
IL-6 and MPO), which were nearly undetectable in
MyD88-depleted mice (Panels C-E). Because MYD88
is an adapter used downstream of both IL-1R1- and
TLR-dependent signaling pathways [32], this
observation strongly suggest that TLRs are indeed
essential sensors driving NF-kB-dependent II-13
transcription in response to MSU injection in vivo.

Discussion

Inflammasomes triggered by MSU crystals and
the nature of the priming inducer (signal I) in
vivo.

Gout is a frequent arthropathy with its etiology,
i.e. MSU crystal deposition in the synovial fluid of
patients, known for a long time [33]. However,
despite the discovery of NLRP3 as a Pattern
Recognition Receptor sensing homeostatic
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disturbances and subsequent IL-18 secretion, the
molecular mechanisms driving inflammatory
manifestations upon MSU exposure are still poorly
described. Several animal models have been
developed to better understand the relationships
between MSU crystals and IL-1B secretion, among
which ex wvivo cultures of macrophages were
instrumental in the identification of the NLRP3
inflammasome. In addition, in vivo injections of
crystals in the peritoneal cavity [8], into an artificial
air pouch [34, 35] or directly inside the joint [36] have
also been used to investigate neutrophil recruitment
and inflammasome-dependent cytokine release. Most
of these models exhibit important flaws and do not
reproduce  the complete  pathophysiological
manifestations of human gout or the joint
microenvironment. For instance, inflammation
triggered by intra-articular injection of MSU crystals
in mice can be prevented by anti-TNFa therapy [37],
which is inefficacious in humans. Here, we
thoroughly characterized the impact of subcutaneous
injection of MSU crystals in mouse paws, an approach
(previously used by others [11, 19] that induces
clinical manifestations (soft tissue inflammation with
tenosynovitis, as seen with relevant medical imaging
techniques) that can be preventable with drugs
(colchicine, anakinra) currently in use to treat gout
patients. Using this model in control and
genetically-deficient mice, we demonstrated that, as
opposed to previous observations in isolated
macrophages, MSU-induced inflammation in vivo can
occur independently from NLRP3, while being strictly
IL-1B-dependent, suggesting that MSU- and
silica-induced inflammation may proceed by different
mechanisms [38]. Therefore, we questioned whether
other inflammasomes might also be involved in this
process and possibly mask the NLRP3 effect. One
current hypothesis postulates that neutrophils,
following DNA release through NETosis (a process
that can be activated by MSU crystals [28]), could
provide a physiologically-relevant signal driving
IL-1B secretion and inflammation. In this work, we
tested the involvement of the AIM2 inflammasome
and showed that mutant mice devoid of this DNA
sensor, as well as animals in which both NLRP3 and
AIM2 are lacking, develop almost normal local and
systemic inflammatory responses following MSU
crystals injection. Similar observations were made in
Casp 17/ 117 animals. These experiments reveal the
complexity of the MSU-induced inflammation and
IL-1B secretion, which, in the absence of NLRP3 and
AIM2,  might likely = be  maturated by
neutrophil-derived proteases such as neutrophile
elastase [39] or also by Caspase 8 [40]. Because of this
possible redundancy, our results do not discard the

potential involvement of NLRP3 and/or AIM2 in
MSU-induced acute inflammation. Alternatively,
differences between human and mouse might also
account for our observation of pro IL-1b processing in
the absence of NLRP3. Furthermore, we also
addressed the question of the nature of signal I, which
is necessary to activate the NF-xB pathway and
induce II-14 transcription. Using co-cultures of
neutrophils and macrophages, we showed that
NETotic neutrophils cannot drive the secretion of
IL-1B by MSU-stimulated macrophages, indicating
that extracellular DNA is not capable to substitute for
LPS in this process. Therefore, even though we were
unable to identify a “physiologically”-relevant
primer, our RNAseq analysis, which revealed TIr1, 2
and 6 overexpression upon MSU challenge, combined
to experiments comparing MyD88 and 1I-1R1 KO mice
provide solid arguments supporting a role for
endogenous lipids or lipopeptides (capable of
triggering TLR1/2/6 signaling) as pathophysiological
inducers of signal I-dependent NF-«B activation.
Future work will aim at identifying such ligands.

Signaling pathways supporting
anti-inflammatory effects of type | IFNs

The anti-inflammatory effects of type 1
interferons are a matter of controversy, but can be
supported by at least two lines of evidence: (i)
sustained type I IFN production in chronic viral
infections induces immunosuppression [41], as
demonstrated in the LCMV model [42, 43]. (ii) IFNB is
an effective treatment against inflammation of the
central nervous system in multiple sclerosis [44].
However, precise mechanisms underlying these
immunomodulatory  effects are still poorly
understood. Using an alum-induced peritonitis
model, the induction of the IL-10/STAT3 axis in
response to type 1 IFN and LPS signaling was
proposed as a predominant event to explain
subsequent immunosuppression [31]. In our dataset
of imiquimod-modulated genes, several STAT3
targets (e.g. Ccl2, Cxcr2, Socs3) appeared significantly
repressed, which indicates that this mechanism can be
at play in response to imiquimod application.
However, it is important to consider that our RNAseq
approach does not enable the identification of protein
modifications that could reveal the potential roles of
transcription factors. A combined proteomic approach
would help and probably refine the likely
IL-10-dependent signaling and its contribution to
imiquimod-based therapy. Furthermore, the timing
(24 hpi) at which gene expression was quantified may
also explain why transcripts encoding
anti-inflammatory players, like IL-10, were not
identified.
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Imiquimod, a powerful and promising
alternative in gout patients

