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Résumeé

Malgré les vaccins et des traitements antiviraux disponibles, les infections respiratoires
virales restent une cause importante de morbidité et de mortalité a I'échelle mondiale.
Les individus agés, particulierement sensibles aux infections respiratoires virales,
présentent un taux de mortalité supérieur a celui des adultes plus jeunes, ainsi qu'une
période de récupération plus longue. Nous avons émis I'hypothése que la sénescence
des cellules pulmonaires, qu’elle soit préexistante (liée a 'age) ou induite par le virus,
joue un role dans la gravité des infections respiratoires virales, tant au niveau de la
phase aigué que de la phase chronique. La sénescence cellulaire est un processus
biologique qui résulte d’'un stress cellulaire, et qui aboutit a un arrét de la division

cellulaire, a une résistance a l'apoptose, ainsi qu’a la synthése de facteurs

inflammatoires ou de facteurs liés a la réparation tissulaire.

A l'aide de modéles précliniques d’infection par les virus Influenza A (IAV) et SARS-
CoV-2 (agent du COVID-19), nous démontrons que ces virus entrainent une
accumulation de cellules sénescentes dans les poumons, méme aprés I'élimination
compléte du virus. Nous avons caractérisé les types cellulaires devenus sénescents,
analysé la présence de virus dans ces cellules, et examiné le rble des cellules
sénescentes dans la pathologie pulmonaire. Nos travaux révélent que, selon le modéle
utilisé et 'age des animaux, la sénescence cellulaire peut affecter la réplication virale,
lintensité de l'inflammation pulmonaire ainsi que les processus de réparation,
notamment la régénération de I'épithélium bronchique. Ainsi, I'élimination des cellules
sénescentes, par des approches génétiques (souris p16-ATTAC) et/ou
pharmacologiques (Navitoclax), atténue l'inflammation pulmonaire et systémique, et
limite les séquelles a long terme de [linfection. Ces effets protecteurs sont
particulierement marqués chez les animaux agés, pour qui la sénescence préexistante

exacerbe la sévérité de la maladie et retarde la régénération tissulaire.

Ce projet met ainsi en évidence le réle de la sénescence cellulaire pulmonaire dans la
pathogenése des infections respiratoires virales, a court et a long terme. Il ouvre la
voie a une approche thérapeutique reposant sur l'utilisation de sénolytiques, en vue
d’atténuer la sévérité des formes aigués et de prévenir les complications chroniques

associées a ces infections.



Mots clés : Infections respiratoires virales, Influenza virus, SARS-CoV-2,
vieillissement, sénescence cellulaire, sénolytiques




Abstract

Despite the availability of vaccines and antiviral treatments, viral respiratory infections
remain a major cause of morbidity and mortality worldwide. Elderly individuals, who
are particularly vulnerable to viral respiratory infections, show higher mortality rates
than younger adults, as well as longer recovery periods. We hypothesized that the
senescence of lung cells, whether preexisting (age-related) or virus-induced, plays a
role in the severity of viral respiratory infections, both during the acute and chronic
phases. Cellular senescence is a biological process resulting from cellular stress,
leading to cell cycle arrest, resistance to apoptosis, and the production of inflammatory

or tissue-repair—related factors.

Using preclinical models of infection with Influenza A virus (IAV) and SARS-CoV-2 (the
causative agent of COVID-19), we demonstrate that these viruses induce an
accumulation of senescent cells in the lungs, even after complete viral clearance. We
characterized the cell types that became senescent, analyzed the presence of virus
within these cells, and examined the role of senescent cells in lung pathology. Our
studies reveal that, depending on the model used and the age of the animals, cellular
senescence can affect viral replication, the intensity of pulmonary inflammation, and
repair processes, including epithelial regeneration. Accordingly, the elimination of
senescent cells through genetic (p16-ATTAC mice) and/or pharmacological
(navitoclax) approaches reduces pulmonary and systemic inflammation and limits the
long-term sequelae of infection. These protective effects are particularly pronounced
in aged animals, in which preexisting senescence exacerbates disease severity and

delays tissue regeneration.

This project therefore highlights the role of pulmonary cellular senescence in the short-
and long-term pathogenesis of viral respiratory infections. It opens the way to a
therapeutic approach based on the use of senolytic agents to reduce the severity of
acute disease and to prevent the chronic complications associated with these
infections.

Keywords: Respiratory viral infections, Influenza virus, SARS-CoV-2, aging, cellular
senescence, senolytics
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Chapitre 1 : Infections respiratoires virales

I. Définition et impact global

Une infection est dite respiratoire lorsqu’elle atteint 'une des structures composant le

systéme respiratoire, que ce soit les sinus, la gorge ou les poumons.

Les infections respiratoires, notamment celles causées par différents virus
respiratoires, comme les virus grippaux ou le SARS-CoV-2, représentent un enjeu
majeur de santé publique a I'’échelle mondiale. En effet, malgré les vaccins et les
medicaments antiviraux, on observe tous les ans des épidémies saisonnieres de
grippe, responsables de 3 a 5 millions de cas sévéres et de 290 000 a 650 000 déces
(OMS 2025).

En 2019, le monde a fait face a une pandémie de COVID-19, causée par le
virus SARS-CoV-2. Depuis son apparition, ce virus est directement responsable d’un
peu plus de 7 millions de morts (OMS 2025b), auxquels s’ajoutent rien qu’entre 2020
et 2021, prés de 15 millions de décés associés a cette pandémie (Msemburi et al.
2023).

L’ensemble de ces données souligne I'importance de poursuivre les recherches sur
les infections virales respiratoires, sur leurs mécanismes d’action ainsi que leurs
impacts sur la population mondiale. Une meilleure compréhension de ces infections et
de leurs conséquences, permettrait de mieux anticiper de potentielles

épidémies/pandémies, d’améliorer les stratégies de prévention et les traitements.

Il. La COVID-19 (SARS-CoV-2)
A. Origine et épidémiologie

Le SARS-CoV-2, acronyme de syndrome respiratoire aigué sévere, est un coronavirus
du genre Betacoronavirus, appartenant a la famille des Coronaviridae (Singh & Yi
2021; ICTV 2011).

Ce virus, a l'origine de la pandémie de COVID-19, a été identifie¢ a Wuhan, en Chine,

a la fin de 'année 2019 et a rapidement entrainé une crise sanitaire planétaire (Zhu et

23



al. 2020). Selon 'OMS, en mars 2021, prés de 115 millions de cas ont été confirmés
et 2,56 milions de décés liés a linfection ont été recensés (OMS 2021).
Bien que ce virus (SARS-CoV-2) n’ait jamais été identifié avant 2019, nous avons déja
été confrontés a des transmissions de coronavirus de I'animal a 'homme, comme
celles du SARS en 2003 (Drosten et al. 2003) et du MERS en 2012 (Zaki et al. 2012).
Depuis l'apparition du SARS-CoV en 2002, plusieurs variants ont été découverts,
notamment chez les chauves-souris Rhinolophus et certains sont capables d’infecter

directement 'lhomme (Menachery et al. 2015).

Le SARS-CoV-2 se caractérise quant a lui par une forte capacité de transmission, avec
un indice de reproduction initial (RO) entre 2 et 3 (Liu et al. 2020). Une contagiosité
élevée, une transmission qui peut étre asymptomatique et une dissémination mondiale
facilitée par les voyages internationaux, expliquent la propagation rapide de la

pandémie.

Quatre souches de coronavirus circulent de maniére endémique et sont responsables
de symptdmes légers, similaires a ceux d’'un rhume (Corman et al. 2018). Néanmoins,
les coronavirus associés au SARS doivent étre davantage surveillés du fait de leur

capacité a provoquer des infections respiratoires graves.

B. Physiopathologie
B.1. Structure et cycle viral

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé, contenant un génome d’ARN a brin positif.
Son génome, organisé en plusieurs cadres de lecture ouverts (ORF Open Reading
Farmes) code des protéines structurales, non structurales et accessoires (Fig. 1A). La
partie 5’ du génome, comprenant les ORF1a et ORF1b, code pour 16 protéines non
structurales, alors que la partie 3' code pour les quatre principales protéines de
structure : I'enveloppe (E), la membrane (M), la nucléocapside (N) et la protéine de
pointe (S), ainsi que pour plusieurs ORF accessoires (Fig. 1B) (Kim et al. 2020; Finkel
et al. 2021).
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Figure 1 : Organisation et structure du SARS-CoV-2.

A. Organisation du SARS-CoV-2. Le génome du SARS-CoV-2, long de 30 kb, comprend des régions non
traduites aux extrémités 5’ et 3. Il contient deux grands cadres de lecture ouverts (ORF1a et ORF1b), qui codent
pour 16 protéines non structurales (Nsps 1-16), ainsi que pour quatre protéines structurales (S, N, M et E) et neuf
protéines accessoires. B. Structure du virus SARS-CoV-2. Il contient un génome d’ARN simple brin de polarité
positive, entouré d'une membrane lipidique et de protéines structurales virales. La protéine N se lie au génome
ARN. Les protéines S, E et M sont également présentes dans I'enveloppe. Tiré de (Pizzato et al. 2022).

Les protéines structurales ont un réle important dans la capacité du virus a infecter les
cellules. En effet, la protéine E, bien que minoritaire par rapport aux autres, favorise la
libération des virions et augmente la pathogénicité. La protéine M, plus abondante,
participe a la morphogenese et a 'assemblage des particules, alors que la protéine N,
située a l'intérieur du virion, interagit avec I’ARN viral et permet la formation de la
ribonucléoprotéine. Enfin, la protéine S est constituée de deux sous-unités : S1, qui se
lie au récepteur ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2), et S2, qui facilite la fusion

entre les membranes virales et cellulaires (Walls et al. 2020; Klein et al. 2020).

Le cycle viral du SARS-CoV-2 débute lorsque sa protéine S se lie au récepteur ACE2,

exprimé a la surface des cellules hotes, telles que les pneumocytes, les cellules
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endothéliales, les cellules de I'endocarde, des cellules hépatiques ou intestinales
(Hikmet et al. 2020). Aprés la liaison au récepteur, la protéine S est clivée par des
protéases, telles que TMPRSS2 ou la cathepsine L, ce qui permet une fusion entre
'enveloppe virale et la membrane cellulaire (Hoffmann et al. 2020) puis la libération
de I'ARN viral dans le cytoplasme de la cellule infectée. Une fois dans la cellule, le
virus utilise et détourne la machinerie cellulaire pour se répliquer. L'ARN génomique
agit comme un ARN messager : ORF1a et ORF1b sont traduits en polyprotéines (pp1a
et pp1ab) qui vont étre clivées pour former les protéines non structurales. Ces
protéines forment ainsi un complexe réplicase-transcriptase qui permet la duplication
du génome viral et la synthése de nouveaux génomes viraux (Kim et al. 2021). Enfin,
'assemblage des nouvelles particules virales s’effectue entre le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi, ou les nucléocapsides interagissent avec les
protéines membranaires pour former les virions (Klein et al. 2020). Ces virions sont
ensuite transportés dans des vésicules et libérés par exocytose dans le milieu extra-
cellulaire (Fig. 2) (Pizzato et al. 2022).
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Figure 2 : Le cycle viral du SARS-CoV-2.

Le coronavirus SARS-CoV-2 se lie a 'enzyme ACE2 pour infecter les cellules. Pour entrer efficacement dans la
cellule hoéte, le coronavirus dépend du clivage du site S1/S2 par la TMPRSS2 ou de la cathepsine L
endolysosomale. Le génome ARN est libéré dans le cytosol, ou il est traduit en protéines réplicases. Ces protéines
sont ensuite clivées par une protéase virale pour former des protéines non structurales du complexe réplicase, y
compris la polymérase ARN-dépendante. La réplication se produit dans des vésicules a double membrane (DMV)
issues du réticulum endoplasmique (RE), qui fusionnent pour former un réseau complexe. L’ARN a brin positif
entrant sert de modéle pour I'ARN a brin négatif complet et ’ARN sous-génomique (sgRNA). L’ARN sg est traduit
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en protéines structurales et accessoires (N, S, M et E) qui sont insérées dans le compartiment intermédiaire ERGIC.
Les génomes d’ARN positifs sont ensuite incorporés dans les nouveaux virions, qui sont sécrétés par exocytose.
Tiré de (Harrison et al. 2020).

B.2. Tropisme et pathogénése
B.2.a. Pulmonaire

Les voies respiratoires sont les premiéres cibles du SARS-CoV-2 (Fig. 3). Le virus
infecte les cellules épithéliales respiratoires, comme les pneumocytes de type Il, les
cellules alvéolaires et les macrophages alvéolaires, qui expriment ACE2 et TMPRSS2
essentiels a I'entrée virale (Hikmet et al. 2020; Sungnak et al. 2020). Ces cellules cibles
participent a la production du surfactant et a la réparation des épithéliums. Leur
infection perturbe ’homéostasie pulmonaire, entrainant une destruction des tissus et
une altération de la barriere alvéolo-capillaire (Hou et al. 2020). De plus, I'atteinte de
'endothélium vasculaire pulmonaire, qui exprime également ACE2, déclenche des

micro-thromboses et une angiogenése pathologique (Ackermann et al. 2020).

Au niveau pulmonaire, les cellules infectées induisent une activation des récepteurs
de reconnaissance de I’ARN viral, entrainant la production d’interférons de types | et
[, ainsi que la production de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Blanco-Melo
et al. 2020). La mise en place de cette réponse vise a contrbler et a limiter la réplication
virale. Cependant, dans les formes séveres, cette réponse est exacerbée, ce qui
entraine un recrutement important de neutrophiles et de macrophages, entrainant ainsi
des dommages supplémentaires aux poumons. Ce phénoméne, appelé « tempéte
cytokinique », contribue activement au développement du syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA), caractérisé par un cedéme et une fibrose pulmonaire, et est
considéré comme la cause principale des déces suite a l'infection par le SARS-CoV-2
(Delorey et al. 2021; Lucas et al. 2020). En effet, des analyses sur des patients
décédés mettent en évidence des lésions alvéolaires importantes, une infiltration
lymphocytaire majeure et des microangiopathies thrombotiques (Carsana et al. 2020;
Menter et al. 2020).
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Figure 3 : Schéma de la pathologie pulmonaire de la COVID-19

Le SARS-CoV-2 infecte les cellules des poumons, notamment les cellules épithéliales, endothéliales et les
macrophages. A son entrée, le SARS-CoV-2 déclenche une réponse immunitaire innée, entrainant la production
d’interférons de type l/lll et de médiateurs pro-inflammatoires. Les cytokines/chimiokines inflammatoires causent
des dommages tissulaires en dilatant les vaisseaux sanguins, ce qui facilite le recrutement de cellules immunitaires,
telles que les macrophages et les neutrophiles. La fuite vasculaire et la fonction de barriere endommagée entrainent
une endothélite et un cedéme pulmonaire, ce qui limite les échanges gazeux, favorisant ainsi une hypoxie
conduisant a une insuffisance respiratoire/organique. Le milieu inflammatoire entraine une augmentation des
molécules d’adhésion leucocytaire, ce qui favorise I'accumulation de cellules immunitaires. Cela peut accélérer la
progression de linsuffisance respiratoire. De plus, I'hyper-inflammation dans les poumons provoque des
changements transcriptionnels chez les macrophages et les neutrophiles, aggravant les Iésions tissulaires, jusqu’a
leur stade irréversible. Des études récentes montrent que l'inflammation chronique peut causer des dommages
durables au cceur. Tiré de (Harrison et al. 2020).

B.2.b. Multi-organes

Bien que les poumons soient la premiére cible du SARS-CoV-2, on observe également
une atteinte de plusieurs autres organes, qui s’explique par I'expression ubiquitaire
d’ACE2 et de TMPRSS2 (Fig. 4) (Hikmet et al. 2020; Liu et al. 2021).

Par exemple, les cardiomyocytes sont touchés, ce qui peut provoquer des myocardites
virales, des troubles du rythme, une élévation des troponines et une insuffisance

cardiaque aigué (Puelles et al. 2020; Chen et al. 2020).

Les reins sont eux aussi des cibles du virus, ACE2 étant fortement exprimé dans les
cellules tubulaires proximales et les podocytes (Hikmet et al. 2020; Pan et al. 2020).

Les atteintes rénales entrainent une protéinurie, une hématurie et peuvent dégénérer
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en insuffisance rénale aigué, fréquemment observée dans les formes sévéres de la
COVID-19 (Cheng et al. 2020).

Par ailleurs, I'expression d’ACE2 dans les entérocytes de l'iléon et du colon rend le
systéme digestif sensible a l'infection (Lamers et al. 2020), entrainant des douleurs

abdominales, des nausées et des diarrhées (Xiao et al. 2020).

Le foie est également touché, notamment par une atteinte des cholangiocytes, qui se

manifeste par une cytolyse modérée (Puelles et al. 2020; Zhang, Shi, et al. 2020).

Enfin, des études ont mis en évidence la présence de virus dans les neurones et les
cellules gliales (Meinhardt et al. 2021). Les patients touchés peuvent présenter des
symptomes bénins comme l'anosmie, I'agueusie, mais aussi des symptébmes plus
graves, comme des encéphalites, des AVC ischémiques ou hémorragiques et méme
des syndromes de Guillain-Barré (Ellul et al. 2020; Puelles et al. 2020).
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Figure 4 : Tropisme et Iésions multiorganiques du SARS-CoV-2.
Le virus s’attaque a plusieurs organes, notamment les poumons, le cceur, le foie, la rate, les ganglions
lymphatiques, les reins et le cerveau. Adapté de (Lebeau et al. 2020).
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D’un point de vue clinique, la majorité des patients présentent une forme légere a
modérée de I'infection, associée a de la fievre, de la toux, de la fatigue et des maux
de téte (Harrison et al. 2020). Cependant, on observe que 15 a 20 % des patients
développent des formes sévéres avec la mise en place d’'une pneumonie nécessitant
une hospitalisation. Parmi ces formes séveéres, 5 % développent une forme critique,
caractérisée par un SDRA, un choc septique, une insuffisance multiviscérale ou des

complications thromboemboliques (Yang, Xie, et al. 2021).

C. Traitements et prévention

Pour faire face a la pandémie, plusieurs approches ont été mises en place : des
traitements, ayant pour but de limiter la réplication virale et la réponse inflammatoire

excessive, ainsi que différents moyens de prévention.

C.1. Traitements

Divers antiviraux, comme le Paxlovid, ou le Molnupiravir, ciblent la réplication virale en
s’incorporant a I’ARN viral, ce qui provoque une accumulation létale de mutations et
entraine la production d’un génome non réduplicatif (Najjar-Debbiny et al. 2023;
Kabinger et al. 2021). Cependant, ces antiviraux doivent étre administrés rapidement
pour prévenir I'aggravation de la maladie. Par exemple, le Remdesivir, un inhibiteur de
I’ARN polymérase viral, permet de réduire le temps de récupération chez les patients

atteints de formes modérées a sévéres (Beigel et al. 2020).

Les anticorps monoclonaux sont également un moyen de traiter la COVID-19. lls ont
pour but de neutraliser le virus, en se liant a la protéine S, limitant ainsi le
développement de formes graves, notamment chez les personnes présentant un
risque important. C’est le cas du Ronapreve, efficace contre le variant Delta, mais
inefficace contre le variant Omicron (O’Brien et al. 2021; Cao, Wang, et al. 2022)|
contrairement a [I'Evusheld qui conserve une certaine efficacité et qui est
principalement utilisé en prévention pour les personnes immunodéprimées (Nguyen et
al. 2022). D’autres anticorps ont été développés, mais leur capacité de neutralisation

est diminuée face aux nouveaux variants (Jang et al. 2023; Gupta et al. 2022).
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Il existe aussi des inhibiteurs de la réponse inflammatoire, comme Baricitinib, qui
combine des effets anti-inflammatoires et antiviraux, qui accélére la récupération et

réduit la mortalité chez les patients traités (Stebbing et al. 2021).

De plus, le Clofoctol, un antibiotique généralement utilisé dans le traitement des
infections respiratoires bactériennes, a été étudié pour son activité antivirale contre le
SARS-CoV-2. En effet, il a été démontré qu'il inhibe la traduction des ARN viraux,
entrainant une diminution significative de la réplication du virus et une amélioration de

I'état clinique dans des modéles animaux (Belouzard et al. 2022).

C.2. Préventions

Des stratégies de prévention ont également été mises en place pendant la pandémie,
reposant principalement sur la vaccination. Les vaccins a ARNm, comme Pfizer-
BNtech ou Moderna, permettent d’induire une réponse humorale et cellulaire
importante. lls ont permis de limiter le nombre d’hospitalisations et de réduire le risque
de développer des formes graves (Polack et al. 2020; Baden et al. 2021; Torres-
Estrella et al. 2022). De plus, des vaccins a vecteur viral, comme AstraZeneca, utilisent
un adénovirus non réplicatif pour délivrer le géne de la protéine Spike, tandis que les
vaccins protéiques, comme Novavax, administrent directement la protéine
recombinante associée a un adjuvant, induisant une réponse humorale et cellulaire
protectrice (Voysey et al. 2021; Heath et al. 2021). De fagon générale, bien que la
capacité de protection diminue avec I'apparition des nouveaux variants, la vaccination

permet de réduire efficacement les formes sévéres et la mortalité (Wang 2021).

lll. La grippe (Influenza A)
A. Origine et épidémiologie
La grippe est une infection virale respiratoire aigué, provoquée par les virus Influenza,

qui touche chaque année entre 5 et 15 % de la population mondiale, et entraine des

symptémes plus ou moins séveres.

Les virus de la grippe appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae. lls ont été
découverts chez un large éventail de mammiféres et d’oiseaux (Kuchipudi & Nissly
2018). Ces virus sont répartis en quatre types, A, B, C et D. Les virus A et B sont a
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'origine des épidémies saisonnieres chez 'homme. Plus précisément, les virus
Influenza A (IAV) sont responsables de grandes pandémies mondiales et sont
capables d’infecter un plus grand nombre d’espéces par rapport aux autres
(Taubenberger et al. 2005; Webster et al. 1992). Le virus C, quant a lui, entraine des
infections bénignes et le virus D affecte essentiellement les bovins (Asha & Kumar
2019).

Deux mécanismes sont a l'origine de I'évolution génétique et de la persistance de
AV : la dérive antigénique, ou glissement génétique, et la cassure antigénique. La
premiéere se produit lorsque des mutations ponctuelles s’accumulent progressivement
dans les genes codant pour la protéine HA et la protéine NA, ce qui entraine
'émergence de nouveaux variants, permettant au virus de contourner 'immunité
préexistante de I'hote (Kim et al. 2018). La cassure antigénique, quant a elle, se produit
lorsque plusieurs souches infectent en méme temps une cellule, ce qui peut entrainer
I'apparition de nouveaux variants, capables d’engendrer des pandémies (Krammer et
al. 2018).

Les personnes infectées par la grippe sont contagieuses 24 h avant méme I'apparition
des symptébmes, ce qui favorise une transmission et une propagation rapide dans la
population. En effet, l'indice de reproduction de base (R0) est entre 1,3 et 1,8, ce qui

est suffisant pour provoquer des épidémies saisonniéres (Biggerstaff et al. 2014).

B. Physiopathologie
B.1. Structure et cycle de réplication

L’Influenza A, est un virus enveloppé, contenant un génome a ARN simple brin négatif.
Son génome est composé de huit segments d’ARN simple brin, associés a la
nucléoprotéine (NP) et au complexe polymérase (PA, PB1, PB2), codant pour des
protéines virales (Fig. 5) (Bouvier & Palese 2008). L’enveloppe lipidique est composée
de différentes glycoprotéines : HA, permettant la fixation du virus aux récepteurs de la
cellule héte, NA qui permet la libération des particules virales néoformées, ainsi qu’une
protéine transmembranaire M2, qui permet I'acidification du milieu du virion une fois
qu’il a été endocyté. Sur la face interne de I'enveloppe, on retrouve la protéine

matricielle (M1) qui assure la cohésion de la particule virale (Dou et al. 2018).
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Figure 5 : Schéma d’un virus de la grippe A.

Le virus enveloppé contient huit segments d’ARN simple brin, qui codent chacun une protéine virale. Ces derniers
sont reliés a des nucléoprotéines. Ensemble, ils forment la ribonucléoprotéine virale (vRNP). L’ARN-polymérase
dépendante du virus est une enzyme complexe, formée par I'assemblage des protéines : PA, PB1 et PB2. Les
protéines de surface hémagglutinine (HA) et neuraminidase (NA) sont responsables de I'entrée et de la libération
du virus. La protéine matricielle (M1) forme une membrane a l'intérieur de la membrane virale. La protéine
membranaire (M2) est un canal ionique protonique qui contribue a I'acidification du virus, lorsqu’il est piégé dans
'endosome. Tiré de (Eichberg et al. 2022).

Le cycle viral de I'lAV (Fig. 6) commence par la fixation de HA aux résidus d’acide
sialique présents a la surface des cellules de I'héte infecté, entrainant I'internalisation
du virion par endocytose. L’endosome s’acidifie, ce qui active la protéine M2 et permet
la fusion entre les membranes virales et endosomales ainsi que la libération des
ribonucléoprotéines (VRNP) dans le cytoplasme (Stegmann 2000; Martin & Helenius
1991).

Par la suite, Les VRNP sont transportés dans le noyau et sont pris en charge par la
polymérase virale, composée de PA, PB1 et PB2. Pour débuter la transcription du
genome, le virus utilise un mécanisme appelé « cap-snatching », au cours duquel la
polymérase détourne les fragments d’ARNm cellulaires afin d’activer la synthése des
ARNmM viraux (Resa-Infante et al. 2011; Krug 1981). En parallele, la polymérase produit
un ARN complémentaire (ARNc) qui va servir de matrice a la production d’'un nouveau
segment d’ARN viral et donc permettre la réplication du génome (Cros & Palese 2003;
Bouvier & Palese 2008).

Les ARNm viraux sont ensuite redirigés vers le cytoplasme ou ils seront traduits en
protéines virales par la machinerie de la cellule héte. Les protéines HA, NA et M2
traversent le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi, ou elles subissent des
modifications post-traductionnelles, avant d’étre intégrées a la membrane plasmique

de la cellule. Dans le méme temps, les VRNP néoformés sont transportés, avec M1,
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vers la membrane cellulaire, ou I'assemblage des particules virales a lieu. Enfin, le
virus bourgeonne a la surface de la cellule héte pour libérer les nouvelles particules
virales (Eichberg et al. 2022; De Castro Martin et al. 2017).
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Figure 6 : Cycle de réplication du virus de la grippe.

Premiérement, le virus se lie a la cellule hote grace a son HA, qui va se fixer sur des acides sialiques présents en
surface. Le virus est ensuite ingéré par endocytose. L’endosome s’acidifie, permettant ainsi la libération des vVRNP
dans le cytosol. Ces dernieres migrent vers le noyau, ou I'’ARN viral est transcrit puis répliqué. Les ARNm viraux
sont ensuite exportés vers le cytosol pour y étre traduits. Les composants du virus, tels que les nucléoprotéines
(NP) et les sous-unités de la polymérase viral PA, PB1 et PB2, sont transportées vers le noyau pour former des
structures appelées VRNP. Ensuite, ces VRNP, I'HA, la NA et la M1 sont transportées jusqu'a la membrane
cellulaire, ou elles s’assemblent pour donner naissance au virion. Ce dernier émerge ensuite de la surface cellulaire.
Au cours de la derniere étape, la protéine NA sépare les acides sialiques de la surface cellulaire et des virions en
cours de maturation, ce qui permet la dissociation du virus des cellules infectées. Tiré de (Eichberg et al. 2022).

B.2. Tropisme et pathogénése
B.2.a Pulmonaire

Le tropisme principal de I'lAV est respiratoire (Fig.7). En effet, I'lAV infecte
principalement les cellules épithéliales des voies respiratoires, que ce soit le

nasopharynx, la trachée ou les poumons.

La réplication du virus dans [Iépithélium respiratoire déclenche une réponse
immunitaire innée importante, notamment par la production dinterférons et de
cytokines pro-inflammatoires (Short et al. 2014). Cette réponse immunitaire participe

aux symptdmes classiques de la grippe, comme la fiévre, les maux de téte et la toux.
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Cependant, lorsque cette réponse est exacerbée, elle entraine un dysfonctionnement
de I'épithélium respiratoire, associé a une destruction des cellules ciliées, une
altération de la clairance mucociliaire et un cedéme pulmonaire. Ces mécanismes,
associés a une forte infiltration de neutrophiles et de monocytes dans les poumons,
peuvent entrainer un syndrome de détresse respiratoire aigué, et contribuer a une
augmentation de la susceptibilité face aux surinfections bactériennes (Short et al.
2014; Nicholls et al. 2007).

Ce risque important de surinfection bactérienne est causé par la destruction des
barriéres épithéliales, altérant la réponse immunitaire antimicrobienne (Smith &
McCullers 2014). Ces co-infections sont responsables d’'une morbidité et d'une
mortalité importante observée chaque année pendant les épidémies ou les pandémies
(Klein et al. 2016).
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Figure 7 : Tropisme et pathogenése de I'lAV.

Le virus infecte les cellules alvéolaires et trachéales, ce qui entraine une régulation accrue des cytokines pro-
inflammatoires, qui entraine une réponse immunitaire exagérée, appelée « tempéte cytokinique », responsable de
Iésions pulmonaires séveéres. La stimulation des cytokines et des chimiokines active le TRAIL, induisant I'apoptose
des cellules infectées et des macrophages, et est également responsable de Iésions pulmonaires. La réplication
virale dans I'organisme contribue aussi a I'induction de Iésions pulmonaires graves. Adapté de (Dey et al. 2023).
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B.2.b. Multi-organes

Comme pour le SARS-CoV-2, I'|AV peut avoir des conséquences systémiques (Sellers
et al. 2017). Plusieurs études mettent en avant des complications cardiovasculaires,
avec une augmentation du risque d’infarctus du myocarde dans les semaines qui
suivent l'infection. Cette augmentation pourrait étre due a I'inflammation systémique
induite par TI'lAV, par lactivation des plaquettes et d'un stress oxydatif. Des
myocardites aigués et des troubles du rythme cardiaque ont également été décrits
(Kwong et al. 2018; Warren-Gash et al. 2012).

De méme, des atteintes neurologiques ont été observées. En effet, la grippe peut étre
associée a des encéphalites ou des encéphalopathies post-infectieuses, plus
particulierement chez I'enfant. Des convulsions, des syndromes de Guillain-Barré, de
Reye ou parkinsoniens ont également été décrits (Goenka et al. 2014). Ces atteintes
peuvent étre associées a une combinaison de mécanismes immunopathologiques, et
dans certains cas, a une invasion virale indirecte du systéme nerveux central (Ekstrand
2012; Steininger et al. 2003).

Enfin, d’autres Iésions systémiques ont été observées, comme des myosites ou des
rhabdomyolyses, qui peuvent étre associées a une insuffisance rénale aigué, des

anomalies hépatiques ou hématologiques (To et al. 2010; Short et al. 2014).

C. Traitements et prévention

Les traitements les plus couramment utilisés contre la grippe sont des antiviraux,
proposés sous différentes formes, comme des comprimés, des poudres a inhaler, des

solutions buvables ou encore des perfusions en intraveineuse.

Les antiviraux les plus utilisés sont des inhibiteurs de la neuraminidase (NAls). lIs
bloquent I'activité enzymatique de la protéine NA, en empéchant le clivage des résidus
d’acide sialique a la surface des cellules. Cette inhibition bloque la libération des virions
néoformés. Parmi ces antiviraux, on trouve I'Oseltamivir, le Zanamivir et le Peramivir.
Différentes études montrent que les NAls permettent de diminuer la durée des
symptémes et le risque de complications (Jefferson et al. 2014). De plus, il existe le
Baloxavir marboxil qui est un inhibiteur du « cap-snatching ». Son utilisation permet

également de réduire la durée des symptébmes, la charge virale, le temps de
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contagiosite, et il présente une efficacité plus importante que I'Oseltamivir (Hayden et
al. 2018).

Tous les ans, des campagnes de prévention par la vaccination contre la grippe sont
mises en place. L'efficacité de la vaccination dépend de I'age du patient, de son état
de santé général, de la formulation, mais surtout de la correspondance entre la souche
utilisée pour le vaccin et celle rencontrée par le patient. Plusieurs types de vaccins
sont utilisés : les vaccins inactivés, les vaccins atténués et les vaccins recombinants.
lls sont formulés en versions trivalentes ou quadrivalentes, c’est-a-dire avec les
souches d’'Influenza A et B qui sont les plus susceptibles de circuler en fonction des
prédictions de 'OMS chaque année (Houser & Subbarao 2015). Enfin, des vaccins a

ARNmM sont pareillement développés.

Les vaccins restent généralement efficients d’'une année a I'autre mais leur efficacité
peut diminuer si la souche circulante a subi une dérive antigénique importante (Okoli
et al. 2021). Le vaccin mRNA-1010 développé par Moderna, montre quant a lui une
efficacité augmentée de 26,6 % par rapport aux vaccins quadrivalents standards,

notamment chez les personnes agées (Ananworanich et al. 2025).

Ainsi, la vaccination est recommandée chaque année pour les personnes présentant
un risque plus important de développer une forme grave de la pathologie, comme les
personnes immunodéprimées, les femmes enceintes, les enfants en bas age, les
personnes souffrant de pathologies chroniques, mais aussiles personnes agées (CDC
2024).

IV.Populations a risques

Les infections respiratoires virales, comme la COVID-19 ou la grippe, affectent
'ensemble de la population, mais certaines personnes présentent des risques plus
importants de développer des formes séveéres.

A. Personnes immunodéprimées

Les personnes immunodéprimées, sous chimiothérapie ou sous
immunosuppresseurs, présentent une réponse immunitaire réduite, ce qui limite

fortement leur capacité a contréler 'infection virale.
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Dans le cas de grippe, plusieurs études réalisées chez des receveurs de greffes
hématopoiétiques ou d’organes, ont montré une excrétion plus longue du virus,
pouvant persister plusieurs semaines, avec un risque majeur de complications

respiratoires séveres (Memoli et al. 2014; Choi et al. 2011).

De la méme facon, la COVID-19 entraine chez les patients immunodéprimés une
infection prolongée, avec une charge virale plus élevée causée par un retard de la
clairance virale, une augmentation du risque de transmission, un plus fort risque de

rechute et une surmortalité hospitaliére (Brehm et al. 2021).

Dans les deux cas, des études montrent que les patients immunodéprimés, présentent
un risque majoré de développer des formes graves ainsi qu’'une mortalité plus
importante (Quint et al. 2025; Evans et al. 2023; Chen et al. 2021).

B. Personnes souffrant de comorbidités

Les comorbidités, comme le diabéte, 'obésité, les maladies cardiovasculaires ou
respiratoires chroniques (BPCO), sont des facteurs de risque majeurs de séveérité pour
la grippe ou la COVID-19.

Concernant la grippe, une méta-analyse met en avant que ces comorbidités
représentent des facteurs aggravants, favorisant les complications liées a I'infection.
Elles augmentent les hospitalisations et la mortalité dans un contexte pandémique
(Coleman et al. 2018).

Pour la COVID-19, le surpoids, I'obésité ou I'anorexie ont été associés a un plus fort
risque de développer des formes séveres ainsi qu’a une mortalité plus importante
(Foldi et al. 2020). Une étude frangaise met en avant que les personnes souffrant
d’hypertension ou de diabéte sont plus souvent hospitalisées pour des formes graves
(Xing & Bahl 2025).

C. Femmes enceintes et enfants

La grossesse représente elle aussi un facteur de risque (Oseghale et al. 2022). En
effet, lors de la pandémie de grippe de 2009, les femmes enceintes ont présenté un

taux important de complication et une mortalité plus importante (Jamieson et al. 2009).
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Les femmes enceintes atteintes de la COVID-19 ont un risque accru d’étre
hospitalisées et de faire une prééclampsie (Allotey et al. 2020). Une méta-analyse a
également mis en avant une augmentation des accouchements prématurés par

rapport a la population générale (Khan et al. 2021).

Chez les enfants, la grippe est responsable de nombreuses hospitalisations, surtout
chez les bébés de moins de 6 mois ou chez les enfants présentant des comorbidités
(Shang et al. 2018). Ces complications s’expliquent par une excrétion virale prolongée
et par I'immaturité de leur systéeme immunitaire (Coleman et al. 2018). Les enfants
infectés peuvent de plus développer des encéphalopathies, ou des maladies
neuromusculaires. Pour la COVID-19, méme si la majorit¢ des enfants sont
asymptomatiques ou présentent des symptémes légers, un syndrome inflammatoire
multisystémique peut apparaitre quelques semaines aprés la phase aigué (Hoste et
al. 2021).

D. Personnes agées

Avec 'avancée en age, des comorbidités ainsi qu’un déclin qualitatif et quantitatif des
défenses immunitaires, qualifié d’immunosénescence, apparaissent, rendant les
personnes agées particulierement susceptibles aux infections virales respiratoires
(Williamson et al. 2020).

Dans le cas de la grippe saisonniere, les données de surveillance du Centre de
Contréle et de Prévention (CDC), sur la population des Etats-Unis entre 2018 et 2022,
montrent que les personnes ageées présentent un taux d’hospitalisation et de mortalité
nettement supérieur a celui des autres classes d’age (Fig. 8A). En effet, bien que les
jeunes adultes (18 - 49 ans) représentent la majorité des cas symptomatiques, les
individus de plus de 65 ans comptent pour plus de 70 % des déces liés a la grippe
(Paget et al. 2019; Thompson et al. 2003). A noter que, chez les personnes agées
infectées, les symptdmes peuvent étre parfois moins marqués, ce qui peut retarder le
diagnostic et la prise en charge (Miron et al. 2024), retard qui peut avoir un impact

important sur le pronostic et donc limiter I'efficacité d’'un traitement antiviral.

Le méme profil est observé avec la COVID-19. Dés le début de la pandémie, il est
apparu que I'age était un facteur de risque majeur de décés (Zhou et al. 2020). Les

données du CDC montrent que malgré une forte incidence de cas symptomatiques
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chez les adultes jeunes, pres de 80 % des décés concernent les plus de 65 ans (Fig.
8B). La encore, le diagnostic tardif et une prise en charge retardée contribuent a la
gravité, d’autant que les symptdmes peuvent étre plutét Iégers au début de l'infection
(fatigue, perte d’appétit, désorientation) avant d’évoluer brutalement vers une détresse

respiratoire ou une défaillance multiviscérale (Tavares et al. 2023).

Ainsi, la vulnérabilité des personnes agées face aux infections virales respiratoires ne
repose pas seulement sur des mécanismes immunologiques, mais aussi sur des
facteurs cliniques et organisationnels. La reconnaissance précoce des symptémes et
une prise en charge rapide sont donc essentielles pour réduire la mortalité dans cette
population a risque.

A Percentage of Influenza-related illnesses, medical visits, B Percentage of COVID-19 ilinesses, medical visits,
hospitalizations, and deaths by age group, 2018-2022 hospitalizations, and deaths by age group, 2020-2021
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Figure 8 : Répartition des cas présentant des symptomes, des consultations médicales, des
hospitalisations et des décés selon les tranches d’age.

A. Répartition des cas de grippe, Etats-Unis, 2018-2022. Les adultes de 18 & 49 ans ont le plus d’infections
grippales et de consultations médicales, mais les personnes agées de 65 ans et plus ont les taux les plus élevés
d’hospitalisations et de décés liés a la grippe. B. Répartition des cas de COVID-19, Etats-Unis, 2020-2021. Les
jeunes adultes ont le plus grand nombre de cas symptomatiques et de consultations médicales. Les personnes
agées de 65 ans et plus représentent la majorité des hospitalisations et des décés dus a la COVID-19. Données
issues du (CDC 2024).
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Chapitre 2 : Le vieillissement

Dans les sociétés industrialisées, le vieilissement est, par convention, étroitement
associé a I'avancée en age. Considéré sous cet angle, 'dge chronologique détermine
le début de la vieillesse, qui varie selon les organisations : 60 ans et plus pour TOMS,

65 ans et plus pour 'INSEE.

Au niveau mondial, le nombre et la proportion de personnes agées augmentent. Ainsi,
selon 'OMS, la population mondiale dgée de 60 ans et plus devrait passer de 12% a
22% entre 2015 et 2050 (OMS 2024).

Comme nous l'avons évoqué plus haut, comorbidité et immunosénescence rendent
les personnes agées plus susceptibles aux infections respiratoires. Au regard du
vieillissement de la population, il apparait donc particuliérement judicieux d’étudier les
infections respiratoires, dont la sévérité est souvent augmentée chez les personnes

agées.