Our work clearly demonstrates the potential
benefits to use imiquimod to treat gout crisis. Indeed,
for several patients exhibiting  additional
comorbidities, such as kidney dysfunction, the
prescription of colchicine might be unadvisable and
imiquimod might become an attractive alternative
devoid of major side effects. As demonstrated, a
single topical application was sufficient to reduce
both neutrophils attraction and IL-1 secretion,
thereby limiting the biological and clinical
inflammatory symptoms that appear following MSU
crystals injection. This dual activity of imiquimod
appears even more attractive in view of the recent
description of an inflammatory disorder (NOMID,
neonatal-onset multisystem inflammatory disease)
caused by GASDERMIN D (GSDMD) release and
pyroptosis following inflammasome activation [45].
Indeed, some patients suffering cryopyrin-associated
periodic syndromes (CAPS) such as NOMID appear
resistant to IL-1P blocking agents. A clinical trial will
of course be necessary to evaluate the efficacy of
imiquimod in humans. In addition, our work pointed
to the multiplicity of actors (sensors, proteases) that
are likely involved in the development of gout, which
may advocate against the pharmacological targeting
of only one of them, i.e the NLRP3 sensor. Finally,
even though our genome-wide transcriptional
analysis did not precisely identify the exact molecular
pathways linking imiquimod, type I interferons and
reduced II-1B expression, an essential genetic network
that appeared targeted by imiquimod (and predicted
by IPA) brings together many genes encoding
granulocyte cell surface markers (such as integrins),
connected to a hub composed of the kinases SYK and
PI3K. Their activation by MSU crystals binding to the
plasma membrane [46] thus appears as an important
contributor to neutrophil recruitment and activation,
which could be impaired by already existing
inhibitors developed for other pathologies, such as
leukemia. Furthermore, RNAseq analysis using the
ImmQuant software predicts that skin dendritic cells
might be  important mediators of  the
imiquimod-dependent anti-inflammatory response.
The functional connection linking these cells and
reduced neutrophil infiltrate will be a major research
focus of ours.

In conclusion, our in vivo model in mice uncovers
an unsuspected complexity of the pathogenesis of
gout triggered by urate crystals, as illustrated by its
independence from the NLRP3 inflammasome. In
addition, novel insights emerge from RNAseq
analyses, such as the possible role of TLR1, 2 and/or 6
as sensors priming the NK-xB pathway. This

observation paves the way for the search of lipids or
lipoproteins which can be of endogenous or microbial
[47] origin. Novel therapeutic options, such as topical
treatment or sensory nerves modulation [48], will be
necessary in order to take care of an ever-growing
number of gout patients in ageing populations. Our
transcriptomic analyses revealing novel potential
targets are in line with this search for innovative
treatments.

Supplementary Material

Supplementary figures.
http:/ /www.thno.org/v10p2158s1.pdf
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Temporomandibular joint damage in K/BxN arthritic mice
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L'atteinte de l'articulation temporo-mandibulaire (ATM) est fréquente chez les patients atteints de
polyarthrite rhumatoide. Bien qu’il existe de nombreux modeéles animaux d’arthrite, peu de ces

modeles récapitulent I'inflammation retrouvée sur cette articulation.

En tirant avantage de plusieurs techniques d’imagerie (IRM, micro-CT), ce papier caractérise une
atteinte de I'ATM dans le modele génétique de polyarthrite murin K/BxN. Chez ces animaux,
I'articulation présente une altération de la couche superficielle du cartilage. Les synoviocytes de type
fibroblastique issus de cette articulation présentent une production accrue de médiateurs
inflammatoires (IL-6) et de métalloprotéases matricielles, ce qui pourrait corréler avec les dégats

cartilagineux.

Les souris K/BxN représentent ainsi 'un des rares modeles d’inflammation et de dommages
spontanés a I’ATM, un outil attrayant pour caractériser cette atteinte douloureuse a I|'étiologie

encore mal comprise.
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Temporomandibular joint damage in K/BxN arthritic mice

Sabine Kuchler-Bopp (3, Alexandre Mariotte>*, Marion Strub'*>, Chrystelle Po®, Aurore De Cauwer>?, Georg Schulz’,
Xavier Van Bellinghen'*>, Florence Fioretti"*>, Francois Clauss'*>, Philippe Georgel >3, Nadia Benkirane-Jessel* and

Fabien Bornert'*®

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease affecting 1% of the world population and is characterized by chronic
inflammation of the joints sometimes accompanied by extra-articular manifestations. K/BxN mice, originally described in 1996 as a
model of polyarthritis, exhibit knee joint alterations. The aim of this study was to describe temporomandibular joint (TMJ)
inflammation and damage in these mice. We used relevant imaging modalities, such as micro-magnetic resonance imaging (UMRI)
and micro-computed tomography (uCT), as well as histology and immunofluorescence techniques to detect TMJ alterations in this
mouse model. Histology and immunofluorescence for Col-l, Col-ll, and aggrecan showed cartilage damage in the TMJ of K/BxN
animals, which was also evidenced by uCT but was less pronounced than that seen in the knee joints. uMRI observations suggested
an increased volume of the upper articular cavity, an indicator of an inflammatory process. Fibroblast-like synoviocytes (FLSs)
isolated from the TMJ of K/BxN mice secreted inflammatory cytokines (IL-6 and IL-1(3) and expressed degradative mediators such as
matrix metalloproteinases (MMPs). K/BxN mice represent an attractive model for describing and investigating spontaneous damage
to the TMJ, a painful disorder in humans with an etiology that is still poorly understood.

International Journal of Oral Science (2020)12:5

INTRODUCTION

The upper part of the temporomandibular joint (TMJ) is formed by
the temporomandibular fossa or glenoid fossa, and the lower part
is formed by the mandibular condyle. An ellipsoidal articular disc
composed of fibrous connective tissue divides the joint into two
parts: the upper and the lower articular cavities. These cavities are
limited by the synovial membrane and filled with fluid. Chronic
joint diseases, most often those affecting the limb joints, can also
affect the temporomandibular joint, causing cartilage degradation,
subchondral bone degradation (erosion and resorption), sclerosis,
and a reduction in the joint space. In the case of severe condyle
destruction, malocclusion (defined as an abnormal disposition of
the teeth in the jaw, generating teeth and jaw pain), and
sometimes vertebral damage may occur.'?

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease character-
ized by chronic articular inflammation (driving swelling, stiffness,
and pain) and sometimes accompanied by extra-articular mani-
festations. Affecting nearly 1% of the population worldwide, RA is
associated with comorbidities (such as cardiovascular disorders).
Inflammation in RA is orchestrated by a complex interplay
between several types of immune cells (T and B cells and
macrophages) and stromal cells, such as fibroblast-like synovio-
cytes (FLSs). FLSs (or type B synoviocytes) are mesenchymal
resident cells that have been described in recent decades as active
players in cartilage damage through proliferative/invasive proper-
ties (so-called “pseudo-tumoural” behavior) and the secretion of

; https://doi.org/10.1038/541368-019-0072-z

inflammatory (e.g., interleukin-6 (IL-6)) and degradative (e.g.
matrix metalloproteases (MMPs)) mediators.>

While RA typically affects the small peripheral joints (meta-
carpo-/metatarsophalangeal and proximal interphalangeal joints
and wrists), TMJ involvement has also been reported, and some
patients may experience chronic pain, limitation of mouth
opening, and mandible deviation, especially in juvenile types.**
Different models of osteoarthritis of the TMJ have been
described.® However, despite the significant number of murine
(poly)-arthritis models reported in the literature, few reliable TMJ
arthritis animal models are currently available and have been
extensively described.

The K/BxN mouse model of polyarthritis used in this work
was originally described in 1996.'® K/BxN mice were obtained
by crossing KRN transgenic animals with non-obese diabetic
mice (NOD). They develop severe inflammatory arthritis of the
leg joints and bone destruction without sexual dimorphism.'®
This widely described model is notably used to trigger rapid
and consistent joint inflammation in healthy mice by transfer-
ring serum harvested from K/BxN animals, which contains high
levels of autoantibodies."" IL-6 and TNF-a, which are targeted
by reference biodrugs in RA patients, are also overexpressed in
the joints of K/BxN mice."? Finally, the K/BxN model was chosen
for this work because of its clinical relevance for human RA; it is
spontaneous and progressive, evolves to chronicity, and
exhibits symmetrical distribution and joint destruction.'?
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In RA patients, the degree of arthritis is assessed through
conventional radiography, cone beam multi-slice computed
tomography (CBCT or MSCT), and magnetic resonance imaging
(MRI)."'31% The dose of X-ray delivered during CBCT is low, which is
advantageous for exploring TMJ in children, and enables high
spatial resolution with limited irradiation levels.”>™'® The advantage
of CBCT is the visualization of dense structures, such as the
temporal bone and mandibular condyle, in three dimensions.
Magnetic resonance imaging seems to be the most relevant
imaging modality for assessing TMJ osteoarthritis, as early changes
can be detected, and both hard and soft tissues and even joint
fluid can be visualized."'® Gradient-echo T1 sequences enable
evaluation of bone changes, while gradient-echo T2 sequences are
mainly used to analyze less dense structures such as cartilage, joint
disc, or synovial fluid in the upper and lower joint cavities.?

The aim of this study was to describe TMJ inflammation and
damage in an arthritis mouse model in comparison with that in
healthy controls by using histological and imaging techniques
already used in clinical practice.

RESULTS

Characterization of K/BxN mice

Several murine arthritis models have been reported in the
literature.’ While defects of the limb joints have been extensively
described, potential TMJ disease was addressed in only a few of
these models (listed in Supplementary Table 1). In this work, we
decided to use the K/BxN model, which exhibits arthritis that is
highly penetrant and reproducible and typically displays progres-
sive, chronic, severe, and deforming symmetrical arthritis. Offspring
of KRN-transgene-bearing mice develops clinical arthritis manifesta-
tions from 5 weeks of age without any sexual dimorphism. In this
study, we chose animals that were 6-8 months old and displayed
markedly progressive ankylosis accompanied by joint swelling and
limb deformities (Supplementary Fig. 1a). We quantified serum IL-6
in K/BxN mice by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The
parental mouse lines NOD and ICR (imprinting control region) were
used as controls (Supplementary Fig. 1b). IL-6 secretion was
significantly enhanced in the blood of K/BxN mice compared with
the blood of control mice (Supplementary Fig. 1b), in agreement
with systemic inflammation in these animals. IL-18 and TNF-a levels
were, however, below the detection threshold.

As this model is known to experience destructive limb joint
damage, we assessed arthritis-associated histomorphological
changes in the knee joint. Micro-computed tomography (uCT)
examination showed clear differences in bone density (indica-
tive of erosion) in the knees of K/BxN mice, while control
animals appeared unaffected (Supplementary Fig. 1c-g); sub-
chondral bone changes were also visible in 3D reconstructions
(Supplementary Fig. 1d-h). In K/BxN mice, hematoxylin—eosin
staining further revealed cartilage matrix discontinuity with
remnant cartilage and residual bone-adopting irregular struc-
tures; this was accompanied by knee joint inflammation
(Supplementary Fig. 1i). These observations are in sharp
contrast with those found in control mice, in which the articular
cavity was acellular and the cartilage appeared smooth and
uniform (Supplementary Fig. 1e).

Furthermore, staining of cartilage-specific sulfated mucopoly-
saccharides with alcian blue (used at pH = 1) showed that K/BxN
cartilage was markedly eroded (Supplementary Fig. 1j) compared
with control cartilage (Supplementary Fig. 1f). Together, our
observations confirm that the limb joints of K/BxN mice exhibit
arthritis with destructive and cartilage-erosive features.