. Définition et caractéristiques du vieillissement
A. Définition
Généralement associé a I'age chronologique, le vieillissement est un processus
complexe, multifactoriel, non linéaire, non régulier et non totalement lié au temps qui
passe (Shen et al. 2024). L’age biologique (ou fonctionnel) ne coincide donc pas
forcément avec I'age chronologique, notamment a cause de la génétique, du sexe, du

contexte socio-culturel, du parcours de vie, de la génération a laquelle le sujet

appartient, ou bien encore de son état de santé (Santin et al. 2024, Elliott et al. 2021).

Le vieillissement est un processus biologique universel, qui est progressif, dégénératif
et qui affecte 'ensemble des organismes vivants. || se manifeste par une altération
globale des fonctions au cours du temps. Cette altération est notamment engendrée
par une accumulation de modifications délétéres au niveau moléculaire, cellulaire et
physiologique, et est influencée par des facteurs a la fois génétiques et
environnementaux (Lopez-Otin et al. 2013).
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Cette perte d’homéostasie est le facteur de risque majeur des principales pathologies
chroniques humaines, telles que les troubles cardiovasculaires, l'insulinorésistance,
les maladies neurodégénératives, la BPCO et le cancer.

Le vieillissement engendre également un déclin des capacités physiques et mentales,
ainsi qu’une moins bonne capacité de l'organisme a s’adapter aux agressions
extérieures. Ce déclin homéostasique est donc associé a une plus grande vulnérabilité
a la mort (Campisi 2013; Denkinger et al. 2015).

B. Caractéristiques

En 2013, Lopez-Otin et al., ont défini neuf caractéristiques appelées Hallmarks of
Aging, comme étant les marqueurs fondamentaux du vieillissement cellulaire et
systémique chez les mammiféres (Lopez-Otin et al. 2013). En 2023, trois nouvelles
caractéristiques ont été ajoutées, les portant ainsi au nombre de douze. Ces
caractéristiques sont regroupées sous trois catégories distinctes : primaires,
antagonistes et intégratives (Tableau 1). Les caractéristiques primaires font référence
aux dommages touchant le génome, I'épigénome, les télomeéres, le protéome et les
organites. Les caractéristiques antagonistes renvoient aux différentes réponses mises
en place lors de dommages. Les caractéristiques intégratives se manifestent, quant a
elles, lorsque les dommages accumulés ne peuvent plus étre compensés (Lépez-Otin,
Blasco, Linda Partridge, et al. 2023).

Ainsi, les modifications délétéres subies a différents niveaux de I'organisation
structurale de l'organisme induisent de multiples réponses conjointes, destinées a
réparer ou a compenser ces dommages. Néanmoins, lorsque les dommages sont trop

conséquents ou répétitifs, des dysfonctionnements apparaissent.
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Caractéristiques Catégories Impact sur le vieillissement

Accumulation de mutations somatiques

Instabilité génomique =  Activation chronique de la réponse aux dommages de I'’ADN

(DDR)

Mise en place d'une sénescence réplicative

Attrition des télomeéres =  Limite la prolifération cellulaire, marqueurs du vieillissement

biologique
Primaire
Perte de la régulation transcriptionnelle
Altérations epigénétiques =  Perturbation de I'expression des génes antiviraux et de
l'interféron
Accumulation de protéines mal repliées ou agrégées
Perte de la protéostasie =  Déclin des fonctions cellulaires, renforcement de la réponse
inflammatoire
Diminution de la dégradation des organites et protéines
) ) endommageées
Macroautophagie désactivée
=  Diminution de la clairance virale, surcharge cellulaire et
dysfonction
Dérégulation de la détection Hyperactivation des voies de croissances (mTOR, IGF-1)

des nutriments =  Accélération du vieillissement et réduction de la longévité

Antagoniste

Production excessive de ROS qui active les inflammasomes et

Dysfonctionnement exacerbe la réponse inflammatoire aux infections
mitochondrial

=  Déclin fonctionnel cellulaire

Arrét irréversible de la prolifération, accumulation de cellules pro-
Sénescence cellulaire inflammatoires

=  Altération et désorganisation cellulaire

Epuisement des cellules Reéduction de la capacité de régénération tissulaire

souches = Favorise les lésions persistantes

o o Déséquilibres hormonaux
Altération de la communication

intercellulaire =  Perturbation des signaux de coordination immunitaire locale,
perturbation de la régulation de l'inflammation

Intégrative
Microenvironnement inflammatoire délétere de bas grade persistant
Inflammation chronique
= Aggrave les formes sévéres d'infections virales
Perturbation du microbiote intestinal, altération de I'immunité
Dysbiose mucosale et systémique

= Favorise la perméabilisation et la réponse inflammatoire

Tableau 1 : Caractéristiques du vieillissement et leurs impacts.

Ce tableau compile les 12 caractéristiques du vieillissement : instabilité génomique, attrition des télomeéres,
altérations épigénétiques, perte de protéostasie, macroautophagie désactivée, dérégulation de la détection des
nutriments, dysfonctionnement mitochondrial, sénescence cellulaire, épuisement des cellules souches, altération
de la communication intercellulaire, inflammation chronique et dysbiose ; et les effets qu’elles impliquent. D’aprés
(Lépez-Otin, Blasco, Linda Partridge, et al. 2023).
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Il. Mécanismes biologiques du vieillissement et infections

virales

Parmi les processus cellulaires qui contribuent au vieillissement, la sénescence
cellulaire joue un réle transversal dans la plupart des mécanismes liés a I'age. Dans
le présent chapitre, seule sa contribution générale au vieillissement sera abordée, ses

meécanismes spécifiques faisant I'objet du chapitre 3.

A. Dommages a I’ADN et instabilité génomique

L’instabilité génomique fait référence a 'accumulation, au fils du temps, de dommages
a I’ADN et a la diminution de I'efficacité des mécanismes de réparation (L6épez-Otin et
al. 2013).

Le génome, qu'il soit nucléaire ou mitochondrial, est sans cesse soumis a des attaques
endogénes (espéces réactives de l'oxygeéne, erreurs de réplication, désamination
spontanée), mais aussi a des attaques exogénes (radiations, UV, toxines)
(Hoeijmakers 2009; Schumacher et al. 2021). L’ensemble de ces agressions peut
provoquer différents types de dommages, comme des mutations ponctuelles, des

cassures des brins d’ADN ou un raccourcissement des télomeres (Lindahl 1993).

Face a ces perturbations constantes, les cellules disposent d’'un mécanisme
sophistiqué, connu sous le nom de réponse aux dommages de 'ADN (DDR). Ce
meécanisme permet de deétecter les dommages, de signaler leur présence,
d’interrompre provisoirement le cycle cellulaire et de déclencher les processus de
réparation spécifiques au type de lésion. La DDR s’appuie sur la collaboration de
capteurs, tels qu’ATM (ataxia telangiectasia mutated) et ATR (ataxia telangiectasia
and RAD3-related protein), de transducteurs, comme CHK1/CHK2, et d’effecteurs, tels
que p53, qui dirigent la cellule vers la réparation, la sénescence ou l'apoptose
(Matsuoka et al. 2007).

Cependant, I'efficacité de ces voies diminue avec I'age. Des études ont mis en avant
une diminution significative de la capacité de réparation des cassures double brin dans
différents tissus vieillissants (Ju et al. 2006). D’autres études ont montré un lien entre
ce dysfonctionnement et des pathologies liées a I'age, comme les troubles

cardiovasculaires, I'’Alzheimer ou le cancer (Lin et al. 2020; Shukla et al. 2010). De
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méme, les personnes présentant des anomalies dans les mécanismes de réparation
montrent souvent des signes de vieillissement précoce (Li et al. 2024), comme par
exemple, dans le syndrome de Hutchinson-Gilord-Progeria (De Sandre-Giovannoli et
al. 2003; Xu & Jin 2019).

Les effets des dommages a 'ADN ne se limitent pas au vieilissement ou aux
pathologies dégénératives. Un nombre croissant de données suggére que ces
modifications ont aussi un impact sur la gravité des infections respiratoires virales. En
effet, plusieurs infections respiratoires virales ont été associées a une induction de
dommages a I'’ADN chez les personnes infectées, limitant la réparation des tissus et

contribuant a la gravite.

Par exemple, au cours d’'une infection par le virus de la grippe A (IAV), une activation
de la DDR est observée, accompagnée d’'une accumulation de cassures double brin
(YHA2X) dans les cellules épithéliales pulmonaires. Cette activation persiste méme au-
dela de la phase aigué de I'infection et pendant le processus de régénération tissulaire
(Li et al. 2015).

Enfin, un lien entre la sévérité de linfection par le SARS-CoV-2 et I'apparition de
dommage a I’ADN chez I'hote a également été mis en évidence (Jin et al. 2022). Jin
et al. ont démontré que les cellules épithéliales bronchiques provenant de donneurs
agés présentaient une accumulation importante de dommages a I'ADN, associée a
une activation excessive de la DDR. Les auteurs ont d’autre part mis en avant une
réaction antivirale diminuée, ce qui suggére une relation entre le vieillissement,
l'instabilité génomique et la vulnérabilité aux infections (Jin et al. 2022). Des résultats
similaires ont aussi été observés chez 'lhomme. Une étude clinique a mis en évidence
un nombre important de dommages a 'ADN, dont yH2AX, chez des patients atteints
d’'une forme modérée a grave de la COVID-19, associé a une forte présence de

marqueurs inflammatoires (Harutyunyan et al. 2024).

Ces résultats suggérent qu’une stimulation répétée et/ou prolongée de la DDR, qu’elle
soit déclenchée par un virus ou par le vieillissement, peut entrainer une dégradation
des mécanismes de réparation et induire une sénescence cellulaire. En effet,
'accumulation de cellules sénescentes inflammatoires dans les tissus pulmonaires
augmente la réaction immunitaire, perturbe le processus de réparation des tissus et

aggrave les lésions pulmonaires, surtout chez les personnes ageées, qui ont une
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capacité de réparation de 'ADN déja compromise (Ackermann et al. 2020; Evangelou
et al. 2022).

Les altérations épigénétiques contribuent elles aussi aux dommages a 'ADN et a
l'instabilité génomique, participant ainsi au vieillissement (Lopez-Otin, Blasco, Linda
Partridge, et al. 2023). Ces altérations comprennent une dérégulation progressive de
la méthylation de I'ADN, des modifications anormales des histones et une
désorganisation de la structure de la chromatine, entrainant une perte de
'homéostasie transcriptionnelle. Ces altérations  épigénétiques  affectent
particulierement les cellules souches, dont la plasticité et la capacité d’auto-
renouvellement dépendent fortement de la stabilité épigénétique (Ren et al. 2017;
Chen & Kerr 2019). En outre, avec I'age, ces dérégulations participent a I'épuisement
des cellules souches, caractérisé par une diminution de leur nombre et de leur
fonctionnalité (Cakouros & Gronthos 2019; Sun et al. 2023). Ce déclin affecte
notamment les cellules souches épithéliales pulmonaires et les cellules souches
hématopoiétiques, essentielles a la régénération tissulaire et au maintien de réponses
immunitaires efficaces. L’accumulation de signaux inflammatoires, de dommages a
I’ADN et de modifications épigénétiques accentue cette perte de fonction, réduisant la
capacité de réparation des tissus et favorisant une vulnérabilité accrue aux infections

respiratoires virales liées a I'age.

B. Attrition des télomeéres et limites réplicatives

Les télomeres, situés aux extrémités des chromosomes, sont des séquences d’ADN
répétees, essentielles pour le maintien de l'intégrité des chromosomes et la régulation

du cycle cellulaire (Keefe 2020).

Dans les années 1960 Leonard Hayflick a découvert que les fibroblastes humains mis
en culture possédent une capacité restreinte de division cellulaire. Ce phénoméne est
désormais connu sous le terme de limite de Hayflick ou sénescence réplicative
(Hayflick & Moorhead 1961). Dans les années 1970, Olovnikoy et Watson ont mis en
évidence une réplication incompléte des extrémités chromosomiques a chaque
division cellulaire, entrainant un raccourcissement progressif des téloméres (Olovnikov
1973; Watson 1972).
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Des recherches sur des souris ont établi un lien entre des téloméres courts, la
sénescence cellulaire et le vieillissement. En effet, les animaux avec des télomeéres
courts montrent une durée de vie diminuée, alors que 'allongement de ceux-ci favorise
la longévité et le bien-étre métabolique (Tomas-Loba et al. 2008; Munoz-Lorente et al.
2019). Les téloméres sont particulierement exposés aux lésions associées a I'age
(Blackburn et al. 2006). Les ADN polymérases réplicatives ne sont pas en mesure de
reproduire intégralement les extrémités linéaires de 'ADN. Ce role est assuré par la
télomérase, qui est une enzyme spécialisée. Néanmoins, la majorité des cellules
somatiques chez les mammiféres n’expriment pas cette enzyme, ce qui conduit a une
diminution progressive des séquences protectrices des téloméres (Blasco 2007). De
plus, les télomeéres sont recouverts d’'un complexe multiprotéique spécifique, appelé
complexe shelterin, qui forme des structures en boucles, dont la fonction premiére est
de protéger les extrémités de 'ADN contre une reconnaissance erronée, comme la
cassure d’ADN (Griffith et al. 1999; Doksani et al. 2013).

Lorsque les téloméres atteignent une longueur critique, ils ne sont plus en mesure de
conserver la structure protectrice nécessaire, cela déclenche la DDR, stoppe la
division cellulaire et induit une sénescence cellulaire (Victorelli & Passos 2020) (Fig.
9). Chez 'homme et la souris, le raccourcissement télomérique est un marqueur du
vieillissement (Blasco 2007). En effet, des mutations touchant la télomérase ou le
complexe shelterin sont associées a des pathologies prématurées comme la fibrose
pulmonaire, la dyskératose congénitale ou 'anémie aplasique ; elles sont également
associées a une diminution de la régénération tissulaire (Armanios et al. 2007; Fogarty
et al. 2003).
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Figure 9 : Le dysfonctionnement des télomeéres.

Le dysfonctionnement des télomeéres active la DDR et entraine la sénescence cellulaire. Les ROS induisent des
dommages a la séquence des télomeres, entrainant leur raccourcissement, ce qui déclenche le DDR, induit la
surexpression des marqueurs d’inhibition du cycle cellulaire p53 et p21, et accélére la sénescence cellulaire. Les
cellules sénescentes sécretent des cytokines pro-inflammatoires, qui modifie la composition de la matrice
extracellulaire, recrute et renforce les lymphocytes T et les macrophages, qui peuvent propager le phénotype du
vieillissement aux cellules environnantes, favorisant ainsi I'inflammation chronique systémique et les maladies liées
a l'inflammation. Adapté de (Li et al. 2024).

Enfin, des études sur 'homme révélent qu’'une longueur courte de télomeéres est
fortement liée a un risque plus élevé d’infections et a une mortalité plus importante
(Helby et al. 2017; Boonekamp et al. 2013).

Suite la pandémie de COVID-19, plusieurs études ont montré que le raccourcissement
des télomeéres est un facteur de risque de développer une forme sévéere de la COVID-
19 ; formes sévéres que I'on retrouve notamment chez les individus 4gés ou souffrant
de comorbidités (Aviv 2020; Froidure et al. 2020). En effet, la présence de téloméres
courts altére la capacité de prolifération des lymphocytes T, en particulier les sous-
populations mémoire, ce qui impacte négativement les réponses immunitaires
adaptatives (Patrick et al. 2019; Weng et al. 1997).

En outre, la présence de téloméres raccourcis dans les cellules épithéliales alvéolaires
est délétére pour leur régénération, ce qui peut entrainer une fibrose post-infection
(Martinez et al. 2023). Ces attritions télomériques pourraient étre a l'origine d’'une
désorganisation de la réaction immunitaire et d’'une intensification de l'inflammation
locale. Ces phénomeénes pourraient expliquer en partie la détérioration rapide du
poumon, observée chez les personnes souffrant de formes grave de la COVID-19

(Froidure et al. 2020).
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Ainsi, le raccourcissement des téloméres semble établir un lien entre le vieillissement
cellulaire, linflammation chronique et une susceptibilité accrue aux infections

respiratoires et a une forme sévere.

C. Perte de protéostasie et d’autophagie
C.1. Protéostasie

La protéostasie correspond a la capacité des cellules a assurer I'équilibre, la qualité et
le bon fonctionnement de leur protéome. Cette homéostasie protéique est assurée par
la synthese, le repliement, la surveillance, la réparation mais aussi par la dégradation
des protéines altérées. Les systémes de dégradation, comme le protéasome et
l'autophagie lysosomale, limitent I'accumulation de protéines mal repliées ou

dégradées, potentiellement toxiques pour les cellules (Hartl et al. 2011).

Lors du vieillissement, I'efficacité de la protéostasie est altérée et le systeme de
contréle décline, ce qui contribue au développement de pathologies liées a I'age, telles
que la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson (Cozachenco et al. 2023). De plus, des
erreurs lors de la traduction ribosomique, 'accumulation de dommages oxydatifs ou
des modifications dans la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle,
participent au déclin fonctionnel lié a I'age et affecte la capacité des cellules a

renouveler leur protéome (Kwon et al. 2019).

Au cours d’infections respiratoires virales, le SARS-CoV-2 ou I'lAV ont la capacité de
perturber la protéostasie et de détourner les mécanismes d’autophagie, ce qui aggrave
les altérations déja présentes dans les cellules vieillissantes. En effet ces virus utilisent
le réseau de protéostasie pour soutenir leur réplication, surchargeant les systemes de

repliement et de dégradation des protéines (Marques et al. 2024; Khomari et al. 2021).

Par exemple, I'lAV va activer la réponse UPR (Unfolded Protein Response) et entrainer
'accumulation de protéines agrégées qui sont essentielles pour la production virale
(Marques et al. 2024). Quant au SARS-CoV-2, il provoque une réorganisation du
protéome cellulaire en surchargeant le réticulum endoplasmique, ce qui perturbe la
réponse UPR et augmente l'inflammation chronique (Khomari et al. 2021; Selkrig et al.
2021).
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Chez les personnes agées, pour qui la qualité des protéines est déja fragilisée, les
infections provoquent un déséquilibre amplifié. L’accumulation de protéines virales mal
repliées, en plus du mauvais fonctionnement des voies de dégradation, renforce le
stress cellulaire, aggrave la réponse inflammatoire et augmente le risque de déclarer

une forme grave de l'infection (Mok et al. 2021).

C.2. Autophagie

L’autophagie est un mécanisme essentiel au maintien de la protéostasie, car il assure
la dégradation et le recyclage des protéines agrégeées ou des organites endommageés.
Ce mécanisme, complémentaire du protéasome, permet de maintenir 'lhoméostasie
cellulaire. Il encapsule des organites endommageés, des macromolécules et méme des
pathogénes, dans des vésicules a double membranes appelées autophagosomes, qui
fusionnent ensuite avec les lysosomes pour y étre dégradés (Levine & Kroemer 2019;
Yamamoto et al. 2023). Ce processus participe également a ['élimination de
composants non protéiques comme I’ADN cytosolique, les lipides, les mitochondries

dysfonctionnelles et contribue a la défense anti-infectieuse (Levine & Kroemer 2019).

La perte d'efficacité qui est observée avec I'dge limite donc le renouvellement
d’organites, I'élimination des pathogénes et favorise I'accumulation de protéines
altérées. Ce déclin entraine I'apparition d’un environnement pro-inflammatoire et une
altération progressive des tissus (Chang et al. 2017; Stavoe et al. 2019).

On observe d’autre part une diminution de I'expression de génes impliqués dans
I'autophagie, ainsi qu’'une augmentation des mutations dans ces genes, augmentation
qui est associée a des pathologies liées a I'age, telles que des pathologies
cardiovasculaires, neurodégénératives, métaboliques ou pulmonaires (Klionsky et al.
2021; Glatigny et al. 2019; Nixon 2013; Bueno et al. 2015).

L’autophagie est également détournée par les virus. Le blocage de la maturation des
autophagosomes ou de leur fusion avec les lysosomes, comme lors d’une infection
par le SARS-CoV-2, inhibe le flux autophagique et empéche la dégradation des
composants viraux (Zhang, Sun, et al. 2021; Li, Li, Liang, et al. 2023).

Concernant I'lAV, les protéines virales NP et M2 interagissent avec la protéine LC3, et

bloquent la maturation normale des autophagosomes, facilitent 'export de complexes
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ribonucléoprotéiques, et favorisent ainsi 'assemblage, la réplication et la libération des

virions au sein des cellules de I'h6te (Beale et al. 2014; Wang et al. 2019).

Ces stratégies virales sont d’autant plus efficaces chez les personnes agées, car
l'inhibition de l'autophagie entraine une accumulation du matériel viral et une
inflammation prolongée, ce qui déclenche une réponse immunitaire exacerbée
persistante. Tous ceci aggrave les Iésions tissulaires et contribue a la sévérité des

infections chez les personnes agées (Chen et al. 2023).

D. Dysfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries occupent une place fondamentale dans le maintien de
’lhoméostasie, la survie et le bon fonctionnement des cellules. En plus de la production
d’énergie (ATP) par le biais du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative, les
mitochondries ont également un réle dans la signalisation cellulaire, la régulation
métabolique, la synthése de certaines hormones ou neurotransmetteurs, la réaction
au stress, l'autophagie et I'apoptose (Narendra et al. 2008; Arakane et al. 1996;
Dunham-Snary et al. 2018). Elles fonctionnent grace a une collaboration entre leur

propre génome, ’ADN mitochondrial (ADNmt), et le génome nucléaire (ADN).

Les mitochondries sont particulierement sensibles aux changements de
'environnement intracellulaire. Une diminution du niveau d’ATP augmente le rapport
AMP/ATP, ce qui active la voie AMPK. Cette voie joue un réle clé dans le maintien de
’homéostasie énergétique, en phosphorylant des effecteurs impliqués dans le

métabolisme lipidique ou bien dans la biosynthése protéique (Li et al. 2024).

Au cours du vieillissement, les mitochondries subissent elles aussi un déclin
fonctionnel, qui se manifeste par une accumulation de mutations dans TADNmt, une
diminution de l'efficacité de la chaine respiratoire, une augmentation de la fuite
d’électrons, une baisse de la production d’ATP, et par une élévation des especes
réactives de I'oxygéne (ROS) (Hartmann et al. 2011; Salmén et al. 2023) (Fig. 10).
Ces perturbations compromettent la bioénergétique cellulaire, mais augmentent aussi
les risques de stress oxydatif, I'inflammation chronique et les risques de mort cellulaire

non contrdlée.

La production de ROS au sein des mitochondries, bien qu’indispensable a faible dose,

devient toxique en cas d’accumulation et peut provoquer une augmentation de la
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permeéabilité membranaire, donc entrainer un stress oxydatif, une inflammation et une

perte de la fonction mitochondriale (Tiwari et al. 2002).

L’ADNmt, contrairement a 'ADN nucléaire, est moins protégé et posséde des
mécanismes de réparation qui sont moins efficaces, ce qui facilite 'accumulation de
mutations délétéres au cours de temps. Quand la quantité de mutation atteint un
niveau critique, 'homéostasie cellulaire est compromise, ce qui peut favoriser le
développement de pathologies liées au vieillissement, comme les troubles cognitifs ou
les maladies métaboliques (Trifunovic et al. 2004; Kujoth et al. 2005).
Enfin, le déclin fonctionnel peut de méme étre lié a I'attrition des télomeéres, qui active
p53 et réprime les coactivateurs PGC-1a/pB, indispensables a la formation de nouvelles
mitochondries (Sahin et al. 2011). Les sirtuines, en particulier SIRT1 et SIRT3, jouent

elles aussi un réle dans la régulation mitochondriale (Rodgers et al. 2005).

Les mitochondries participent a la régulation de 'immunité innée, notamment grace a
la Mitochondrial Antiviral Signaling-protein (MAVS), qui est nécessaire a la production
d’interférons de types | (IFN-I) (Seth et al. 2005). Au cours d’une infection respiratoire
virale, les protéines virales ciblent les mitochondries dans le but de perturber leur
fonctionnement et d’inhiber la réaction immunitaire. Par exemple, la protéines M sur
SARS-CoV-2 interagit avec MAVS pour freiner la production d’IFN-I (Fu et al. 2021),
alors que la protéine Orf9b inhibe la réponse antivirale en se liant a un récepteur
mitochondrial (Jiang et al. 2020). Quant au virus de la grippe, Cc’est la protéine PB1-F2
qui vient perturber le potentiel membranaire des mitochondries, inhiber MAVS et de
fait, favoriser l'activation de l'inflammasome NLRP3, entrainant une inflammation

excessive (Cheung et al. 2020).
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Figure 10 : Dysfonctionnement mitochondrial.

La fonction mitochondriale est perturbée par des mutations de ’ADNmt liées au vieillissement, par une biogenese
réduite, une déstabilisation des complexes de la chaine de transport d’électrons (ETC), une altération de la
dynamique mitochondriale ou un contrle qualité défectueux par mitophagie. Les signaux de stress et un
fonctionnement mitochondrial défectueux générent des ROS qui, en dessous d’'un certain seuil, induisent des
signaux de survie pour restaurer 'homéostasie cellulaire. A des niveaux plus élevés ou continus, les ROS peuvent
contribuer au vieillissement. Adapté de (Lopez-Otin et al. 2013).

Les conséquences de ces stratégies virales sont particulierement déléteres chez les
personnes agées. En effet, les altérations mitochondriales, limitent la production
d’énergie, nécessaire aussi pour les réponses immunitaires, ce qui favorise
'inflammation chronique et ralentit la clairance virale. Chez les patients agés infectés
par le SARS-CoV-2, I'accumulation de stress oxydatif mitochondrial participe a
'hypoxie et au déréglement de la coagulation, ce qui participe a la sévérité des
atteintes respiratoires (Saleh et al. 2020). Ces altérations entrainent une inflammation

pulmonaire importante et persistante, retardant la résolution de I'infection.

Par conséquent, l'association entre la stratégie virale qui vise spécifiquement les
mitochondries et le déclin de ces dernieres avec l'age, contribue fortement a

I'aggravation des infections virales respiratoires chez les personnes ageées.
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E. Détection des nutriments

Le systéme de détection des nutriments est un mécanisme biologique qui régule la
croissance, le métabolisme cellulaire et la longévité. Il repose sur la voie de
signalisation de I'hnormone de croissance (GH) et du facteur de croissance IGF-1, ainsi
que sur la voie de signalisation insuline-ISG-1 (IIS) (Lopez-Otin et al. 2013; Lopez-
Otin, Blasco, Linda Partridge, et al. 2023) (Fig. 11).

A GH
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FOXO | » mTOR PGC-1a
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Figure 11 : Déréglement de la détection des nutriments.

Vue d'ensemble de l'axe somatotrope impliquant I'hormone de croissance (HG), la voie de signalisation
insuline/IGF-1, et sa relation avec la restriction alimentaire et le vieillissement. Les molécules qui favorisent le
vieillissement sont représentées en orange, et les molécules ayant des propriétés anti-dges-sont représentées en
vert clair. Tiré de (Lépez-Otin et al. 2013).

Ces voies de signalisation activent des effecteurs, comme les facteurs de transcription
FOXO ou les complexes mTORC1/2, qui régulent la synthése protéique, I'autophagie,
la biogenése mitochondriale et le métabolisme énergétique (Lopez-Otin, Blasco, Linda
Partridge, et al. 2023). Ces signaux favorisent la croissance et la reproduction.
Cependant, avec I'age ils deviennent déléteres, accélérent le vieillissement et le
développement de pathologies associées (Barzilai et al. 2012). Ce changement est
particuliérement visible dans la voie IIS, car son activation excessive a été associée a

un vieillissement prématuré, alors que son inhibition permet d’augmenter la longévité

54



(Kenyon et al. 1993; Harrison et al. 2009; Cunningham et al. 2007). De plus, Harrison
et al. ont montré qu’une inhibition pharmacologique de mTOR augmente la durée de
vie, montrant 'importance de cette voie dans le maintien de 'lhoméostasie cellulaire
(Harrison et al. 2009).

IIS et mMTOR ne régulent pas seulement la croissance et la longévité, ils jouent aussi
un réle dans la réponse immunitaire (Powell et al. 2012; Makhijani et al. 2023). Il a été
observé chez les personnes agées, une hyperactivation de ces voies, qui entraine le
développement de 'immunosénescence et d’une inflammation chronique, facteurs

majeurs de susceptibilité aux infections respiratoires virales.

La voie IIS, qui contrdle également la signalisation intracellulaire de différentes cellules
immunitaires (Makhijani et al. 2023) est dérégulée chez les personnes agées ; voie qui
a été associée a une réduction de la réponse aux infections virales respiratoires, telle
que la COVID-19 (Shin et al. 2022).

La voie mTOR, quant a elle, régule a la fois la prolifération, la différenciation et la
mémoire des lymphocytes T ainsi que I'activation des macrophages et des cellules
dendritiques (Collins et al. 2021; Chi 2012). Une suractivation de mTORC1 dans les
cellules immunitaires augmente I'expression de cytokines pro-inflammatoires,
exacerbant I'inflammation durant les infections virales, en particulier dans les poumons
(Huckestein et al. 2024). Cependant, il est intéressant de noter que l'inhibition de
mTOR augmente la production d’anticorps et améliore la diversité des lymphocytes B,
ce qui a pour conséquence, aprés un vaccin antigrippal, d’améliorer la réponse
humorale (Mannick et al. 2014).

Pour finir, dans des modéles murins d’infections respiratoires, des régimes
alimentaires, tels que la restriction calorique ou le jelne intermittent, ont diminué
I'activité des voies GH/IGF-1 et mTOR, ce qui a renforcé I'autophagie antiviral et réduit

les 1ésions pulmonaires inflammatoires (Nosaka et al. 2020).

L’altération des voies de détection des nutriments joue donc un réle important dans la

diminution des défenses immunitaires antivirales chez les personnes agées.
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F. Dysbiose

Le microbiote se définit comme la totalité des micro-organismes, qu’il s’agisse de virus,
de parasites, de bactéries ou de champignons commensaux, qui demeurent dans un
environnement spécifique. On retrouve différents microbiotes dans I'organisme, au
niveau de la bouche, de la peau, des poumons et des intestins. Le microbiote intestinal,
comporte prés de 10'2 a 10" micro-organismes. Il est le plus imposant et est
indispensable aux fonctions vitales, comme la digestion, 'absorption des nutriments,
la production de métabolites, ainsi qu’a la protection contre des agents pathogénes et

au maintien d’'une homéostasie générale (Bravo et al. 2011; Jandhyala 2015).

Si une dysbiose se met en place, c’est-a-dire une perte d’homéostasie, il y a un risque
plus important de développer ou d’aggraver des pathologies chroniques, comme
l'obésité, le diabéte de types 2, les maladies inflammatoires intestinales, mais aussi
des troubles neurologiques ou encore des maladies cardiovasculaires (Qin et al. 2012;
Gevers et al. 2014; Sampson et al. 2016).

Le vieilissement est naturellement associé a des modifications du microbiote
intestinal. En effet, avec I'dage, on observe une baisse globale de la diversité
bactérienne et des changements dans les proportions de certaines espéces : les taxa
bénéfiques comme Bacteroides ou Roseburia diminuent, alors que d’autres comme
Akkermansia ou Bifidobacterium augmentent (Biagi et al. 2016). De la méme fagon, la
dysbiose est associée a une augmentation de I'expression de cytokines pro-
inflammatoires, qui serait liée a une perméabilité plus importante de la barriére
intestinale. Cet état favorise le passage de composants bactériens (LPS) dans la
circulation et déclenche des réponses immunitaires néfastes (Thevaranjan et al. 2017).
Différentes études utilisant des transplantations fécales (FTM) ont permis de mettre
en évidence l'importance de la dysbiose liée a I'dge dans de nombreux processus
physiologiques. En effet, une FTM de souris 4gées chez des souris jeunes entraine
une augmentation significative de l'inflammation systémique, ainsi qu’'une baisse de
limmunité adaptative (Fransen et al. 2017; Parker et al. 2022). A linverse, une
transplantation de microbiote de souris jeunes chez des souris agés permet
d’améliorer les parameétres associés aux vieilissement et I'espérance de vie,
notamment par la restauration de métabolites, comme les acides biliaires secondaires
ou les indoles (Barcena et al. 2019; Xie et al. 2025; Xu et al. 2022).
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En outre, différentes études montrent un réle important du microbiote intestinal dans
la modulation de la réponse immunitaire face aux infections respiratoires virales,
notamment par I'axe intestin-poumon. Cette communication est altérée chez les
personnes ageées, ce qui au cours d’infections respiratoires virales, favorise des

réponses inflammatoires exacerbées et une diminution de la clairance virale.

Sencio et al. ont montré que la grippe entraine une dysbiose intestinale, une altération
de la barriére intestinale et une dérégulation de I'immunité systémique. Ces altérations
sont associées a une réduction significative de la quantité de bactéries productrices
d’acides gras a chaine courte (AGCC) (Sencio et al. 2020; Sencio et al. 2021). Les
auteurs ont également montré que la dysbiose post-IAV entraine une permeéabilité
intestinale importante, favorisant la translocation de lipopolysaccharides (LPS)
bactériens vers le sang et aggravant l'inflammation au niveau pulmonaire. Ces
changements augmentent le risque de surinfections bactériennes pulmonaires,
comme celles causées par Streptococcus pneumoniae (Sencio et al. 2020; Sencio et
al. 2021).

Des résultats similaires ont été observés chez des personnes ayant la COVID-19. Les
formes graves de la maladie ont été associées a une atteinte importante du microbiote,
gu’il soit intestinal ou pulmonaire. Hernandez-Teran et al. ont mis en évidence une
baisse de la diversité bactérienne avec une augmentation des espéces opportunistes,
comme Enterococcus ou Streptococcus, et une perte des fonctions métaboliques
microbiennes (Hernandez-Teran et al. 2021). De plus, notre équipe a montré, chez
des hamsters agés infectés par le SARS-CoV-2, que le vieillissement accentue
laltération et la fonction du microbiote intestinal. Ces déséquilibres étaient
accompagnés d’'une réponse inflammatoire exacerbée, d’'une charge virale pulmonaire
plus élevée et d’une récupération retardée. Ces altérations ont aussi été corrélées a
la sévérité de la maladie et a la persistance de séquelles pulmonaires (Brito Rodrigues
et al. 2025).

Enfin, Koceva et al. ont décrit des modeéles « organ-on-chip » permettant de reproduire
I'axe intestin-poumon, montrant que la dysbiose intestinale favorise la translocation de
composants bactériens inflammatoires vers le tissu pulmonaire, qu’elle déclenche une
activation exagérée du systéme immunitaire innée localisée, et aggrave la sévérité de

l'infection virale (Koceva et al. 2025).
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lll. Immunosénescence et inflammaging

Comme évoqué tout au long du chapitre, 'ensemble des altérations biologiques liées
au vieillissement, aménent l'organisme vers un affaiblissement progressif des
défenses immunitaires. Ce déclin s’Taccompagne et est associé a un état inflammatoire

chronique de bas grade.

A. Immunosénescence

L’immunosénescence désigne une restructuration du systéme immunitaire au cours
du vieillissement, qui concerne l'immunité innée et 'immunité adaptative. Elle se
manifeste principalement par une dégradation de la migration des cellules vers les
sites de Iésions ou d’infections, par une modification du nombre de cellules circulantes
et par une altération des réponses aux cytokines stimulantes. Cette restructuration
augmente la susceptibilité aux infections, diminue la réponse vaccinale ainsi que la

capacité de détection de cellules tumorales (Rodrigues et al. 2021).

A.1. Immunité innée

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne de défense de I'organisme contre
les pathogenes. Elle est présente dés la naissance et se caractérise par une réaction
rapide et non spécifique a 'agent pathogéne. Elle s’appuie sur des barriéres physiques
et chimiques, comme la peau, les muqueuses ou le pH de I'estomac et sur des cellules
effectrices spécialisées, telles que les neutrophiles, les macrophages, les cellules
dendritiques ou les cellules Natural Killer (NK). La réponse immunitaire innée utilise
également des récepteurs de reconnaissance innée (Pattern Recognition Receptor
(PRR)), qui détectent les motifs moléculaires conservés des pathogénes (PAMPs) et
des cellules endommagées (DAMPs). Enfin, elle permet la mise en place d’'une
réponse inflammatoire immédiate, déclenchée par la libération de cytokines, de

chimiokines et de médiateurs solubles (Medzhitov & Janeway 2000).

Au cours du vieillissement 'immunité innée fait face a différentes altérations (Fig. 12)
(Rodrigues et al. 2021).

Les neutrophiles, cellules capables de phagocyter rapidement les agents pathogénes,
voient leur capacité de migration vers le site d’infection et de phagocytose diminuer.

Ce déclin fonctionnel est aggravé par une résistance a I'apoptose, entrainant une
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accumulation de neutrophiles dysfonctionnels dans les tissus (Wenisch et al. 2000;
Wessels et al. 2010).

Les monocytes, cellules précurseurs de macrophages, montrent une baisse de la
transcription de récepteurs de types Toll (TLR) (Renshaw et al. 2002), une
augmentation des sous-populations inflammatoires, qui est associée a une
perturbation de cytokines et a une identification moins performante des signaux de
danger (Hearps et al. 2012; Cao, Fan, et al. 2022).

En ce qui concerne les macrophages, ils sont spécialisés dans la phagocytose et la
présentation des antigénes. Cependant, a mesure qu'ils vieillissent, les macrophages
présentent une réponse altérée aux agents infectieux, une dégradation de leur faculté
de migration et de phagocytose, ainsi qu’'une réduction de leur aptitude a soigner les
blessures (Van Beek et al. 2019; Moss et al. 2024).

Les cellules dendritiques, qui assurent le lien entre immunité innée et immunité
adaptative en présentant des antigénes aux lymphocytes T, perdent aussi en efficacité
avec I'age : elles présentent une expression réduite de récepteurs TLR, elles ont une
capacité moindre a capturer les antigénes, elles migrent moins efficacement vers les
ganglions lymphatiques et elles activent moins facilement les lymphocytes T naifs.
Cette perte de fonction altére I'initiation de la réponse immunitaire adaptative (Agrawal
et al. 2007; Zacca et al. 2015).

Pour finir, les cellules NK, qui sont des lymphocytes spécialisés de 'immunité innée
chargés de repérer et d’éliminer les cellules cancéreuses ou infectées, voient leur
cytotoxicité diminuée. La production d’interféron gamma (IFN-y), indispensable pour
I'activation des macrophages et la modulation de la réponse antivirale, est aussi

diminuée (Almeida-Oliveira et al. 2011).

Ces déficiences combinées affaiblissent les premiéres lignes de défense immunitaire,
augmentent le délai de détection des pathogenes et compromettent une activation
efficace de 'immunité adaptative.

A.2. Immunité adaptative

L’immunité adaptative est la seconde ligne de défense de I'organisme et se met en

place quelques jours aprés la réponse immunitaire innée. Elle se caractérise par une
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spécificité antigénique importante, une mémoire immunologique ainsi que par une
capacité de diversification et d’adaptation au fur et a mesure des expositions aux

antigenes.

L'immunité adaptative repose principalement sur deux types de cellules, les
lymphocytes T, qui permettent la destruction des cellules infectées ou l'activation
d’autres cellules immunitaires, et les lymphocytes B, responsables de la production
d’anticorps et donc de I'immunité humorale (Bonilla & Oettgen 2010). Cette immunité

subit également des altérations au cours du vieillissement (Fig. 12).

Les lymphocytes T naifs sont produits dans le thymus, qui diminue en taille avec I'age.
Cette involution thymique, entraine une diminution importante de la production de
lymphocytes T naifs, réduisant la capacité de I'organisme a répondre a de nouveaux
pathogenes (Schulz et al. 2015; Griffith et al. 2012). Le répertoire T devient donc limite,
et est dominé par des cellules mémoires spécifiques des anciennes infections. De plus,
les lymphocytes T accumulent des caractéristiques de sénescence : les lymphocytes
T CD8+ (T CD8) perdent I'expression de CD28, marqueur clé de la costimulation, et
expriment des marqueurs d’épuisement (Merino et al. 2001). Ces lymphocytes ont une
faible capacité de prolifération, ils produisent moins de cytokines, et perdent leurs
fonctions cytotoxiques. Quant aux lymphocytes T CD4+ (T CD4), leur capacité a
activer efficacement les lymphocytes B décline, ce qui affecte directement la réponse
humorale (Eaton et al. 2004).

Enfin, les lymphocytes B, qui assurent la production d’anticorps, perdent avec I'age
leur capacité de renouvellement dans la moelle osseuse. On observe alors une
réduction de la diversité des immunoglobulines et de la diversité isotypique, une
réduction de la qualité des anticorps produits, avec notamment une baisse de l'affinité
et une réponse vaccinale plus faible. Ces cellules, essentielles a la mémoire
immunitaire, voient diminuer leur capacité a générer une réponse rapide et de bonne

qualité aprés une infection ou une vaccination (Gibson et al. 2009; Frasca et al. 2008).
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Figure 12 : Inmunosénescence du systéme immunitaire inné et ses conséquences.

Les cellules immunitaires innées présentent une baisse de leur activité phagocytaire, migratoire et cytotoxique,
accompagnée d’une production altérée de cytokines. L’altération des lymphocytes T et B entraine une réponse
immunitaire réduite, une reconnaissance antigénique diminuée, une production d’anticorps altérée et de moins
bonne qualité. Ces modifications compromettent la réponse immunitaire, la présentation antigénique et la
surveillance antivirale, contribuant a une vulnérabilité accrue aux infections et au maladies inflammatoires liées a
I'age. Tiré de (Rodrigues et al. 2021).

L’immunosénescence est également associée a une perte de coordination entre les
compartiments immunitaires, entrainant un déséquilibre important. En effet, on
observe une baisse de la réactivité immunitaire face aux nouveaux pathogénes, ainsi
qu'une augmentation du nombre de cellules immunitaires Vvieillissantes ou

dysfonctionnelles.

Ce déséquilibre permet d’expliquer pourquoi les personnes agées sont plus
vulnérables face aux infections virales, comme la COVID-19 ou la grippe, et pourquoi
elles répondent de fagon moins efficace aux vaccins (Hou et al. 2024).
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B. Inflammaging

L’inflammaging se caractérise par I'apparition d’'un état inflammatoire chronique de bas
grade stérile, c’est-a-dire non lié¢ a une infection aigué. Ce phénomeéne décrit
initialement par Franceschi et al. (Franceschi et al. 2000), désigne une augmentation
progressive et systémique de l'inflammation, qui s’installe avec I'age et qui contribue
au développement ou a I'aggravation de nombreuses pathologies chroniques liées a
'age, comme l'athérosclérose, I'Alzheimer, le diabéte ou encore la fibrose pulmonaire
(John-Schuster et al. 2016; Franceschi & Campisi 2014).

Initialement, l'inflammaging était considéré comme une conséquence directe de
immunosénescence (Fulop et al. 2018). Il est aujourd’hui admis que ces deux
processus s’influencent mutuellement et évoluent ensemble. En effet, 'augmentation
des médiateurs inflammatoires peut affaiblir la réponse immunitaire adaptative, ce qui
favorise 'immunosénescence, tandis que la baisse de la réponse adaptative stimule
limmunité innée, ce qui renforce I'inflammaging (Fulop et al. 2018). L’inflammaging se
manifeste par une élévation persistante des niveaux circulants de cytokines pro-
inflammatoires, de chimiokines et de protéines de phase aigué, telle que la CRP (C-
reactive protein) (Singh & Newman 2011). Cette activation ne correspond pas a une
réponse immunitaire classique face a un pathogéne, mais plutdt a un état de
stimulation persistant, déclenché par des signaux de danger endogenes (DAMPs) des
dommages tissulaires ou des cellules immunitaires dysfonctionnelles (Shaw et al.
2013; Michaud et al. 2013).

Les différents mécanismes du vieillissement détaillés en partie Il, sont directement
impliqués dans l'induction et le maintien de cet état inflammatoire. Ces perturbations
génerent des signaux de stress persistants, qui activent 'immunité innée, déclenchent
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et alimentent cette inflammation

chronique.

L’inflammaging a des origines diverses, il peut étre produit par des cellules
immunosénescentes, des cellules stromales endommagées ou bien par des cellules
endothéliales agées. Ces cellules sécrétent en permanence des signaux
inflammatoires, ce qui participe a la propagation de l'inflammation dans les tissus

adjacents et contribue activement a la chronicité (Basisty et al. 2020).
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Comme détaillé dans la partie précédente, on observe une reprogrammation
progressive des cellules immunitaires avec I'age. En effet, des études ont mis en
évidence que les lymphocytes T vieillissants ont un profil pro-inflammatoire
(Th1/Th17), et qu’ils perdent leurs capacités de tolérance et de prolifération (Lim et al.
2014; Han et al. 2024). De plus, une sous-population de cellules T associées a I'age
(Taa), s’accumulent dans les tissus, comme les poumons, le foie ou les tissus adipeux,
et produisent la granzyme K, médiateur inflammatoire puissant, ce qui contribue
activement au maintien de l'inflammation dans les tissus (Mogilenko et al. 2021). Enfin,
on constate une activation excessive de l'inflammasome NLRP3 dans les cellules
immunitaires et les cellules pulmonaires vieillissantes, entrainant une accumulation
d’interleukine 1 béta (IL-1B) et permettant le maintien du phénotype inflammatoire
(Basisty et al. 2020).

Les conséquences de l'inflammaging touchent 'ensemble de I'organisme. Une étude
épidémiologique a montré que des niveaux élevés d’interleukine 6 (IL-6) chez les
personnes agées constituaient un facteur prédictif de mortalité, toutes causes
confondues (Li, Liu, etal. 2017). L’inflammaging favorise la fragilité, la perte de fonction
musculaire, la dysfonction cognitive, la résistance a l'insuline et une altération de la
signalisation neuroendocrinienne. Elle est également fortement associée a une
diminution de la réserve immunitaire, augmentant la susceptibilité aux infections, aux

cancers et au maladies auto-immunes (Franceschi & Campisi 2014).

Au niveau pulmonaire, qui est particulierement sensible au Vvieillissement,
l'inflammaging a des conséquences spécifiques. En effet, I'exposition chronique a des
cytokines pro-inflammatoires altére les fonctions des cellules alvéolaires, induit un
remaniement du tissu interstitiel, diminue I'élasticité pulmonaire et fragilise la barriére

alvéolo-capillaire (Fain et al. 2005; Quan et al. 2024).

L’inflammaging augmente ainsi la vulnérabilit¢ des personnes &agées face aux

infections virales respiratoires (Williamson 2020).

L’inflammaging n’est donc pas seulement une conséquence du vieillissement, il est

aussi un acteur majeur de sa physiopathologie.
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IV. Vieillissement pulmonaire et infections virales respiratoires

Le vieilissement du systeme respiratoire se caractérise par une baisse globale des
performances ventilatoires, par des modifications structurelles et fonctionnelles, ainsi
que par un affaiblissement des défenses immunitaires locales (Rodriguez-Roisin et al.
1999).

A. Rappel anatomique et fonctionnel

Le systeme respiratoire est un ensemble d’organes indispensables, dont la fonction
principale est d’assurer, I'apport en dioxygéne (O2) et I'élimination du dioxyde de
carbone (CO2). Il participe aussi a la phonation, a la régulation de la température
corporelle et a la protection de I'organisme contre les pathogénes inhalés, tels des
particules, poussieres et micro-organismes, notamment grace a ses mécanismes de

filtration et de clairance mucociliaire.

L’appareil respiratoire se compose des voies aériennes supérieures et inférieures, des
poumons, et des muscles respiratoires comme le diaphragme. Les voies supérieures
assurent la préparation de I'air inspiré en le filtrant, en I’humidifiant et en le réchauffant
avant qu’il atteigne les voies inférieures. La trachée conduit I'air vers les bronches
principales, qui se divisent en bronches lobaires puis segmentaires. Ces derniéres se
ramifient en bronchioles, conduisant I'air jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Les alvéoles,
entourées d’'un réseau dense de capillaires, constituent les unités fonctionnelles des

poumons ou s’effectuent les échanges gazeux (Fig. 13).

Par ailleurs, les poumons situés dans la cage thoracique, sont constitués d’un tissu
spongieux et élastique favorisant la diffusion des gaz. Leur ventilation est assurée par
les muscles respiratoires, principalement le diaphragme et les muscles intercostaux.
Lors de I'inspiration, la contraction du diaphragme provoque une expansion de la cage
thoracique, permettant le remplissage des poumons ; lors de I'expiration, son

relachement entraine la sortie de l'air.
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Figure 13 : Anatomie des poumons.

Les voies respiratoires supérieures comprennent les narines, la cavité nasale, la cavité buccale, le pharynx
(nasopharynx, oropharynx, hypopharynx), I'épiglotte et le larynx. Les voies respiratoires inférieures comprennent la
trachée, les bronches principales (droite et gauche), les bronches, les bronchioles et les alvéoles. Le diaphragme,
situé sous les poumons, joue un rdle clé dans la respiration. Tiré de (BioRender).

B. Altérations structurelles et fonctionnelles

Les altérations morphologiques et fonctionnelles du systéme respiratoire réduisent
progressivement I'efficacité pulmonaire, et ce méme sans contexte pathologique. Ces
changements touchent a la fois la cage thoracique, la fonction respiratoire, les
structures pulmonaires et les capacités de défenses mécaniques des voies aériennes
(Fig.14).
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Figure 14 : Composition cellulaire et changements fonctionnels dans les poumons vieillissants.
Schéma illustrant les principaux changements dans la composition cellulaire et I'organisation de poumons jeunes
(gauche) et de poumons agés (droite). Tiré de (Schneider et al. 2021)

B.1. Modification de la cage thoracique et de la musculature

respiratoire

Avec I'avancée en age, la colonne vertébrale présente des déformations, tandis que
des modifications musculaires apparaissent, impactant directement la fonction

respiratoire.

Dans un premier temps, les espaces intervertébraux diminuent, provoquant une
courbure générale de la colonne vertébrale. Cette déformation réduit la cavité
thoracique et comprime les poumons, diminuant de fagon significative la fraction du

volume expiré et la capacité vitale (Lombardi et al. 2005). Cette réduction de la cage
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thoracique est associée a une réduction de la taille des muscles intercostaux, qui

perdent en efficacité et altérent la mécanique respiratoire (Culham et al. 1994).

En paralleéle, on observe une sarcopénie respiratoire, c’est-a-dire que la masse et la
force des muscles permettant d’inspirer (diaphragme, muscles intercostaux) et celles
des muscles permettant d’expirer (abdominaux) diminuent. Cela se traduit par une
diminution significative de la pression transdiaphragmatique maximale (Tolep et al.
1995), ce qui a pour conséquence fonctionnelle directe, une réduction de la capacité
a ventiler efficacement en cas d’infection ou d’exercice, favorisant ainsi I'apparition

d’insuffisance respiratoire (Sevransky & Haponik 2003).

B.2. Transformation parenchymateuse et perte d’élasticité pulmonaire

Sur le plan tissulaire, les poumons vieillissants présentent une dilatation des espaces
alvéolaires, une réduction du nombre d’alvéoles fonctionnelles et une augmentation
de la compliance pulmonaire statique (Stolk et al. 2007). Cet emphyséme, dit
« sénile », differe de 'emphyséme pathologique par I'absence de destruction des
parois alvéolaires, mais résulte d’'une perte progressive des structures de soutien du
tissu conjonctif pulmonaire (Verbeken et al. 1992). Cela entraine une réduction de la
surface d’échanges gazeux et une baisse de I'efficacité de ces échanges (Sharma &
Goodwin 2006).

L’élasticité pulmonaire se dégrade suite a des modifications de la matrice
extracellulaire (MEC). En effet, le collagéne s’accumule, alors que I'élastine est
fragmentée ou dégradée, ce qui compromet la capacité des poumons a se rétracter
lors de I'expiration (Sicard et al. 2018; Godin et al. 2016). De plus, des analyses ont
révélé des modifications spécifiques des types de collagéne et d’autres protéines
structurales du poumon, au cours du vieillissement (Mays et al. 1988; Angelidis et al.
2019). De ce fait, chez les personnes agées, la perte de souplesse pulmonaire

contribue a I'essoufflement et aggrave les troubles ventilatoires lors d’'une infection.

B.3. Altérations des mécanismes de clairance mucociliaire

Le systéme de clairance mucociliaire est essentiel pour protéger les voies respiratoires
et évacuer les agents pathogénes inhalés, mais ce mécanisme de défense est affaibli

avec I'age (Sharma & Goodwin 2006). Chez les personnes agees, on observe une
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réduction de la densité des cellules ciliées de I'épithélium respiratoire, des battements
moins coordonnés, et des changements dans la composition du mucus. Un
dysfonctionnement des cellules caliciformes et des glandes sous-muqueuse, une
altération de la composition des mucines et une baisse de l'activité des canaux
ioniques qui participent a I'hydratation du mucus, rendent le mucus plus visqueux
(Wansleeben et al. 2014; Grubb et al. 2016; Corcoran et al. 2024). De ce fait, le mucus
plus épais, est plus difficile a évacuer, ce qui ralentit la clairance mucociliaire et
favorise I'accumulation des sécrétions dans les voies respiratoires, rendant les
personnes agées plus vulnérables a des infections bactériennes ou virales (Proenca
De Oliveira-Maul et al. 2013; Rodriguez-Roisin et al. 1999).

Par ailleurs, des études ont montré un ralentissement du transport du mucus et de la
clairance nasale, ainsi qu'une diminution de la clairance des particules radioactives
dans les voies respiratoires profondes (Proenga De Oliveira-Maul et al. 2013;
Svartengren et al. 2005). Ce déclin n’est pas uniquement lié a la fréquence des
battements des cils; il est également la conséquence d’une altération de
'environnement cellulaire, du stress oxydatif et des modifications épithéliales

progressives (Bailey et al. 2018; Wansleeben et al. 2014).

B.4. Diminution de I’efficacité de la toux

La toux est un mécanisme de défense des voies respiratoires qui permet d’expulser
les sécreétions bronchiques ou les agents pathogénes. Elle dépend de la capacité a
geénérer une pression intrathoracique importante et de la coordination de plusieurs

groupes musculaires (Sykes & Morice 2021).

La perte de la force musculaire avec I'dge diminue la pression d’expiration générée
pendant la toux, rendant I'expulsion du mucus moins efficace, notamment en cas
d’infections (Tolep et al. 1995).

D’autre part, une élévation du seuil de déclenchement de réflexe de toux a été observé
chez les personnes agées, suggérant que les stimuli normalement suffisants pour
déclencher une toux, ne le sont plus avec I'avancée en age (Ebihara et al. 2011,
Malandraki et al. 2011). Enfin, la coordination des groupes musculaires permettant
d’inspirer et d’expirer, est également affectée par le vieillissement, entrainant une toux
moins efficace (McCool 2006).
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L’ensemble de ces altérations augmente le risque d’accumulation de sécrétions et

donc le risque de colonisation bactérienne et d’infections respiratoires.

C. Réduction des défenses antivirales dans les poumons

L’immunosénescence et linflammaging ont des répercussions sur les tissus
pulmonaires, rendant les poumons des personnes ageées particulierement susceptibles

aux infections respiratoires virales (Fig. 15).
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Figure 15 : Changements liés a I'dge dans I'immunité systémique et pulmonaire.

L'involution thymique et la fibrose médullaire diminuent les niveaux circulants de lymphocytes T/B naifs. La perte
de I'architecture des ganglions lymphatiques perturbe la préparation des cellules dendritiques (DC), des cellules T
et I'activation des cellules B. Les défauts dans I'amorgage et |'activation des cellules T/B entrainent une perte de la
protection des cellules T effectrices et une diminution de la production d'anticorps. Les défauts dans la migration
des neutrophiles a partir du tissu pulmonaire, entrainent une augmentation de la pathologie immunitaire.
L'inflammaging entraine une augmentation de la production de cytokines inflammatoires par les macrophages en
I'absence d'infection. Tiré de (Schneider et al. 2021).
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C.1. Altérations de I'immunité innée pulmonaire

Les macrophages alvéolaires (AMs) maintiennent ’lhoméostasie locale en éliminant
les débris, produisent des facteurs anti-inflammatoires, et peuvent initier des réponses
inflammatoires en cas d’infections (Duong et al. 2021). Cependant, chez les personnes
agees, on observe une diminution du nombre d’AMs, associée a une perte de leur
fonctionnalité, a une perte de leur capacité phagocytaire, ainsi qu’a une accumulation
de lipoprotéines et a une altération des voies de signalisation des TLRs. Ces
altérations perturbent I'équilibre entre réparation tissulaire et inflammation (Wong et al.
2017; Li, Jiao, et al. 2017). De plus, la production de cytokines et de chimiokines,
comme IL-6, TFN-a ou CXCLA1, est altérée, ce qui limite le recrutement de cellules

immunitaire circulantes vers les poumons (Metcalf et al. 2015).

Enfin, la présence excessive de ROS chez les personnes agées, inhibe les AMs,
aggravant les dommages tissulaires et contribuant a l'inflammaging. Plus récemment,
notre équipe a montré que le vieillissement altére également les fonctions
antimicrobiennes des macrophages alvéolaires. En effet, chez les individus agés, les
macrophages présentent une réduction importante de leur activité phagocytaire et
bactéricide, associée a une dérégulation du rythme circadien. Cette perte d’efficacité
des AMs compromet la clairance des pathogénes pulmonaires et participe a la
susceptibilité accrue des sujets agés aux infections respiratoires (Silva Angulo et al.
2025).

Les cellules lymphoides innées (ILCs), comme les cellules NK, diminuent en nombre
et en efficacité (Nogusa et al. 2008). Par exemple, les ILC2 et ILC3, indispensables au
maintien de I'homéostasie de la muqueuse respiratoire, ont une expression
cytokinique altérée, ce qui entrave la réparation épithéliale et le contrdle des infections
(Nogusa et al. 2008).

De la méme fagon, les neutrophiles recrutés dans le parenchyme pulmonaire 4gé sont
plus nombreux, mais leur aptitude a former des NETs (Neutrophils Extracellular Traps)
est altérée (Hazeldine et al. 2014; Sapey et al. 2014). Leur recrutement, tardif et mal
contrblé, entraine une accumulation excessive de neutrophiles responsables de
Iésions tissulaires, via la libération non ciblée de ROS et d’enzymes protéolytiques.
Tout cela aggrave la destruction du tissu alvéolaire et ralentit la résolution de l'infection
(Zemans et al. 2009; Nomellini et al. 2012).
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Enfin, comme évoqué précédemment, avec I'age, les autres cellules de l'immunité
innée présentent aussi des déficiences, ce qui compromet I'activation des lymphocytes
T et affaiblit la réponse adaptative, tout comme la réponse vaccinale (Panda et al.
2010).

C.2. Altérations de I'immunité adaptative pulmonaire

Avec 'age, 'immunité adaptative dans les poumons est dysfonctionnelle, ce qui limite
la capacité des personnes agées a controler efficacement les infections respiratoires.
Les lymphocytes T CD8+ ont une capacité d’expansion clonale moins efficace, ce qui
limite la diversité du répertoire et ralentit I'élimination des cellules infectées et des
pathogenes (Richner et al. 2015). De plus, les lymphocytes T CD8+ perdent leur
cytotoxicité, notamment par une réduction d’expression de perforine et de granzymes.

Ce déclin fonctionnel favorise les dommages tissulaires et I'inflammaging.

Concernant les lymphocytes T CD4+, on observe une diminution significative de la
production d’IL-2, cytokine permettant la prolifération et la survie des lymphocytes T
(Tsukamoto et al. 2010). De plus, 'augmentation de I'expression de CD39, une
ATPase qui dégrade 'ATP extracellulaire, réduit I'énergie disponible pour l'activation

des lymphocytes (Fang et al. 2016; Ron-Harel et al. 2016).

On observe également une inhibition de la signalisation des récepteurs des
lymphocytes T (TCR), qui devient moins efficace et diminue la capacité des

lymphocytes a s’activer en réponse a un nouvel antigéne (Li et al. 2012).

Le vieillissement altere aussi les interactions entre les lymphocytes T et B dans les
poumons. On constate en effet une augmentation du nombre de cellules T régulatrices
folliculaires (TFR) par rapport aux cellules T auxiliaires (TFH), ce qui altére la
constitution et le bon fonctionnement de la réponse humorale (Sage et al. 2015; Webb
et al. 2021).

Les lymphocytes B, méme s'ils sont toujours présents dans les poumons, voient leur
fonctionnalité altérée. L’hypermutation somatique, qui permet le développement
d’anticorps de haute affinité en générant des mutations ciblées dans les génes des
immunoglobulines, est moins efficace. De méme pour le switch isotypique, qui permet
de produire différents types d'immunoglobulines (IgG ou IgA) a partir d'un méme

lymphocytes B (Frasca et al. 2008; Henry et al. 2019). La production d’IgA, essentielle
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a la défense des muqueuses respiratoires est altérée, ce qui réduit la neutralisation
des pathogénes au niveau des épithéliums (Frasca et al. 2016; Kogut et al. 2012). De
plus, 'accumulation de lymphocytes TFR va inhiber la réponse des lymphocytes B et
réduire la maturation des plasmocytes, ainsi que la mémoire humorale (Sage et al.
2015).

C.3. Impact global sur les infections virales respiratoires

Toutes ces modifications immunitaires observées au cours du vieillissement entrainent
une réaction antivirale désorganisée, moins efficace et plus délétére pour les
poumons, favorisant ainsi une infection et une inflammation plus graves et qui

perdurent dans le temps.

L’élimination des virus est altérée, notamment a cause de I'échec de détection précoce
des pathogénes, d’'une mauvaise migration des neutrophiles, du retard d’activation de
la réponse adaptative cellulaire et humorale. Ces dysfonctionnements sont
responsables de 'augmentation de la charge virale et de la gravité des dommages

tissulaires, surtout au niveau des alvéoles pulmonaires.

C’est pourquoi les personnes agées sont plus vulnérables aux infections virales
respiratoires et présentent un risque accru de complications graves, comme des
infections bactériennes secondaires ou des dommages respiratoires favorisant le
développement de pathologies chroniques, comme la fibrose ou I'emphyséme

pulmonaire.

V. Stratégies de prévention

De nombreuses études confirment qu’'une hygiéne de vie équilibrée, comprenant une
alimentation saine, une activité physique réguliére et un bon équilibre psychologique,
peut contribuer a retarder les effets du vieillissement (Li et al. 2018; Zhang, Englund,
et al. 2022).

L’alimentation joue un rdle clé : certains nutriments, comme les minéraux ou les
probiotiques, participent a la régulation du systeme immunitaire et a la diminution des
phénomeénes inflammatoires (Sharma et al. 2022; Li, Li, Zhang, et al. 2023).

L’introduction de probiotiques spécifiques tel que Lactobacillus pentosus var.
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plantarum C29, a également montré une baisse des marqueurs inflammatoires
systémiques ainsi qu’une diminution de I'expression des génes liés a la sénescence
cellulaire (Jeong et al. 2015). D’autres éléments nutritifs comme les acides gras
polyinsaturés contribuent a faire baisser le taux de cytokines inflammatoires (Kiecolt-
Glaser et al. 2012).

L’activité physique constitue un autre levier majeur de prévention sur le vieillissement
(Zhang, Englund, et al. 2022). Elle agit notamment en réduisant les dommages a ’ADN
(Radak et al. 2002) ou en diminuant le stress oxydatif (Gomez-Cabrera et al. 2008). ||
a par exemple été observé que les personnes d’age moyen pratiquant des sports
d’endurance, comme les marathons, présentent des téloméres plus longs et une
activité accrue de la télomérase, comparativement aux individus sédentaires (Werner
et al. 2009). Dans une autre étude, des femmes agées et en surpoids ayant suivi un
programme de musculation pendant cinqg mois ont vu une réduction du nombre de
cellules sénescentes dans leur tissus adipeux (Justice et al. 2018). Ces résultats
illustrent I'importance d’'une activité physique et son role dans le ralentissement des

processus liés au vieillissement.

L’état psychologique, bien que sous-estimé, joue lui aussi un réle non négligeable
dans le vieillissement. En effet, le stress chronique provoque une hausse des
glucocorticoides dans I'organisme, ce qui peut mener a une atrophie de I'’hippocampe,
phénomeéne associé au vieillissement cérébrale (O’'Hara et al. 2007) ainsi qu’a
certaines pathologies neurodégénératives, comme I'Alzheimer. Une étude menée sur
le long terme a d’ailleurs montré que les personnes agées se déclarant fortement
stressées, voyaient leurs marqueurs inflammatoires augmenter plus rapidement avec

le temps (Casaletto et al. 2018).
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Chapitre 3 : La sénescence cellulaire

l. Définition et caractéristiques
A. Définition
La sénescence cellulaire a été mise en évidence pour la premiére fois en 1961 par
Hayflick et Moorhead (Hayflick & Moorhead 1961). Elle est aujourd'hui reconnue

comme un processus fondamental, impliqué aussi bien dans des processus

physiologiques que pathologiques.

La sénescence cellulaire est un état cellulaire normal, qui a pour fonction premiére de
déclencher la réparation, la régénération et le remodelage, tant au cours du
développement embryonnaire (Mufioz-Espin et al. 2013; Storer et al. 2013) qu’en
réponse a un dommage tissulaire (Demaria et al. 2014). Afin de limiter leur
accumulation, les cellules endommagées arrétent leur prolifération et créent un micro-
environnement inflammatoire, par I'acquisition d’'un phénotype sécrétoire (SASP)
(Coppé et al. 2008), ce qui permet le recrutement des cellules immunitaires et favorise
le renouvellement des tissus Iésés (Krizhanovsky et al. 2008; Baker et al. 2016). Ce
phénomeéne est bénéfique, a condition que celui-ci soit transitoire (sénescence aigué
induite). Si cet état cellulaire persiste (sénescence chronique), il participe activement
a linflammaging, qui accélére les dysfonctionnements liés a 'dge (Franceschi &
Campisi 2014; De Keizer 2017).

De plus, laccumulation persistante des cellules sénescentes déséquilibre
’homéostasie des tissus et peut entrainer un remodelage anormal, caractérisé par la
dégradation de la matrice extracellulaire, engendrant l'apparition d'une fibrose
tissulaire (Fig. 16) (Papismadov et al. 2024; Lépez-Otin et al. 2013; Van Deursen
2014).

75



Senescent cell
accumulation

Cancer
O 2o Aging

Q Pulmonary fibrosis
STRESS

o

Senescent
Tumor cell cell
IMMUNE CELL Tissue homeostasis
RECRUITMENT

Tumor regression

Normal cell 2
Tumor suppression

Rejuvenation
Senescent cell Embryonic development
clearance

Regeneration
Figure 16 : Réle de la sénescence cellulaire.
Les cellules en état de sénescence libérent différents facteurs pro-inflammatoires spécifiques, activant les cellules
environnantes et recrutant les cellules immunitaires. La sénescence cellulaire a un role important dans le
développement embryonnaire, la cicatrisation et protége contre la formation des tumeurs. Cependant, si les cellules

sénescentes s’accumulent et ne sont pas efficacement éliminées, elles peuvent contribuer a I'apparition de cancers
et de maladies associés au vieillissement. Tiré de (Lujambio 2016).

B. Caractéristiques

La sénescence cellulaire se caractérise par un arrét permanent du cycle cellulaire, soit
en phase G1, qui bloque la réplication de ’'ADN présentant une mutation, soit en phase
G2, ce qui permet d’éviter a la cellule d’entrer en mitose et donc de propager la
mutation (Di Leonardo et al. 1994; Herbig et al. 2004; Roger et al. 2021). Cet état de
sénescence peut étre declenché par divers stimuli caractéristiques du vieillissement
'activation d’oncogénes, le stress réplicatif ou bien le stress oxydatif (d’Adda Di
Fagagna 2008; Mufioz-Espin & Serrano 2014; Van Deursen 2014).

Les cellules qui entrent en sénescence présentent des caractéristiques bien précises.
D’un point de vue morphologique, les cellules sénescentes sont plus élargies, plus
vacuolisées et la taille des noyaux est augmentée (Mufioz-Espin & Serrano 2014;
d’Adda Di Fagagna 2008; Heckenbach et al. 2022).

D’un point de vue fonctionnel, elles se caractérisent par I'absence d’expression de
marqueurs de prolifération, comme Ki67 (Yanagi et al. 2017; Mufioz-Espin & Serrano

2014). A contrario, elles présentent une activité p-galactosidase associée a la
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sénescence (SA-BGAL), ainsi qu'une résistance a l'apoptose (Mufioz-Espin et al.
2013).

Les cellules sénescentes présentent également une activité métabolique élevée (Dorr
et al. 2013), ce qui conduit a l'acquisition d’'un sécrétome bioactif, induisant un

phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP) (Mufioz-Espin et al. 2013).

Ainsi, les cellules sénescentes induisent un micro-environnement pro-inflammatoire,

entrainant le recrutement de cellules immunitaires, dont des phagocytes (Fig. 17).
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Figure 17 : Caractéristiques de la sénescence cellulaire.

La sénescence peut étre déclenchée par divers facteurs, comme le stress oxydatif, les dommages a I'ADN, le
raccourcissement des téloméres ou d’autres facteurs environnementaux. Les cellules sénescentes se caractérisent
par un arrét permanent de la prolifération, une expression accrue des inhibiteurs du cycle cellulaire (p16, p21), une
augmentation de I'activité 3-Galactosidase et une résistance a I'apoptose. Adapté de (Calcinotto et al. 2019).

B.1. Arrét du cycle cellulaire

L’'un des éléments les plus importants de la sénescence cellulaire est l'inhibition du
cycle de réplication cellulaire. Ce processus est indispensable a linitiation et au
maintien de la sénescence cellulaire. Cet arrét du cycle cellulaire repose sur

I'expression de différents régulateurs, qui modulent I'expression de certains genes en
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réponse aux signaux de sénescence, qu'ils soient intra ou extracellulaires (Roger et
al. 2021).

L’arrét du cycle cellulaire est contrélé par différents acteurs comme les cyclines, les
kinases dépendantes des cyclines (CDK), les inhibiteurs de ces CDK (CDKi) et la
protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome (RB). Ce sont les complexes
cycline-CDK qui maintiennent I'équilibre entre l'arrét du cycle cellulaire et la
prolifération en phosphorylant RB (Sherr & DePinho 2000; Van Deursen 2014).

Dans le cadre de la sénescence, la signalisation cellulaire agit en réduisant I'activité
des complexes cycline-CDK ou en stimulant 'expression des inhibiteurs de CDK tels
que p21°¢'®1 (Cdkn1a) et p16'NK4a (Cdkn2a) (McConnell et al. 1998; Coppé et al. 2008).

Cet arrét du cycle cellulaire est donc essentiellement contrélé par les voies de
signalisation p53/p21CP1 et p16'NK4a,

La voie p53/p21C'P1 est la voie principalement impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire.
En réponse a des dommages a ’'ADN, p53 est stabilisée par la phosphorylation des
kinases ATM et ATR. Une fois activée, p53 stimule I'expression de plusieurs génes
inhibant la prolifération cellulaire, notamment Cdkn1a, codant la protéine p21CP
(Deng et al. 1995). En inhibant I'activité des kinases CDK4/CDK6 et CDK2, p21CIP1
bloque la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB) (Cerqueira et al.
2014; MufAoz-Espin et al. 2013), qui est un régulateur clé du cycle cellulaire.
Lorsqu’elle est peu phosphorylée, pRB réprime I'activité du facteur de transcription
E2F, nécessaire a la synthése de 'ADN et a la transition de la phase G1 a S. Ainsi,
I'inhibition des CDK par p21°"®' maintient pRB sous une forme inactive, empéchant la
poursuite du cycle cellulaire et favorisant I'entrée en sénescence (Fig. 18) (Dyson
1998; Muller 2009).

L’arrét du cycle cellulaire peut aussi étre provoqué par des mécanismes indépendants
de p53/p21°P1 notamment par I'activation des CDKi de la famille INK4 (INhibitor of
CDK4). Cette famille comprend quatre protéines (p16'NK4a p15INK4b — n18INKdc gt
p19'NK4d) capables d’induire la sénescence cellulaire en inhibant CDK4 et CDK®, ce
qui entraine de méme une hypo-phosphorylation de pRB et un arrét du cycle cellulaire

en phase G1 (Coppé et al. 2011).

Il a été montré que, dans des fibroblastes primaires, des dommages au niveau des
téloméres activent la voie p53 et l'induction rapide de p21¢®1. Cependant, il a
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également été observé que l'expression de p21¢P! diminue dans les cellules
sénescentes, indiquant que son expression n’est pas systématiquement nécessaire
au maintien de cet état cellulaire (Stein et al. 1999). A l'inverse, p16'NK4a s’'accumule
progressivement dans les fibroblastes sénescents. D’autre part, il a été montré que
I'arrét définitif est maintenu par p16'NK4A_ dont I'expression est régulée par BMI1 ainsi
que par ETS1 et ETS2, sous I'influence des voies de signalisation p38 MAPK (mitogen-
activated protein kinase p38) et ERK (extracellular signal-regulated kinase) (Herbig et
al. 2004; Ohtani et al. 2001).

Enfin, chez la souris, I'expression des génes p15NK4b p1gINK4a  n18INKic gt p1QINK4d
augmente avec I'dge dans de nombreux tissus (Krishnamurthy et al. 2004), ce qui en

fait des marqueurs couramment associés a la sénescence cellulaire.
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Figure 18 : Voies moléculaires menant a I'arrét irréversible du cycle cellulaire associé a la sénescence.
Ces voies sont déclenchées par des stimuli pro-sénescence qui activent la voie DDR, entrainant l'inactivation
permanente des kinases dépendantes des cyclines (CDK) qui régulent la réplication de I'ADN et la mitose. Ces
kinases maintiennent inactif le suppresseur de tumeur pRb et empéchent I'expression des génes régulant le cycle
cellulaire (en partie en séquestrant la famille des facteurs de transcription E2F). Tiré de (Brondello et al. 2012).

B.2. L’activité B-Galactosidase associée a la sénescence : SA-B-Gal

Les cellules sénescentes présentent un phénotype caractéristique. Leur forme aplatie
et élargie est causée par des altérations, tant quantitatives que fonctionnelles, des
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organites membranaires tels que les mitochondries, les réticulums endoplasmiques

(RE) et les lysosomes (Kurz et al. 2000).

Les cellules sénescentes se caractérisent aussi par une expansion du compartiment
lysosomal et par la présence de vacuoles (Dimri et al. 1995; Kurz et al. 2000). Les
lysosomes sont des organites acides contenant un ensemble d’enzymes
hydrolytiques, essentielles a la dégradation des protéines, dont la B-Galactosidase.
Dans les cellules sénescentes, en raison de 'augmentation de la masse lysosomale
et de l'activité enzymatique, I'activité de la B-galactosidase est fortement augmentée
et est appelée « senescence associated B-Galactosidase » (SA-B-Gal) (Dimri et al.
1995; Kurz et al. 2000; Lee et al. 2006). L’activité de la SA-B Gal est I'un des premiers
biomarqueurs identifiés et le plus couramment utilisé pour détecter la sénescence (Cai
et al. 2020). Néanmoins, son utilisation présente des limites, car I'activité SA-B-Gal
peut aussi étre détectée dans des cellules non sénescentes, qui sont en état de

confluence ou de quiescence (Dimri et al. 1995; Severino et al. 2000; Lee et al. 2006).

B.3. La résistance a I’apoptose

L’apoptose est un meécanisme de mort cellulaire essentiel au maintien de
’homéostasie tissulaire et a la prévention de la propagation de cellules présentant des
dommages a ’ADN (Mustafa et al. 2024). Néanmoins, il a été mis en évidence que les
cellules sénescentes développent une résistance a I'apoptose, en privilégiant des

meécanismes impliquant I'activation des voies de survie (Wang 1995).

La voie p53/p21©'"" joue un role central dans I'arbitrage entre sénescence et apoptose
en réponse au stress cellulaire (Roger et al. 2021). En situation de stress, p53 est
activée, ce qui conduit & une augmentation de p21°"P', & une expression réduite des
génes pro-apoptotiques comme PUMA (BBC3) et NOXA (PMAIP1) et a une
surexpression des genes membres de la familles BCL-2 (Villunger et al. 2003; Childs
et al. 2014). Les cellules sénescentes surexpriment les génes de la famille BCL-2,
comprenant BCL-2, BCL-XL (BCL-2L1) et BCL-W (BCL-2L2). Cette surexpression a
pour conséquence d’inhiber 'apoptose, en séquestrant les protéines pro-apoptotiques,
empéchant ainsi la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MOMP)

d’entraver la libération des facteurs apoptogénes, ce qui bloque la libération du
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cytochrome c et empéche l'activation des caspases (Villunger et al. 2003; Chipuk et
al. 2004; Yosef et al. 2016).

Par ailleurs, la surexpression de p21°¢'®1 favorise la résistance a I'apoptose en inhibant
le clivage de la caspase-3 (CASP3), essentielle a l'induction de la mort cellulaire
programmée (Yosef et al. 2017). En outre, la séquestration nucléaire de p53 par
FOXO4 empéche son activité apoptotique et renforce la sénescence cellulaire (Baar
et al. 2017).

B.4. Phénotype sécrétoire associé a la sénescence : SASP

En plus de restreindre I'expression des génes du cycle cellulaire, les cellules
sénescentes sont programmeées pour libérer un ensemble de molécules, comprenant
des chimiokines, des cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de croissance et des
enzymes de remodelage de la matrice extracellulaire. Cet ensemble constitue le SASP
(Senescence-Associated Secretory Phenotype). Cette sécrétion dynamique
représente 'une des caractéristiques fondamentales de la sénescence cellulaire
(Coppé et al. 2008; Rodier et al. 2009). Bien que le SASP soit une caractéristique
partagée par différents types de sénescence, sa régulation est fortement hétérogéne
et influencée par le type cellulaire ainsi que par le niveau et la durée d'exposition a

l'inducteur initial de sénescence (Coppé et al. 2010).

Le SASP a été initialement attribué a une activation persistante de la DDR (Rodier et
al. 2009) et il est principalement régulé par la kinase p38MAPK, qui active le facteur
de transcription NF-kB (Freund et al. 2011). Cette signalisation ATM/NF-xB joue un
réle important dans l'acquisition du SASP et dans la production de cytokines
inflammatoires comme I'lL-6 et I'lL-8, qui sont fortement exprimées dans les cellules
sénescentes (Coppé et al. 2010). Les cytokines IL-6 et IL-8 exercent des effets
autocrines et paracrines (Nelson et al. 2012) : elles renforcent la sénescence cellulaire
et limitent la prolifération des cellules précancéreuses, mais elles favorisent aussi la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), impliquée dans linvasion tumorale
(Ortiz-Montero et al. 2017). IL-1a quant a elle, joue un rdle clé dans I'activation de la
voie NF-kB et amplifie le signal SASP (Laberge et al. 2015).

Le SASP inclut également des métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (MMP-
1, MMP-3, MMP-10), qui favorisent la dégradation du collagene et la migration
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cellulaire, contribuant a la réparation tissulaire mais aussi a la progression tumorale
(Parrinello et al. 2005; Van Deursen 2014). Par ailleurs, les inhibiteurs du
plasminogéne (PAI-1), surexprimés dans les cellules sénescentes, participent a un
profil pro-fibrotique en limitant l'activation de la plasmine et en favorisant

'accumulation de la matrice extracellulaire (Elzi et al. 2012).

La voie TGF-B, souvent activée dans le SASP, joue un role ambivalent : elle favorise
I'arrét du cycle cellulaire et la sénescence, mais elle participe aussi a la différenciation
des fibroblastes en myofibroblastes, favorisant la fibrose (Vallée & Lecarpentier 2019;
Neuzillet et al. 2015). De plus, I'activation de la voie TGFB entraine I'expression de
p15'NK4b et p21CIP1 " contribuant ainsi a l'arrét de la prolifération et a la sénescence

cellulaire (Reynisdaéttir & Massagué 1997; Feng et al. 2000).

Il est important de noter que le SASP peut avoir des effets bénéfiques ou délétéres
selon son contexte et sa durée d’activation. A court terme, il facilite I'élimination des
cellules sénescentes par le systeme immunitaire et participe a la régénération
tissulaire (Krizhanovsky et al. 2008; Yanagi et al. 2017). En revanche, une activation
prolongée entraine une inflammation chronique, un vieillissement accéléré et un risque
plus important de développer des pathologies liées a I'age, comme la tumorigenése et
la fibrose (Fig. 19) (Mufioz-Espin & Serrano 2014; Van Deursen 2014; Paramos-de-
Carvalho et al. 2021).
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Figure 19 : Signalisation du SASP, fonctions bénéfiques et délétéres des cellules sénescentes.
Le SASP participe activement a la communication entre cellules et au remodelage de la matrice extracellulaire dans
le microenvironnement tissulaire. Un SASP temporaire est bénéfique, tandis qu'un SASP chronique entraine des
effets négatifs. Tiré de (Roger et al. 2021).

Il. Mécanismes biologiques inducteurs de la sénescence

L’identification des cellules sénescentes est essentielle, tout comme la compréhension

des mécanismes a l'origine de l'induction de la sénescence cellulaire.