Histological and morphological analyses revealed previously
unsuspected TMJ cartilage damage

We next considered potential TMJ alterations. First, we performed
histological analyses (alcian blue, pH =1, to specifically stain
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mucopolysaccharides coupled with fast red to stain nuclei) on TMJ
sections to assess cartilage integrity in K/BxN mice and controls
(Fig. 1a, b, d, e and Supplementary Fig. 2). We also performed
safranin O staining to reveal proteoglycans in cartilage tissue
coupled with staining with fast green, an acidic dye that reacts
with cytoplasmic proteins (Fig. 1¢, f). As shown in Fig. 1a, d, the
articular disc (D) separated the articular cavity into the upper and
lower parts. We first observed a discontinuity in the fibrous layer
(FL), suggesting degradation of the extracellular matrix; the
cartilage thickness also seemed to be reduced in the TMJ of K/
BxN mice (Fig. Ta-c and Supplementary Fig. 3b—f), whereas the
subchondral bone remained unaffected. The thickness of the
cartilage was evaluated and determined to be (56+4)um in
control mice and (54+12)um in K/BXxN mice. Control mouse
cartilage appeared intact (Fig. 1d-f). We then used uCT and
compared the temporal surface and the mandibular condyle of
the TMJ of 6- to 8-month-old K/BxN mice (Fig. 1g and
Supplementary Fig. 3b-f) with those of TMJs harvested from
age-matched control mice (Fig. 1j and Supplementary Fig. 3a).
Three-dimensional isosurface reconstructions were made from the
DICOM dataset. Different bone abnormalities (erosion) were
detected in the TMJ of K/BxN mice (Fig. 1h, i and Supplementary
Fig. 3b-f) in comparison with the TMJ of controls (Fig. 1k, | and
Supplementary Fig. 3a). Subchondral bone damage (subchondral
cyst) was also visible in microtomography slices. These observa-
tions indicate that K/BxN mice also exhibit TMJ defects that
include cartilage thinning and reduced matrix proteoglycans.

The superficial cartilage layer of the TMJ is specifically altered in K/
BxN mice

Having shown that K/BxN mice display anatomical alterations in
TMJ cartilage, we next monitored the expression of markers by
immunofluorescence in these animals. In the control TMJ, type |
collagen (Col-l) was expressed in the fibroblasts of the fibrous
layer (FL), in undifferentiated mesenchymal cells of the prolif-
erative layer (PL), in chondrocytes of the fibrocartilage (FC) of the
mandibular control condyle, and in osteoblasts (Fig. 2e, f). In K/
BxN, Col-I was expressed in the proliferative layer, the fibrocarti-
lage, and bone, while its expression was no longer detected in
the fibrous layer (Fig. 2a, b). Type Il collagen (Col-ll) expression in
the fibroblasts of the fibrous layer and in chondrocytes of the
fibrocartilage was globally weaker than Col-I expression in the
control mandible (Fig. 2g), but similarly disappeared in the fibrous
layer cartilage of K/BxN mice (Fig. 2c).

Aggrecan, the expression of which was restricted to fibrocar-
tilage, was unchanged between diseased and healthy animals (Fig.
2d, h). We also tested the expression of bone-specific proteins,
such as bone sialoprotein Il (BSPII) (Fig. 2i, j), osteopontin (OPN)
(Fig. 2k, 1), the bone-specific transcription factor RUNX2
(Fig. 2m-o0), and the vascular endothelial marker CD31 (Fig. 2k,
I). BSPIl and OPN were detected in the cytoplasm of osteocytes
(Fig. 2i-1), while RUNX2 exhibited nuclear localization (Fig. 2m-o);
CD31" endothelial cells were found close to osteocytes (Fig. 2k, I).
However, we did not observe any difference between control and
K/BxN TMJs by using these markers. These data suggest that TMJ
defects observed in K/BxN mice (Fig. 1) are restricted to the
superficial cartilage and are characterized by a significant
reduction in fibrous layer matrix proteins.

Synovial fluid expansion can be observed in K/BxN TMJs

We also used magnetic resonance imaging (MRI) with T2-
weighted imaging to visualize liquid in the TMJ of control and
arthritic mice. In these settings (Fig. 3a, b and Supplementary
Fig. 4), bone structure such as that of the mandibular condyle
(shown in yellow in the reconstruction pictures) and temporal
bone (red) were observed to have a low signal intensity;
conversely, liquids, such as synovial fluid (blue) that was present
in the wupper and lower cavities, were associated with
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Fig. 1  Histological and morphological analyses of K/BxN and control TMJs. Histology of the temporomandibular joint (TMJ) of an 8-month-
old K/BxN mouse (a—c) and a control mouse (d-f) after alcian blue staining (a, b, d, e) and Safranin O staining (c, f). g, j Micro-computed
tomography (uCT) sections of the TMJ of an 8-month-old K/BxN mouse (g) and a control mouse (j). (h, i, k, I) 3D reconstructions of the condyles
of an 8-month-old K/BxN mouse (h, i) and a control mouse (k, ). B, bone; D, disc; FC, fibrocartilage; FL, fibrous layer; PL, proliferative layer

hypersignals in T2 based on water content. The articular disc was
observed to have intermediate signal intensity. After 3D
reconstruction, the mean volume of the synovial fluid present
in the upper articular cavity (blue) was increased in several K/BxN
mice (Fig. 3a and Supplementary Fig. 4) compared with control
mice (Fig. 3b). The total volume of the upper articular cavity was
enhanced in the K/BxN TMJ (4253.5%), albeit without reaching
statistical significance (Fig. 3c). We observed heterogeneous
volumes of the upper articular cavity in K/BxN mice, whereas this
measure was homogeneous in control mice (Fig. 3c and
Supplementary Fig. 4). Four K/BxN mice exhibited increased TMJ
articular volume; in the three others, this volume was comparable
to that of the controls (Fig. 3c and Supplementary Fig. 4),
suggesting that synovial fluid expansion, a feature found in
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various human arthropathies, may occur in some mice but not
others.