A. Activation de la voie de réponse aux dommages a I’ADN (DDR)

La DDR est essentielle et assure la stabilité génomique en prévenant la propagation
de mutations. Elle est principalement activée par des cassures double brin (DSB), par
des télomeres déprotégés ou par des fourches de réplication bloquées (Falck et al.
2005). Quand un dommage est détecté, ce sont les protéines ATM (ataxia
telangiectasia mutated) et ATR (ataxia telangiectasia and RAD3-related protein) qui
sont recrutées sur le site endommagé. ATM est activée spécifiquement par les DSB,
alors qu'ATR est activé par les cassures simple brin (SSB) (Falck et al. 2005).
ATM/ATR provoquent notamment la phosphorylation de I'histone H2AX (yH2AX), qui

entraine le décompactage de la chromatine, facilitant ainsi le recrutement de différents
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effecteurs comme « mediator of DNA damage checkpoint » (MDC1) et « p53-binding
protein 1 » (53BP1) (Lou et al. 2006; Bekker-Jensen et al. 2005).

Lorsque la concentration de ATM/ATR atteint un seuil critique, ces kinases activent
plusieurs cibles moléculaires, telles que p53, et la protéine CDC25 (“Cell Division Cycle
25). De plus, ATM/ATR phosphoryle la protéine CHK2 (“Checkpoint Kinase 2”), ce qui
contribue a I'activation de p53/p21°¢"®* (Fig. 20) (Dulic 2013; Di Micco et al. 2021).

Notons qu’une activation prolongée de la DDR se manifeste notamment par
'accumulation des foyers yH2AX (Sedelnikova et al. 2004). Enfin, différentes
expériences in vitro confirment l'activation chronique de la DDR et de la voie

p53/p21¢'P1 dans des cellules sénescentes (Herbig et al. 2004; Fumagalli et al. 2012).

B. Activation par le raccourcissement des télomeéres

Lorsque les téloméres ont atteint une taille critique, leurs extrémités sont reconnues
comme une cassure double brin de 'ADN, ce qui va entrainer la DRR, et donc
I'activation de la voie p53/p21°'P1 (Webley et al. 2000; Herbig et al. 2004). Seule la
présence d’'un ou de quelques téloméres courts permet d’activer la DDR et d’induire
la sénescence (Hemann et al. 2001). Il est intéressant de noter que la présence de
protéines DDR au niveau des téloméres est associée au dysfonctionnement de ces
derniers, ce qui entraine également la sénescence dans différents tissus (Hewitt et al.
2012). Ce type de sénescence est aussi défini comme sénescence réplicative (Fig.
20).

Les dommages au niveau des téloméres sont également associés a I'apparition et a
I'accumulation de foyers d’histones H2AX (YyH2AX) (Gire et al. 2004). Dans ces foyers,
yH2AX s’accumule rapidement et favorise I'attachement des protéines de réparation
de I'ADN prés des Iésions télomériques. La formation du foyer yH2AX est corrélée a
I'activation des kinases ATM, CHK1 et CHK2, qui sont a l'origine des dommages a
I'ADN (Celeste et al. 2002; Stewart et al. 2003).

C. Activation par des oncogénes

La sénescence peut étre induite par I'activation d’'une mutation d’'un oncogéne (RAS,

BARFs, etc) ou l'inactivation d’'un gene suppresseur de tumeur (PTEN, RB, etc). Ce
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type d’induction de sénescence a été décrit pour la premiére fois en 1997 par Serrano
et ses collegues et est appelée « Oncogene-Induced Senescence » (OIS) (Serrano et
al. 1997) (Fig. 20).

Ce processus est induit par I'expression d'oncogénes qui déclenchent une phase
initiale d'hyper-prolifération, au cours de laquelle une réplication altérée de I'ADN
active les voies de réponse aux dommages a I'ADN, menant ainsi a la sénescence
cellulaire (Di Micco et al. 2006; Bartkova et al. 2006). Les téloméres sont
particuliérement sensibles au stress réplicatif induit par les oncogénes, ce qui favorise
I'accumulation de dysfonctionnements télomériques, observés dans le développement

des lésions cancéreuses hyperplasiques chez I'numain (Suram et al. 2012).

De facon intéressante, méme si 'OIS se produit sans érosion des téloméres et active
les voies de signalisation p53/p21°P" et p16/RB, elle reste associée au
dysfonctionnement des télomeéres (Serrano et al. 1997; Roger et al. 2021; Suram et al.
2012). En effet, une forte activité de la télomérase compromet la stabilité de I'arrét du
cycle cellulaire associé a I'OIS. L'OIS est également liée a une augmentation du stress
oxydatif, résultant d'une perte du potentiel mitochondrial et d'une activité accrue des
NADPH oxydases membranaires NOX1 et NOX4. Des études ont mis en évidence
que linhibition de NOX4 contribue a la diminution du stress oxydatif et prévient
'apparition de la sénescence induite par I'activation de RAS (Weyemi et al. 2012;
Kodama et al. 2013).

Le stress oxydatif et les dommages a ’'ADN activent d’autre part la kinase p38MPK.
Une fois activée, p38MPK peut phosphoryler plusieurs cibles impliquées dans la
régulation de la prolifération cellulaire, dans la régulation du cycle cellulaire et dans
celle de l'inflammation. Ces études sur des cellules en OIS induites par RAS ou RAF
montrent que I'absence de p38MPK empéche I'OIS, mettant en évidence son réle
crucial (Xu et al. 2014). Cette MAPK comprend quatre isoformes, p38a, p3883, p38y et
p386, dont l'inactivation individuelle suffit a bloquer la sénescence induite par RAS,
tandis que leur surexpression peut l'induire. Ces isoformes favorisent directement ou
indirectement I'activation de p53 et/ou la transcription de p16'Nk4a (Kwong et al. 2009;
Kwong et al. 2013).

85



Telomere shortening

DDR and damage Oncogene activation
d e A 5 lMitochondrion\
B?n?age% - %mge ,
MR Tiipey /i - &P
N Hyperproliferation

'
s —® l e Replication stress
ED @GR S0

'

DNA damage at fragile sites

p
. { {9 5
JO0R
Cell cycle arrest Cell cycle arrest Cell cycle arrest
. P - J ~ J
—_— ¥ l (f
—__Senescence features _
| e—— /E
Morphological ,"’ P /"Nucleu:\\\ \
changes/ y ? .\ \
(A A FALEAF )
b % 4
Prolonged _ - i Metaboli
rolonged _ - - el = - etabolic
cell cycle =< T(p16/p21 . : changes
arrest y @
Oxidative T S @ 8% OOO
d
amage \ O SASP

| —THigher resistance — ||
l/ ?o apoptosis \l
Figure 20 : Déclencheurs et caractéristiques de la sénescence.

Les dommages a I'ADN activent la DDR, qui implique des protéines comme yH2AX, 53BP1, MDC1, ainsi que les
kinases ATM et ATR. Cela conduit a I'activation de p53, qui provoque un arrét du cycle cellulaire. Une activation
prolongée de la DDR déclenche la sénescence. Quelques signaux liés aux téloméres suffisent a induire la
sénescence réplicative. L'activation d'oncogénes peut également étre un fort déclencheur de la sénescence, en
partie via la production de ROS. Cela entraine une hyperprolifération et des anomalies dans la réplication de I'ADN,

provoquant un stress réplicatif et des dommages a I'ADN, y compris au niveau des télomeres. Tiré de (Di Micco et
al. 2021).

D. Sénescence Viro-induite

Plusieurs virus sont aujourd’hui reconnus pour leur capacité a induire un état de
sénescence cellulaire. Ce phénoméne peut étre déclenché par des dommages a
'’ADN, souvent consécutifs a une infection virale (Martinez et al. 2016; Chuprin et al.
2013; Seoane et al. 2020; Li et al. 2015). Cette forme particuliere de sénescence,
appelée sénescence viro-induite ou VIS (Virus-Induced Senescence), s'accompagne
par la production d’'un SASP (Coppé et al. 2010). Le SASP peut également exercer un
effet paracrine, favorisant ainsi la propagation de la sénescence a des cellules voisines
(Meyer et al. 2021; Lee et al. 2021; Lipskaia et al. 2022).

La pandémie COVID-19 a fortement stimulé les recherches sur les liens entre

infections virales et sénescence cellulaire. Lee et al. ont mis en évidence I'induction
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de la sénescence cellulaire dans des fibroblastes humains infectés par un rétrovirus,
caractérisé par une modification morphologique, une forte activité SA-B-GAL et une
surexpression de p16'NK4a (Lee et al. 2021). De maniére similaire, la VIS a été observée
aprés infections par divers virus dont des lentivirus, le virus adéno-associé (AAV), le
virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le SARS-CoV-2 et le virus Influenza A (Lee et
al. 2021; Evangelou et al. 2022; Schulz et al. 2023).

D.1. Virus a ARN

Plusieurs virus a ARN ont été identifiées comme déclencheurs de la sénescence

cellulaire (Reyes et al. 2023; Seoane et al. 2020).

Le virus de I'hépatite C (HCV) est bien connu pour provoquer des pathologies
hépatiques comme la stéatose, la cirrhose et méme le diabéte. Des travaux ont mis
en évidence un lien entre I'infection chronique par le HCV et la sénescence des cellules
hépatiques (Aravinthan et al. 2013; Wandrer et al. 2018). L'augmentation de
I'expression de p16'NK4a et p21CP1 dans les tissus hépatiques infectés confirme cette
observation (Wandrer et al. 2018). Par ailleurs, des altérations épigénétiques telles
que la phosphorylation de I'histone yH2AX ont été décrites (Hoare et al. 2013; Wandrer
et al. 2018), tout comme un raccourcissement accéléré des téloméres des
hépatocytes, favorisant davantage I'accumulation de cellules sénescentes (Reyes et
al. 2023).

Un autre exemple est fourni par le virus de la rougeole (MV), capable d’induire une
sénescence caractérisée par une réduction de la prolifération cellulaire, une activité
SA-B-GAL accrue, une augmentation de I'expression de p53 et p21°P'" ainsi qu’'une

sécrétion d’'un SASP comprenant notamment I'lL-8 et de CCL5 (Seoane et al. 2020).

De méme, le virus de la dengue (DENV) induit un arrét du cycle cellulaire, des
modifications morphologiques typiques de la sénescence, ainsi qu’une expression
accrue de la SA-B-GAL (AbuBakar et al. 2014).

Le virus de la grippe A (IAV) constitue lui aussi un modele d’étude pertinent. Il a été
démontré que l'infection par ce virus entraine elle aussi une sénescence prématurée
(Schulz et al. 2023).
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Le SARS-CoV-2 a également été étudié. |l a été mis en évidence que le SARS-CoV-2
est capable d’induire une sénescence cellulaire dans les poumons (Lee et al. 2021;
Lipskaia et al. 2022). De plus, des cellules T provenant de patients infectés,
présentaient un phénotype sénescent, couplé a un épuisement fonctionnel et a une
production excessive de cytokines (De Biasi et al. 2020; Zuin et al. 2022). En paralléle,
Evangelou et al. ont mis en évidence des profils sénescents et hyper-inflammatoires
dans les cellules non immunitaires issues de patients décédeés. lls ont également
observé une augmentation des dommages a ’ADN dans les cellules Vero-EG6 infectées
par le virus (Evangelou et al. 2022). Des cellules épithéliales et endothéliales
pulmonaires issues de patients infectés, ont d’autre part révélé que la propagation de
la sénescence contribue a la gravité de la pathologie (D’Agnillo et al. 2021). Chez les
souris agees infectées, une sénescence marquée a été observée, notamment dans
les macrophages, avec une activation anormale de la voie STING/NLRP3 (Lv et al.
2022). Enfin, il a été montré que la sénescence des cellules endothéliales induite par
le SARS-CoV-2, s’Taccompagne d’une augmentation des cytokines pro-inflammatoires,
des ROS, ainsi que de I'expression de molécules d’adhésion endothéliale telles que la
molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) et la molécule d’adhésion cellulaire
vasculaire (VCAM-1) (Meyer et al. 2021) (Fig. 21).

D.2. Virus a ADN

Plusieurs virus a ADN sont aussi capables d’induire un état de sénescence cellulaire
durable (Reyes et al. 2023).

Par exemple, une infection latente persistante par le virus herpétique associé au
sarcome de Kaposi (KSV), favorise a la fois la prolifération des cellules endothéliales
lymphatiques et I'induction de la sénescence cellulaire (Lee et al. 2025; DiMaio et al.
2020).

Le cytomégalovirus humain (HCMV) est un autre exemple. Il induit la sénescence via
I'activation des voies p53 et p16'NK4a notamment dans les fibroblastes embryonnaires
humains et les fibroblastes diploides adultes. Lorsqu’ils sont infectés parle HCMV, ces
fibroblastes présentent une sénescence prématurée (Noris et al. 2002; Zannetti et al.
2006).
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Le virus Epstein-Barr (EBV) provoque quant a lui un stress réplicatif et des dommages
a 'ADN, menant a I'activation de la DDR et a la sénescence. Cette réponse passe
notamment par une phase d'hyper-prolifération transitoire des lymphocytes B (Hafez
etal. 2017). L’EBV induit de méme un remodelage métabolique marqué par une baisse
de la phosphorylation oxydative, contribuant au stress réplicatif et aux dommages a
'ADN observés dans les LB issus de PBMC (cellules mononucléées sanguines
périphériques) (Hafez et al. 2017). Chez les patients infectés, les cellules T spécifiques
de 'EBV expriment des marqueurs associés a la sénescence (Lanfermeijer et al.
2021), tandis que les cellules B infectées présentent un arrét du cycle cellulaire en
phase G1 et une augmentation de marqueurs de sénescence oncogene (Nikitin et al.
2014).

Enfin, le virus de I'hépatite B (HBV), responsable d'infections chroniques, est
également associé a la sénescence des hépatocytes en modifiant leur
microenvironnement tissulaire (Tachtatzis et al. 2015). Les facteurs pro-inflammatoires
et angiogéniques sécrétés peuvent favoriser la transformation maligne des cellules
voisines (Karakousis et al. 2020). De plus, la protéine virale HBx exerce un effet pro-
sénescent en augmentant I'expression de p16'Nk4a et de p21¢"P! dans des lignées
cellulaires hépatiques malignes, tout en réduisant la phosphorylation de la protéine du
rétinoblastome (ldrissi et al. 2016) (Fig. 21).
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Figure 21 : Mécanismes liant infections virales et sénescence cellulaire.

Lors d’une infection par le SARS-CoV-2, un phénotype sénescent s’installe, caractérisé par une inflammation, une
augmentation des récepteurs ACE2, une induction d'ICAM-1 et de ROS. Le HCV entraine la hausse de p16'Nk4a,
p21C"P1 induisant un arrét du cycle cellulaire. Le VIH peut stimuler la production d’'IL-6 et de TNF. La rougeole, le
virus de la dengue et la grippe A induisent une activité SA-BGal et I'arrét du cycle cellulaire. Le HCMV et 'EBV
activent p53, p21¢P1 et p16'NK42, | 'HSV-1 cause des dommages a I'’ADN. Le HBV augmente p16/N<4a p21CIP1 gt
diminue pRB. Tiré de (Reyes et al. 2023).

lll. Roles physiologiques et pathologiques

Si la sénescence joue un réle bénéfique en assurant le maintien de ’homéostasie
tissulaire lorsqu’elle est transitoire, sa persistance peut avoir des effets délétéres et
contribuer au développement de pathologies liées au vieillissement. Ainsi, la
sénescence cellulaire est un processus ambivalent (He & Sharpless 2017; Mufioz-
Espin et al. 2013).
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A. Réles bénéfiques
A.1. Développement embryonnaire

Longtemps étudiée dans un contexte de physiopathologie, la sénescence cellulaire a
également été découverte en 2013 dans plusieurs structures embryonnaires (Storer et
al. 2013; Munoz-Espin et al. 2013).

En effet, Storer et al. ont mis en évidence la présence temporaire de cellules
sénescentes dans la créte ectodermique apicale et la plaque neurale. Ces cellules,
non prolifératives, participent aux processus développementaux via I'expression de
p12€P1 de p15NK4b et par I'acquisition du SASP. Ce dernier favorise la production de
chimiokines facilitant le recrutement de cellules immunitaires, notamment des
macrophages ainsi que I'élimination des cellules sénescentes (Storer et al. 2013).
D’autres travaux menés la méme année par Munoz-Espin et al., ont confirmé
I'implication de la sénescence cellulaire dans la formation du sac endolymphatique de
I'oreille interne et du mésonéphros (Mufioz-Espin et al. 2013). Le développement de

ces deux structures est strictement dépendant de p21¢/P1,

Cependant, il est intéressant de noter que ces deux études mettent en évidence
l'absence d’expression de p16'NK4a et de p53 au cours du développement
embryonnaire, ce qui suggére que les voies de sénescence varient selon le contexte

biologique.

A. 2. Régénération tissulaire

La réparation tissulaire joue un rble crucial en prévenant I’hémorragie et les infections,
tout en contribuant a la restauration structurale et fonctionnelle du tissu. La
régénération tissulaire est rapide et tres dynamique. Elle implique plusieurs types
cellulaires et des mécanismes tels que l'inflammation, 'hémostase, la prolifération

cellulaire et le remodelage (Fig. 22) (Midwood et al. 2004).

Ces mécanismes sont influencés par les cellules sénescentes et leur phénotype
sécrétoire. Une étude a montré que l'induction d’une plaie chez la souris, provoque
'apparition transitoire de fibroblastes sénescents sécrétant des cytokines, favorisant
le recrutement des cellules endothéliales vers le site de la Iésion (Demaria et al. 2014).

Ces cellules sénescentes sécrétent également le facteur de croissance PDGF-A, qui
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induit la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, favorisant ainsi le
remodelage et la fermeture de la plaie. De plus, il a été montré que I'élimination
contrélée de ces cellules sénescentes retarde la cicatrisation (Demaria et al. 2014;
Baker et al. 2016).

L’augmentation du nombre de myofibroblastes sénescents a proximité des Iésions est
associée a I'expression de la protéine CCN1. Cette derniére favorise I'expression des
métalloprotéinases MMP1 et MMP3, qui facilitent la dégradation contrélée de la
matrice et la migration cellulaire, nécessaires a la cicatrisation. Paralléelement, CCN1
régule TIMP1 et PAI-1, qui modérent I'activité des MMPs, assurant un équilibre entre
dégradation et préservation des tissus. En outre, CCN1 stimule le facteur de
croissance PDGF-A, essentiel a la prolifération des fibroblastes, a la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins et au recrutement cellulaire vers la zone lésée. CCN1
joue un réle crucial dans la régulation de génes impliqués dans l'angiogenése,
l'inflammation et le remodelage de la matrice extracellulaire (Jun & Lau 2010; Chen et
al. 2001).

Damage and
developmental cues Senescence Recruitment Clearance Regeneration

O Functional cell
Senescent cell

o6 Cytokines, chemokines and
94  matrix remodelling factors (SASP)

Macrophage

CD4' T lymphocyte

5D Fibroblast

Figure 22 : Réle de la sénescence dans le remodelage tissulaire.

La sénescence déclenche un processus de remodelage des tissus en recrutant des cellules immunitaires par le
biais du phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP). Les macrophages éliminent les cellules
sénescentes et les cellules progénitrices, repeuplent et régénérent le tissu endommagé. Adapté de (Mufioz-Espin
& Serrano 2014).

A.3. Suppression tumorale

La sénescence cellulaire est un mécanisme clé dans la suppression tumorale,
stoppant durablement le cycle cellulaire pour empécher la prolifération anarchique des

cellules précancéreuses. Ce processus prévient la progression du cancer en
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répondant a l'activation excessive des oncogenes, notamment via les voies de
suppressions tumorale p16'NK4a et p53, comme expliqué dans les sections précédentes
(Sherr 2004; Munoz-Espin & Serrano 2014).

L’'importance de la sénescence dans la suppression tumorale est mise en évidence
par des observations génétiques : la perte d’un seul alléle des génes Trp53 ou p16/NK4a
entraine une prédisposition aux tumeurs (Donehower et al. 1992; Sharpless et al.
2001) tandis que leur surexpression protége contre le cancer (Garcia-Cao et al. 2002;
Matheu et al. 2004). Des analyses génomiques montrent d’autre part, que la perte des
fonctions de p16'NkK4a et/ou de p53 est I'un des événements les plus courants dans les

cancers humains (Beroukhim et al. 2010).

De plus, le SASP joue un rdle déterminant dans ce processus en renforgant la
sénescence et en facilitant la surveillance immunitaire des cellules tumorales. Ce
phénomeéne repose sur la sécrétion de divers facteurs pro-inflammatoires, tels que I'lL-
1, I'lL-6 et I'lL-8, ainsi que sur la sécrétion de chimiokines et de ligands de la famille
TGF-B (Xiao et al. 2023; Lasry & Ben-Neriah 2015). Ce phénotype stabilise a la fois
larrét du cycle cellulaire et permet le recrutement des cellules NK et celui des
macrophages, contribuant ainsi a I'élimination de cellules sénescentes et tumorales
(Fig. 23) (Boutelle & Attardi 2021; Lujambio et al. 2013).
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Figure 23 : Réle bénéfique de la sénescence dans le cancer.

Les cellules sénescentes jouent un double réle dans I'apparition et le développement des tumeurs. Elles ont des
effets antitumoraux qui comprennent l'inhibition de la croissance des cellules prémalignes et des cellules
cancéreuses ; elles permettent aussi I'activation de la surveillance immunitaire. Adapté de (Xiao et al. 2023).
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B. Conséquences pathologiques
B.1. Vieillissement

Dans différents tissus et organes, tant chez les rongeurs, les primates ou 'lhomme, le
nombre de cellules sénescentes augmente avec I'age (Herbig et al. 2006; Wang et al.
2009; Liu, Sanoff, Cho, Burd, Torrice, Ibrahim, et al. 2009).

Une étude significative menée par Baker et al. a montré que I'élimination des cellules
sénescentes, permet de ralentir le dysfonctionnement lié au vieillissement dans un
modéle murin de progéroide (Baker et al. 2011). Cette étude a fourni la premiére
preuve directe que les cellules sénescentes jouent un rdle clé dans I'apparition de
pathologies liées a 'age. Récemment, plusieurs modéles de souris transgéniques ont
été développés pour observer I'apparition de cellules sénescentes in vivo, et étudier
leur role dans les phénoménes de vieillissement. Ces modeles ont confirmé que le
nombre de cellules sénescentes augmente avec I'age et que leur élimination améliore
la santé, prolonge la durée de vie et retarde I'apparition de tumeurs (Baker et al. 2016;
Ohtani et al. 2007; Burd et al. 2013).

L’accumulation des cellules sénescentes avec I'age peut résulter de plusieurs facteurs,
comme une production accrue de cellules sénescentes, notamment en raison d’un
SASP agressif, comme une altération du processus d’élimination de ces cellules
sénescentes, qui pourrait étre due a une baisse de la fonction immunitaire associée
au vieillissement, ou encore comme une résistance des cellules sénescentes a
I'élimination immunitaire (Mufioz-Espin & Serrano 2014; Van Deursen 2014; Yanagi et
al. 2017).

La participation active du SASP a l'inflammation chronique, couplée a la dégradation
de la MEC, entraine des altérations de la structure et de la fonction des tissus,

accélérant ainsi le vieillissement (Campisi 2013; Jurk et al. 2014).

B.2. Pathologies chroniques

Les cellules sénescentes et le SASP sont des contributeurs majeurs de la dysfonction
tissulaire liée au vieillissement. Leur accumulation dans les tissus favorise I'apparition

et le développement de pathologies liées a I'age.
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B.2.a. Pathologie cardiovasculaire : Athérosclérose

L’athérosclérose, principale cause de maladies vasculaires, est caractérisée par
'accumulation progressive de plaques lipidiques et protéiques sur les parois des
artéres, entrainant des complications sévéres comme l'infarctus du myocarde ou un
accident vasculaire cérébral (Childs et al. 2016). Ce processus est initié par l'infiltration
de lipoprotéines, notamment les LDL, dans l'intima des vaisseaux sanguins, ce qui
active les cellules musculaires lisses vasculaires et endothéliales (VSMCs). Cette
activation déclenche une réponse inflammatoire, favorisant le recrutement des
monocytes qui se différencient en macrophages spumeux et participent a la formation

des plaques athérosclérotiques (Calcinotto et al. 2019).

Des marqueurs de sénescence, tels que SA-B-Gal, p16'NK4a et p21©P1 sont fortement
exprimés dans les cellules endothéliales, dans les VSMCs et dans les macrophages
des plaques athérosclérotiques humaines et murines (Minamino et al. 2002; Wang et
al. 2015).

Cette sénescence cellulaire joue un réle paradoxal dans I'évolution de la maladie. D’un
coté, l'activation de CDKN2A et I'arrét prolifératif des monocytes/macrophages limitent
la croissance des plaques (Kuo et al. 2011; Liu, Sanoff, Cho, Burd, Torrice, Mohlke, et
al. 2009). De l'autre, la sénescence cellulaire contribue a la propagation de la maladie
par l'intermédiaire du SASP, qui favorise I'inflammation chronique et la dégradation de
la MEC, rendant les plaques plus instables et thrombogénes (Childs et al. 2016; Baker
et al. 2011).

Dans des modéles murins déficients en récepteurs aux LDL, les cellules sénescentes
apparaissent dés les premiers stades de la formation des plaques. Ces cellules
sécretent des facteurs inflammatoires et pro-athérogénes, tels que MCP1 (CCL2), IL-
1a, MMP12 et MMP13, qui attirent les monocytes et stimulent leur transformation en
macrophages spumeux, amplifiant ainsi le processus thrombogéne (Childs et al. 2016;
Baker et al. 2011).

L’élimination sélective des cellules sénescentes par des stratégies génétiques ou
pharmacologiques, comme ['utilisation de sénolytiques, réduit la progression des
lésions athérosclérotiques en diminuant la sécrétion de cytokines inflammatoires, en
stabilisant les plaques et en améliorant la synthése de la MEC (Childs et al. 2016; Di
Micco et al. 2021).
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B.2.b. Pathologies neurodégénératives

La sénescence cellulaire est également impliquée dans plusieurs pathologies

neurodégénératives.

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par une dégénérescence cognitive
progressive, liée a lI'accumulation de plaques de B-amyloide et d’enchevétrements
neurofibrillaires composés de tau hyperphosphorylée (Musi et al. 2018). Les cellules
sénescentes sont associées a la progression de la maladie, et plus particulierement
les neurones excitateurs, qui expriment des marqueurs comme p19'NK4d soyvent en
corrélation avec des pathologies neurodégénératives (Dehkordi et al. 2021; Melo Dos
Santos et al. 2024). L’accumulation d’astrocytes et de microglie sénescents contribue
a un environnement pro-inflammatoire, aggravant la neurodégénérescence et le déclin
cognitif (Hu et al. 2022). Des études montrent également une augmentation de la SA-
B-Gal, chez la souris ou chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (He et al.
2013; Kiritsilis et al. 2018).

La maladie de Parkinson, se caractérise quant a elle par une perte progressive des
neurones dopaminergiques, accompagnée de l'accumulation d’agrégats de a-
synucléine formant des corps de Lewy. Les cellules microgliales jouent un rdle clé
dans la neuroinflammation et présentent des caractéristiques de sénescence, avec
une surexpression de p16'NK4a et p53, suggérant une contribution a la toxicité
neuronale (Kritsilis et al. 2018; Shaerzadeh et al. 2020). De plus, I'expression élevée
de p16'NK4a et de la pRB dans la substantia nigra de patients atteints de la maladie de
Parkinson, renforce I'hypothése d’un lien entre sénescence et dégénérescence

neuronale (Chinta et al. 2018).

Enfin, il a été montré que la sénescence cellulaire contribue a I'inflammation et a la
dégénérescence neuronale dans les maladies comme la sclérose latérale
amyotrophique, la maladie de Huntington, les tauopathies et aprés un traumatisme
cranien, ou elle aggrave la pathologie et limite la réparation (Melo Dos Santos et al.
2024; Kritsilis et al. 2018). Dans ces conditions, les cellules gliales et neuronales

sénescentes exacerbent la toxicité et les dysfonctionnements.
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B.2.c. Pathologies pulmonaires
B.2.c.1 La fibrose pulmonaire idiopathique

La fibrose pulmonaire idiopathique (IPF) est une pneumopathie interstitielle chronique,
progressive et irréversible, affectant principalement les personnes dgées (Raghu et al.
2011). La sénescence cellulaire y joue un role majeur a travers l'arrét du cycle cellulaire
et le SASP qui contribuent a l'altération de I'intégrité de la barriére alvéolaire et a
I'activation des fibroblastes (Minagawa et al. 2011; Aghali et al. 2022; Yanagi et al.
2017)

La sénescence cellulaire est aussi impliquée dans la progression de la maladie au
cours de laquelle une augmentation des marqueurs de sénescence est observée dans
les fibroblastes des tissus affectés (Yanai et al. 2015; Schafer et al. 2017). Dans les
poumons affectés par I'lPF, des cellules sénescentes sont détectées dans les
épithéliums alvéolaires et bronchiques ainsi que dans les fibroblastes des foyers
fibrotiques. Ces cellules présentent une surexpression de p16'NK4a p21CIPT et p53,

ainsi qu’un raccourcissement des télomeéres (Alder et al. 2008; Disayabutr et al. 2016).

Les fibroblastes de patients atteints d’IPF présentent une sénescence cellulaire
réplicative accélérée, une morphologie irréguliere et une forte expression de
marqueurs myofibroblastiques, tels que a-smooth muscle actin (aSMA) (Yanai et al.
2015). Par ailleurs, une surexpression de NOX4, aggrave la fibrose pulmonaire en
induisant la sénescence cellulaire tandis que son inhibition réduit I'expression de
p16'NK4a et p21CIP1 atténuant ainsi la fibrose induite par la bléomycine (Hecker et al.
2014).

B.2.c.2. La bronchopneumopathie chronique obstructive

La BPCO est une maladie respiratoire progressive, caractérisée par une inflammation
chronique ainsi que par une destruction des voies aériennes et des alvéoles
pulmonaires, conduisant a une obstruction persistance du flux d’air (Yanagi et al. 2017,
Barnes et al. 2019). Cette pathologie, principalement observée chez les personnes
agées, suggere un réle important du vieillissement cellulaire. Néanmoins, le tabac
représente un facteur majeur de cette pathologie, I'inflammation persistant méme

aprées I'arrét du tabac. (Rutgers 2000).
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Le stress oxydatif induit par I'exposition chronique a la fumée de cigarette et aux
polluants, est un déclencheur majeur de la sénescence cellulaire (Birch et al. 2015).
Celle-ci entraine l'altération du renouvellement cellulaire, avec un épuisement des
cellules souches alvéolaires, une incapacité a réparer les Iésions pulmonaires, ainsi
gu’'une amplification de l'inflammation via le SASP et de I'activation de NF-«xB. La
sénescence cellulaire entraine également le développement d’'un emphyséme et d’une
fibrose des voies aériennes, caractéristiques des formes avancées de la maladie
(Birch et al. 2015; Barnes et al. 2019).

Une diminution de I'expression de sirtuine 1 (SIRT1), enzyme impliquée dans la
longévité et la régulation de l'inflammation, est observée dans les macrophages
alvéolaires et les cellules épithéliales des patients atteints de BPCO (Aghali et al.
2022). Son activation par surexpression génique ou traitement pharmacologique,
atténue 'emphyséme induit par la fumée de cigarette et réduit la présence de cellules

sénescentes dans les poumons (Yao et al. 2012).

B.2.c.3. L’asthme

L’asthme touche environ 10% des personnes ageées et s'accompagne d’'une morbi-
mortalité importante. Cependant, la sénescence cellulaire est encore peu explorée

dans le contexte de I'asthme chez les personnes agées.

Plusieurs études suggerent que les cellules épithéliales des voies respiratoires
asthmatiques expriment plus fortement p16'Nk4a et p21CIP1 que celles issues de tissus
non asthmatiques (Puddicombe et al. 2003; Wu et al. 2013). Cette expression est
amplifiée par la cytokine TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin), dont I'expression est
importante dans les poumons asthmatiques. Par ailleurs, I'inhibition de p16'NK4a et
p21€P1 par des siRNA permet de prévenir les effets du TSLP sur la sénescence et le
remodelage épithélial, soulignant le réle actif des cellules sénescentes dans ces
processus (Wu et al. 2013).

L’IL-6, est retrouvée a des taux élevés dans les lavages bronchoalvéolaires, les
macrophages, I'épithélium, I'endothélium et dans le muscle lisse bronchique des
patients asthmatiques (Hawkins et al. 2012). D’autre part, une élévation significative
d'IL-6 est notamment observée dans les expectorations des patients agés

asthmatiques, comparativement aux sujets plus jeunes (Busse et al. 2017). Cette

98



cytokine, en plus de favoriser le recrutement de neutrophiles et d'éosinophiles, pourrait
ainsi contribuer a la progression de la maladie, en entrainant un microenvironnement
inflammatoire et sénescent, tout en accentuant I'obstruction bronchique (Wright et al.
2014).

B.3. Développement tumoral

Initialement pergue comme un meécanisme de suppression tumorale en raison de
I'arrét du cycle cellulaire qu’elle impose, la sénescence cellulaire peut paradoxalement

favoriser la progression tumorale (Milanovic et al. 2018).

Les cellules sénescentes liberent en permanence divers facteurs SASP, de fagon
paracrine, influencant ainsi les tissus voisins et jouant un réle clé dans la pro-
tumorigenése (Xiao et al. 2023). Ce phénoméne a été mis en évidence pour la
premiére fois dans une étude ou des fibroblastes sénescents ont été cultivés avec une
lignée de cellules épithéliales prénéoplasiques. Les résultats ont montré que ces
fibroblastes stimulent la prolifération des cellules précancéreuses, et ce, sans affecter
les cellules épithéliales normales (Krtolica et al. 2001). Il a également été mis en
évidence que ces fibroblastes sénescents accélérent le développement tumoral in vivo
(Krtolica et al. 2001; Coppé et al. 2010).

Outre son réle dans la croissance tumorale, le SASP contribue a I'invasion des cellules
épithéliales précancéreuses et a I'induction de la TEM (D’Ambrosio & Gil 2023; Dong
et al. 2024). Ce processus, facilité par la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8, permet aux cellules
tumorales d'acquérir une capacité accrue a envahir les tissus environnants et a
traverser la membrane basale (Davalos et al. 2010; Laberge et al. 2012; Ortiz-Montero
et al. 2017). Par ailleurs, les MMP produites par les cellules sénescentes dégradent la
matrice extracellulaire, modifiant ainsi la morphologie et la fonctionnalité des cellules
épithéliales, et soutiennent l'invasion tumorale (Liu & Hornsby 2007; Coppé et al.
2008).

Enfin, les cellules sénescentes favorisent la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins par la sécrétion du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
un composant du SASP impliqué dans I'angiogenése et la croissance maligne des

cellules cancéreuses (Fig. 24) (Coppé et al. 2006).
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L’ensemble de ces mécanismes souligne le double effet de la sénescence cellulaire
sur le cancer. Si elle constitue une premiére protection contre la prolifération de
cellules cancéreuses, son maintien prolongé et 'accumulation de cellules sénescentes
créent un microenvironnement inflammatoire et pro-tumoral, contribuant ainsi a

I'agressivité et a la progression de la maladie.
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Figure 24 : Role délétéere de la sénescence dans le cancer.
Les cellules sénescentes jouent un double rdle dans I'apparition et le développement des tumeurs. Les effets pro-
tumorigénes des cellules sénescentes : les cellules sénescentes ont notamment la capacité de favoriser la
prolifération, la migration, l'invasivité, I'angiogenése et 'EMT des cellules cancéreuses. Adapté de (Xiao et al.
2023).

C. Interaction avec d'autres processus biologiques
C.1. Relation avec l'inflammaging

Parmi les causes identifiées responsables de I'inflammaging, la sénescence cellulaire
émerge comme un moteur central, permettant le développement et I'entretien de
linflammation chronique. Le SASP produit par les cellules sénescentes perturbe
’homéostasie tissulaire et amplifie 'inflammation locale et systémique (Lépez-Otin,
Blasco, Linda Partridge, et al. 2023). L’impact des cellules sénescentes sur
linflammaging a notamment été illustré dans des modéles murins, ou I'élimination
ciblée de ces cellules a permis de réduire I'expression des cytokines caractéristiques

du SASP dans plusieurs tissus agés (Baker et al. 2016).

L’inflammaging est lui aussi aggravé par le déclin progressif de la fonction immunitaire

avec l'age.
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C.2. Impact sur le systéme immunitaire

La sénescence cellulaire touche également les cellules immunitaires, influencgant leur
fonction (Fuentes et al. 2011; Hall et al. 2017). Ce phénoméne, participant a
limmunosénescence, se caractérise par une altération progressive des réponses
immunitaires innée et adaptative, augmentant la vulnérabilité aux infections, aux
cancers et aux maladies inflammatoires chroniques chez les personnes agées
(Calcinotto et al. 2019; Rodrigues et al. 2021; Lee et al. 2022).

C.2.a. Immunité innée

La sénescence dans le systéme immunitaire inné se manifeste principalement par une
altération de la capacité des cellules a répondre efficacement aux antigénes, tout en
maintenant un état d’activation chronique (Effros 2011). Cette perte de fonction
contribue a [Iaffaiblissement de la défense immunitaire mais également a
linflammation persistante observée au cours du vieilissement et dans certaines

pathologies (Calcinotto et al. 2019).

Les macrophages sont particulierement touchés par la sénescence. Leur polarisation
vers un phénotype pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire est notamment modulée
par I'expression de p16'NK4a (Fuentes et al. 2011). Cudejko et al. ont montré que des
BMDM (macrophages dérivés de la moelle osseuse) déficients en p16'NK4a présentent
une répression importante des génes associés aux macrophages pro-inflammatoires
et une surexpression des génes associés aux macrophages anti-inflammatoires
(Cudejko et al. 2011). Ces données suggeérent que p16'NK4a favorise un profil pro-

inflammatoire.

Les cellules NK sont également sujettes a la sénescence. En effet, celles qui
interviennent dans la tolérance immunitaire et le maintien de la grossesse, acquiérent
un phénotype sénescent. Cette sénescence permet la production de cytokines pro-
angiogéniques, favorisant la néo-angiogenése nécessaire a l'implantation de

'embryon au cours du premier trimestre de grossesse (Rajagopalan & Long 2012).

Enfin, les monocytes non classiques et les cellules myéloides suppressives (MDSc)
sécrétent des facteurs du SASP et perturbent la fonction immunitaire (Lee et al. 2022).
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C.2.b. Immunité adaptative

Concernant 'immunité adaptative, la sénescence cellulaire entraine une perte de la
diversité du répertoire des récepteurs TCR et BCR, compromettant la formation d’une
mémoire immunitaire efficace (Hu et al. 1997; Effros et al. 2003), ce qui se traduit par
un affaiblissement de la défense contre les pathogénes et un relachement de la

surveillance tumorale.

Les lymphocytes T et B sont particulierement vulnérables a la sénescence en raison
de leur capacité proliférative élevée. Les lymphocytes T sénescents, bien que
métaboliquement actifs, deviennent anergiques, ils expriment de hauts niveaux de
p16'NK4a n21CIP1 PD-1 et présentent un SASP important (Vicente et al. 2016; Effros
2011). La perte d’expression de CD28, essentielle a I'activation des T, est un marqueur
fréquent de cette sénescence, induite par des signaux inflammatoires persistants ou
des environnements pathologiques (Effros et al. 2003; Dvergsten et al. 2013). De
maniére intéressante, les T régulateurs (Tregs) peuvent eux-mémes induire la
sénescence des lymphocytes effecteurs via l'activation des voies p38MAPK et p53,
agissant ainsi comme modulateurs actifs de la réponse immunitaire (Ye et al. 2012;
Liu et al. 2023).

Les lymphocytes B agés montrent également des signes de sénescence, avec une
altération de leur capacité a produire des anticorps, une polarisation vers des sous-
populations inflammatoires comme les lymphocytes B associés a I'age ("age-
associated B cells" ou ABC), exprimant T-Bet et CD11c, capables de produire de I'lFN-
y et du TNF-a (Cancro 2020; Ratliff et al. 2013).

IV. Stratégies thérapeutiques ciblant la sénescence

L'intérét pour I'élimination des cellules sénescentes en tant que stratégie thérapeutique
a éteé initié par les travaux de Krishnamurthy et al., qui ont observé une réduction de
'accumulation de cellules positives pour p16'Nk4a et une réduction de I'activité SA-B-
Gal chez des souris présentant une longévité accrue (Krishnamurthy et al. 2004). Ces
observations ont suggéré un lien direct entre la diminution de la charge en cellules

sénescentes et 'amélioration de la santé au cours du vieillissement.
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A. Sénolytiques

Parmi les approches émergentes pour lutter contre les effets du vieillissement
cellulaire, les sénolytiques, molécules capables d’éliminer spécifiquement les cellules

sénescentes, suscitent un intérét croissant (Li, Li, Zhang, et al. 2023).