Characterization of the fibroblast-like synoviocytes (FLSs) from K/
BxN and control TMJs

Fibroblast-like synoviocytes (FLSs) are resident joint stromal cells
that express mesenchymal markers. They are essential for
maintaining homeostatic functions under noninflammatory con-
ditions, such as the synthesis of the synovial fluid components
proteoglycans and lubricin??> In contrast, FLSs are active
contributors to synovial inflammation and cartilage damage in
the context of rheumatoid arthritis.”> Our observations of TMJ
cartilage alterations in K/BxN mice prompted us to analyze the
functional properties of TMJ FLSs in more detail. For this, we first
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Fig. 2 Immunolocalization of specific cartilage and bone proteins in K/BxN and control TMJs. Immunofluorescence for Collagen | (a, b, e, f),
Collagen I (¢, g), Aggrecan (d, h), BSPII (i, j), Osteopontin and CD31 (k, I), and RUNX2 (m-o) in cryostat sections of a K/BxN TMJ (a-d, i, k, m, n)

and a control TMJ (e-h, j, |, o)

derived and cultured primary FLSs from TMJs dissected from K/
BxN and control mice and characterized them at passage 3. When
confluent, FLSs exhibited a classic spindle-shaped fibroblastic
phenotype after hematoxylin—eosin staining (Fig. 4a and b). Non-
inflamed and K/BxN FLSs stained positively for the stromal
mesenchymal markers vimentin and fibronectin (Fig. 4c, h) and
the synovial fibroblastic surface markers CD90 (Thy-1) (Fig. 4g, h)
and TEM1 (Fig. 4e, f). Interestingly, immunofluorescence signals for
TEM1, CD90, and fibronectin appeared to be increased in K/BxN
FLSs compared with control FLSs.

FLSs were then stimulated for 24 h with 1ugmL™" LPS from
Escherichia coli, and we monitored IL-6 production by ELISA (Fig.
5e). We observed increased basal (unstimulated conditions) IL-6
production in K/BxN FLSs, and this difference was reinforced after
LPS treatment (Fig. 5e). In contrast, no IL-1B production was
detected in K/BXN FLSs stimulated with or without LPS (not
shown). We also assessed /-6, Mmps (Mmp1, 8, 9, 13), and Timp1
gene expression by RT-gPCR in FLSs treated with or without LPS
for 24 h (Fig. 5f). /-6 transcripts were significantly enhanced in FLSs
after LPS treatment, but no difference was observed between K/
BxN and control FLSs. Conversely, we observed enhanced Mmp1
and Mmp8 expression in K/BxN and control FLSs after LPS
treatment, with significantly increased expression in K/BxN FLSs
compared with control FLSs. In contrast, the expression of Mmp9
and Mmp13 was significantly reduced after LPS treatment, but
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remained significantly more elevated in K/BxN FLSs than in control
FLSs. Finally, the expression of Timp1 was reduced in K/BxN FLSs
treated with or without LPS compared with control FLSs,
suggesting decreased or defective MMP inhibition in K/BxN FLSs.
In parallel, immunostaining in TMJ sections showed increased IL-6
and IL-1B expression in the synovial membrane (SM) of K/BxN
mice but not control mice, revealing increased local inflammation
(Fig. 5a-d). Inflammation of the synovial membrane is often
accompanied by the infiltration of mononuclear cells (lympho-
cytes and monocytes/macrophages). The cells positive for IL-1f in
the synovial membrane of K/BxN (Fig. 5a) were most likely
mononuclear cells. Altogether, our data demonstrated that, similar
to limb joints, FLSs isolated from the TMJ of K/BxN animals are
characterized by an aggressive (pro-inflammatory) phenotype,
which likely contributes to the damage also seen in this specific
anatomical location.

DISCUSSION

Rheumatoid arthritis typically affects the small joints, especially
those of the hands and feet, but damage to other locations has
also been reported. Vertebral and TMJ damage with bone erosion,
pain, and decreased jaw function have been described, and the
latter may affect nearly 30%-50% of RA patients.'>***> However,
such alterations have been rarely reported in polyarthritis mouse
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Fig. 3  Comparison of synovial fluid volume of K/BxN and control
TMJs. Magnetic resonance imaging (MRI) and 3D reconstructions of
the TMJ of a K/BxN mouse (a) and a control mouse (b).
¢ Volume measurement of the upper articular cavity of seven K/
BxN mice and three control mice. The orange square represents the
K/BxN mouse shown in a, and the green circle represents the control
mouse shown in b

models so far. To our knowledge, morphological observations
(using histology and micro-computed tomography (uCT)) of TMJ
damage were also made in a TNF-a transgenic model (see
Supplementary Table 1).2°

In this work, we describe for the first time TMJ damage in the K/
BxN model. We observed erosive changes that occurred mainly in
the superficial parts of the articular cartilage, resulting in the
disappearance of the TMJ cartilage fibrous layer. In the peculiar case
of the TMJ, the articular surface is not covered with hyaline cartilage,
but is rather covered with a fibrous layer characterized by abundant
type | collagen and reduced collagen 1> Here, we noticed a
dramatic loss of both collagen types together with a paucity of
alcian blue staining in K/BxN TMJ sections, indicating the absence of
the fibrous layer and associated matrix proteins in the condylar
surface. TMJ cartilage damage was, however, less pronounced than
that seen in the knee joints, as evidenced by pCT. Many authors
have reported that X-ray imaging and especially CBCT is a very
effective technique for characterizing TMJ osteoarthritis in
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Fig. 4 Characterization of fibroblast-like synoviocytes (FLS) from K/
BxN and control TMJs. Characterization of fibroblast-like synovio-
cytes (FLSs) from K/BxN TMJs (a, ¢, e, g) and control TMJs (b, d, f, h)
by using hematoxylin-eosin staining (a, b) and immunofluorescence
for vimentin (c, d), phalloidin and TEM1 (e, f), and CD90 and
fibronectin (g, h). Nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI)

humans,’”™"” and several criteria have been defined: (i) erosion with

an interruption or absence of cortical lining, (ii) sclerosis with
increased density of cortical lining or subchondral bone, (iii)
osteophytes with marginal bone outgrowth, (iv) geodes or
subchondral cysts with single or multiple pyriform-shaped subchon-
dral lesions with sclerotic margins, and (v) joint space narrowing.?®