La découverte de I'activation des réseaux de survie spécifiques (Senescent Cell anti-
Apoptotic Pathways, SCAP) par les cellules sénescentes a ouvert la voie au
développement de composés capables de les cibler sélectivement (Zhu et al. 2015).
Ces voies comprennent notamment les familles BCL-2/BCL-xL, p53/p21€'®!, ou encore
des modulateurs comme FOXO4-p53. Leur inhibition permet de lever les mécanismes
de résistance a l'apoptose, déclenchant ainsi I'élimination spécifique des cellules

sénescentes.

A.1. Dasatinib et Quercétine

Parmi les sénolytiques les plus étudiés, la combinaison du Dasatinib (D), un inhibiteur
de tyrosine kinases, et de la Quercétine (Q), un flavonoide naturel, a été la premiére a
démontrer une efficacité sur différentes populations de cellules sénescentes (Breccia
et al. 2011; Chan et al. 2012; Zhu et al. 2015). Ces deux composés, seuls ou en

association, ont été validés a la fois in vitro et in vivo.

Sur le plan physiopathologique, la combinaison D+Q a permis une amélioration de la
fonction cardiovasculaire (Lewis-McDougall et al. 2019; Roos et al. 2016), une
restauration de la sensibilité a I'insuline et une réduction de I'inflammation dans le tissu
adipeux (Palmer et al. 2019). Elle a d’autre part donné lieu a une protection contre les
complications neurodégénératives (Zhang et al. 2023; Ogrodnik et al. 2019), ainsi qu’a
une atténuation de la fibrose pulmonaire (Schafer et al. 2017). Par ailleurs, le
traitement par D+Q a atténué les troubles physiques liés a I'age et d'améliorer
I'espérance de vie des souris (Xu et al. 2018). Ces effets bénéfiques sont corrélés a la
diminution de la quantité de cellules sénescentes et a une réduction de I'expression
des facteurs SASP.

Enfin, les premiéres études cliniques ont permis de valider partiellement ces
observations. Chez des patients atteints d’IPF, un traitement de courte durée par D+Q
a amélioré les performances fonctionnelles (Justice et al. 2019). D’autres essais,

notamment chez des patients diabétiques, ont également montré une réduction
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significative des cellules p16'Nk4a positives et des niveaux de SASP aprés onze jours
de traitement (Hickson et al. 2019).

A.2. Navitoclax

Le deuxieme sénolytique le plus utilisé est le Navitoclax (ou ABT-263). L’ABT-263 cible
spécifiquement les cellules surexprimant le marqueur anti-apoptotique Bcl-2. Il a été
développé a partir de 'ABT-737 afin de pallier ses limites pharmacologiques, telles

que sa faible solubilité et son absence de biodisponibilité orale (Tse et al. 2008).

L’ABT-263 a démontré une efficacité sénolytique variable selon le type cellulaire ; il
cible efficacement les cellules sénescentes HUVEX, IMR-90 et MEF, mais il est inactif
sur les préadipocytes humains primaires (Zhu et al. 2016). Néanmoins, son
administration chez des souris irradiées ou agées, a permis de restaurer la fonction
des cellules souches hématopoiétiques et d'atténuer les dommages liés a l'irradiation,
notamment dans la moelle osseuse (Chang et al. 2016). De plus, une intervention
précoce avec de 'ABT-263 a recemment montré un ralentissement du vieillissement
ovarien chez de jeunes souris (Yan et al. 2024). L’ABT-263 a également été utilisé
dans de nombreux modéles pathologiques. Il a notamment permis d’éliminer les
pneumocytes de types Il sénescents, ce qui a contribué a la régénération de la fibrose
pulmonaire, induite par irradiation chez la souris (Pan et al. 2017). Son efficacité a en
outre été démontrée au niveau de la peau, ou I'élimination des fibroblastes dermiques
sénescentes atténue les signes du vieillissement cutané (Kim et al. 2022). L’ABT-263
a de méme favorisé I'élimination des myofibroblastes et mélanocytes sénescents
(Yang, Xiao, et al. 2021; Kohli et al. 2021), et a amélioré la cicatrisation des plaies
(Shvedova et al. 2025). Par ailleurs, dans des modéles de lésions rénales, le traitement

avec '’ABT-263 a soutenu la réparation tissulaire (Mylonas et al. 2021).

Dans un contexte oncologique, ’ABT-263 permet de réduire 'accumulation de cellules
cancéreuses sénescentes induites par la doxorubicine, limitant ainsi les potentiels
risques de récidives et de métastases via la diminution des facteurs du SASP délétéres
(Demaria et al. 2017). Cependant, l'utilisation d’ABT-263 s’accompagne d’effets
indésirables, tels que la thrombocytopénie et la neutropénie, probablement liés a une

action non spécifique. Il a également été rapporté qu’il pouvait favoriser, dans certains
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contextes, des lésions fibreuses ou une production prolongée de SASP (Victorelli et
al. 2023; Xia et al. 2024).

B. Sénomorphiques

Contrairement aux sénolytiques, qui visent a éliminer activement les cellules
sénescentes, les sénomorphiques agissent principalement en atténuant le SASP.
Cette stratégie permet de limiter les conséquences pathologiques du SASP, tout en
préservant certaines fonctions bénéfiques des cellules sénescentes, comme leur rble
dans la cicatrisation ou le remodelage tissulaire (Zhang, Pitcher, et al. 2022; Benhamu
et al. 2022). La Rapamycine est un des sénomorphiques les plus étudiés. Initialement
identifiée  comme antifongique, cette molécule a révélé des propriétés
immunosuppressives et anti-prolifératives (Vézina et al. 1975; Martel et al. 1977). Son
action sur la voie mTOR, lui confére un potentiel dans la régulation du vieillissement.
Des études sur différents modéles animaux ont montré que la Rapamycine prolonge
la durée de vie et améliore la santé métabolique (Harrison et al. 2009; Lamming et al.
2013). Elle agit principalement via I'inhibition de mTORC1, réduisant ainsi la synthése
protéique et I'inflammation, mais pourrait aussi activer la voie antioxydante Nrf2 et
diminuer l'activité NF-kB, limitant la production d’interleukines pro-inflammatoires
(Wang et al. 2017; Laberge et al. 2015). Toutefois, son usage peut entrainer des effets
secondaires comme une thrombocytopénie et des retards de cicatrisation (Feng et al.
2021; Ekici et al. 2007).

La Metformine, autre sénomorphique d'intérét, est une molécule de la famille des
biguanides utilisée depuis plus de soixante ans dans le traitement du diabéte de type
2. Elle s’est révélée capable de réduire la sénescence cellulaire et I'expression du
SASP dans plusieurs types cellulaires, dont les fibroblastes humains, les cellules
épithéliales du cristallin et les cellules gliales murines (Smieszek et al. 2017; Zhang,
Yang, et al. 2020). Ces effets s’expliquent par une inhibition de NF-kB, une activation
de Nrf2 et une régulation des protéines antioxydantes (Noren Hooten et al. 2016;
Moiseeva et al. 2013). La Metformine agit aussi sur 'AMPK, réduisant ainsi la
signalisation insulinique et mMTORC1, améliorant la fonction mitochondriale, stimulant

'autophagie et retardant le vieillissement des cellules souches (Kulkarni et al. 2020).
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D’autres agents synthétiques ciblent directement les voies pro-sénescence.
L’inhibition de NF-kB, par exemple, réduit la production de SASP, prolonge la durée
de vie dans plusieurs modéles animaux. En effet, l'inhibition de la voie IKK/NF-kB a
montré une réduction de la sénescence in vitro et une amélioration des pathologies
liées a I'age in vivo (Zhang, Zhao, et al. 2021). De maniere similaire, I'inhibition de la
voie p38MAPK permet de diminuer la sécrétion de SASP et les effets paracrines des
cellules sénescentes (Alimbetov et al. 2016; Freund et al. 2011). Par ailleurs,
l'inhibition d’ATM s’est révélée bénéfique pour réduire la sénescence et restaurer la
fonction mitochondriale, bien que sa régulation doive étre correctement contrélée pour

éviter un risque accru de cancérogenése (Kang et al. 2017; Zhao et al. 2020).

Ainsi, les sénomorphiques offrent une voie thérapeutique complémentaire aux
sénolytiques dans la lutte contre le vieilissement pathologique. En modulant la
sénescence sans éliminer les cellules, ils pourraient permettre de freiner les effets
délétéres du vieillissement, tout en limitant les risques liés a 'apoptose massive des

cellules potentiellement utiles.
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Nous savons que les infections virales respiratoires sont capables d’induire une
sénescence des cellules pulmonaires. Cependant, lorsque jai débuté ma these, la
littérature ne faisait pas encore état du role et de I'impact potentiel de la sénescence

cellulaire, viro-induite ou préexistante, lors de ces infections.

Notre hypothése était que les infections respiratoires aigués par IAV ou SARS-CoV-2,
sont de puissants inducteurs de sénescence cellulaire pulmonaire, qui affectent
'étendue des lésions pulmonaires, retardent la phase de récupération et qui
conduisent ensuite a linitiation et a la progression de la pathologie pulmonaire

chronique.

Dans ce contexte, nos objectifs étaient d’étudier la nature de la sénescence cellulaire
au cours de ces infections, et de déterminer si I'élimination des cellules sénescentes
chez les animaux infectés avait des conséquences sur I'étendue des lésions
pulmonaires, lors des phases aigués et chroniques de linfection. Nous avons
également émis I'’hypothése que des drogues sénolytiques puissent représenter une
nouvelle stratégie de traitement contre ces infections. Etant donné que les cellules
sénescentes naturelles sont présentes dans les poumons agés avant l'infection et
considérant que les personnes agées sont beaucoup plus sensibles aux infections

respiratoires, 'age a été pris en compte.

Premier objectif : Spécifier les caractéristiques de la sénescence cellulaire

pulmonaire induite par I'infection chez les animaux jeunes et agés.

Les infections respiratoires virales, comme celles provoquées par le virus de la grippe
A et le coronavirus SARS-CoV-2, sont une cause majeure de morbidité et de mortalité,
en particulier chez les personnes agées. Des travaux récents suggérent que ces virus
sont capables d’induire une sénescence cellulaire, qui pourrait impacter la propagation
virale et la réparation tissulaire. Cependant, la nature, le réle de ces cellules
sénescentes viro-induites et leur évolution avec I'age restaient peu documentés. Notre
premier objectif a donc été de caractériser la sénescence cellulaire pulmonaire induite

par ces deux virus, dans des modéles expérimentaux jeunes et agés.

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé plusieurs modeles : le hamster doré
infecté par le SARS-CoV-2, et la souris C57BL/6 infectée par la souche

pandémique H1N1p2009.
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Dans ces modéles, nous avons réalisé des analyses histologiques afin de détecter et
de localiser les marqueurs principaux de la sénescence (p16'NK4a p21CIP1 et SA-B-
gal), et de déterminer quels types de cellules étaient touchés. Nous avons ensuite
comparé les phases aigués et chroniques des infections, jusqu’a 22 jours pour le
SARS-CoV-2 et jusqu’a 3 mois pour la grippe. Ce suivi a permis de déterminer si la
sénescence cellulaire viro-induite était transitoire ou si elle persistait apres la phase
aigué. Par ailleurs, la comparaison entre les animaux jeunes et agés nous a permis de
montrer dans quelle mesure l'infection virale induisait une nouvelle sénescence, ou
exacerbait la sénescence préexistante dans les poumons agés. Enfin, pour évaluer
limpact de la sénescence sur I'environnement pulmonaire, nous avons mesuré

I'expression de cytokines pro-inflammatoires caractéristiques du SASP.

Deuxiéme objectif : Evaluer I'impact potentiel de la sénescence des cellules

pulmonaires sur la charge virale et sur la sévérité de la maladie aigué.

La sévérité des infections virales respiratoires dépend de I'équilibre entre la réplication
virale, la réponse inflammatoire et la capacité du tissu a se réparer. La sénescence
cellulaire, qu’elle soit préexistante ou viro-induite, pourrait perturber cet équilibre. Notre
deuxiéme objectif a donc été d’évaluer I'impact de la sénescence cellulaire pendant la
phase aigué de l'infection. Afin de déterminer si la présence de cellules sénescentes
favorise la réplication virale ou pas, nous avons d’abord mesuré la charge virale
pulmonaire par RT-qPCR et immunohistochimie. En paralléle, nous avons évalué la
séveérité des lésions pulmonaires grace a des analyses histologiques. Nous avons
également cherché a établir un lien entre sénescence cellulaire et réponse
inflammatoire, grace au dosage des cytokines pro-inflammatoires dans les poumons

et dans le sérum.

Afin de déterminer le réle des cellules sénescentes, nous avons mis en place une
stratégie d’élimination pharmacologique de ces cellules a I'aide d’un sénolytique, qui
a été administré a la fois chez les hamsters et chez les souris infectées. Nous avons
d’autre part mis en place une stratégie d’élimination génétique des cellules p16-
positives a I'aide de souris p16-ATTAC. Ces approches nous ont permis de comparer
la charge virale, l'inflammation locale et systémique, et la sévérité des lésions

pulmonaires, entre les animaux traités ou non. Enfin, la comparaison entre les animaux
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jeunes et agés nous a permis de différencier 'effet du traitement dans un contexte de

sénescence preexistante liée au vieillissement, ou de sénescence viro-induite.

Troisiéme objectif : Explorer 'impact de la sénescence des cellules pulmonaires

sur les altérations pulmonaires chroniques.

Il est reconnu qu’une partie des patients infectés par IAV ou SARS-CoV-2 développent
des pathologies chroniques. Dans le cas de la COVID-19, ce phénomeéne est appelé
« COVID long » et décrit une atteinte pulmonaire chronique marquée par une fibrose
et des altérations de la fonction respiratoire. De la méme fagon, plusieurs travaux
montrent que I'infection par I'lAV peut elle aussi, entrainer des cicatrices fibreuses ou
des défauts de régénération épithéliale. Cependant, les mécanismes a I'origine de ces

séquelles, notamment le role de la sénescence cellulaire, n’a été que peu exploré.

Notre troisiéme objectif a donc été de déterminer I'impact de la sénescence cellulaire
sur la phase chronique post-infection. Ici, nous avons suivi les souris jusqu’a 3 mois

post-grippe et les hamsters jusqu’a 22 jours post-COVID-19.

Nous avons d’abord analysé la persistance des cellules sénescentes dans les
poumons a l'aide des marqueurs p16/NK4a p21CP1 Nous avons observé que la
sénescence induite au cours de l'infection persistait méme aprés la clairance compléte
des virus, et qu’elle contribuait au maintien d’un état inflammatoire résiduel. En
parallele, nous avons aussi étudié les séquelles pulmonaires chroniques induites,
grace a des analyses de la fibrose et de la réparation épithéliale. Ces analyses ont été
complétées par des dosages de cytokines et chimiokines dans les poumons et le
sérum. Enfin, I'élimination des cellules sénescentes, par I'approche pharmacologique
ou génétique, nous a permis de déterminer leur réle dans le développement de

séquelles post-virales.

Ce travail de recherche a donné lieu a une publication dans la revue Nature Aging
(SARS-CoV-2), ainsi qu’a une publication dans la revue Aging Cell (IAV). Un troisiéme

article vient d’étre soumis dans la revue Aging Cell (IAV).
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Article 1 : L’élimination des cellules sénescentes réduit la charge
virale et atténue I'inflammation pulmonaire et systémique chez les

hamsters agés infectés par le SARS-CoV-2.

Removal of senescent cells reduces the viral load and afttenuates
pulmonary and systemic inflammation in SARS-CoV-2-infected, aged

hamsters.
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Mise en contexte et resumé

Les personnes agées sont plus susceptibles de développer des formes sévéres de
COVID-19 et d’y succomber. Comme énoncé dans lintroduction, les différents
marqueurs du vieillissement peuvent jouer un réle dans cette sévérité. La question

s’est également posée concernant la sénescence cellulaire.

Des études ont mis en évidence que le SARS-CoV-2 est capable d’induire un état de
sénescence dans les cellules épithéliales alvéolaires infectées chez des sujets jeunes.
Il a en effet, été démontré que des cellules épithéliales alvéolaires infectées par ce
virus, présentent des signes robustes d’'induction de la sénescence (Lee et al. 2021).
L’analyse immunohistochimique (IHC) de marqueurs représentatifs de la sénescence
cellulaire, tels que p16'NK4a et p21CP1 a montré une forte réactivité dans les

échantillons provenant de personnes infectées par le SARS-CoV-2 (Lee et al. 2021).
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D’autre part, une étude a montré que des composants viraux ou moléculaires, comme
la protéine Spike-1 du SARS-CoV-2, peuvent exacerber la réponse inflammatoire, via
I'activation de la réponse SASP des cellules sénescentes. Cela entraine une
augmentation de I'expression de protéines qui permettent I'entrée du virus, comme
TMPRSS2, tout en réduisant I'expression de génes antiviraux, tels que ceux codant

pour les protéines IFITM2 et IFITM3, qui limitent I'infection virale (Camell et al. 2021).

De plus, il a été mis en évidence que les cellules positives pour I'antigéne (Ag) du
SARS-CoV-2 sont également positives pour p16'NK4a ce qui signifie que les cellules
pulmonaires sénescentes sont infectées par le virus (Lipskaia et al. 2022). Ces
résultats confirment que I'infection des cellules épithéliales respiratoires par le SARS-
CoV-2 provoque une sénescence cellulaire compléte, soulignant I'hypothése selon
laquelle la sénescence est un mécanisme majeur dans la pathogénicité de la COVID-
19.

Par ailleurs, une étude a montré que la déplétion thérapeutique des cellules devenues
sénescentes aprés une infection par le SARS-CoV-2 permet de réduire la réponse
cytokinique et d’améliorer la pathologie pulmonaire chez des souris jeunes (Lee et al.
2021). Ces résultats montrent que linfection par le SARS-CoV-2 induit une
sénescence des cellules pulmonaires chez les sujets jeunes et que I'élimination des

cellules sénescentes a l'aide d’un sénolytique chez ces sujets, améliore la pathologie.

Cependant, 'impact de la sénescence cellulaire au cours de 'infection au SARS-CoV-
2 n’a été que peu étudié chez les sujets agés. Dans un travail pionnier, a I'aide d'un
modeéle d'infection systémique par le coronavirus, Camell et al. ont démontré que
I'élimination des cellules sénescentes améliorait I'évolution de la maladie chez les

souris agées (Camell et al. 2021).

Sachant que la sénescence induite par l'infection est délétére chez les sujets jeunes,
nous nous sommes interrogés sur I'impact des cellules sénescentes préexistantes
chez les sujets agés lors d’une infection par le SARS-CoV-2. Notre obijectif était
d’étudier chez ces sujets, le réle des cellules sénescentes naturelles et leur impact

potentiel sur la sévérité de la pathologie.

Seules quelques études ont abordé I'impact du vieillissement précoce sur la pathologie
induite par le SARS-CoV-2 chez les hamsters (Imai et al. 2020; Osterrieder 2020;
Griffin et al. 2021).
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Nous avons utilisé des hamsters dorés car ce dernier représente un bon modéle de
COVID (Sia et al. 2020). Dés le début de la pandémie, nous avons fait vieillir des

hamsters. Dans cette étude, nous avons utilisé des animaux de 22 mois.

Dans un premier temps, nous avons confirmé que le vieillissement du hamster est
associé a I'apparition de cellules sénescentes p16-positives dans les poumons. A |'état
basal, nous montrons que les poumons des hamsters agés expriment des marqueurs
pro-inflammatoires. Ces observations ont permis de confirmer que le hamster doré est
un bon modéle pour étudier les effets du vieillissement sur la réponse aux infections

respiratoires.

Nous avons ensuite analysé I'effet de I'infection par le SARS-CoV-2, et avons constaté
que chez les hamsters jeunes, I'infection entraine I'apparition de cellules sénescentes,
confirmant la capacité du virus a induire une sénescence. De plus, chez les hamsters
ages, linfection exacerbe la sénescence cellulaire préexistante. Nous avons
également évalué la charge virale dans les tissus pulmonaires et I'expression d’ACE?2,
récepteur d’entrée du SARS-CoV-2. Nous avons constaté une charge virale plus
importante chez les hamsters agés, corrélée a une expression plus importante d ACE2

dans les poumons avec I'age.

Afin de déterminer le rbéle de ces cellules sénescentes sur la pathologie et sur la
sévérité de la COVID-19, nous avons traité les hamsters avec le Navitoclax (ABT-263).
Nos résultats montrent que 'ABT-263 élimine partiellement les cellules p16-positives
dans les poumons des hamsters agés, et qu’il permet également de réduire de fagon
significative la charge virale. En revanche, nous n’avons pas observé d’effet bénéfique

du traitement chez les hamsters jeunes.

Enfin, nous avons étudié la pathologie pulmonaire induite par l'infection. Nous avons
constaté, au cours de la phase aigué, que 'ABT-263 réduit I'inflammation et les lésions
pulmonaires chez les hamsters agés, mais qu’il n’a aucun effet chez les jeunes. De
plus, 22 jours aprées l'infection, les poumons des hamsters agés ayant été traités avec
'ABT-263 présentent moins de foyers inflammatoires et montrent une réduction de
I'hyperplasie. Comme pour la phase aigué, aucun effet n’a été observé chez les jeunes

hamsters.
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En conclusion, nos résultats montrent que I'élimination des cellules sénescentes par
'ABT-263 réduit la charge virale, diminue linflammation et limite les Iésions
pulmonaires chez les hamsters agés, mais qu’elle n’a pas d’effet chez les jeunes. Ces
observations montrent pour la premiére fois un lien causal entre cellules sénescentes
liées a I'age et sévérité de linfection par le SARS-CoV-2. Nos résultats soutiennent
également la pertinence de I'utilisation des sénolytiques pour limiter les formes graves

chez les patients ageés ou porteurs de comorbidité.
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Older age is one of the strongestrisk factors for severe COVID-19.1n

this study, we determined whether age-associated cellular senescence
contributes to the severity of experimental COVID-19. Aged golden
hamsters accumulate senescent cells in the lungs, and the senolytic drug
ABT-263, aBCL-2inhibitor, depletes these cells at baseline and during
SARS-CoV-2infection. Relative to young hamsters, aged hamsters had a
greater viralload during the acute phase of infection and displayed higher
levels of sequelae during the post-acute phase. Early treatment with
ABT-263 lowered pulmonary viral load in aged (but not young) animals, an
effect associated with lower expression of ACE2, the receptor for
SARS-CoV-2. ABT-263 treatment also led to lower pulmonary and systemic
levels of senescence-associated secretory phenotype factors and to
amelioration of early and late lung disease. These data demonstrate the
causativerole of age-associated pre-existing senescent cells on COVID-19
severity and have clear clinical relevance.

Older adults are particularly susceptible to respiratory viral infec-
tions, and infection with SARS-CoV-2 is no exception' . This greater
susceptibility is mainly related toimpairments in pulmonary functions
and immune responses in the aging lung™”. Immunosenescence and
inflammaging arekey featuresofthe agingimmune system,inwhichan
accumulation of senescent cells participatesin this decline and favors
aninflammatory phenotype® . These changes have a critical role in dis-
ease progression and clinical outcomes thereafter. Cellular senescence

is aresponse to stress that stably alters cell functions, including the
ability to divide and replicate, and triggers resistance to apoptosis.
Thelatteris due, atleastin part, to members ofthe B cell lymphoma-2
family of proteins (BCL-2, BCL-XL and BCL-W)". Cellular senescence
canbetriggered by shorttelomeres or by various stress stimuli,suchas
DNA-damaging agents, oxidative stress, inflammation and infection™.
Thelungsare particularly exposed tostressstimuli.As aconsequence,
bothnaturally occurring senescent cells (in aprogrammed response)
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and stress-induced senescent cellsaccumulate intheaged lung tissue
and contribute substantially to the decline in pulmonary functions .

Although senescence is beneficial in tumor suppression and
wound healing” ", the aberrant accumulation of senescent cells can
generate an inflammatory milieu that leads to chronic tissue damage
anddiseases'*". The senescent cells’ detrimental role mostly concerns
the release of various effectors, including inflammatory cytokines,
immune modulators, proteases, growth factors, profibrotic factors
and pro-coagulantfactors that can alter tissue microenvironments™’.
Thissenescence-associated secretory phenotype (SASP) contributes
to acute and chronic inflammation and might have arole in immune
response regulation. Ithas beenshown that the genetic or pharmaco-
logical removal of senescent cells ameliorates disease outcomes and
prolongs the lifespan'®*'~*, Senolytics constitute an emerging class of
drugs that can selectively kill senescent cells by exploiting the latter’s
differenceswith non-senescentcells. They may be atractable treatment
option for humans in many settings, ranging from chronic inflamma-
tory diseases to infections'®. The most promising senolytics to date
target anti-apoptosis pathways, which are upregulated in senescent
cells. Several such drug candidates, including ABT-263 (navitoclax),
target BCL-2 family proteins™*.

The putative role of pre-existing senescent cells in COVID-19in
older patients, as well as in patients with chronic disease conditions,
has been suggested>*”*°, but experimental evidence is still lacking.
Camell et al.” recently investigated the role of age-dependent, pre-
existing senescent cells during an infection with a hepatotropic and
neurotropic betacoronavirus (mouse hepatitis virus) in aged mice.
Treatment with a senolytic or the genetic ablation of senescent cells
reducedtheviralload in feces, lowered the level of liver and gutinflam-
mation and increased the survival rate. However, it was not clear
whether the data on the mouse hepatitis virus can be extrapolated to
SARS-CoV-2. Indeed, the mechanism involved in viral entry into cells
andthe pathogenesis are very different between mouse hepatitisvirus
and SARS-CoV-2(ref. 32). Toaddress this question, we studied the well-
characterized golden hamster (Mesocricetus auratus) model**. Using
aged hamsters (22 months old), we first demonstrated that senescent
cells, mostly epithelial cells, accumulate in lungs. We analyzed the
outcome of a SARS-CoV-2 infection in aged hamsters with regard to
theviralload and disease featuresin thelungs andverified thatsenes-
cent cells are depleted by treatment with ABT-263. We next analyzed
theeffect of ABT-263 in this model of COVID-19. Removal of senescent
cells in aged hamsters reduced the viral load in lungs, diminished the
SASPresponse in lungsandbloodanddampenedearly and long-term
pulmonary disease features upon challenge with SARS-CoV-2. The
lowerviralreplicationdue tosenescent cell depletionassociated with
areduced expression of angiotensin-convertingenzyme 2 (ACE2), the
receptor for SARS-CoV-2.Itis noteworthy thatwe observed age-specific
differencesintheactionof ABT-263 inhamsters, with alack of effectin
young animals. We conclude that the depletion of pre-existing (aged
individuals) senescent cells might ameliorate acute and longer-term
COVID-19 outcomes.

Results
ABT-263 depletes senescent cellsin hamster aged lungs
Beforeinvestigating the effect of aSARS-CoV-2 infectionin aged ham-
sters, we first analyzed the steady-state level of cellular senescence
(bulk transcriptomic on lung samples). Compared with young hamsters
(2 months old), afunctional characterization of differentially expressed
genes by gene set enrichmentanalysis (GSEA) highlighted changes in
several classes of genesin aged (22 months old) hamsters; some genes
were upregulated (for example, cilium organization and movement),
and others were downregulated (for example, apical junctions and
blood pressure) (Fig. 1a,band Table 1). The CellAge database was then
interrogated toidentify genes related to cell senescence. Weidentified
62 upregulated and 102 downregulated senescence-associated genes
inaged hamsters (fold change > 1.5, < 0.01). The genesrelated to cell
senescence withthegreatest fold changesinexpression (upregulation
ordownregulation) areshownin Fig.1c. These included the prototypi-
cal senescent marker p16™** (encoded byCdkn2a, upregulated). With
regard to genes encoding SASP-related factors, we found that many
cytokines, cytokine receptors, proteases, protease inhibitors (such
as serpin) and growth factors were upregulated in the lungs of aged
animals, relativeto younganimals (Fig.1d). Accumulation of p16-positive
senescent cells during aging is critical in multi-organ age-related
phenotype®***%, Thus, p16 expressionin aged hamsters was assessed by
immunohistochemistryand immunofluorescenceonlungsections. The
specificity of the anti-pl6 wasverified using HeLa cellsexpressing ham-
ster p16 (Extended Data Fig.1a). The analyses revealed thata large num-
berofcells(mostly bronchial and alveolar epithelial cells) inlungs from
aged animalsexpressed p16 (Fig. 1e and Extended DataFig. 1b, top). Few
plé-positive cellswere detectedin lungs fromyoung animals. Although
senescence-associated [3-galactosidase (SA-B-Gal) activity cannot
be attributed uniquely to cell senescence”, it is considered a good
markerof cellularsenescence*°. The frequency of SA-B-Gal-positive
cellswas by far higher inaged lungs relative to young lungs (Extended
DataFig.1c). Senescentcells express highlevelsof anti-apoptotic BCL-2
familymembers, including BCL-XL".In line, pulmonary expression of
BCL-XL protein was clearly higher in aged lungs compared to young
lungs, asassessed by western blotting (Extended Data Fig. 1d).
TheBCL-2family inhibitor ABT-263 isa potent, selective eliminator
ofsenescent cellsin themouse®. The compound’s effectin aged ham-
sters had not previously been evaluated. ABT-263 treatment for three
consecutive days ablated, albeit notcompletely, p16-expressing cellsin
hamster lung tissue as revealed by immunohistochemistry and immu-
nofluorescence (Fig. 1fand Extended DataFig. 1b). Analysis of SA-B-Gal
activity confirmed theefficacy of ABT-263 (Fig. 1gand Extended Data
Fig.le). Accordingly, ABT-263 treatment was associated with strong
downregulation of transcripts that encode senescence-associated
factors identified as upregulated in aged hamsters (Fig. 1h). ABT-263
also reduced, albeit not significantly, Bc/2 transcript expression but
notp2I (also known as Cdknla, another marker of senescence). Aged
hamster might constitute a good model for studying the impact of
senolysis inCOVID-19.

Fig.1|The transcriptomic analysisofaged lungs and the effect of ABT-263
treatment on senescent cellsinthe lungs. a-d, Transcriptomic data were
generated fromwhole lungtissue collected from naive aged hamsters (22 months
of age) and naive young hamsters (2months of age) (n=3and n =4, respectively).
Significant differentially expressed genesinaged lungs with fold change cutoffs
>L.5 or <1.5and moderated t-test P < 0.01after Benjamani-Hochberg correction
were considered. a, Volcano plot of transcriptomic data isdepicted. The x axis
represents the log,-transformed fold change for differentially expressed genes
inaged versusyoung lungs, and the yaxisrepresents the log;e. b, GSEA plots
showing the enrichment of upregulated genes (red) and repressed genes (blue)
inaged hamsters relative to young hamsters at baseline. The yaxis indicates

the normalized enrichmentscore (NES). ¢,d, Heatmaps showing significantly
modulated genesrelated to ‘cellular senescence’ (c) and SASP-related factors (d)

withthe highest fold change in expression. The log, expression range valuesare
indicated by the color scale. Asterisks denote genes shownin h. e, Lungs from
aged hamstersand young hamsters were stained with anti-p16. Arrows indicate
plé-positivecells. A, lung alveoli; B, bronchi. f, The same procedure was repeated
but thistime inaged hamstersreceiving (or not) ABT-263. Scale bars, 20 pm.

g, SA-B-Gal staining of lung sections after ABT-263 treatmentin aged hamsters.
h, Relative expression levelsof transcripts identified in b and ¢ (marked with
anasterisk) and transcripts moderately upregulated in aged lungs but relevant
insenescence (Cdknla and Bcl2) as assessed by RT-PCR assays (lung) (n=3-7).
The dataare expressed as the mean + s.d. fold change relative to average
geneexpression in younganimals. a-d, One experiment performed. e,h, One
representative experiment out of two is shown. h, Significant differences were
determined usingthetwo-tailed Mann-Whitney U-test. *P< 0.05.
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Table 1| GSEA analysis (lungs from uninfected young hamsters versus uninfected, aged hamsters)

GSEA name MSigDB® NES® FDR g value Direction®
GOBP_CILIUM_ORGANIZATION AND MOVEMENT C5BP 296 <0.00001 Up
REACTOME_GPCR_LIGAND_BINDING Cc2CP -2.28 <0.00001 Down
REACTOME_ECM_PROTEOGLYCANS c2cp -21 0.0006 Down
GOBP_REGULATION_OF_BLOOD_PRESSURE C5BP =1:93 0.03 Down
GOBP_NEGATIVE_REGULATION_OF_LEUKOCYTE_APOPTOTIS C5BP -19 0.03 Down
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL _TRANSITION Hallmarks -16 0.025 Down
HALLMARK_APICAL_JUNCTION Hallmarks -1.59 0.018 Down

“Name of the GSEA Molecular Signatures Database (MSigDB) used. "Normalized enrichment score (NES) calculated by GSEA software. “Type of list used for GSEA analysis: upregulated genes

(up) or downregulated genes (down) in aged lungs versus young lungs.

Aged hamsters develop ahighviralload and post-acute
sequelae
The consequences of a SARS-CoV-2 infection in aged hamsters have
rarely been addressed*'*%. Relative to young hamsters, aged animals
had higher expression of genes encoding RNA-dependent RNA poly-
merase (RdRp) and envelope (E) protein and viral particles at 3 and
7 days post-infection (dpi) (Fig. 2a). Inmunohistochemistry (anti-spike)
and immunofluorescence (nucleoprotein) staining on lung sections
confirmed the higher viral load in aged animals (Fig. 2b,c). Nomajor
difference in viral antigen location (mostly in bronchial and alveolar
epithelia) was observed between young and aged hamsters. Hence,
SARS-CoV-2replicated to higher levels in lung tissues of aged animals
than in young animals. The levels of transcripts encoding ACE2 have
been shown to be higherin aging human lung tissue relative to young
human lung tissue ***. In line, the steady-state expression of the Ace2
gene was higherinaged hamster lungs relative to young hamster lungs
(Fig. 2d). Regarding other cellular compounds involved in SARS-CoV-2
infection, transmembrane serine protease 2 (Tmprss2) and cathepsinL
(Ctsl) transcript expression was unchanged in aged animals, whereas
that of neuropilin-1 (NrpI) was reduced. Enhanced ACE2 expression
inaged lungs (mostly in alveolar and bronchiolar epithelia) was con-
firmedatthe protein level byimmunofluorescence and westernblotting
(Fig. 2e and Extended Data Fig. 2a).

with regard to morbidity, weight loss peaked at 6 dpi in young
hamsters and at 8 dpi in aged hamsters. At 7 dpi and onwards, young
animals started to recover body weight. The initial body weight was
attained at16 dpi.By contrast, thebody weightincreased inaged ham-
stersbutatamuch slower rate thanin younger animals. Aged animals
failed torecover theirinitial body weight at 22 dpi.Itis noteworthy that
one of the four aged hamsters suffered from respiratory distress at
9 dpi and sowas euthanized. At 3 dpi, both age groups had developed
bronchointerstitial pneumonia, congestion and intra-alveolar and
interstitial cell infiltration. At 7 dpi, bronchoepithelial hyperplasia,
bronchointerstitial pneumonia and perivascular and intra-alveolar
mixed cell inflammation were markedly enhanced (Extended Data
Fig. 2b). There were no clear age-dependent differences in the total
disease score (Fig. 2g). However, small differences (mostly inthe alveo-
lar area) between aged hamsters and young hamsters were observed
at 7dpi. Infact, aloss of structure in the alveolar area (for example,
alveolar wall rupture) was observed in aged animals (Fig. 2h). By
contrast, the alveolar wall structure in young hamsters was essen-
tially unaffected and was associated with marked alveolar epithelial
cell hyperplasia. With regard to the longer-term consequences of a
SARS-CoV-2infection, the lungsstill presented some areas of inflamma-
tionand typell hyperplasiaat 22 dpi (Extended DataFig. 2c). Interest-
ingly, the number of these inflammatory foci was significantly higherin
aged hamsters than in young hamsters (Fig. 2i). Theintensity of Sirius
Red staining indicated a higher collagen deposition in aged animals
(Fig. 2j and Extended Data Fig. 2d). Interestingly, the structure of the

basal membranearound bronchiand blood vessels was disorganized
and sometimes disrupted in aged hamsters (Extended Data Fig. 2d,
rightpanels). This alteration was not found in younghamsters. Overall,
aged hamsters exhibited a higher viral load associated with a higher
ACE2expression at basal level and developed moreintense post-acute
sequelaein the lungs than their young counterparts did.

ABT-263 reducesviralload and SASP factorsin aged hamsters
Respiratoryviruses, including SARS-CoV-2, can induce cellular senes-
cence inhumansand in younganimals®+~°, Wesought to determine
whether SARS-CoV-2-induced lung cell senescence is exacerbated in
aged animals. The number of p16-positive pulmonary cells increased
duringinfectioninaged hamsters, whichwasindicative of exacerbated
lung senescence (Fig. 3a). Theirnumbers were higherinaged hamsters
thanin young hamsters (Fig.3a,b). Itis noteworthy that p16-positive
cellswere still visible at 22 dpi, albeitin lower numbers than at earlier
timepoints (Fig. 3a). Some, but notall, p16-positive cells expressed virus
antigeninyoung and aged hamsters (Extended DataFig.3a). Ininfected,
aged animals, itis likely that pre-existing senescent cells (infected or
not), virus-induced senescent cells (p16-positive and virus-positive
cells) and secondary senescent cells (p16-positive and virus-negative
cells)” populate the lung tissue. Although transcript levels of Cdkn2a
(whichencodes p16) were notmarkedly enhanced duringinfection, its
expression was higher ininfected, aged hamstersrelative to infected,
young hamsters (Fig.3c).

Wenext determined the effectof ABT-263 treatmentin the context
ofinfection. Hamsters were treated with ABT-263 1 day before SARS-
CoV-2infection and then daily until euthanization. No evidence of
beneficial oradverse effects (for example,additional body weight loss)
wasobserved duringinfection (Extended DataFig. 4a). ABT-263 treat-
mentdepleted, albeit not completely, p16-positive cellsin lung tissue
fromagedanimalsatboth 3 dpiand 7 dpi (Fig. 3d,eand Extended Data
Fig.4b).Incontrast, ABT-263 treatment failed to reduce the frequency
of pl6-positive cells in young animals. ABT-263 also reduced Cdkn2a
transcript expressionin infected, aged hamsters (Fig. 3f and Extended
Data Fig. 4c). We then turned to analyze whether ABT-263 treatment
resultsin reduced expression of SASP factorsininfected, aged lungs.
Transcriptomic analysis revealed that 134 genes, including genes
related to SASP factors, were downmodulated after treatment with
ABT-263 (fold change > 1.5, P < 0.01) (Fig. 3g). This included immune
and inflammatory modulators, such as cytokines/cytokine receptors
and interferon-stimulated genes (ISGs).

We next sought to determine whether clearing senescent cells
withABT-263 would impact viral replication during SARS-CoV-2 infec-
tion. ABT-263 lowered pulmonary viral particlesinaged hamsters, but
not young hamsters, at 3 dpi (Fig. 4a). These data were confirmed by
quantitative RT-PCR assays (transcripts for RARp and E protein). No
cleardifferences were observed in viralmRNA load at 7 dpi (Extended
DataFig. 5a). ThemRNAexpression level of genesencoding interferons
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Fig. 2| Effectsof SARS-CoV-2infection on aged hamsters. Young hamsters and
aged hamsters were infected with SARS-CoV-2. Lungs were collected at 3 dpi,

7 dpiand 22 dpi (n=3-6). Left and middle: quantificationof viralRdRpand E
proteintranscript levels using RT-PCR assays. The dataare expressed as ACtand
genome copy per microgram of RNA. Right: number of infectious virus particles
per lung (50%tissue culture infectious dose, TCIDs,). b, Immunohistochemistry
analysis of spike. Scale bars, 20 pm. ¢, Leftl:immunofluorescence staining for
DAPI (blue) and viral nucleoprotein (red) is shown. Scalebars, 25 pm. Right: the
intensity of nucleoprotein signals was normalized by DAPI count. The histograms
indicate the fold change relative toaverage intensity in younganimals(n=6).

d, Gene expression was quantified by RT-PCR (fold change relative to average
gene expression in younganimals) (n=3-6). €, Expression of AC2and p-tubulinin
young and aged whole lung homogenates as assessed by western blotting.

Right: the relative protein levels normalized to B-tubulin are shown (n = 6-8).

f, Body weight loss curves (four aged hamsters and six young hamsters).

g, Histopathological examination of lung sections (H&E staining). The mean sum
ofthe subscores is shown (n=3-6). h, Representative photomicrographs at 7 dpi.
Arrowhead: inflammatory cellinfiltrate; star: alveolar wall rupture; sun: type Il
pneumocyte hyperplasia; thunderbolt: necrosis. Scalebars, 50 pm. i, Numbers
ofinflammatory foci per lung section (n=6).j, Percentage of Sirius Red labeling
(n=5-10).a-i,One of two representative experiments is shown. j, A pool of two
independent experiments is depicted. Forall graphs, errorsindicate mean +s.d.
Significant differences were determined using the two-tailed Mann-Whitney
U-test (a,c,d,e,g,i) and the one-way ANOVA Kruskal -Wallistest (non-parametric),
followed by Dunn'’s post test (j). Significance of body weight regain (area under
the curve)ininfected young hamsterswas calculated using the Wilcoxon
matched-pairs signed-rank test (f). *P < 0.05, **P < 0.01, ““*P < 0.001.

(IFNs)andISGs generally mirrored the viralload at 3 dpi and onwards.
ABT-263 treatment of aged hamsters (but not of young hamsters)
was associated with lower mRNA expression of IFNs and 1SGs at 3 dpi
(Fig.4b) and, toalesser extent, at 7 dpi (Extended Data Fig. 5b). Inline
with the above data, the number of spike and nucleoprotein-positive
cells was lowerinaged (butin not young) hamsters treated with ABT-263
(Fig. 4c,d and Extended Data Fig. 5c,d for young animals). Extended
Data Fig. 3b shows that p16 and virus antigen double-positive cells
were preferentially eliminated by ABT-263, whereasmost virus-positive
and p16-negative cells were not removed by the drug. Lastly, western
blots of viral nucleoprotein also indicated that the viral load was sig-
nificantly lower in ABT-263-treated aged hamsters than in the control
group (Fig. 4e). Toinvestigate whether the reduced viral load associates
withreduced ACE2expression, quantitative RT-PCR, westernblotting
(whole lungs) and immunofluorescence on lung sections were per-
formed on uninfected animals. Although it did not reachsignificance,
ACE2 transcript and protein expression was reduced upon ABT-263
treatment (Fig. 4f and Extended Data Fig. 6). The number of double-
positive (ACE2 and p16) cells was reduced upon ABT-263 treatment.
We conclude that the pre-infection depletion of (ACE2-expressing)
senescentcellsin aged hamstersreduces the viralload in the lungs.

ABT-263 ameliorates acute and long-term pulmonary disease

We next assessed the impact of ABT-263 treatment on COVID-19-like
lung disease. At 7 dpi, the surface of lung sections affected by suba-
cute bronchointerstitial pneumonia was significantly lower in ABT-
263-treated aged animals thanin the control group (Extended Data
Fig. 7a). In young animals, ABT-263 had no effect on pneumonia. The
total histological score indicated that the disease was less intense in
ABT-263-treated aged animals thanin the control group (Fig. 5a, left
panels). More specifically, inflammation (inflammatory infiltrates),
hemorrhage, syncytiaand alveolar destruction (less alveolar wall rup-
ture; Fig. 5a, right panels) were markedly less intense or widespreadin
ABT-263-treated agedanimals. Incontrast, the total histology scorein

ABT-263-treated young hamsters did not reveal any overt differences
regarding COVID-19-like parameters, including alveolar destruction
(Fig.5a). We next wondered whether ABT-263 treatmentinfluenced
circulating levels of biomarkers of SARS-CoV-2 infection. Given that
these changes are difficultto evidence with ELISAs, we used mass spec-
trometry to analyze the proteome. At 7 dpi, the serum concentrations
ofa number of SASP-related factors were lower in ABT-263-treated
aged hamsters than in the control group (fold change>1.2,P<0.2)
(Fig.5b). Some of the observed differencesinlevels of prothrombotic
andinflammatory factors are reportedly correlated with the severity of
COVID-19in humans®**. The prothrombotic factorsincluded proteases,
protease inhibitors, peptidases and fibrinogen family members, and
theinflammatory factors included C-reactive protein and the mono-
cyte-macrophage chemoattractant chemokine (C-C motif) ligand
6. Treatment with ABT-263 was also associated with lower levels of
enzymes and transporters from various metabolic pathways.

We then investigated whether ABT-263 treatment effects on the
longer-term consequences of aSARS-CoV-2infection (22 dpi). ABT-263
did notsignificantly accelerate the body weightrecovery ininfected,
aged hamsters (Extended Data Fig. 7b). Of note, one aged hamster
treated with vehicle outof six died at 14 dpi, whereas all ABT-263-treated
animals survivedinfection. Interestingly, relative to the vehicle control,
histological examination (hematoxylin and eosin (H&E) staining) at
22dpirevealed lower areas of inflammation and type Il hyperplasia
in ABT-263-treated aged hamsters relative to controls (Fig. 5¢). The
number ofinflammatory foci was significantly reduced in aged animals
after ABT-263 treatment. No effect was evidenced in young hamsters.
The percentage of Sirius Red staining was equivalentin vehicle-treated
and ABT-263-treated aged hamsters, indicating no change oncollagen
deposition (Fig. 5d). However, the basal membrane was less disorgan-
ized and disrupted (indicated by stars in Fig. 5d) in ABT-263-treated
aged hamsters relative tocontrols. To examine whether ABT-263 treat-
ment in aged animalsimpacted on the expression of components
involvedinchroniclungdiseases, we performed a proteomic analysis

Fig.3| Effect ofaSARS-CoV-2infection on the frequency of pulmonary
plé-positive cells and effects of ABT-263 treatment on p16 and SASP
expression inlungs. a, Lungs from mock-infected and SARS-CoV-2-infected,
aged hamsters and young hamsters were stained witha p16 antibody.
Representative photomicrographs showing labeling of p16 are shownat 3 dpi,

7 dpiand 22 dpi. Scale bars, 20 pm. b, p16 labeling was performed onlung
sectionscollected at 3 dpi. Scale bars, 25 pm. Bottom: the histogramsindicate the
fold changerelative to average intensity in young animals (n = 4-5). ¢, The mRNA
expression level of Cdkn2a (encoding p16) was quantified by RT-PCR.

Thedata are expressed asfoldincrease relative to average gene expression in
mock-infected younghamsters (n=3-6).d, Aged hamstersand young hamsters
were treated (or not) with ABT-263 and then infected with SARS-CoV-2. Arrows
indicate pl6-positivecells (3dpi). Scale bars, 20 pm. e, Effect of ABT-263
treatmenton pl16 expressionas assessed by immunofluorescence (3 dpi).

Scale bars, 25 pm. Right: the intensity of p16signals was normalized by DAPI

count. The histograms indicatethe fold change relative to average intensity in
vehicle-treated infected, aged animals (n=5-10).f, The Cdkn2a transcript levels
areindicated. The data are expressed as the fold increase relative to average
gene expression in vehicle-treated infected young hamsters (n = 5-6). g, Effect
of ABT-263 treatment on the expression of genes related to SASP factors in
infected, aged hamsters (n=3-4, 7 dpi). Heat map (hierarchical clustering) of
the differences in expression of SASP factors, calculated using the difference
between log intensity of ABT-263 and the control (fold change > 1.5, P< 0.01).
a-f, One of two representative experiments is shown. g, One experiment
performed. Forallgraphs, errors indicate mean + s.d. Significant differences
were determined using the two-tailed Mann-Whitney U-test (b,e), moderated
t-test after Benjamani-Hochberg correction (g) and one-way ANOVA
Kruskal-Wallis test (non-parametric), followed by Dunn’s post test (c,f).
*P<0.05,*P<0.01.
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on lung homogenates. We observed that most altered proteins with
afold change greather than 2 had areduced expression in ABT-263-
treated animals relative to vehicle controls (58 downregulated and
six upregulated, P < 0.05) (Fig. 5e and Extended Data Fig. 5¢c). Among
downregulated proteins, alarge proportion belonged to the ubiq-
uitin-proteasome system, the uncontroled activity of which plays a
partin chroniclungdiseases™** (Fig. Se). The expression of celladhe-
sionmolecules is dysregulated during chronic lung diseases***. The
expression of members of the immunoglobulinsuperfamily (ICAM-1,
ICAM-2andF11R) and integrins (ITGA1,ITGB1and ITGB2) was reduced
in ABT-263-treated animals compared to the control group (Fig. Se).
Although some proteases (for example, cathepsin) and members of the
complementpathway (C1q-binding protein and complement compo-
nentreceptorl) werealso downregulated in ABT-263-treated animals,
classical markers of fibrosis, such as extracellular matrix proteins and
growth factors, were not significantly altered (Fig. 5e and Extended
DataFig.7c). Takenasawhole, depletion of senescent cells ameliorates
acute lung and systemic COVID-19-like disease and mitigates longer-
term consequences ofa SARS-CoV-2infection in aged hamsters.

Discussion
Only afewstudies have addressed the effect of advanced age onexperi-
mental SARS-CoV-2 infectionsin hamsters*#>-%°, with the exception
of Selvaraj et al." and Bogard etal.”?, these studies used middle-aged
animals, aged from 5 to 8 months. As the life expectancy of golden
hamsters is typically 20-24 months, we chose to study 22-month-old
hamsters (equivalent to ~-80-year-old humans). Unlike the findings of
Osterrieder etal.” butinline with the report by Griffin etal.” (inmiddle-
aged animals), we found that theviral load inlungs was higher inaged
hamsters thaninyoung hamsters.Ofnote, Selvarajetal.* also observed
aprolonged periodofactive virusreplication inthe upperrespiratory
tractof middle-aged and aged hamsters. Itis noteworthy that the load
of mouse-adapted SARS-CoV-2was reportedly greaterin middle-aged
(12-month-old) mice thaninyoung mice®" . Thehigher viral load in old/
agedanimalsmight be due togreater viral entry, faster replication and/
oraweaker or slower antiviral response (for example, typeland typelll
IFNs)**“*, Inline with other studies™ **, the age-dependent differencesin
the severity of lung lesions observed during the early (3 dpi) andacute
(7 dpi) responses were not large. Our present data showed thataged
hamsters had developed moderate fibrosis (collagen deposition) in
thelungsat22 dpiand, in contrast to young animals, failed to recover
their initial body weight, which isindicative of long-term sequelae.
Compared to young animals, our data suggest greater cellular
senescenceinthelungs ofuninfected, aged animals as assessed by p16
and BCL-XL protein expression and SA-B-Gal activity. The expression
of p16 was enhanced during SARS-CoV-2 infection, in line with other
reports***** and remained more elevated in aged animals relative
toyoung counterparts. The causes for enhanced p16 expression, and
in general of SARS-CoV-2-induced senescence, are still unknown. It
probably relies onvarious molecular pathways originating from virus
propagation (for example, reactive oxygen species production by
stressed mitochondria) or specific viral molecular components®.

Indirect effects may also occur because the SASP is known to induce
paracrine senescence of neighboring cells during aSARS-CoV-2infec-
tion**%%* Next, we assessed the effect of treatment with ABT-263.
We chose to treat animals just before the viral infection (so that pre-
existing senescent cells were removed) and then continue the treat-
ment until euthanization to eliminate virus-induced senescent cells.
In our setting, ABT-263 treatment partially eliminated p16-positive
cells and decreased the senescence-associated signature in SARS-
CoV-2-infected, aged animals. We next assessed viral loads in hamster
lungtissuesin the context of ABT-263 treatment. We did not make any
starting hypothesesinthisrespect becausesenescentcells could have
potentially opposing effects on the viral load. Indeed, SASP factors
might suppress viral replication (via IFN-related and/or chemokine
pathways) and/or promote viral replication (viaimmunosuppressive
factors and/or enhanced expression of viralreceptors)* """, Because
pre-existing senescent cells might be preferential targets for SARS-
CoV-2 (duetohighlevels of ACE2 expression on epithelial cellsand/or
elevated permissiveness for virus replication)””?, one would expect the
removal of senescent cells by ABT-263 to reduce the viralload in aged
hamsters. Indeed, our dataevidenced alower viral load in lungs from
ABT263-treated aged animals but not in lungs from ABT263-treated
young animals; the latter finding (young animals) is in line with the
reports by Lee etal.”” and Tsujietal.**. Our results are also in line with
thereportofCamell etal.” of alower virus (mouse hepatitis virus) load
insenolytic-treated, aged mice (>20 months ofage). Hence, targeting
senescent cells in aged hamsters results in alower viral load. The lack
ofanantiviral effect of ABT-263 in young hamsters might be due (1)
toinefficient removal of virus-induced senescent cells in this system
(in line with ref. 48), and/or (2) to the fact that cellular senescence in
young hamster lungsstartswhen the viral loadis already high (for virus
kinetics™). We hypothesize that, in aged animals, targeting pre-existing
senescent cells, rather thanstress (virus)-induced senescent cells, with
ABT-263 results in a lower viral load in vivo. The mechanisms behind
this effect have yet to be determined and warrant investigation in the
future.A plausible explanationis that ABT-263 acts at the early stage—
namely, attachmentandentry—of thevirusreplication by eliminating
AC2-positivecells. Ourdataindeed showed areduced AC2 expression
and alowernumberof ACE2and p16 co-expressing cells after ABT-263
treatmentinaged hamsters.ABT-263 may alsoimpactonother steps of
viral replication in senescent cells, such as transcription, replication,
gene expression, assembly, maturation and release, for instance by
modulating the endoplasmic reticulum stress pathway”. Other alter-
nativeand/or additional mechanismsare also plausible. For instance,
dying senescent cells targeted by ABT-263 may release danger, antivi-
ral signals, such as IFN inducers. Further studies will be necessary to
address these key questions.Notably, ABT-263 treatment alsoreduced
theseverity of lung disease (acute phase) in SARS-CoV-2-infected,aged
hamsters. Again, it was difficult to form starting hypotheses. On the
one hand, epithelial cells are prone to cellular senescenceinold lungs™,
and so eliminating these cells might have led to substantial effects,
including pulmonary barrier leakage. Moreover, an ABT-263-induced
increase in the apoptosis of senescent cells in the lungs might have

Fig.4 | Effect of ABT-263 treatment onviral loads and ACE2 expressionin
lungs. Aged hamsters and young hamsters were treated (or not) withABT-263
and theninfected with SARS-CoV-2. Animalswere euthanized at 3 dpi.

a, Determination of viral loads in the lungs. Left: the number of infectious
particles was determined in a TCIDs; assay. The data are expressed as the number
of infectious virus particles per lung (n= 6-11). Middle and right: quantification
of viralRdRp and E protein transcript levelsinthe whole lungs, using RT-PCR.
Thedata are expressed as ACt and genome copy per microgramof RNA (n =5-8).
b, mRNA copy numbers (for IFNs and ISGs) were quantified by RT-PCR. The data
are expressed as the fold change relative toaverage gene expression in mock-
infected animals (n =5-6). ¢, Immunohistochemistryanalysis of spike in the lung
from SARS-CoV-2-infected, aged hamsters treated (or not) with ABT-263. Scale

bars,100 pmand 20 pm. d, Viral nucleoprotein
was performed onlungsections. Scale bars, 25 pm. Right: the histograms indicate
the fold change relative to averageintensity in vehicle-treated infected, aged
animals (n=6).e,f, Expressionof the viral nucleoprotein, ACE2 and -tubulin
(western blotting) in vehicle-treated and ABT-263-treated SARS-CoV-2-infected,
aged hamsters (whole lung homogenates). The relative proteinlevelsnormalized
to B-tubulin are shown (n=3-8).Forallgraphs, errorsindicatemean +s.d. Pooled
results fromtwo independent experiments (a) and one of two representative
experiments (b-e) are shown. Significant differences were determined using the
two-tailed Mann-Whitney U-test (b,d,e,f) or one-way ANOVA Kruskal-Wallis test
(non-parametric), followed by Dunn’s post test (). “P < 0.05, **P< 0.01.
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Fig.5| Effect of ABT-263tr pul y and systemi ion
inaged s.Aged h sandyoungh swere treated (or not) with
ABT-263 and then infected with SARS-CoV-2. Animals were euthanized at 7 dpi
and 22dpi.a, Left: histopathological examination of lung sections (H&E staining,
7 dpi). The sumofthe subscores is shown (n=11-12 aged and n= 6 young). Right:
photomicrographs showinglower alveolar destruction in ABT-263-treated aged
hamsters (but not ABT-263-treated young hamsters). Arrowhead: inflammatory
cellinfiltrate; star: alveolar wall rupture; sun: type Il pneumocyte hyperplasia;
thunderbolt: necrosis; arrow: activated blood vessel. Scale bars, 50 pm. b, Heat
maps of thedifferential expressed prothromboticand inflammatoryfactors
inthe serumofvehicle-treated and ABT-263-treated aged hamsters, ina mass
spectrometryanalysis of the proteome (fold change in protein level > 1.2,
P<0.05) (n=5-6).¢, Histopathological examination of lung sections (H&E
staining, 22 dpi). Lower panels: Thetotal histology score (left) and the numbers of

inflammatory foci (inflammation and type Il hyperplasia) per lung section (right)
areshown (n=4-6). d, Sirius Red labeling in the lungs of vehicle-treated and ABT-
263-treated aged hamsters and young hamsters at 22 dpi. Top: representative
imagesshowing (stars) the destructured basal membranes in vehicle-treated
aged animals. Bottom: the percentages of Sirius Red labelingare shown (n=4-6).
€, TMT-based proteomic analysis of lungextracts (vehicle-treated and ABT-263-
treated aged hamsters). Heat maps of the differentially expressed components,
ina massspectrometry analysis of the proteome, are depicted (fold change in
proteinabundance >2,P<0.05) (n=4). For allgraphs, errors indicate mean +s.d.
Pooled results fromtwo independentexperiments (a, left) and one of two
representative experiments (a, right, and b-e) are shown. Significant differences
were determined using the two-tailed Mann-Whitney U-test (a,b,e) and one-way
ANOVA Kruskal-Wallis test (non-parametric), followed by Dunn’s post test (c,d).
“P<0.05,*P<0.01,**P<0.001.

accentuated thelocalinflammatoryresponse markedly. On the other
hand, one mightexpect ABT-263 treatment to have beneficial effects.
Camelletal.’' reported that SASP factors derived from senescent cells
(in vitro chemical induction) could amplify inflammation and the
trafficking of macrophages (considered to be harmfulin COVID-19)".
SARS-CoV-2 infection of pre-existing senescent cells may amplify
their pro-inflammatory SASP. Accordingly, treatment with ABT-263
ameliorated systemic health parameters by substantially lowering
serum concentrations of SASP-related compounds in generaland those
involved in thrombosis and inflammation in particular. Our data also
showed that early treatment with ABT-263 ameliorates sequelae of a
SARS-CoV-2infectionas measured by reduced typellhyperplasia, more
organized basalmembrane and lowered expression of factors known to
play apartin chroniclung diseases™ . This included members of the
ubiquitin-proteasome system (a major protein degradation system)
and cell adhesionmolecules. On the other, ABT-263 treatment did not
amelioratebody weightrecoveryand collagen depositionin lungs. In
agreement with the reports from Tsuji etal.** and (to a lesser extent)
Leeetal.” (whoobserved slightdifferences), we did not observea posi-
tive effect of ABT-263 treatment on lung disease in young hamsters.
As suggested by Tsuji et al.*s, this finding could be explained by the
lack of efficiency of ABT-263 in infected young hamsters—a situation
not observed in mice***. These apparently contradictory findings
might be due to differences in the pathways regulating the survival
of age-associated pre-existing and virus-induced senescent cells in
hamstersversus inmice.

The presentstudy had somelimitations. Because thereare no p16
knockout hamsters, we cannot rule out the possibility that theresults
of tissue staining with the p16 antibody used in the current study detect
anon-specific signal rather than p16. Although our results provide
insightsinto therapies that target senescent cells and might improve
COVID-19 outcomesin older individuals, golden hamster datashould
beinterpreted with caution. Indeed, this modeldoesnotreplicate all
the features of severe COVID-19; the hamster isinfected by SARS-CoV-2
but survives and rapidly resolves the COVID-19-like disease, although
post-acute sequelae persist”. Moreover, the extrapulmonary disorders
and organ damage seen in hamsters are not the same as those found
inhumans during severe COVID-19, although somesimilarities (blood
levels of SASP factors) were noted in the present work. In the present
study, we focused onanearly senolyticintervention and, thus, deple-
tion of the resident senescent cells before infection (for example, to
reducecell targets for SARS-CoV-2 andalleviate the SASP). The effects
of post-infection ABT-263 treatment in aged animals remain to be
investigated. Another limitation of the present study relates to our
focus on ABT-263, a drug thattargets BCL-2 family proteins. The specific
targeting of senescent cells should now be studied using other classes
of senolytics. The senotherapeutic potential of dasatinib (a tyrosine
kinase inhibitor) and quercetin (a kinase-inhibiting flavonoid), which
wererecently shown to alleviate cellular senescence-associated (lung)

diseases in human™77, should be investigated in our settings. Itis note-
worthy that the combination of dasatinib and quercetinreduced lung
pathology in preclinical models of COVID-19 (ref. 45). In conclusion,
our present results describe the causative role of senescent cells in
COVID-19-like disease inaged hamsters and, thus, highlight potential
mechanisms by whichadvanced age influences COVID-19. Given thatan
accumulationofsenescent cellsis observed inmany chronic diseases
(such as obesity, diabetes and pulmonary disorders), our present
results suggest that senolyticsmightprotectindividuals with agreater
risk of poor COVID-19 outcomes. Several clinical trials to determine
whether naturalsenolytics (for example, fisetin and quercetin, alone
or in combination with other drugs) have an effect on COVID-19 in
olderadults and adults with comorbidities arein progress™*'. If these
clinical trials are successful (some encouraging early results have
been described), our study results would suggest that the depletion
of senescent cells is associated with better clinical outcomes in older
patients with COVID-19 and would validate the ‘geroscience’ hypothesis
by positing senolytics as effective drugs against acute (respiratory)
viral diseasesin olderadults™™.

Methods

Animals, infections and ethics

Young (2-month-old) and aged (22-month-old) male Syrian golden
hamsters (Mesocricetus auratus), equivalenttoyoungadult (-20 years
old) and aged (-80 years old) humans, respectively, were purchased
from Janvier Laboratory. Animals were infected with 100 pl of DMEM
containing (or not, for mock (control) animals) 2 x 10* TCIDs, (50% of
thetissue cultureinfectious dose) of SARS-CoV-2 (hCoV-19_IPL_France
strain of SARS-CoV-2)**2, For tissue collection, animals were eutha-
nized withanintraperitonealinjection of euthasol (140 mg kg ™). Lungs
were collected from non-infected (mock) hamsters and from SARS-CoV-
2-infected hamsters at 3 dpi, 7 dpi and 22 dpi. Two right lobes of the
lung were usedto quantify theviralload, andthe other two right lobes
wereusedforgeneexpressionanalyses. The leftlobe waskept for histo-
logic analyses. Allexperiments involving SARS-CoV-2 were performed
within theBiosafety Level 3facility ofthe Institut Pasteurde Lille. The
protocols were validated by the local committee for the evaluation of
the biological risks and complied with current national and institu-
tional regulations and ethical guidelines (InstitutPasteur deLille/B59-
350009). The experimental protocols using animals were approved by
the institutional ethical committee, Comité d’Ethique en Experimen-
tation Animale (CEEA) 75, Nord Pas-de-Calais. The animal study was
authorized by the Education, Research and and Innovation Ministry
underregistration number APAFIS#25041-2020040917227851v3.

Treatment with ABT-263

ABT-263 (CliniSciences) was dissolved in DMSO for stock preparation
and keptat-20 °C. For in vivo treatments, 10% ABT-263 was formulated
in 30% polyethylene glycol 400 and 60% Phosal 50 PG. To assess the
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potential efficacy of ABT-263 treatment innon-infected animals, aged
hamsters were administered by oral gavage (200 pul) with ABT-263
(65 mgkg™) or vehicle (DMSO) control for three consecutive days. To
assess the potential efficacy of ABT-263 treatment in SARS-CoV-2-in-
fectedanimals, young hamsters and aged hamsters were administered
with ABT-263 (65 mg kg™) or vehicle (DMSO) 1d before infection and
then daily until 6 dpi.

Determination of B-Gal activity

SA-B-Gal staining on lung sections was performed as described™. In
brief, lungs were fixed in 2% formaldehyde and 0.2% glutaraldehyde
in PBS for 30 min at room temperature. Tissues were embedded in
optimal cutting temperature (OCT) compound and cutinto 5-umsec-
tions. The sections werestained as described™. Images were acquired
using the EVOS M5000 Imaging System (Thermo Fisher Scientific).
Alternatively, lung cell suspensions™ were used to quantify B-Gal activ-
ity. Cells (3 x 10° per milliliter) were resuspended in phosphate buffer
(pH 6.0) and subjected to repeated freeze-thaw cycles. Cells were
centrifuged at 12,000g for 7 min, and supernatants were mixed with
2-nitrophenyl-B-p-galactopyranoside (ONPG) (2.2 mg ml™) and1 mM
MgCl, in phosphate buffer. After overnight incubation, two volumes
of1Msodium carbonate were added, and absorbance was measured
at450 nm (Thermo Fisher Scientific, Multiskan FC).

Expression ofhamster p16 in HeLacells

The coding sequence of hamster Cdkn2a was amplified by RT-PCR
from RNA extracted from aged hamster lungs using primers shownin
Table 2 (Eurofins Scientifics). The PCR productwas insertedin plasmid
pcDNA3.1(+) (Invitrogen). The constructwas confirmed by sequencing.
Hela cells (American Type Culture Collection, CCL-2) grown on glass
coverslips were transfected with pcDNA-p16 or pcDNA3.1asacontrol
using the TransIT-LT1transfectionagent (Mirus Bio). Transfected cells
were cultured for 48 h, fixed with 4% paraformaldehyde and processed
forimmunofluorescence detection of pl6 using arabbitantibody from
Abcam (ab211542, 1:100) or with a mouse monoclonal antibody from
Santa Cruz Biotechnology (sc377412, 1:100) and an Alexa Fluor 488
(1:800, Invitrogen) as a secondary antibody.

Determination of the viral load

Theload oflive, infectious viruses and the amount of viral RNA were
measured using the Reed-Muench TCIDs, assay and quantitative
RT-PCR assays, respectively, as described™. Specific primers (Euro-
fins Scientifics) are shown in Table 2. Individual mRNAs were quanti-
fied relative to expression of the genes encoding RARp and gamma
actin (ActgI). The viral load was expressed as the amount of viral RNA
relative to the ActgI expression level (ACt). Viral load quantification
(genomic and mostly subgenomic) of hamster tissues was assessed
as follows. One-step quantitative PCR assay was performed using
Takyon Low Rox one-step RT probe Mastermix (Eurogentec) and spe-
cific primers and probe targeting the envelope (E) gene (Table 2). A
syntheticgene containing the SARS-CoV-2 envelope gene was used to
constructthe standard curve*. Viral load quantification was assessed
by linear regression using a standard curve of six known quantities of
plasmids containing the envelope sequence (ranging from 10" to 100
copies).Thethresholdof detection wasestablished as 200 viral copies
per microgram of RNA. Viral proteinin lung tissue was quantified by
western blotting, as follows.

Westernblotting

Lung or cell extracts were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI pH
8,150 mM NacCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate and 0.1% SDS
supplemented with protease inhibitors (Roche Diagnostics)), heated
at 95 °C for 20 min and centrifuged at10,000g for 10 min. Proteinsin
supernatants were quantified using the Pierce BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific). Anequalamount of protein was mixed with

Table 2 | Sequences of oligonucleotides used in the present

study

Oligonucleotides
Forward 5'-GAGAGGGTCCACTTTTCGGG-3'

Wdr63
Reverse 5-GGCAGCCAGTGTATGTCTGT-3'
Forward 5TCGATCGGCAGATACCACAG-3'

Fanki Reverse 5-CCCAAGAAGCTCCGTGTCTT-3'
Forward 5-ACGAGAAGGGGGAGCTGTAT-3'

fals Reverse 5-CGGGTCCACTGGTCTAGGTA-3

o Forward 5-CATCAGACTCTTGCTTTGCC-3!
Reverse 5-AAACCTTCCCCTCCTCACAC-3'
Forward 5-AGAACTTGCATCCTCCAGAAA-3'

S0 erse 5-CTGOGGTICTGOACCAAAATS'

e Forward 5-ACAGTATCTACGTGCGGCTG-3'
Reverse 5-TGTCTGGGCAGAAGTTACGC-3'

o Forward 5-AGCGATATTGTTICGGAGGCA-3'
Reverse 5'-CACTTTGCTCCTGTGTGGGA-3'
Forward 5-CTTTGAGTICGGTGGGGTCA-3

B2 Reverse 5-GGTCGGTGAACCTCACTTGT-3'
Forward 5-CTGGGAAAACTCCATGCTG-3

Ace Reverse 5-GAACGATCTCTCGCTTCATCT-3'
Forward 5-GGGCTACGAGCTTTATGAAGC-3'

Tmprss2
Reverse 5-GGACGAACAGGAGTCACTGTG-3
Forward 5-GGGTGATGTCCCCAAGTCTG-3!

o Reverse 5-TGGCCACAGCCTTCATTAGG-3
Forward 5-CTGGAAAGAAGGGCGTGTCT-3'

i Reverse 5-CTTCATATCCGGGGGTGCTC-3'
Forward 5-ACCCTAAAGGAAGTGCCAG-3'

b Reverse 5-CCAGCTGCCAGTAATAGCTC-3'
Forward 5-CCCACCAGATGCAAAGGATT-3'

i Reverse 5-CTTGAGCAGCCACTCTTCTATG-3
Forward 5-TCCATGCGGTTGAACCCTAC-3'

sttt Reverse 5-TGTCAGTGTICTGTGCTCACTT-3'
Forward 5-GGTATCGTTACCAGGTGCCC-3

M Reverse 5-GGTCTGGAACACTTGGGGAG-3'
Forward 5-TGTTGCTCTGCCTCACTCAGG-3'

g Reverse 5-AAGACGAGGTCCCCTCCATTC-3'
Forward 5-ACAGAGAGAAGATGACGCAGATAATG-3

e Reverse 5-GCCTGAATGGCCACGTACA-3'
Forward 5-GTGARATGGTCATGTGTGGCGG-3

g Reverse 5-CARATGTTAAASACACTATTAGCATA-3'
Forward 5-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3'

fg";f Reverse 5-ATATTGCAGCAGTACGCACACA 3!
Probe FAM-ACACTAGCCATC-CTTACTGCGCTTCG-MGB

Cdkn2a Forward 5-TTTGAAGCTTGCCACCATGGAGCCCTCTGCGGAC-3

gﬁf:sizion) Reverse 5'- TTIGGGATCCTTAGTAGGGCCCTAGGGGGTG -3

Laemmliloading buffer (EcoTech Biotechnology). Proteins were then
separated using 10% or 12% SDS-PAGE and then transferred from the
gel toa nitrocellulose membrane. The antibodies used are as follows:
monoclonal mouse antibody (HL5511, 1:2,000, GeneTex) for the viral
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nucleoprotein, a polyclonal rabbit antibody (NBP1-76611, 1:1,000,
Bio-Techne) for ACE2 and amonoclonal rabbit antibody (ab32370,
1:1,000, Abcam) for BCL-XL. The detection was made by using the
appropriate horseradish peroxidase-conjugatedsecondary antibody
(1:2,500, Jackson ImmunoResearch). Antibodies were detected using
chemoluminescence (Pierce), and the signals were quantified by apply-
ing the ‘gel quantification’ procedure in Image) software (version1.1.0)
(National Institutes of Health). To normalize, an antibody directed
against B-tubulin (86298,1:1,000, Cell Signaling Technology) wasused.
Forplédetectionin HeLacells, monoclonal rabbit anti-p16 (ab211542,
1:1,000, Abcam) was used. The antibody against (3-actin was from
Sigma-Aldrich (A5441,1:1,000).

Determination of host gene expression using quantitative
RT-PCR

Gene expression inthe lungs was analyzed by quantitativeRT-PCR as
described™. Specificprimers are shownin Table 2. Relative mRNA levels
were determined according to the 2**® method by comparing (1) the
PCRcyclethresholds (Ct) for the gene of interestand the housekeeping
gene (ACt) and (2) the ACt values for the treated and control groups
(AACt). Data were normalized against expression of the Actgl gene
and expressed the fold change over themeangeneexpressionlevelin
mock-treated young hamsters.

Histopathological assessments

Lung tissues (left lobe) were fixed in 4% PBS-buffered formaldehyde
for 7 d, rinsed in PBS, transferred into a 70% ethanol solution and
processed into paraffin-embedded tissue blocks. The histological
processing and analysis was subcontracted to Sciempath Labo, and
histopathologic scores were given by a board-certified pathologist.
Tissue sections (3 pm thick) were stained with H&E reagent. Whole-
mount tissues were scanned with a Nanozoomer (Hamamatsu
Photonics),and morphological changes were assessed by using a semi-
quantitative dual histopathology score adapted fromrefs. 33,57,82. To
evaluate pulmonary fibrosis, the Sirius Red-stained areas on scanned
sections were measured witha computer-assisted, automated, whole-
section histomorphometric image analysis technique (Visiopharm).
Virtual whole sections were observed at a magnification of x20
(corresponding to 0.46 pm per pixel). An algorithm for Sirius Red
morphometric measurement on lung-stained sections was generated
withtheBayesianlinear segmentationtoolinthe Visiopharm software
package and thenrefined by trainingon asubset of lung sections. Major
histology sectionartifacts (suchas large vascular and peribronchiolar
structures and the alveolar lumen) were automatically delineated
and removed from the area of interest. The Sirius Red-positive area
(inmm?*)was measuredand expressed as a percentage of the total area
of interest. The accuracy of the automated morphometric evaluation
was checked oneach individualimage.

Immunohistochemistry and immunofluorescence

Tissue sections (7 pm thick) were dried for 48 h at 42 °C. Slides
were rehydrated with toluene (AnalaR NORMAPUR ACS, VWR) and
decreasing concentrations of ethanol in water. The lung sections were
stainedwithmouse monoclonal anti-p16 (sc-377412,1:500, Santa Cruz
Biotechnology) or rabbit polyclonal anti-SARS-CoV-2-spike glycopro-
tein (ab272504,1:5,000,Abcam) antibodies. For pl6 and spike labeling
(immunohistochemistry), the slides were blocked for endogenous
peroxidase with 3% H,0, and boiled for antigen retrievalin citrate
buffer (0.1M citric acid, 0.1M dehydrated sodium citrate and milli-Q
water (Millipore) pH 6). Sections were incubated with the appropri-
ate secondary antibody from Vector Laboratories (goat anti-mouse
IgG (H+L), biotinylated BA-9200-1.5 or goat anti-rabbit 1gG (H+L),
BA-1000-1.5,1:200), washed andincubated with the VECTASTAIN Elite
ABC Peroxidase StandardKit (Vector Laboratories). Slides were washed
three times in PBS, and the chromogen 3,3’-diaminobenzidine (DAB)

from the Peroxidase Substrate Kit (SK-4100, Vector Laboratories)
was added to each slide. The slides were counterstained with Mayer’s
Hemalun (Merck). Lastly, the slides were mounted with glycerinmount-
ing medium (glycergelmounting medium c0563, Dako). Images were
acquired using an Axio Scan.Z1slidescanner, ZEN (Blue edition) 2012
software (Carl Zeiss), aLeicaDM3000 LED microscope and a FLEX-
ACAM Clcamera.For pl6, ACE2and viral nucleoprotein labeling (immu-
nofluorescence), the following antibodies were used: p16 (sc-377412,
1:50, Santa Cruz Biotechnology), ACE2 (NBP1-76611,1:50, Bio-Techne)
and SARS-CoV nucleocapsid (NB100-56576,1:50, Bio-Techne). The
rehydrated tissue sections were first treated with antigen unmasking
solution (sodium citrate buffer pH 6 or Tris EDTA buffer pH 9). Then,
sectionswere rinsed andblocked for 3 hatroomtemperatureinblock-
ing solution (PBS containing 5% BSA and 0.3% Triton X-100). Sections
were incubated overnight at 4 °C with primary antibodies diluted in
blocking solution. Sections were then washed and incubated atroom
temperature for1hwith Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies
(A-11037,1:500, Invitrogen) inblocking solution. For p16, a VectaFluor-
Excel Amplified Anti-Mouse IgG, DyLight 488 Antibody Kit (DK-2488,
Vector Laboratories) was used according to the recommendations.
Sections were stained with 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(Sigma-Aldrich) for 10 min, and coverslips were then mounted on
slides usinga fluorescence mounting medium (Agilent Technologies).
Mounted slides were stored inthe darkand at 4 °C untilimage acquisi-
tion. Immunofluorescence quantification was performed withZEN3.2
software and the Image Analysis module (Carl Zeiss). Theintensity of
thelabeling was normalized by DAPIcount. Foreach group, 2-3 whole
lungsections from at least three different animals were quantified.

Transcriptomic analyses

The hamster lung transcriptome (youngversus aged) was analyzed with
custom-designed hamster gene expression microarrays (4 x 44,000
v2, Agilent Technologies) and the one-color gene expression Agi-
lent workflow. In brief, the microarrays were designed with the eAr-
ray server (Agilent Technologies) by starting from the Mesocricetus
auratus gene annotation MesAurl.0 provided by Ensembl (Agilent
AMAMID no. 086414). The custom microarrays were hybridized with
1,650 ngof Cy3-labeled cRNAs purified onRNeasy Mini-Spin Columns
(Qiagen). Starting from 100 ng of total RNA, cRNAs were synthesized
and labeled with Cy3 dye using the one-color Low Input Quick Amp
Labeling Kit (Agilent Technologies). After hybridization for 17 h at
65 °C, the microarrays were washed and scanned witha G2565CA Agi-
lent DNA microarray scanner. Fluorescence signals were extracted and
normalized with Feature Extractionsoftware (version10.5.1.1, Agilent
Technologies) and transferred to GeneSpring GX 12.6 software (Agilent
Technologies) for processing and data mining. Expression data were
normalized by applying the 75th percentile method in GeneSpring. To
remove probes with a raw signal below 10 in all the conditions tested,
themicroarray probes were filtered withan Agilent flag filter. Samples
from atleastthreeindependenthamstersin eachgroup were analyzed,
and differentially expressed genes were identified in a volcano plot
with fold change cutoffs >1.5 or <1.5 and amoderated t-test P< 0.01
after Benjamani-Hochberg correction. The data were visualized by
hierarchical clustering with the Euclidian metric and complete link-
age. A GSEA was performed by using the pre-ranked routine and the
default parametersin GSEA software (version 2.0.13).All genesset files
for this analysis were obtained from the GSEA website (https://www.
broadinstitute.org/gsea/). The CellAge database (https://genomics.
senescence.info/cells/) was interrogated to identify genes related to
cell senescence in aged hamsters. To study the effect of ABT-263 on
gene expression in aged lungs, RNA sequencing was performed. In
brief, RNA sequencing libraries were generated using the NEBNext
Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New England
Biolabs (NEB)) with apoly(A) enrichment methodfollowing NEB's rec-
ommendations. The libraries were sequencedonanllluminaNovaSeq
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platform (paired-end, 150 bp). The sequencing reads of each sample
were trimmed and quality filtered using Trimmomatic (version 0.39)
with the following options: ILLUMINACLIP:3:30:10 and MAXINFO:0.5.
Cleaned reads were then processed using Salmon (version 1.9.0) with
default parameters and the reference genome of Mesocricetus auratus
(MesAurl.0 (GCA_000349665.1)). Gene annotations were computed
using tximport (version 1.28.0). DESeq2 (version 1.12.3) was used to
analyze the differential gene expression between the experimental
groups. Some genes with afold change >1.5 (P <0.01,moderated ¢-test
after Benjamani-Hochberg correction) arerepresented inthe hierar-
chical heat maps shownin Figs. 1c,d and 3g. Heat maps and clustering
weregenerated from differential expression with Phantasus software
(version 1.19.3). The hierarchical clustering was performed from the
rows according to the matrix value metric (forapre-computedsimilar-
ity matrix) with afull linking method.