In this study, we also examined the deeper cartilage layers, such
as the fibrocartilage layer, which is schematically subdivided into
proliferative and hypertrophic areas.?>*° The proliferative area is
known as a cell reservoir rich in type | collagen, and the hypertrophic
area is enriched in aggrecan-positive chondrocytes.®’ Aggrecan, the
major proteoglycan of articular cartilage, is a multimodular molecule
expressed by chondrocytes. It plays an important role in mediating
chondrocyte-chondrocyte and chondrocyte-matrix interactions
through its ability to bind hyaluronan.*? We did not observe any
variation in aggrecan expression in fibrocartilage chondrocytes
between K/BxN and control mice.

Furthermore, we did not observe any difference in the
expression of several bone markers (BSPIl, OPN, and RUNX2) or
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Fig.5 Expression of inflammatory cytokines and matrix metalloproteinases in K/BxN and control FLS. Immunofluorescence for IL-16 (a, c) and IL-6
(b, d) in sagittal sections of the TMJ of K/BxN mice (a, b) and control mice (c, d). (e) Quantification of IL-6 (pg-mL™") in the culture medium of
unstimulated (NS) K/BxN and control TMJ FLSs and those stimulated with LPS for 24 h. (f) RT-qPCR experiments to monitor /-6, Mmp1, 8, 9, and 13
and Timp1 expression in K/BxN and control FLSs treated with or without LPS for 24 h. The values are the means + SEMs; *P < 0.01, ***P < 0.000 1
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CD31, an endothelial cell marker, indicating that damage only
occurred at the superficial part of TMJ cartilage, with the bone and
deep cartilage layers remaining intact.

To explain these results, we performed magnetic resonance
imaging with T2-weighted imaging of TMJs to detect the presence
of ongoing inflammation or synovial fluid expansion. Interestingly,
we noted that compared with control mice, K/BxN mice exhibited an
important variability in synovial volume. The difference, however,
did not reach statistical significance. This observation, which
suggests increased volume of the upper articular cavity, is indicative
of an inflammatory process, a phenomenon that is either
inconsistent between individuals or temporally discontinuous in K/
BxN mice. Another explanation for this slight difference could be
that the TMJ is relatively enclosed by bone walls formed by the
mandibular fossa of the temporal bone, which restricts synovial fluid
expansion. Interestingly, these data are in line with observations of
human patients, who sometimes display such variability in synovial
fluid volume 37

Because FLSs are active players that contribute to cartilage
damage in RA, we considered their potential role in the erosive
process observed in the TMJ of K/BxN mice. We obtained and
cultured primary FLSs from TMJs by using a protocol adapted from
one that is usually used in our laboratory to harvest FLSs from limb
joints.>® We characterized these cells for their expression of stromal
markers, as previously described.>” Indeed, the expression of CD90,
CD248, fibronectin, and vimentin, together with a fibroblastic
phenotype, clearly qualifies our TMJ FLSs as bona fide FLSs, as
defined by Hardy et al®® Interestingly, K/BxN TMJ-derived FLSs
spontaneously produced more IL-6 than TMJ FLSs derived from
control mice, although this difference was not observed at the RNA
level, suggesting post-transcriptional regulation. This is in line with
our in vivo data, which showed increased serum IL-6 in K/BxN mice,
indicating sustained activation of synovial FLSs and macrophages,
which are responsible for systemic inflammation. Following
lipopolysaccharide (LPS) stimulation, TMJ FLSs from K/BxN mice
produced higher amounts of IL-6 than that produced by control
cells. In addition, our RT-gPCR experiments revealed LPS-dependent
upregulation of various matrix metalloproteinase (MMP) genes in K/
BxN FLSs compared with control FLSs; conversely, the expression of
Timp1, which encodes an inhibitor of MMPs, was downregulated.
Altogether, our data link the pro-inflammatory and pro-degradative
functions of K/BxN TMJ-derived FLSs to the cartilage alterations that
we observed in these arthritic mice. Interestingly, TMJ damage was
not observed upon K/BxN serum transfer, an acute arthritis model'’
(see Supplementary Table 1), suggesting that alterations in this
articulation require longer exposure to autoantibodies, such as anti-
glucose-6-phosphate isomerase autoantibodies, as described by
Tanaka-Watanabe et al.>

CONCLUSION

Ultimately, this work expands the applicability of K/BxN mice
beyond a limb-restricted polyarthritis model. Using several
relevant imaging techniques, we described spontaneous TMJ
damage in which a local inflammatory process can engage
superficial cartilage stripping, ultimately leading to condyle
surface erosion. To our knowledge, this is the most extensive
description of TMJ damage in an animal model of chronic
polyarthritis. Our work paves the way for future studies of
inflammatory processes involved in TMJ alterations and the
development of innovative therapies for this painful condition in
humans, for which the therapeutic options are still very limited.

MATERIALS AND METHODS

Mice

K/BxN mice generated as previously described by Kouskoff et a
spontaneously developed arthritis. KRN transgenic mice were

|'|0
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crossed with non-obese diabetic mice (NOD). The resulting K/BxN
mice exhibited significant reproducible joint inflammation after
30 days. Control (n=23) and K/BxN (n=67) mice aged
6-8 months were euthanized by intraperitoneal injection of
pentobarbital (0.05 mL~g", Dolethal, Centravet Nancy, France)
before decapitation and dissection of the heads and knees for
histology, immunofluorescence, micro-computed tomography
(UCT), and synoviocyte cultures. Micro-magnetic resonance
imaging (UMRI) was performed on euthanized animals. Supple-
mentary Table 2 summarizes the number of mice used for each
experiment.