Mass spectrometry analysis of the proteome and analysis of
proteomics data

Spectral counting proteomic (serum) and tandem mass tag (TMT)-based
proteomic (whole lung extract) were performed as follows. In brief, pro-
teins (10 pg and 30 pg, respectively) were loaded onSDS-PAGE gels with
gel slice trypsin digestion foreach sample. For TMT-based proteomics
(quadruplicates), peptides were labeled with TMT reagents (Thermo
Fisher Scientific) according to the manufacturer’sinstructions,and the
different samples were mixed. Extracted peptides were fractionated
with three acetonitrile increments (7.5%, 12.5%and 50%) for the spectral
counting proteomic or eight acetonitrile increments for TMT-based
proteomicsin 0.1% triethylamine ona High pHReversed-Phase Peptide
Fractionation Kit (Thermo Fisher Scientific). Eluates were dried with
avacuum centrifuge and resolved in 0.1% formic acid. Peptides were
separated by an UltiMate 3000 RSLCnano System and analyzed using Q
Exactiveinstrumentsaspreviouslydescribed®™. Theraw nanoliquid chro-
matography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) data
were convertedintoan *.mgf peak list format, using ProteomeDiscoverer
1.4 (Thermo Fisher Scientific). MS/MS data were analyzed using the
Mascotsearchengine (version2.4.0, Matrix Science) installed onalocal
server. With a mass measurement tolerance of 10 ppm for precursors
and 0.02 Da for fragmentions, we searched a composite target-decoy
database (32,348 x 2 total entries) built from the UniProt Mesocricetus
auratus dataset (taxonomy 10036, December 2021, 32,230 entries)
fused with the sequences of recombinant trypsin and a standard list of
contaminants (118 entries). Cysteine carbamidomethylation, methionine
oxidation, protein N-terminal acetylation, cysteine propionamidation
and TMT 6-plex (N-term and K) were searched for as variable modifica-
tions. Uptoone missed trypsin cleavage wasallowed. Theidentification
resultswereimported into ProLine software (version 2.0) for validation.
Peptide spectrum matchestaller than nine residuesandionscoreshigher
than10 were retained. The false discovery rate (FDR) was then optimized
to be below 1% at the protein level using the Mascot Modified MudPIT
score. Spectral counting analyses were performed with ProLine 2.0.
Fornormalization of TMT channels, the function‘normalize to peptide
amount’wasselected in Proteome Discoverer 1.4. Values correspond to
the numbers of spectra per protein (spectral counting proteomic) and
to the ratio of the abundance of the protein in a given sample divided
by the abundance of the same protein in the pooled samples (TMT-
based proteomic). Some proteins witha fold change >1.2 (serum) or >2
(lungs) (P<0.2 and P < 0.05, respectively, two-tailed Mann-Whitney)
are represented in the hierarchical heat maps shown in Fig. 5b and
Fig.5e, respectively.

Statistical analysis and reproducibility

All experiments were performed at least two times except for
Fig.1la-d.Forhamster experiments, 3-10 hamsters were analyzed per
experiment. No power analyses were used to predetermine sample
sizes, but our sample sizes were similar or superior to those reported

in the previous publications****. Data distribution was assumed to be
normal, but this was not formally tested. Data collection and analysis
were not performed blinded to the conditions of the experiments. All
statistical analyses were performed using GraphPad Prism version
9.2.0 software. Significance of body weightloss or regain (area under
the curve) was calculated using the Wilcoxon matched-pairs signed-
rank test. A two-tailed Mann-Whitney U-test was used to compare two
groups, unless otherwise stated. Comparisons of more than two groups
witheach other were analyzed with the one-way ANOVA Kruskal-Wallis
test (non-parametric), followed by Dunn’s post test. All data are
expressed asthe mean +s.d.

Reporting Summary
Further information on researchdesign isavailableinthe Nature Port-
folio Reporting Summary linked to thisarticle.

Dataavailability

Transcriptomic and proteomic raw data that support the findings of
this study have been deposited inthe Gene Expression Omnibus (GEO)
andthe Proteomics Identifications (PRIDE) database, respectively, with
accession numbers GSE230301 (Fig. 1), GSE231673 (Fig. 3g), PXD041777
(Fig. 5b) and PXD 041973 (Fig. 5e and Extended Data Fig. 7c) (http://
www.ebi.ac.uk/pride).

Codeavailability

Codesandallother datasupporting the findings of this study, including
raw data underlying figures, are available from the corresponding
authorupon reasonable request.
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Extended Data Fig. 1| Enhanced cellularsenescence inaged lungs and effects
of ABT-263 treatment. A, Validation of the anti-p16 antibodies ontransfected
cells. HeLa cells were transfected withthe control plasmid pcDNA3.1(+) or the
plasmid pcDNA3.1(+) encoding hamster p16. Left panel, Cells were labeled with
two different anti-p16 antibodies (immunofluorescence). Right panel, Expression
of p16 and B actininHeLa cells expressing or nothamster pl6as assessed by
western blotting. B, Left panel, Effect of ABT-263 treatment on the number

of pl6-positivecells (white arrows) in young and aged lungs as assessed by
immunofluorescence. Bars: 25 um. Right panel, Quantification of p16-expressing
cells. The histograms indicate the fold change relative to average intensityin
vehicle-treated young animals (n=8-9). C, SA-B-Gal staining of lung sections

fromyoung hamsters and aged hamsters. Increased blue staining (black arrows)
indicates ahigher number of senescentcellsinaged lungs. D, ONPG-based p-Gal
activity of lungextractscollected fromaged hamsters treated with thevehicle or
withABT-263 (n = 3).E, Left panel, Expressionof Bcl-xLand  tubulininyoungand
aged whole-lunghomogenates as assessed bywestern blotting. Right panel, the
relative protein levels normalized to p tubulinare shown(n=3-6). Forall graphs,
errorsindicate mean +s.d. Pooled resultsfrom two experiments (B) and one of
two representative experiments (A, C-E) are shown. Significant differences were
determined using the two tailed Mann Whitney U test (D and E) and One-way
ANOVA Kruskal-Wallis test (nonparametric), followed by the Dunn’s posttest test
(B, right). ** P<0.0L,*** P<0.001.
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Extended Data Fig. 2| Ace2 expression in aged lungs and consequences ofa
SARS-CoV-2infectionon lungpathology. A, Inmunofluorescence analysis of
Ace2inthelung from uninfected (mock) young hamsters and aged hamsters.
Bars: 25 pm. Right panel, The histograms indicatethe mean +s.d fold change
relative to averageintensity in younganimals (n = 3). Significant differences were
determined using the two tailed Mann Whitney U'test. Band C, Representative

photomicrographsoflungs from SARS-CoV-2- infected young hamstersand aged
hamsters (H&E staining) at 7 dpi (B), and 22 dpi (C). C, Arrow: inflammatory cell
infiltrate; sun: type Il pneumocyte hyperplasia. D, The lungswere stained with
Sirius Red. Representative imagesare depicted (22 dpi). Stars indicate altered
structure of epithelialand vascular basal membranes. B-D, Scales are indicated.
One of two representative experimentsisshown.
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Extended DataFig. 3| Virus antigenand p16 expression in vehicle-treatedand  performed onlung sections collected fromvehicle-treated (A) and from
ABT-263-treated young and aged lungs at 3 dpi. Inmunofluorescencestaining ABT-263-treated (B) infected animals. Scalesare indicated. One of two
for DAPI(blue), viral nucleoprotein (red) and p16 (green) is shown. Labelling was representative experiments is shown.
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Extended Data Fig. 4 | Effect of ABT-263 treatment on body weightloss and
pl6 expression at 7 dpi. Aged hamsters and young hamsters were treated
(ornot) with ABT-263 and then infected with SARS-CoV-2. A, Body weight loss
of vehicle-treated and ABT-263-treated aged hamsters and young hamsters
following a SARS-CoV-2 infection (n = 6). B, Effect of ABT-263 treatment on the
frequency of p16-positive cells (7 dpi) as d by histochemistry.
Arrowsindicate pl6-positive cells. Bars: 20 pm. C, The p16 transcript levels

areindicated (n=3-6). The data are expressed as the fold increase relativeto
average geneexpression ininfected (7 dpi) vehicle-treated young hamsters
(n=3-6).For all graphs, errors indicate mean + s.d. One of two representative
experiments areshown (A-C). Significance of body weightlossbetween animal
groupswas calculated using wilcoxon matched-pairs signed rank test (A).
Significant differences were determined using One-way ANOVA Kruskal-Wallis
test(nonparametric), followed by the Dunn’s posttesttest (C).
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Extended Data Fig. 5| Effect of ABT-263 treatment on viral loads and

ISGs. Aged hamsters and young hamsters weretreated (or not) with ABT-263
and infected with SARS-CoV-2. A, Quantification of viral RdRp and E protein
transcript levels in the whole lungs using RT-PCRassays (7 dpi). The data are
expressed as ACt and genome copy/pg RNA (n=5-6). B, mRNA copy numbers of
genes (interferons and ISGs), as quantified with RT-PCR. The data are expressed
as the fold change, relative to average gene expression in mock-infected animals
(n=5-6).C,Immunohistochemistryanalysis of spike in the lung from SARS-CoV-

2-infected young hamsterstreated (or not) with ABT-263 (3 dpi). Bars: 100 pm
and 20 pm. D, Nucleoprotein labelling (immunofluorescence) was performed on
lung sections collected at 3 dpi. Bars: 25 pm. Right panel, The histograms indicate
the fold change relative to averageintensity in vehicle-treated young animals
(n=6).A-D, One of two representative experiments is shown. Forall graphs,
errors indicate mean +s.d. Significant differences were determined using the

two tailed Mann Whitney Utest (B and D) and One-way ANOVA Kruskal-Wallis test
(nonparametric), followed by the Dunn’s posttest test (A). “P < 0.05,* P< 0.01.
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Extended Data Fig. 6| Ace2 and p16 expressioninvehicle-treated and ABT-
263-treated young and aged lungs. Lungs were collected fromuninfected
animals previously treated or not with ABT-263. Immunofluorescence staining
for DAPI(blue), Ace2 (red) and p16 (green) is shown. Labellingwas performed on
lung sections collected from vehicle-treated (A) and from ABT-263-treated (B)
animals. Scales areindicated. C, The intensity of Ace2 signals was normalized by
DAPIcount. The histograms indicate the fold change relative to average intensity

invehicle-treated young hamsters (n=3). D, mRNA copy numbers of Ace2 were
quantified in RT-PCRassays (n=4-9). The dataare expressed as the fold change
relative to average gene expression in vehicle-treated aged hamsters. A-D, One
of two representativeexperiments is shown. For all graphs, errors indicate
mean +s.d. Significant differences were determined using thetwo tailed Mann
Whitney Utest.
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Extended Data Fig. 7| Effect of ABT-263 treatment on lung pathology and
body weight lossduring a SARS-CoV-2infection. Aged hamsters and

young hamsters were treated (or not) with ABT-263 and then infected with
SARS-CoV-2. A, Representative micrographs showing H&E-stained lungs from

aged hamsters and young hamsterstreated (or not) with ABT-263 (magnification:

x2.5). The percentage of lung sections affected by subacute bronchointerstitial
pneumonia(consolidation)is depicted for eachgroup of animals (lower panel,
(n=11-12aged and n= 6 young). B, Bodyweight loss curvesfor infected animals
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(n=5-6). C, Heatmaps of the differential expressed components in the lungs of
vehicle-treated and ABT-263-treated aged hamsters, ina mass-spectrometry
analysis of the proteome (fold change in proteinabundance >2, P < 0.05) (n=4).
Pooled results fromtwo independentexperiments (Aleft, B and C)and one of two
representative experiments (A right) are shown. Forall graphs, errors indicate
mean +SD. Aand C, Significant differences were determined using the two tailed
Mann Whitney Utest. ** P<0.01.
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Article 2: La sénescence cellulaire viro-induite provoque des

séquelles pulmonaires aprés une infection grippale.

Virus-Induced Cellular Senescence Causes Pulmonary Sequelae Post-

Influenza Infection.
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* Contribution équivalente

Mise en contexte et réesumé

La grippe saisonniére est un probléeme de santé publique, ainsi qu’une cause
importante de morbidité et de mortalité dans le monde. Les complications pulmonaires
induites par la grippe, en particulier les atteintes de I'épithélium bronchique et
alvéolaire, expliquent en partie la sévérité des formes graves (Herold et al. 2015). Les
Iésions pulmonaires aigués induites par I'lAV sont généralement réparées, mais des
défauts dans les mécanismes de réparations peuvent favoriser la persistance des
dommages et donc le développement de pathologies chroniques (Garcia et al. 2020;
Pociask et al. 2017). La sénescence cellulaire peut étre un mécanisme pouvant
expliquer ce défaut de réparation. En effet, les cellules sénescentes présentent un
SASP, qui favorise I'inflammation locale et perturbe la régénération tissulaire (Coppé
et al. 2010). Bien que la sénescence ait un role bénéfique si elle est transitoire
(embryogenése, réparation suite a une blessure), 'accumulation incontrdlée des

cellules sénescentes est délétere.

Plusieurs études ont montré que des infections, dont la grippe, peuvent induire un état
de sénescence dans les cellules (Seoane et al. 2020). En effet, I'lAV, en plus d’induire

une sénescence « cell autonome » dans les cellules infectées, entraine la mise en
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place de boucles paracrines, ou les macrophages activés et le SASP propagent la
sénescence aux cellules voisines (Schulz et al. 2023). Ce phénomeéne entretient donc
une inflammation locale qui pourrait limiter la réparation tissulaire. Ces observations
suggérent que la sénescence pourrait étre un mécanisme reliant infections virales,

inflammation persistante et altération de la réparation tissulaire.

Des recherches ont montré que I'accumulation de cellules p16-positives dans les
poumons s’accompagne d’'une diminution de la réparation et d’'un développement de
fibrose (Schafer et al. 2017). Dans le cas de la grippe, la dégradation et la mort
importante des cellules épithéliales bronchiques sont bien documentées. De plus, la
régénération repose sur la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices.
Un défaut dans ce processus peut entrainer un remodelage pathologique et des

séquelles pulmonaires persistantes (Herold et al. 2015).

Par ailleurs, des approches thérapeutiques ciblant les cellules sénescentes par
I'utilisation de sénolytiques, ont été testées. L’élimination spécifique des cellules
sénescentes p16-positives par une approche génétique ou pharmacologique permet
d’améliorer la régénération tissulaire et de limiter I'inflammation chronique (Baker et
al. 2011; Xu et al. 2018). Cependant, I'utilisation et I'efficacité des sénolytiques dans
le contexte d’infection grippale restent encore peu étudiées. Aucune étude ne s’est
intéressée a l'impact potentiel des sénolytiques sur la réparation faisant suite a

l'induction d’'une pneumonie virale.

Notre objectif a donc été de déterminer si la persistance des cellules sénescentes
pulmonaires induites par I'lAV pouvait retarder la réparation du poumon et ainsi

contribuer au développement de la pathologie chronique.

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé des souris jeunes infectées par la
souche H1N1p2009, et nous les avons suivies pendant 90 jours apres 'infection. Nous
avons combiné une approche génétique, par [I'élimination conditionnelle des
cellules p16-positives avec 'AP20187 chez des souris p16-ATTAC, et une approche

pharmacologique avec I'utilisation de 'ABT-263.

Dans un premier temps, nous avons confirmé que l'infection par I'lAV entraine des
dommages importants dans les poumons des souris jeunes, associés a une charge

virale élevée et a une forte inflammation. Par ailleurs, méme apres I'élimination du
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virus, nous avons constaté que les poumons présentaient une altération des

épithéliums bronchiques, un emphyséme et une fibrose.

De plus, ces dommages et défauts de réparation ont été corrélés a la présence et a
I'accumulation de cellules sénescentes exprimant les marqueurs p16'NK4a et p21CiP1,
Ces marqueurs ont été détectés dans les épithéliums bronchique et alvéolaire, ainsi
que dans I'endothélium vasculaire et dans les macrophages alvéolaires, jusqu’a
3 mois post-infection. Nous avons constaté I'apparition rapide de la sénescence aprés
l'infection : les cellules épithéliales bronchiques exprimant I'antigéne viral sont
positives pour p16'NK4a témoignant de I'induction directe de la sénescence par le virus.
Cette sénescence s’est ensuite propagée, notamment dans les cellules qui n’étaient
pas infectées par le virus. Par ailleurs, les cellules sénescentes ont persisté bien aprés
la disparition du virus, et leur présence a été corrélée avec un retard de la réparation

compléte de I'épithélium bronchique.

Pour évaluer le role fonctionnel de ces cellules sénescentes viro-induites, nous avons

utilisé deux approches d’élimination.

Premierement, en collaboration avec le laboratoire du Pr. Serge Adnot a Créteil, nous
avons utilisé des souris transgéniques p16-ATTAC. Ces dernieres permettent
I'élimination spécifique des cellules exprimant p16'NK4a suite & I'administration du
rapalog A20187. Cette approche a montré que I'élimination génétique des cellules
sénescentes réduit de fagon significative 'emphyseme et la fibrose, et accéléere le

processus de réparation des épithéliums bronchiques.

En paralléle, nous avons testé une approche pharmacologique reposant sur I'utilisation
de 'ABT-263, qui cible et inhibe BCL-2. Ce traitement a permis de favoriser la
réparation de I'épithélium bronchique, mais n’a pas eu d’effet sur le développement de

'emphyséme et de la fibrose.

Toutes ces données mettent en évidence que linfection par la grippe entraine
l'induction et la persistance de cellules sénescentes dans les poumons. Ces derniéres
freinent la réparation, la régénération tissulaire et participent a l'installation de lésions
chroniques. Nos résultats démontrent que I'élimination des cellules sénescentes,
qgu’elle soit génétique ou pharmacologique, permet d’améliorer significativement la

récupération pulmonaire, en particulier la réparation de I'épithélium bronchique.
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ABSTRACT

Influenza A virus (IAV) infection causes acute and long-term lung damage. Here, we used immunostaining, genetic, and phar-
macological approaches to determine whether IAV-induced cellular senescence causes prolonged alterations in lungs. Mice in-
fected with a sublethal dose of HIN1p2009 exhibited cellular senescence, as evidenced by increased pulmonary expression of
pl6, p21, B-galactosidase and the DNA damage marker gamma-H2A .X. Cellular senescence began 4 days post-infection (dpi) in
the bronchial epithelium, then spread to the lung parenchyma by 7 and 28dpi (long after viral clearance), and then declined by
90dpi. At 28 dpi, the lungs showed severe remodeling with structural bronchial and alveolar lesions, abrasion of the airway epi-
thelium, and pulmonary emphysema and fibrotic lesions that persisted up to 90dpi. In mice and nonhuman primates, persistence
of senescent cells in the bronchial wall on 28 dpi was associated with abrasion of the airway epithelium. In p16-ATTAC mice,
depletion of p16-expressing cells with AP20187 reduced pulmonary emphysema and fibrosis and led to complete recovery of the
airway epithelium at 28 dpi, indicating a marked acceleration of the epithelial repair process. Treatment with the senolytic drug
ABT-263 also accelerated epithelial repair without affecting pulmonary fibrosis or emphysema. These positive effects occurred
independently of viral clearance and lung inflammation at 7 dpi. Finally, AP20187 treatment of p16-ATTAC mice at 15dpi led to
complete recovery of the airway epithelium at 28dpi. Thus, virus-induced senescent cells contribute to the pulmonary sequelae
of influenza; targeting senescent cells may represent a new preventive therapeutic option.

Abbreviations: Bcl-2, B cell lymphoma-2; COVID19, coronavirus disease 19; dpi, day post-infection; IAV, influenza A virus; SARS-CoV-2, severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2; SASP, senescence-associated secretory phenotype.

Larissa Lipskaia and Lou Delval contributed equally to this study.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited.

©2025 The Author(s). Aging Cell published by Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd.

Aging Cell, 2025; 0:¢70140 10f 16
https://doi.org/10.1111/acel.70140

150



1 | Introduction

Respiratory viral infections raise serious health and eco-
nomic issues worldwide, as exemplified by the recent coro-
navirus disease 2019 (COVID-19) pandemics. Influenza A
virus (IAV) infections also cause substantial morbidity and
mortality worldwide, despite the implementation of vaccina-
tion programs and antiviral treatment (Dunning et al. 2020).
Respiratory viruses replicate in the upper and lower respi-
ratory tracts and thereby cause bronchitis and bronchiolitis,
diffuse alveolar damage, and interstitial and airspace inflam-
mation. Although the replication rate of RNA viruses like
IAV peaks 2-4days after infection and declines thereafter,
damage to the respiratory epithelium and lung parenchyma
persists longer and can result in major adverse events and
sequelae (Umeda et al. 2010; Herold et al. 2015; Narasimhan
et al. 2024). These events include an elevated risk of secondary
infection with bacterial pathogens, exacerbations of chronic
obstructive pulmonary disease in children and adults, and
the development or worsening of idiopathic pulmonary fibro-
sis or lung emphysema in a substantial proportion of infected
people (Sheng et al. 2020). Thus, by triggering the initiation,
exacerbation or progression of chronic lung diseases, IAV in-
fection exerts well-characterized, long-term, harmful effects.
However, the details of the link between infection and chronic
disease remain unclear. Here, we hypothesized that cellular
senescence has a role in this setting.

Cellular senescence occurs when cells are exposed to an acute
and/or chronic stressor (for review, see Gorgoulis et al. 2019).
These stressors are very diverse and include DNA damage,
replicative exhaustion, oxidative or metabolic stress, oncogene
expression, and inflammation. Cellular senescence consists of
(i) resistance to apoptosisand (ii) a stablearrestin proliferation.
The key mediators of the cell cycle arrest include the cyclin-
dependent kinase inhibitors p21Cipl (referred to hereafter as
p21) and p16INK4A (hereafter p16) (He and Sharpless 2017).
Another important feature of senescent cells is the acquisi-
tion of a specific senescence-associated secretory phenotype
(SASP), characterized by the release of inflammatory cyto-
kines, immune modulators, proteases, and various effectors
that reinforce senescent phenotypes and alter tissue micro-
environments (He and Sharpless 2017; Gorgoulis et al. 2019;
Childs et al. 2017). Senescent cells accumulate with age; this
phenomenon is due in part to the failure of the immune sys-
tem to remove them. The chronic accrual of senescent cells in
tissues is a key process in age-related diseases, including lung
diseases such as pulmonary lung fibrosis and chronic pulmo-
nary disease (Barnes et al. 2019; Yao et al. 2021). In recent
years, the notions whereby (i) a (respiratory) viral infection
can cause (lung) cell senescence and (ii) infection- or aging-
induced cellular senescence has an impact on disease sever-
ity have emerged (Lee et al. 2021; Camell et al. 2021; Oikawa
et al. 1987; Lipskaia et al. 2022; Evangelou et al. 2022; Tsuji
et al. 2022; Delval et al. 2023a; Aguado et al. 2023). Although
influenza is associated with the accumulation of senescent
cells in lungs (Kulkarni et al. 2019; Lv et al. 2022; Schulz
et al. 2023), the consequences on long-term lung disease have
not yet been studied. In the present study, we postulated that
the persistence of lung senescent cells impedes lung repair and
underlies the development of chronic impairments of the lung

(e.g., fibrosis and emphysema). To this end, we first monitored
the temporal and topographic relationships between senescent
cell accumulation and pulmonary lesions within 3 months of
administration of a sublethal dose of AV HIN1p2009 in mice.
Next, we determined whether the removal of senescent cells
would improve lung recovery following an IAV infection, ac-
celerate the repair of the airway and alveolar epithelium, and
thereby protect against the development of post-viral lung dis-
eases. Our study shows that cellular senescence contributes to
long-term pulmonary sequelae after primary influenza pneu-
monia thereby establishing a link between IAV-induced pro-
longed pulmonary damage and cell senescence.

2 | Results

2.1 | Influenza Causes Long-Lasting Lung
Damage Concomitant With the Persistence
of Senescent Cells

To assess the extent of IAV-induced lung damage and the fate of
senescent lung cells over time, we investigated mice exposed to
a sublethal dose of HIN1p2009 until 90days post-infection (dpi)
(for the viral load in lungs and body weight loss and recovery,
see Figure S1A,B). A histochemical analysis (H&E staining)
of lung sections revealed pulmonary lesions at 4 dpi that pre-
dominated at 7 and 14dpi, including structural bronchial and
alveolar lesions, inflammatory infiltrates, and airway epithelial
abrasion that appeared complete in some areas (Figure 1A). On
28dpi, the lungs appeared to have recovered partly from these
structural changes, with a reduction in inflammatory infiltrates
but persistence of abrasion of the airway epithelium (Figure 1A,
lower panels). Interestingly, lung emphysema lesions (assessed
by measurement of the mean linear intercept, Figure 1B) were
observed at 28 dpi, together with the appearance of fibrotic le-
sions (as assessed with the modified Ashcroft score, Figure 1C).
On 90dpi, the bronchial airway epithelium had recovered partly,
although the persistence of lung emphysema and fibrotic lesions
was consistent with the establishment of a chronic lung disease
(Figure 1A-C).

Alongside these structural changes, immunolabeling analyses
revealed a massive accumulation of cells expressing the senes-
cence markers p16 and p21 (Figure 1D,E). Cells stained for p16
or p21 were detected as early as 4dpi in the airway epithelium,
with a peak for p21-positive cells at 7dpi and a peak for p16-
positive cells at 14 dpi. Lung cells stained for pl6 or p21 were
rarer but still present at 28 dpi, indicating that senescent lung
cells persisted after the virus had been cleared. Consistent with
these observations, thoracic bioluminescence was observed in
pl6luc/+ heterozygous mice at 7-14 dpi (Figure S1C). At 4dpi,
almost all p16-positive cells were bronchial epithelial cells that
also expressed viral antigen (Figure 2A). At 7dpi, an extension
of p16 staining was observed in the lung parenchyma in cells not
expressing the viral antigen, indicating the spreading of the se-
nescence process. Beyond 14 dpi, the expression of viral proteins
became poorly detectable. At 90dpi, overexpression of p16 and
p21 was no longer observed (Figure 1D and not shown).

Elevated expression of the galactosidase beta 1 (GLB1), the en-
zyme mediating the senescence-associated-f3-galactosidase
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FIGURE 1 | Time course of pulmonary pathological manifestations and p16 and p21 expression following IAV infection. (A) Left panels.
Representative micrographs of H&E-stained lung sections showing bronchi (upper panel) and bronchial wall (lower panel) of mock-infected mice
and IAV-infected mice. The zoomed areas are indicated by rectangles. Right panel. Scatter-plot graph showing bronchial wall thickness. (B) Left
panels, Representative micrographs showing lung parenchyma. Right panel. Scatter plot showing mean liner intercept (MLI) measurements. (C) Left
panels, Representative micrographs showing lung parenchyma stained with Sirius Red used to visualize collagen deposition (hallmark of lung fibro-
sis). Zoomed area are indicated by squares. Right panel, Scatter-plot graph showing parenchymal fibrosis quantification according to Aschcroft score.
(D) Left panel. Representative micrographs showing immunofluorescence of p16 (white) in lung cells. Blue—DAPI nuclear staining, green—elastin
autofluorescence. The zoomed areas (lower panels) areindicated. (E) Left panel. Representative micrographs showing p21 expression by immunohis-
tochemistry. (D, E) Right panel, Scatter-plot graphs representing the percentage of pl6-positive (D) and p21-positive (E) cells in the different groups
of mice. (A-E) Scales are indicated (bar=50 or 100pm). Graphs represent individual values per mice and the mean+ SEM (n =3-11). Significant
differences were determined using a one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (*p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001).
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FIGURE 2 | pl6 and viral antigen and ©H2AX and p21 co-expression in lungs during influenza. (A) Representative micrograph showing im-

munofluorescence of viral hemagglutinin (IAV, red) and p16 (white) in lung sections collected from IAV-infected mice at 4 and 7 dpi. Bleu—DAPI

nuclear staining, green, elastin autofluorescence). Scales are indicated. (B) Expression of gamma-H2A.X and p21 protein in IAV-infected whole lung

homogenates as assessed by western blotting. The relative protein levels are normalized to § Actin. Graphs represent individual values per mice

and the mean+SD (n=4-7). Significant differences were determined using a one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (**p<0.01,

***¥p <0.0001). (C) Expression of gammaH2AX in the lungs from mock-infected and IAV-infected (7dpi) mice by immunohistochemistry. Blue-

Nuclear hematoxylin staining (bar=100 um).

activity, is observed during cellular senescence (Lee et al. 2006;
Sun et al. 2022). Expression of GLB1 was enhanced in IAV-
infected lungs as assessed by Western blotting (7dpi, Figure S1D).
Histone H2A.X phosphorylated at serine 139 (gamma-H2A.X)
is a marker of the DNA damage response associated with cel-
lular senescence. As shown in Figure 2B, elevated levels of
gamma-H2A.X (and p21) were observed in the lungs of IAV-
infected mice with a peak at 14 dpi. Immunolabeling confirmed
the enhanced expression of y-H2A.X in lung tissue during infec-
tion (Figure 2C). In contrast, the lung levels of the DNA dam-
age marker 53BP1 decreased during IAV infection (Figure S1E).
Such opposing changes in lung gamma-H2A.X and 53BP1 ex-
pression have been recently reported in response to a severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infec-
tion (Gioia et al. 2023), supporting a common response elicited by
IAV and SARS-CoV-2. Taken together, in agreement with other
studies (Kulkarni et al. 2019; Lv et al. 2022; Schulz et al. 2023),
IAV infection leads to cellular senescence in the lungs and this
senescence associates with lasting damage to lung tissue.

2.2 | Delayed Recovery of the Bronchial
Epithelium Is Related to the Persistence
of Senescent Cells in the Peribronchial Area

To further identify the lung cell types that undergo senescence
upon IAV infection, we performed co-immunolabeling for p16
and specific cell markers on 14 dpi (the peak of p16 staining).
Pulmonary vascular and microvascular endothelial cells, bron-
chial and alveolar epithelial cells, and macrophages expressed
pl6 protein, as shown by double-immunofluorescence staining
for p16 and CD31, Mucl, and CD68, respectively (Figure 3). A
significant proportion of endothelial cells (the frequency of
which being decreased on 14 dpi) and macrophages (increased
frequency) expressed p16 (Figure 3A,B). Given the presence of
bronchial epithelium abrasion on 14 dpi, only a few of the re-
maining bronchial epithelial cells were co-stained for p16 and
Mucl at this time point (Figure 3C). In fact, most of the p16-
positive cells in the surrounding bronchial walls were positive
for CD68 (Figure 3D). At 90 dpi, most of the bronchi had a
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FIGURE 3 | Identification of pulmonary cell types becoming senescent on 14 and 90 dpi. Representative micrographs showing immunofluo-
rescence of pl6 (white) in pulmonary cells co-stained with cell-type specific markers. Blue-DAPI nuclear staining, green-elastin autofluorescence
(14 dpi). (A) Representative micrographs showing immunofluorescence of p16 (white) in microvascular endothelial cells (CD31), alveolar type II cells
(Mucl) and macrophages (CD68). (B) The percentage of pl6-positive cells in each cell population is depicted (n=3). Significant differences were de-
termined using the two-tailed Mann-Whitney U'test (*p <0.05, **p <0.01). Of note, the total number of macrophages and parenchymal Mucl1 stained
cells were increased at 14 dpi, contrasting with a decreased number of lung endothelial cells (black asterisk). (C, D) Images showing p16 expression in
peribronchial areas. Lung cells co-stained either with (C) Muc1 (red, a marker of bronchial epithelial cells) or with (D) CD68 (red, a marker of macro-
phages). The zoomed areas (lower panels) are indicated by rectangles. (E) Micrographs showing immunofluorescence of p16 (white) in peribronchial
area associated with the zone of defective epithelial layer (arrow, right images). Left image show normal bronchi on 90dpi.
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normal epithelium (Figure 3E). The bronchi that did not recover
contained senescent cells in the vessel wall. Figure 3E shows
samples from the same mouse lung: the absence of pl6-positive
cells and the complete airway epithelium repair in one bronchus
(left panel) contrasts with the persistence of p16-positive cells
and only partial repair in a nearby bronchus (right panel).

To determine whether these phenomena occurred innon-human
primates, we examined the lungs of macaques infected with
TAV and sacrificed on 28 dpi (Figure S2). Immunohistochemical
studies of lung sections revealed a large number of p16-positive
cells primarily at sites of persistent alveolar damage and in
thrombotic pulmonary blood vessels, as we have described pre-
viously following a SARS-CoV-2 infection (Lipskaia et al. 2022).
As we observed in mice, the airway epithelium had not recov-
ered at 28 dpi, and this time point was associated with the per-
sistence of pl6-positive cells in the bronchial wall (Figure S2).

The epithelial cell is IAV's first target. To assess whether AV
could directly induce epithelial lung cell senescence, we an-
alyzed publicly available datasets from human bronchial epi-
thelial cells (GSE71766) (Kim et al. 2015) and mouse epithelial
alveolar cells sorted from IAV-infected mice (GSE57008)
(Stegemann-Koniszewski et al. 2016) on 3 dpi. Strikingly, AV
infection resulted in an enrichment in cell senescence-related
genes and aging-related genes in both human and mouse lung
epithelial cells (Figure S3).

2.3 | The Genetic Elimination of p16-Expressing
Cells Protects Against the Chronic Lung Damage
Induced by Influenza

We next assessed the effects of senescent cell elimination on
post-influenza chronic lung damage. To this end, we studied
pl6-ATTAC mice expressing an inducible suicide gene (caspase
8) under the control of the pl6 promoter and activated by the
rapalog AP20187 (Born et al. 2023). It is noteworthy that TAV-
associated lung damage was similar in p16-ATTAC mice and
wild type mice, with the presence of lung emphysema and
lung fibrosis on 28 and 90 dpi (Figure S4A,B). Compared with
vehicle, the initiation of AP20187 treatment at the time of the
TAV infection effectively eliminated pl6-positive cells in the
lung parenchyma and the airways (Figure 4A). In particular,
the CD68-positive cells that accumulated in perivascular and
peribronchial areas were eliminated upon AP20187 treatment
(28 dpi, Figure 4A,B). Accordingly, recurrent administration of
AP20187 was associated with markedly lower lung p16, p21, and
gamma-H2A.X protein levels on 28 dpi (Figure 4C, Figure S4C).
Although not significant, treatment with AP20187 ameliorated
the time course of weight loss and recovery (Figure S4D). Lung
emphysema was less intense in p16-ATTAC mice treated with
AP20187 than in vehicle-treated counterparts (Figure 4D).
Remarkably, the airway epithelium completely recovered in
AP20187-treated mice by 28 dpi; this indicated marked acceler-
ation of the epithelial repair process (Figure 4E). Lastly, pulmo-
nary fibrosis was reduced in AP20187-treated p16-ATTAC mice
(Figure 4F). In line with these histological findings, treatment
with AP20187 was associated with lower expression of collagen
1 alpha 1, collagen 3, and phospho-SMAD proteins—the main
markers of pulmonary fibrosis (Figure 4G, Figure S4E). Hence,

the genetic removal of pl6-expressing cells is associated with
amelioration of chronic post-influenza lung damage.

2.4 | The Removal of p16-Expressing Cells Does
Not Alter the Early Lung Response to IAV Infection

The ablation of virus-induced senescent cells has been shown
to decrease the pulmonary viral load and/or inflammatory
marker expression soon after a SARS-CoV-2 infection (Lee
et al. 2021; Tsuji et al. 2022; Aguado et al. 2023). To investigate
whether the protection against the above-described long-term
effects of IAV was due to an effect during the early phases of
infection, AP20187-treated p16-ATTAC mice were analyzed on
7 dpi (the peak of the inflammatory response). Compared with
vehicle-treated mice, AP20187-treated mice had a slightly but
significantly higher pulmonary load of IAV (Figure 5A, left
panel, in a quantitative RT-PCR). Expression of Isgl5 (but not
Ifnb nor Oas3) was significantly elevated upon treatment with
AP20187 (Figure 5A, right panels). Furthermore, the depletion
of p16-expressing cells did not change the pulmonary expression
of transcripts encoding inflammatory markers like interleukin
(IL)-6, IL-1f, and CCL2 (Figure 5B). It is well known that in-
fluenza disrupts the epithelial barrier (Short et al. 2016). The
TAV-induced reduction in the expression of epithelial cell mark-
ers (such as zonula occludens-1 (encoded by TjpI) and the tight
junction protein occludin (encoded by Ocln) was not modified
by AP20187 treatment (Figure 5C)). Inflammatory monocytes
play a key role in pulmonary pathogenesis during influenza
(Schmit et al. 2022). As expected, the recruitment of inflam-
matory monocytes/macrophages to the lungs was intense on 7
dpi—particularly in the perivascular and peribronchial areas
(Figure 5D,E). Most of these cells were pl6-negative at this time
point. Accordingly, AP20187 treatment failed to significantly
lower the number of inflammatory monocytes/macrophages
(Figure 5D,E). We conclude that the removal of pl6-expressing
cells does not affect the early, acute response to influenza.

2.5 | Pharmacological Elimination of Senescent
Cells Favors Airway Epithelial Repair
Post-Influenza

The use of senolytic drugs is a potentially feasible clinical ap-
proach for reducing the harmful effects of senescent cells
(Justice et al. 2019; Chaib et al. 2022). To determine whether
the pharmacological elimination of senescent cells had much
the same effects as genetic senolysis in pl6-ATTAC mice, wild
type mice were treated with ABT-263 (navitoclax). The latter
drug induces senescent cell apoptosis by counteracting the anti-
apoptotic function of B cell lymphoma-2 (Bcl-2) family members
(Zhu et al. 2016). The oral administration of ABT-263 was initi-
ated 24 h after the start of the IAV infection and continued until
the end of the experiment (28 dpi). As assessed by Western blot-
ting, ABT-263 efficiently reverted the virus-induced expression
of the senescence markers p16, p21, and gamma-H2A.X in lung
extracts (Figure 6A, Figure S5A). In line with these data, im-
munofluorescence staining revealed a reduction (but not total
abrogation) in the number of p16- and p21-positive cells in the
lung parenchyma and bronchi (Figure S5B,C). ABT-263 treat-
ment did not alter body weight loss and recovery (Figure S5D),
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FIGURE 4 | Consequences of genetic elimination of senescent cells on lung sequelae post-influenza. p16-ATTAC mice were intraperitoneally
inoculated with AP20187 (0.5mg/kg, twice weekly) starting the day before infection. Lungs from vehicle-treated and AP20187-treated mice were
collected on 28dpi. (A) Representative micrographs showing immunofluorescence of pl6 (white) and CD68 (red) in lung cells. Blue-DAPI nucle-
ar staining, green-Elastin autofluorescence. Bar—100 or 25um. (B) Effect of AP20187 treatment on macrophages infiltration in lung. Left panel,
Representative whole lung scan showing CD68-immunofluorescence (red). Blue-Dapi nucler staining. Right panel: Scatter plot showing the abun-
dance of CD68 positive cells (% from total). Graphs represent individual values per mice and the mean +SEM (n =6-8). (C) Expression of p16, p21
protein and gammaH2AX in IAV-infected whole lung homogenates as assessed by western blotting. The relative protein levels are normalized to
B-Actin (n =5-8). (D) Effect of AP20187 treatment on lung emphysema. Left panel: Representative hematoxylin/eosin sections of lung from different
group of mice. Bar =200p. Right panel. Scatter plot showing mean liner intercept (MLI). (E) Effect of AP treatment on bronchial regeneration. Left
panel: Representative micrographs showing bronchial wall. Hematoxylin/eosin staining. Bar 25 . Right panel. Scatter-plot graph showing bronchial
wall thickness. (F) Effect of AP20187 treatment on pulmonary fibrosis. Left panel: Representative Sirus-Red stained sections of lung from different
group of mice. Bar=200u. Right panel. Scatter plot showing Ashcroft score. (G) Relative expression of the pulmonary fibrosis markers Coll3 and pS-
mad3 in whole lung homogenates as assessed by western blotting. The protein level of Coll3 was normalized to beta Actin and thatt of pSmad3 was
normalized to Smad3. (B-G) Graphs represent individual values per mice and the mean +SEM (n =7-8). One of two representative experiments is
shown. Significant differences was determined using the Mann-Whitney U test (*p <0.05, **p<0.01, ***p <0.001, ****p <0.001).
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FIGURES5 | Consequences of senescent cells removal on the acute phase response of influenza. Lungs from vehicle-treated and AP20187-treated

mice were collected on 7dpi. (A) Viral load (left panel) and the interferon-stimulated genes Isgl5, Oas3 and Ifnb were quantified by quantitative
RT-gPCR. (B, C) mRNA copy numbers (for inflammatory genes in panel B and for genes related to barrier functions in panel C) were quantified by
RT-gPCR. (A-C) The data are expressed as the mean +SD fold change relative to average gene expression in mock-infected animals. (D Left panel,
Representative micrographs showing CD68-labeled lungs from mock-infected and IAV-infected (vehicle and AP20187-treated) p16-ATTAC mice
(magnification: x2.5). Left panel, The percentage of CD68-postive cells is indicated for each group. (E) Lungs were co-labeled with anti-CD68 and an-
ti-pl6 antibodies. (A-D) Graphs represent individual values per mice and the mean +SD (n=6-8). One of two representative experiments is shown.
Significant differences were determined using the two-tailed Mann-Whitney U test (A-C) or using a one-way ANOVA followed by Bonferroni post
hoc test (D) (*p <0.05, **p <0.01, ****p <0.0001).