Ethics statement

Animal experiments were authorized by the “Ministére de
I'Enseignement Supérieur et de la Recherche” under agreement
number APAFIS #16565-2018083014246137. The local Ethics
Committee “Comité Régional d’Ethique en Matiére d’Expérimenta-
tion Animale de Strasbourg (CREMEAS)” specifically approved
this study.

Histology

The heads and knees were placed in 4% paraformaldehyde (PFA)
in PBS and demineralized with Decalcifier Il (Leica Microsystems,
Nanterre, France) at 37 °C for 3 h under agitation. The heads were
cut longitudinally to separate the right and left TMJ before
dissection. Coronal and sagittal paraffin sections, 10-um thick,
were stained with alcian blue/fast red and safranin O/fast green.
Synoviocytes at passage 3 were fixed with PFA 4% for 10 min at
4°C and stained with hematoxylin—eosin.

Immunofluorescence
TMJs were embedded in Tissue Tek® and frozen. Cryostat
sections (10 um) were fixed with 4% PFA for 10 min at 4°C,
saturated with 0.1% Triton X-100 and 1% BSA for 1 h, and then
rinsed three times with PBS. The sections were incubated
overnight at 4°C with anti-IL-1B, biotinylated anti-IL-6, anti-
osteopontin, anti-bone sialoprotein Il (BSPII), anti-Runt-related
transcription factor 2 (RUNX2), and anti-CD31 antibodies (See
Supplementary Table 3). For anti-Col-I and anti-Col-Il antibodies,
the sections were fixed with acetone at —20°C for 10 min, and
for the anti-aggrecan antibody, the sections were fixed with
methanol at —20°C for 10 min before saturation with BSA 1%
and FBS 10% in PBS for 1h at room temperature. After three
washes with PBS, the sections were incubated for 1h with
secondary antibody (see Supplementary Table 3) (Thermo Fisher
Scientific, lllkirch, France) and for 5 min with 200 nmol-L™" 4/,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI; Euromedex, Souffelweyersheim,
France). The samples were observed under an epifluorescence
microscope (Leica DM4000B).

Synoviocytes at passage 3 were fixed with PFA 4% for 10 min at
4 °C, saturated with 0.1% Triton X-100 and 1% BSA for 1 h, and then
rinsed three times with PBS. The cells were incubated overnight at
4°C with an anti-fibronectin, anti-vimentin, anti-CD248 (TEM1), or
anti-CD90 antibody (see Supplementary Table 3). After three
washes with PBS, some cells were incubated for 30 min with Alexa
Fluor 546 phalloidin or with secondary antibodies (Molecular
Probes, Thermo Fisher Scientific, lllkirch, France).

uCT

Half of the heads were fixed with 4% PFA and then immobilized in
agarose in a Falcon tube. Tomography experiments were carried
out by using the pCT X-ray system nanotom® m (GE Sensing &
Inspection Technologies GmbH, Wunstorf, Germany) equipped
with a 180 kV-15W high-power nanofocus tube with a tungsten
transmission target. X-ray pCT was performed with an isotropic
pixel size of 8 um and a field of view of approximately 24.6 mm x
19.2 mm.” For each measurement, the sample was irradiated by
X-rays with an acceleration voltage of 70 kV and a beam current of
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260 mA. At each rotation angle position, four images with an
exposure time of 0.5 s were acquired and averaged to a projection.
A total of 1600 projections over 360° resulted in a total scan
duration of approximately 67 min.

Data acquisition and reconstruction were performed with
Phoenix Datos x 2.0 software (Phoenix X-ray, GE Sensing &
Inspection Technologies GmbH, Wunstorf, Germany). After a first
step of segmentation, 3D isosurface reconstructions of TMJs were
performed to visualize bone defects on both the temporal and
mandibular condyles (Microview, Parallax Innovations Inc., llder-
ton, Canada).

Micro-magnetic resonance imaging (uUMRI)

Just after lethal injection of pentobarbital, the mouth was kept in a
closed position, and mice were placed in an animal cradle. To
standardize the position of the condyle, all acquisitions were
made with the mouth closed. The MRI exams were performed on a
7T MRI Biospec 70/30 USR system (Bruker Biospin, Ettlingen,
Germany). Transmission was achieved with a quadrature volume
resonator (inner diameter of 86 mm), and a 10-mm surface coil
placed on the side of the head between the eye and the external
auditory meatus closer to the joint was used for signal reception
(Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany). MRI experiments were
analyzed with ParaVision 6.0.1 software. A T2-weighted anatomical
dataset was acquired by using a 3D-RARE sequence with a voxel
size of 67 um X 67 um X 67 um. The remaining parameters were as
follows: matrix =150 x 150 x 150, TE=33ms, TR=2s, Navg=1,
RARE-Factor = 14, and acquisition time = 53 min.

Image processing and analysis

The signal bias of T2-weighted images (T2WIls) induced by the
surface coil was corrected with N4 bias correction (Advanced
Normalization Tools, ANTs). A portion of the bone was segmented
and then used to extract a matrix of rigid registration by using
FLIRT (FMRIB Software Library, Oxford, UK). This matrix was applied
to the T2WIs with bias correction. An automatic segmentation was
applied to discriminate bone and liquid by using FAST (FMRIB
Software Library, Oxford, UK). The volume estimation and 3D
reconstructions were obtained with 3DSlicer (www.slicer.org).

FLS isolation and culture

FLSs were prepared from TMJs harvested from control and K/BxN
mice as previously described.>® Condyles were incubated in 6 mL
of culture medium containing 1 mg-mL~" collagenase Type | from
Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich, France) for 3 h at 37°C.
After centrifugation, the pellet was cultured at 37 °C in 5% CO, in
FLS medium (RPMI 1640 Gluta-MAX/Medium 199 (40% each, v/v)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, France)) containing 250 ng-mL ™"
amphotericin B (Fungizone, Gibco, Thermo Fisher Scientific,
France), 50U-mL~" penicillin/streptomycin, and 20% FBS
(Dutscher, France). The culture medium was changed twice a
week, and the cells were subcultured at 80-90% confluence in FLS
medium containing 10% FBS prior to characterization at passage
3. The cells were cultured in a 24-well plate (1 x 10° cells per well).
After being allowed to adhere overnight, the cells in half of the
wells were treated with 1pg-mL~' LPS (Escherichia coli, strain
0128: B12, Sigma-Aldrich, France) for 24 h.

IL-6 ELISA

IL-6 levels in the sera and supernatants from cultured FLSs were
measured by using a commercially available sandwich ELISA by
following the manufacturer’s instructions (R&D Systems, DY406).
The data are expressed as pg-mL~". All measurements were made
in duplicate.

RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR

Total RNA was extracted from the samples by using Trizol reagent
according to the manufacturer’s protocol (Thermo Fisher
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Scientific, France). Pretreatment with DNAse | (0.1 mg-mL") was
performed to digest the genomic DNA (Thermo Fisher Scientific,
France). The total RNA concentration was quantified by using a
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, France). Reverse
transcription was performed by using iScript Reverse Transcription
Supermix (Bio-Rad Laboratories, France) according to the manu-
facturer’s instructions.

mRNA expression of /I-6, matrix metalloproteinases Mmp1
(interstitial collagenase), 8 (neutrophil interstitial collagenase), 9
(gelatinase-B), and 13 (interstitial collagenase-3) and metallopepti-
dase inhibitor 1 (Timp1) was assessed by using iTAq Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, France). Gapdh was used as
an endogenous RNA control (housekeeping gene) for all samples.
Three independent experiments were analyzed in triplicate. The
primer sequences used were as follows: /-6, forward 5’ATGAA
CAACGATGATGCACTTG3’ and reverse 5TATCCAGTTTGGTAGCA
TCCAT3/; Mmp1, forward 5'TGCCTAGCCTTCCTTTGCTGTT3’ and
reverse 5'CCAGGTATTTCCAGACTGTCTCCA3'; Mmp8, forward 5’
CCGGAATTGATTGCTTGGTA3’ and reverse 5'CGCCTGAAGACAC
TTCCATT3’; Mmp9, forward 5'CTGTCGGCTGTGGTTCAGT3’ and
reverse 5’AGACGACATAGACGGCATCC3/; Mmp13, forward 5'TGAT
GAAACCTGGACAAGCA3 and reverse 5'TAGATGGGAAACATC
AGGGC3/; Timp1, forward 5'CGCCTAAGGAACGGAAATTTGCAC3/
and reverse 5’CACAGCCAGCACTATAGGTCTTTG3’; Gapdh, forward
5'TGCTGATGCCCCCATGTTCGT3’ and reverse 5'CCAAAGTTGTC
ATGGATGACC3’

The expression level was calculated after normalization to the
expression of the housekeeping gene.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed by using GraphPad Prism 5.0
for Windows (GraphPad Software Inc.). Data distribution was
checked, and statistical significance was evaluated by
Mann-Whitney U test. All data are expressed as the mean =
SEM. P < 0.05 was considered statistically significant.
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Implication du géne Dicer1 dans le vieillissement et ses pathologies
chez la souris

Résumé

Malgré un gain d’espérance de vie de 30 ans au cours du siécle dernier dans les pays
développés, atteindre un age avancé reste associé au développement de pathologies
chroniques et/ou invalidantes. Définir les acteurs de vieillissement est donc une priorité pour
espérer freiner I'établissement de ces maladies et/ou réduire leur sévérité.

L’enzyme DICER possede des fonctions essentielles au maintien de I’"homéostasie cellulaire
mais son role dans le vieillissement reste encore a définir. Afin d’évaluer sa contribution, le
suivi longitudinal de souris Dicer1?® avec une expression réduite de la protéine a été réalisé.
Les animaux Dicer1¥® ont une survie réduite et un développement précoce de pathologies
lices a I'age. Le séquengage ARN du tissu adipeux révele une profonde altération du
transcriptome chez les mutants avec I'age. Nous suggérons que cette signature
transcriptomique différencielle soit a I'origine du vieillissement prématuré.

Les données établissent Dicerl comme un acteur clé de la balance altération/réparation
conditionnant la vitesse de vieillissement et posent les animaux dicer1”’® comme un nouveau
modele d’étude de ce processus.

Mots-clés : Dicerl, modele souris, vieillissement prématuré, tissu adipeux, troubles
métaboliques

Abstract

Despite a 30-year gain in life expectancy over the last century in developed countries,
reaching old age remains associated with the development of chronic and/or disabling
pathologies. Defining the actors of aging is therefore a priority in order to delay the
establishment of these diseases and/or reduce their severity.

DICER is an enzyme with essential functions in the maintenance of cellular homeostasis but its
role in aging remains to be defined. In order to address its contribution, longitudinal
monitoring of Dicer1¥® mice, with reduced expression of the protein, was carried out.
Dicer1®’* animals have reduced survival and early development of age-related pathologies.
RNA sequencing of adipose tissue shows a profound alteration of the transcriptome in aged
mutants. We suggest that this differential transcriptomic signature is responsible for the
premature aging observed in Dicer1 mutants.

My thesis work established Dicerl as a key player in the alteration/repair balance
conditioning the rate of aging and revealed Dicer1%® animals as a new mouse model for age-
related studies.

Key words: Dicer1, mouse model, premature aging, adipose tissue, metabolic disorders