8of 16 Aging Cell, 2025

sd) swonpuL) pre suma | 20 20 [ST07/S0/LT] W0 ATeRIT SO APy, ‘29WeL] EI30D) £ O 10L ToE/ T 11 10 1/10P/ o> e[ Krerquatys sy o1 papeo[sod] ‘0 ‘9TLEFLT

oo Saqui &

P

Arexqryamuo Aoy W

103 3I¢ S3UIE YO 1351 JO SN 1§

ssusor] om0 ) s.neary aiqeandde 2t £q patwe.

157



A p21 y-H2AX B 1AV
.
20- 3 2 1 *

c . - z

- G £ 5 S 10¢
; A - :
s LY N s g £

e = . ol |5 £ o
e 'E. 0.5 — % ! )
! T -

5

& ¢
E
=
e
=
D Veh ABT
. / \‘ i K ?.

\, s

| it ! o

r=n A K a

e Lo ok 0A %

e | N $ 2

) s

<

200p

bronchi thickness (um)

FIGUREG6 | Consequencesof ABT-263 treatment on lung sequelae post-influenza. (A) Expression of p16, p21 protein and ¥-H2AX in IAV-infected
whole lung homogenates as assessed by western blotting (28dpi). The relative protein levels are normalized to beta-Actin (n=>5-6). (B) Viral load
as assessed by quantitative RT-PCR (7dpi). (C, D) Left panel. Lung sections (28 dpi) were stained with hematoxylin/eosin (C) or Sirius red (D)
(bar=200p). Right panel. Scatter plot showing mean liner intercept (MLI) and parenchymal fibrosis quantification. (E, F) Effect of senescent cells
elimination on bronchial regeneration (bar=100 ) (28 dpi). (E) Representative micrographs showing immunofluorescence of p16 (white) in lung
cells of vehicle-treated and ABT-263-treated mice. Blue-DAPI nuclear staining. The zoomed areas are indicated by rectangles. Bar—100 um. (F) Left
panel, Representative micrographs of H&E-stained lung sections. Right panel, Scatter-plot graph showing bronchial wall thickness. (A-F) Graphs
represent individual values per mice and the mean +SD (n =4-8). Significant differences was determined using the Mann-Whitney U test (*p <0.05,
*p <0.01).
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slightly reduced the viral load (Figure 6B) but had no significant
effects on the expression of transcripts encoding ISGs, inflam-
matory genes, and epithelial barrier markers (7 dpi, Figure SSE
and not shown). Quantification of IL-6, IL-1f, TNF-a and IFN-
gamma proteins in lung extracts confirmed the lack of anti-
inflammatory effect of ABT-263 (Figure S5F).

We then analyzed the potential effect of senolysis on long-term
pulmonary sequelae. In contrast to the p16-ATTAC system, re-
current ABT-263 treatment did not prevent the development of
lung emphysema or lung fibrosis on 28dpi (Figure 6C,D). We
then investigated whether ABT-263 inoculation impacts the air-
way epithelium repair. Interestingly, ABT-263 treatment led to
complete recovery of the airway epithelium on 28 dpi, together
with the elimination of pl6-positive cells in the airway walls
(Figure 6E,F). We conclude that the pharmacological depletion
of senescent cells by means of ABT-263 favors airway epithelial
repair during influenza.

2.6 | Elimination of p16-Positive Cells During
the Recovery Phase of Influenza Ameliorates
Bronchial Epithelium Recovery

A question of clinical importance is whether early or late re-
moval of senescent cells can improve pulmonary sequelae
post-influenza. As senescent (pl6-positive) cells persist after
the clearance of the virus, we investigated the possibility that
their genetic removal at late time points could have an impact
on lung sequelae. To this end, pl6-ATTAC mice were treated
with AP20187 from 15 dpi to the sacrifice at 28 dpi (AP D1-15).
Another group of mice was treated at the time of the AV in-
fection to 15dpi (AP D15-28). Remarkably, both protocols led to
a complete restoration of the bronchial epithelium (Figure 7A)
and to a trend towards improvement of pulmonary fibrosis
(Figure 7B). Protection against emphysema was only observed
when treatment was initiated at the time of infection but not on
15dpi (Figure 7C).

3 | Discussion

Acute viral pneumonia leads to prolonged pulmonary damage
as a result of excessive inflammation and/or defective repair
processes (Herold et al. 2015; Narasimhan et al. 2024). The
mechanisms underlying these defective repair processes remain
to be fully determined. Our findings substantially expand the
understanding of how respiratory viruses induce long-term
sequelae in lungs. In our preclinical model of influenza, lung
emphysema and fibrotic lesions developed on 28dpi and then
persisted until 90dpi. In parallel, the airways completely lacked
epithelium on 28dpi, and some sites remained denuded at 90
dpi. Concomitantly with these structural changes, senescent
cells accumulated in lungs. In line with other reports (Schulz
et al. 2023; Lv et al. 2022; Kulkarni et al. 2019), p16- and p21-
positive cells appeared at early time points. This occurred with
the increase in gamma-H2A X, consistent with a DNA damage
response considered a primary mechanism of virus-induced lung
cell senescence and known to be induced by IAV (Li et al. 2015).
At 14dpi, p16-positive cells, mostly endothelial cells and alveo-
lar type II cells—both of which are involved in the structural

maintenance of the lung—were distributed throughout the
lung parenchyma. In parallel, senescent macrophages were
present in the peribronchial and perivascular areas. Cellular se-
nescence persisted after 28 dpi (when the virus was no longer
detected) suggesting a paracrine effect of SASP on senescence
(Schulz et al. 2023). The coincidence between the accumula-
tion of senescent cells and the onset of the lung repair process
suggested that the two phenomena are functionally connected.
Interestingly, the bronchial walls at the denuded sites stained
positive for p16, which suggests that persistent pl6-expressing
cells have a negative effect on the epithelial repair process.
Consistent with these observations, mice in which senescent
cells had been eliminated (using a suicide gene strategy in p16-
ATTAC mice or treatment with the senolytic drug ABT263 in
wild-type mice) showed almost complete recovery of the airway
epithelium on 28 dpi. This observation indicates that the clear-
ance of senescent cells accelerated the airway epithelium repair
process. This is of major importance, given the role of airway
epithelial cells as a barrier to secondary bacterial or fungal in-
fections—a major cause of death in patients admitted for acute
respiratory failure (McCullers 2014). Moreover, delayed repair
of the bronchial epithelium may favor the induction of chronic
bronchitis, with persistent coughing and a potential exacerba-
tion of asthma (particularly in children). It is well known that
macrophages can alter repair processes (Su et al. 2021; Pervizaj-
Orugqaj et al. 2024). In our system, pl6-positive peribronchial
macrophages were depleted by AP20187; this suggests that se-
nescent macrophages might have a role in limiting the physi-
ological re-epithelization process. The mechanisms underlying
this potential negative influence of senescent macrophages re-
main to be identified.

Previous studies have shown that the elimination of senes-
cent cells can protect against lung emphysema or pulmonary
fibrosis in relevant (non-infectious) animal models (Lehmann
et al. 2017; Schafer et al. 2017; Kaur et al. 2023). In the pl6-
ATTAC mice genetic model, the elimination of pl6-expressing
cells prevented the development of both pulmonary emphysema
and fibrosis post-influenza. This dual effect is suggestive of a
common disease mechanism. Several mechanisms might con-
tribute to reducing these long-term sequelae in our setting. One
might involve the attenuated effect of senescent cell clearance
on the early (acute) phase of IAV infection. In our setting, and
in line with a previous report (Kakkola et al. 2013), the genetic
or pharmacological depletion of senescent cells did not strongly
affect the viral load (with opposite effect of AP20187 and ABT-
263). Furthermore, the depletion of senescent cells failed to
reduce local inflammation and epithelial damage early after in-
fection. These data suggest that the beneficial role of senescent
cell depletion in our setting is not due to inhibition of detrimen-
tal inflammatory responses early after infection. Thus, the most
likely mechanistic explanation of our present findings involves
a dampening effect of senescent cells on lung repair processes.
In line, elimination of senescent cells after the acute phase
period (from 15dpi to the sacrifice) ameliorated epithelium
structures post-influenza. As discussed above, senescent mac-
rophages are likely to be important in this setting. Idiopathic
pulmonary fibrosis is thought to result from inadequate repair
of sustained alveolar epithelial injury by alveolar type II cells.
Furthermore, pulmonary emphysema can be induced by the
senescence of alveolar type II cells or endothelial cells (Sarker
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FIGURE7 | Consequences of senescent cells elimination during the early and recovery phases of influenza on lung sequelae post-influenza. p16-
ATTAC mice were treated with AP20187 from 1 to 15dpi (D1-15) or from 15 to 28 dpi (D15-28). Lungs from vehicle-treated and AP20187-treated mice
were collected on 28dpi. (A) Left panel, Effect of AP treatment on bronchial regeneration. Representative micrographs showing bronchial wall (he-
matoxylin/eosin staining, bar=50p). (B) Left panel, Effect of AP treatment on pulmonary fibrosis. Representative Sirius-Red stained sections of lung
from different group of mice. Bar =50p. (C) Left panel, Effect of AP20187 treatment on lung emphysema (hematoxylin/eosin staining, bar =200 ).
(A-C) Graphs represent individual values per mice and the mean +SEM (n =4-9). Significant differences were determined using a one-way ANOVA

followed by Bonferroni post hoc test (*p <0.05, **p <0.01, ****p <0.001).

et al. 2015; Houssaini et al. 2018; Hu et al. 2024). Thus, impair-
ment of the repair function of senescent alveolar type II cells
and endothelial cells might account for the pulmonary emphy-
sema and fibrosis observed in IAV-infected mice. An additional
mechanism potentially involved in fibrosis and emphysema
might involve senescent macrophages. Macrophages can un-
dergo cellular senescence during a SARS-CoV-2 infection (Lee
et al. 2021) and a recent study reported a significant similarity
between COVID-19-associated macrophages and profibrotic

macrophage populations identified in idiopathic pulmonary fi-
brosis (Wendisch et al. 2021). IL-18 production by (senescent)
macrophages might play a role in driving pulmonary fibrotic se-
quelae post-influenza (Narasimhan et al. 2024).

Our results in p16-ATTAC mice differed somewhat from those
obtained after ABT-263 treatment. Indeed, the latter effec-
tively enhanced the bronchial epithelium's recovery but did
not reduce lung emphysema or fibrosis. ABT-263 targets cells
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overexpressing the anti-apoptotic marker Bel-2. The harmful ef-
fects of apoptosis of Bcl-2-expressing cells and other unexpected
effects might mask the potentially beneficial effect of senolysis
in our experimental setting. Indeed, it was recently shown that
ABT-263 favors the development of fibrotic lesions and/or long-
term SASP production in some situations (Victorelli et al. 2023).
The development of more targeted senolytics is essential to con-
trol pulmonary sequelae post-influenza.

To the best of our knowledge, the present study is the first to
have shown that the depletion of senescent cells in young in-
dividuals counters the long-term sequelae of influenza. This
might also be true for infections with other respiratory viruses.
The finding that IAV infection can cause long-term effects via
the persistence of senescent cells is of major clinical importance
for both adults and children; IAV infection is common in young
infants whose lungs are still maturing. Indeed, it now appears
that lung emphysema or chronic obstructive pulmonary dis-
ease in many adult patients is the end result of lung function
impairments established in young adulthood and that are not
greatly accentuated thereafter (Lange et al. 2015). The negative
effect of senescent cells on the lung repair process might con-
tribute significantly to these impairments in early adulthood.
The present study had some limitations. The mouse data should
be interpreted with caution. Although post-acute sequelae
clearly persist, this preclinical model does not replicate all the
features of influenza in humans. However, our observations in
macaques are consistent with those in mice and thus are more
likely to have clinical relevance. It remains to be seen whether
the harmful effect of senescent cells on long-term lung disorders
during influenza translates into worse pulmonary function.
Another limitation of the present study relates to our focus on
ABT-263—a drug that targets Bcl-2 family proteins. The specific
targeting of senescent cells should now be studied using other
classes of senolytics. It would be interesting to investigate the
senotherapeutic potential of dasatinib (a tyrosine kinase inhibi-
tor) and quercetin (a kinase-inhibiting flavonoid) shown to alle-
viate cellular senescence-associated (lung) diseases in humans
(Hickson et al. 2019; Justice et al. 2019). It is noteworthy that
the combination of dasatinib and quercetin reduced acute-phase
lung disease in preclinical models of COVID-19 (Lee et al. 2021;
Pastor-Fernandez et al. 2023). The long-term effect of this treat-
ment remains to be determined. In conclusion, our findings
suggest that cellular senescence is a potential new target for
controlling the long-term consequences of influenza virus and
potentially other viruses known to induce lung disease post-
infection. One striking observation was the accelerated recovery
of the airway epithelium following the elimination of senescent
cells, the role of which is crucial for patient outcomes and the oc-
currence of pulmonary complications during severe influenza.
Therapeutic applications could be expected from these data.

4 | Experimental Procedures

4.1 | Animal and Ethics

Specific pathogen-free C57BL/6] mice (8-10-week-old, male)
were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). Mice

expressing luciferase under the control of the pl6 promoter
(heterozygous pl6LUC/+) mice were obtained from Dr. N.

Sharpless (University of North Carolina School of Medicine,
Chapel Hill, NC) (Burd et al. 2013). Mice expressing a killer
gene construct driven by the p16 promoter (p16-ATTAC mice)
have been described (Born et al. 2023). Mice were maintained
in a biosafety level 2 facility at the Animal Resource Center
at the Institut Pasteur de Lille for at least 1week prior to use
to allow appropriate acclimatization. Mice were fed standard
rodent chow (SAFE A04) (SAFE, Augy, France) and water ad
libitum. Experiments in mice complied with current national
and institutional regulations and ethical guidelines (Institut
Pasteur de Lille/B59-350009). Protocols were approved by the
regional Animal Experimentation Ethics Committee (Comité
d'Ethique en Expérimentation Animale, Hauts de France,
CEEA 75) and the French Ministry of Higher Education and
Research (Ministére de I'Education Nationale, de 1'Enseigne-
ment Supérieur et de la Recherche) (authorization numbers:
APAFIS#27417-2020093019014739 v3). Cynomolgus macaques
(Macaca fascicularis) originating from Mauritian AAALAC
certified breeding centers were used in this study. All animals
were housed in IDMIT infrastructure facilities (CEA, Fontenay-
aux-roses), under BSL-2 and BSL-3 containment when neces-
sary (Animal facility authorization #D92-032-02, Préfecture
des Hauts de Seine, France) and in compliance with European
Directive 2010/63/EU, the French regulations and the Standards
for Human Care and Use of Laboratory Animals, of the Office
for Laboratory Animal Welfare (OLAW, assurance number
#A5826-01, US). The protocols were approved by the institu-
tional ethical committee “Comité d'Ethique en Expérimentation
Animale du Commissariat a |'Energie Atomique et aux Energies
Alternatives” (CEtEA #44) under statement number A18_025.
The study was authorized by the “Research, Innovation and
Education Ministry” under registration number APAFIS#
17836-2018112716574241 v1.

4.2 | Reagents

AP20187 (HY-13992, Cliniscience, Nanterre, France) was dis-
solved in ethanol, then diluted in 10% polyethylene glycol 400%
and 0.2% Tween 20. ABT-263 (Cliniscience) was dissolved in di-
methyl sulfoxide, then diluted in 10% PEG400 and 60% Phosal
50 PG.

4.3 | IAV Infection, Bioluminescence Imaging,
and Depletion of Senescent Cells

For infection, mice were anesthetized by intraperitoneal ad-
ministration of 1.25 mg of ketamine and 0.25 mg of xylazine in
100 uL of phosphate buffered saline (PBS), and then intranasally
(i.n.) infected with 50 uL of PBS containing 100 pfu of HIN1 A/
California/04/2009 (pdm09) strain. Mice treated i.n. with PBS
served as controls (non-infected mice). The appearance of senes-
cent lung cells was detected by bioluminescence tissue imaging
using IAV-infected heterozygous pl6LUC/+ mice. Isoflurane-
anesthetized mice were injected intravenously with D-luciferin
substrate (L6882, Sigma, St Quentin Fallavier, France). The bio-
luminescence signal was acquired during 10min with Photon
Imager Optima (Biospace Lab, Paris, France). Results were ana-
lyzed using PhotoAcquisition software (Biospace Lab). To genet-
ically eliminate senescent cells, pl6-ATTAC mice were treated
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intraperitoneally with AP20187 at 0.5 mg/kg three times a week
starting the day before infection until the sacrifice. Mice were
also treated between 1 and 15 dpi or between 15 and 28 dpi. To
pharmacologically eliminate senescent (Bcl2-expressing) cells,
mice were administered in a daily manner by oral gavage with
ABT-263 (50 mg/kg) starting 1day before infection until the
sacrifice. Vehicle served as controls. Mice in both groups were
sacrificed at different time points post-infection. The right lung
was quickly removed and immediately snap-frozen in liquid ni-
trogen and then stored at —80°C until total RNA extraction for
real-time polymerase chain reaction analysis. The left lung was
fixed by intratracheal infusion of 4% paraformaldehyde aqueous
solution at a transpleural pressure of 30cmH, O for histological
or immunofluorescence studies.

Adults, female cynomolgus macaques (macaca fascicularis)
aged 2-3years were exposed to a total dose of 2.1x10° pfu of
H1N1/2009/Cal07 via the combination of intranasal, oropha-
ryngeal, and intratracheal routes, using atropine (0.04 mgkg™)
for pre-medication and ketamine (5 mgkg!) with medetomidine
(0.05mgkg™!) for anesthesia. Animals were observed daily and
clinical exams were performed at baseline and twice weekly on
anesthetized animals using ketamine (Smgkg!) and medeto-
midine (0.05 mgkg"). Body weight was recorded daily Animals
were euthanized on 28 dpi. PBS-treated macaques served as con-
trols. Lung tissues were fixed in 4% PBS buffered formaldehyde
for 2days, rinsed in PBS, transferred to ethanol (70%) and then
processed into paraffin-embedded tissue blocks.

4.4 | Transcriptomic Analysis

For transcriptomic analyses of datasets from IAV-infected
human bronchial epithelial cells and mouse lungs, data were
extracted from the GEO dataset public database, and Gene
Set Enrichment Analysis (GSEA) was performed using GSEA
v2.0.13 software with default parameters (www.broadinstitute.
org/gsea/). GSEA analyseswere done on the datasets correspond-
ing to human bronchial epithelial cells (BEAS-2B) (GSE71766)
and sorted type II alveolar epithelial cells after mouse infection
(GSE57008), 3days after IAV infection in both cases.

4.5 | Immunofluorescence

Paraffin-embedded sections of lung were deparaffinized using
xylene and a graded series of ethanol di-lutions then processed
for epitope retrieval using Antigen retrieval buffer (100X Tris-
EDTA buffer, pH 9.0, ab93684, Abcam) according to the man-
ufacturer's instructions. For nuclear immunolabeling, tissues
were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 10min.
Saturation was achieved using Dako antibody diluents with 10%
goat serum. For immunolabeling with primary antibody pro-
duced in mouse we used the M.O.M. (mouse on mouse) immu-
nodetection Kkit, basic (ref. BMK-2202, Vector Lab) according to
manufacturer instructions. For double staining, firstand second
primary antibodies were diluted in Dako antibody diluents with
3% goat serum then incubated for 1h at 37°C in a humidified
chamber. After PBS washes, the sections were covered with
secondary antibody (Dako antibody diluents with 3% of goat
serum mixed with mouse or rabbit Alexa Fluor 555 or Alexa

Fluor 660 [Thermofisher]) for 40min at 37°C in a humidified
chamber. The sections were secured with fluorescent mount-
ing medium containing DAPI and protected with coverslips.
Double-immunolabeling for p16 and HIN1 HA was performed
by using Tyramide SuperBoost Kits with Alexa Fluor Tyramides
(B400923 and B40916, Invitrogen) according to manufacturer
instructions. Fluorescence was recorded using an Axio Imager
M2 imaging microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) and an-
alyzed on digital photographs using Image J software (imagej.
nih.gov/ij/). The following primary antibodies were used for
immunofluorescence: anti-CDKN2A/p16INK4a (1:200 for com-
mon immunolabeling and 1:1000 for labelling using tyramide,
ab54210, Abcam); anti-CD31 (PECAM [platelet endothelial
cell adhesion molecule]; 1:1000, ab182981, Abcam); anti-CD68
(1:100, ab 283,654, Abcam); anti-MUC1(1:200, abl09185,
Abcam); anti-HIN1 HA (1:1000, PA5-34929, Invitrogen). To
quantify p16, CD31, Mucl and CD68-positive cells, the entire tis-
sue sections were scanned using Axioscan Z1 (Zeiss, Germany)
and then subjected to digital image analysis using QuPath open
software for bioimage analysis (https://qupath.github.io). Cells
were identified and counted by DAPI nuclear staining. Cells
were classified as either p16 positive or negative based on the
average intensity of nuclear Alexa 630 staining, then classified
as either CD31, Mucl, CD68 positive or negative based on the
average intensity of cytosolic Alexa 555 staining. Double-labeled
cells were identified by nuclear 630 and cytosolic 555 average
intensity.

4.6 | Immunohistochemistry

Briefly, paraffin-embedded lung sections were deparaffinized
using the PT Module (Epredia) and Dewax and HIER Buffer H,
pH9.0(TA-999-DHBH, Epredia) according to the manufacturer's
instructions. Immunohistochemical labelling was performed on
the Autostainer 360-2D (Epredia). After PBS-Tween 20 buffer
(PBT010, SkyTek Laboratories) washed, slides were treated with
Peroxide Block solution (ACAS500, SkyTek Laboratories). The
nuclei were then permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS
for 10min. SkyTek Laboratories’ EZ Block solution (EZB125)
was used to reach saturation. For immunolabeling, sections
were incubated with the primary antibody diluted in Normal
Antibody Diluent (ABB 500, EZB 125, SkyTek Laboratories).
The following primary antibodies were used: rabbit anti-p21
polyclonal antibody (28248-1-AP, Proteintech, 1:200), rabbit
anti-53BP1 polyclonal antibody (NB100-304, Novusbio, 1:200)
and rabbit monoclonal anti-phospho-Histone H2A.X antibody
(20E3, #9718, 1:500, Cell signaling Technology). The sections
were then washed with PBST buffer and incubated with the anti-
rabbit HRP-labeled polymer (K4003, Dako). The sections were
then washed, incubated with DAB working solution (ImmPACT
DAB EqV, Peroxidase substrate, SK-4103, Vector Laboratories),
and rinsed twice with distilled water. The nuclei were stained
using hematoxylin (HAQ500, SkyTek Laboratories). The sec-
tions were then rinsed twice with water and a bluing solution
(0.1%) of sodium bicarbonate. The slides were then dehydrated,
cleared, secured with a permanent, non-aqueous medium, and
covered with coverslips for protection. To quantify p21- and
53BP1-positive cells, the entire tissue sections were scanned
using Axioscan Z1 (Zeiss, Germany) and then subjected to dig-
ital image analysis using QuPath open software for bioimage
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analysis (https://qupath.github.io). Cells were classified as either
positive or negative based on the average intensity of nuclear
DAB staining.

4.7 | Histological Analysis

For morphometry studies, 5 um-thick sagittal sections along
the greatest axis of the left lung were cut in a systematic man-
ner. Lung emphysema was measured using mean linear in-
tercept methods on hematoxylin-eosin (H&E) coloration.
Briefly, 20 fields/animal light microscope fields at an overall
magnification of 500 were overlapped with a 42-point, 21-line
eyepiece according to a systematic sampling method from a
random starting point. MLI measurement was performed
by an independent operator using semi-automated measure-
ment of MLI. Both methods (manual and semi-automated)
performed by two independent observers provided the same
results. To measure bronchial epithelial thickness, the en-
tire tissue sections were scanned using Axioscan Z1 (Zeiss,
Germany) and then epithelial thickness was measured using
ZEN 3.0 software (ZEISS, Rueil Malmaisson, France) for bio-
image analysis. The samples were examined microscopically
and morphometrically by two investigators who were un-
aware of the origin of the material. For each animal, at least
10 transversally cut terminal bronchioles with an adequate
cross-sectional profile (less than 10% of variation in maximal
and minimal diameter) were measured, and only airways with
avisible full perimeter were analyzed. The average epithelium
thickness was determined by measuring the distance between
the basal membrane limit and the apical membrane limit in
at least 10 regions of bronchia. Values measured for each of
the 10 airways were averaged to provide a single data point
for each animal. Lung fibrosis was quantified on lung sections
stained with Sirius Red (Picro Sirius Red Stain Kit, ab150681,
Abcam, Cambridge, UK) using the modified Ashcroft scale.
Briefly, the lungs were scanned microscopically with a 20-
fold objective, which allowed the evaluation of fine structures
while also providing a sufficiently broad view. The entire sec-
tion was examined by inspecting each field in a raster pattern.
Areas with dominating tracheal or bronchial tissue were omit-
ted. The grades were summarized and divided by the number
of fields to obtain a fibrotic index for the lung.

TABLE1 | Sequences of oligonucleotides used in this study.

4.8 | Western Blotting

Lung extracts were prepared as described (Delval et al. 2023).
Proteins were then separated using 12 or 15% SDS-PAGE and
then transferred from the gel to a PVDF membrane. The anti-
bodies used are as follows: anti-B-actin (A1978, Sigma Aldrich);
anti-y-H2AX (Ser139; #9718, Cell Signaling Technology); anti-
CDKN2A/pl16INK4a (#PAS5-20379, Thermo Fisher Scientific);
anti-CDKN1A/p21 (#ab 8224, Abcam); anti-collagen I (Col1A1)
(#ab260043, Abcam); anti-collagen III (#ab184993, Abcam); anti-
phospho-Smad3 (Ser423/425) (#9520, Cell Signaling); and anti-
Smad3 (#9523, Cell Signaling). The detection was made by using
the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary an-
tibody (Sigma Merck). The signal was detected using an enhanced
chemiluminescence detection system (GE Healthcare). The un-
saturated images were acquired using a ChemiDoc MP imaging
system (Bio-Rad), and the signal densities were quantified using
Image Studio Lite ver 5.2 (LI-COR). To normalize, an antibody
directed against 8 actin (#4970, Cell Signaling) was used.

4.9 | Quantification of Viral Load
and Determination of Gene Expression by
Quantitative RT-PCR

Viral load in the lungs was determined by quantifying
viral RNA encoding the M1 protein (segment 7) (Heumel
et al. 2024). RNA was reverse-transcribed with SuperScript II
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Waltham, MA) using prim-
ers specific for M1 (5"TCTAACCGAGGTCGAAACGTA-3').
Quantitative PCR was performed using TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA), using
primers for M1 (Table 1) and MI-specific TagMan probe
(FAM) 5-TTTGTGTTCACGCTCACCGTGCC-3" (TAMRA).
Amplification was performed using the QuantStudio 5 K Flex
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Assessment of
gene expression was performed by quantitative RT-PCR using
standard procedures. RNA was reverse-transcribed using a
High-Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). The resulting ¢cDNA was amplified using SYBR
Green-based real-time PCR and the QuantStudio 5 K Flex Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). The primers used
are listed in Table 1. Relative mRNA levels were determined

Gapdh Forward 5'-GCAAAGTGGAGATTGTTGCCA-3" Oas3 Forward 5-GTGGCACCGATGTCGAACTC-3'
Reverse 5-GCCTTGACTGTGCCGTTGA-3' Reverse 5-AGCAACATTCGCATGGCA-3'
Ccl2 Forward 5'-GCAGCAGGTGTCCCAAAGAA-3’ Ifnb Forward 5" TGGGTGGAATGAGACTATTGTTG-3’
Reverse 5 TCATTTGGTTCCGATCCAGGT-3’ Reverse 5-CTCCCACGTCAATCTTTCCTC-3’

Ii1b Forward 5" TCGTGCTGTCGGACCCATA-3' Ocln Forward 5'-AGCAGCCCTCAGGTGACTGTTATT-3'
Reverse 5-GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT-3' Reverse 5"ACGACGTTAACTCCTGAACAAGCA-3’

Il6 Forward 5-CAACCACGGCCTTCCCTACT-3' Tpj1 Forward 5~ AGGTCTTCGCAGCTCCAAGAGAAA-3’
Reverse 5'-CCACGATTTCCCAGAGAACATG-3’ Reverse 5-“ATCTGGCTCCTCTCTTGCCAACTT-3'

Isgl5 Reverse 5-GGCCACAGCAACATCTATGAGG-3' IAV Forward 5-AAGAACAATCCTGTCACCTCTGA-3
Reverse 5-CTCGAAGCTCAGCCAGAACTG-3' Reverse 5-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC-3'
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according to the 2722Ct (cycle thresholds) method by comparing
(i) the PCR Ct for the gene of interest and the housekeeping gene
(ACt) and (ii) the ACt values for the treated and control groups
(AACY). Data were normalized against the expression of the
Gapdh gene and expressed as fold-change over the mean gene
expression level in mock-treated mice.

4.10 | Quantification of Cytokines in Lungs

Lung extracts were lysed in cold RIPA buffer (5S0mM Tris-HCl
pH 7.4,150mM NaCl,1 mM EDTA, 1% Triton X-100), 0.1% sodium
deoxycholate supplemented with 1mM PMSF and protease in-
hibitors (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), and centrifuged
at 10000g for Smin at 4°C to remove debris. The protein concen-
trations of clarified lysates were quantified using the PierceTM
BCA protein assay kit (ThermoFisher Scientific). Samples were
normalized to asingle protein concentration (1 mg/mL) using the
same lysis buffer. Cytokines were quantified as the Olink® target
48 mouse cytokine kit exactly as described by the manufacturer
(Olink Proteomics AB, Upssala, Sweden).

4.11 | Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9
software (San Diego, CA). One-way or two-way ANOVA fol-
lowed by Bonferroni post hoc test were used to compare the
means of more than two independent groups. Comparison be-
tween two groups was performed by using the Mann-Whitney
U'test. Unless otherwise stated, data are expressed as individual
values and mean+ SEM or £SD.
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Figure S1. Induction of lung cell senescence following IAV infection in mice. Mice were intranasally (i.n.) infected
with 50 uL of PBS containing (or not, in a mock sample) 100 p.f.u. of HIN1 A/California/04/2009 (pdmQ9). (A)
Infected mice were sacrificed at different time points and viral load was measured in the whole lungs by quantitative
RT-PCR. Graphs represent individual values per mice and the mean + SD (n=5-6). The dashed line indicates the
limit of detection. On 28 dpi, no viral transcript was detected (not shown). Significant differences were determined
using a one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. (B) Body weight loss and body weight regain during
the course of infection (mean + SD) (n=8/group). (C) Thoracic bioluminescence of IAV-infected p16luc/+
heterozygous mice. (D) Expression of Glb1 protein in |IAV-infected whole lung homogenates as assessed by
western blotting. Representative western blottings are shown. The relative protein levels are normalized to 8 actin
(mean £ SEM, n=4-7). (E) Representative micrographs showing 53BP1 expression by immunohistochemistry.
Right panels, Scatter-plot graphs representing the percentage of p53BP1-positive cells (mean + SEM, n=3-9).
Significant differences were determined using a one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (*p <0.05,
**p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001).
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Supplemental Figure 2
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Figure S2. Pathological manifestations in the lungs of cynomolgus macaques following an IAV infection. (A)
Histological (H&E staining) analysis (mock and 28 dpi). (B) Identification of senescent cells by immunofluorescence
with p16 (red) (mock and 28 dpi). Blue—DAPI nuclear staining, green—elastin autofluorescence. Scales are
indicated. Senescent cells were identified in the area of fibrosis and alveolar enlargement (upper panel, A and B),
in the zone of bronchial epithelium destruction (middle panel A and B), and around damaged pulmonary vessels

(lower panel, A and B). EpC—bronchial epithelial cells; EC—vascular endothelial cells.

167



Supplemental Figure 3
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Figure S3. Enrichment in expression of genes involved in cellular senescence and aging in human bronchial
epithelial cells and mouse lungs infected by IAV. Data were extracted from public database and GSEA were
performed using the GSEA v2.0.13 software using default parameters. All gene set files for this analysis were
obtained from GSEA website (www.broadinstitute.org/gseal). (A, B) Human bronchial epithelial cells (BEAS-2B)
were infected with IAV. Data were extracted from the public transcriptomic dataset GSE71766. GSEA analysis

displayed expression enrichment in cellular senescence (A) and aging (B) signatures in influenza infected human
bronchial epithelial cells 3 days post-infection. (C, D) Mice were infected with IAV. Three days later, type Il alveolar
epithelial cells were collected and transcriptome analysis was performed. Data were extracted from public
transcriptomic dataset GSE57008. GSEA analysis also displayed expression enrichment in cellular senescence (C)

and aging (D) signatures in influenza infected lung mouse cells.
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Figure S4. Analysis of lung emphysema and pulmonary fibrosis in IAV-infected p16-ATTAC mice. (A, B) Lungs
were collected on 28 and 90 dpi. Lung sections were stained with hematoxylin/eosin (A) or Sirius red (B)
(bar=200 p). Left panels, Representative micrographs. Right panels, scatter plot showing mean linear intercept
(MLI) and parenchymal fibrosis quantification. (C) Representative western blotting showing the expression of p16,
p21, y-H2A X, and beta actin in vehicle and AP20187-treated IAV-infected mice (28 dpi) (whole lung homogenates).
(D) Effect of AP20187 treatment on body weight loss and body weight regain during the course of infection
(n=8/group). (E) Left panel, representative western blotting showing the expression of collagen 1 alpha 1 (Coll1A1),
collagen 3 (Coll3), and unphosphorylated and phosphorylated Smad3 (whole lung homogenates). Right panel,
Scatter-plot graphs representing the relative expression of (n = 7-8/group). Significant differences were determined
using a one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (A, B) or the two-tailed Mann—-Whitney U-test (E)
(*p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001).
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Figure S5. Effect of ABT-263 on senescent cell marker expression and on influenza outcomes. (A) Western blotting
showing the expression of p16, p21, and yH2AX and B-actin in vehicle- and ABT-263-treated mice (28 dpi) (whole
lung homogenates). (B, C) Elimination of p16-positive cells (white) and p21-positive cells (brown) by ABT-263 as
assessed by immunohistochemistry (28 and 7 dpi, respectively). Bar =50 y. (D) Effect of ABT-263 treatment on the
kinetics of body weight loss and body weight regain. (E) Expression of ISGs and inflammatory genes by quantitative
RT-PCR (7 dpi). (F) Quantification of inflammatory cytokines in lung extracts. (D—F) n=7-8/group. Scatter-plot
graphs representing the relative expression of (n = 7-8/group). Significant differences were determined using a one-
way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (A, B) or the two-tailed Mann—Whitney U-test (E) (*p <0.05, **p
<0.01, ***p <0.001).
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Article 3: Le traitement sénolytique atténue [I'inflammation

pulmonaire aigué et chronique chez des souris agées infectées par
la grippe.
Senolytic treatment reduces acute and chronic lung inflammation in an

aged mouse model of influenza.

Lou Delval, Marybeth Creskey, Clara Valentin, Clément Bordas, Larissa Lipskaia,
Séverine Heumel, Lucie Deruyter, Valentin Sencio, Isabelle Wolowczuk, David

Bernard, Serge Adnot, Philippe Gosset, Xu Zhang, and Frangois Trottein

Soumis a Aging Cell. 2025.

Mise en contexte et réesumé

Les infections virales respiratoires sont capables d’induire une sénescence cellulaire
dans les cellules infectées, mais également de propager ce signal aux cellules voisines
via des mécanismes paracrines impliquant notamment le SASP et les macrophages
(Lv et al. 2022; Schulz et al. 2023). Dans le cas de la grippe, nous avons démontré
que cette sénescence viro-induite altere la régénération de I'épithélium bronchique et

favorise le développement de |ésions chroniques persistantes (Lipskaia et al. 2025).

Cependant, l'impact de la sénescence préexistante liée a I'age lors d’'une infection
grippale reste méconnu. Le vieillissement pulmonaire est associé a une accumulation
progressive de cellules sénescentes, a l'apparition d’'un état inflammatoire de bas
grade et a une réponse immunitaire altérée (Boe et al. 2017; Lopez-Otin, Blasco,
Partridge, et al. 2023). Ces caractéristiques pourraient amplifier les effets délétéres
d’'une infection virales aigué et retarder la réparation tissulaire. Différentes études ont
montré que I'élimination des cellules sénescentes préexistantes, de fagon génétique
ou pharmacologique, permet d’améliorer la durée de vie et améliore la récupération
face aux maladies (Camell et al. 2021; Baker et al. 2016; Chang et al. 2016). Nous
avons également constaté que la suppression des cellules sénescentes liées au
vieillissement, atténue la sévérité de la COVID-19 chez les hamsters agés (Delval et
al. 2023).
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En ce qui concerne la grippe, les preuves sont contradictoires. Il a été montré que
I'élimination des cellules sénescentes ou que la neutralisation du facteur SASP, la
prostaglandine E2, réduit la charge virale, diminue l'inflammation pulmonaire et
améliore la survie des souris (Chen et al. 2022). La Fisétine et la combinaison de
Dasatinib et de Quercétine, qui sont des agents sénolytiques, réduisent I'inflammation
et la maladie pulmonaire (Lv et al. 2022). De plus, I'élimination génétique des cellules
sénescentes p16-positives chez des souris agées a favorisé I'élimination virale, mais
a réduit les réponses immunitaires primaires et mémoires (Torrance et al. 2024).
Néanmoins, il a également été rapporté que les sénolytiques, qu'ils soient administrés
avant ou apres l'infection, n'ont aucun effet sur la charge virale, les |ésions pulmonaires

ou la survie des souris agées (Torrance et al. 2023; Luna et al. 2025).

Enfin, a notre connaissance, aucune étude n’a encore évalué les effets pathologiques
a long terme du traitement sénolytique sur les poumons et sur d’autres organes. C’est
pourquoi nous avons cherché a déterminer le réle des cellules sénescentes
préexistantes sur la gravité de I'infection grippale et sur le développement de séquelles

pulmonaires et extra-pulmonaires dans un modéle de souris agées.

Pour cela, des souris agées de 21 mois ont été infectées par le virus HIN1pdmO09 et
ont été plus ou moins traitées avec le sénolytique ABT-263. Des souris jeunes, 2 mois,

ont été utilisées comme contrdle.

Les souris agées ont présenté une perte de poids plus importante et une récupération
plus lente par rapport aux jeunes. Le traitement avec 'ABT-263, avant et pendant la
phase aigué de l'infection, n’a pas impacté la charge virale pulmonaire 7 jours post-
infection et n'a pas modifié I'expression de génes antiviraux tels que Isg15, Mx1 et
Cxcl10. Ces données suggerent que le sénolytique ne perturbe pas directement la
réplication virale. Cependant, nous avons constaté que l'expression de certains
facteurs du SASP, notamment IL-6 et IFN-y, a été diminuée dans les poumons des
souris agées traitées. Aucun effet n’a été observé chez les jeunes souris, soulignant
la spécificité liée a I'age.

De plus, les analyses histopathologiques ont montré que les poumons de souris agées
n'ayant pas recu de traitement présentaient une hyperplasie de type I, des infiltrats
inflammatoires et des ocedémes périvasculaires et alvéolaires importants. Chez les

souris agees traitées, I'étendue de ces lésions a été réduite. Nous avons ensuite
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évalué les marqueurs de sénescence. La transcription de p21CP! a été légérement
diminuée, tandis que I'expression de la lamine nucléaire b1 (Lmnb1), essentielle au
maintien de I'intégrité de I'enveloppe nucléaire et a 'organisation de la chromatine, est
significativement augmentée chez les souris &gées traitées a I'ABT-263. Aucuns effets
n'ont été observés chez les souris jeunes. Ces résultats indiquent que le traitement
par ABT-263 chez les souris agées, réduit l'inflammation et la pathologie pulmonaire,

mais pas chez les sujets jeunes.

La grippe est connue pour induire une inflammation intestinale via I'axe poumon-
intestin. Dans ce contexte, nous avons analysé les tissus intestinaux des souris ageées.
Nous avons observé une diminution de I'expression de cytokines pro-inflammatoires
et d’'ISG chez les souris agées traitées, ce qui indique une diminution de I'inflammation
locale. De plus, I'analyse méta-protéomique du microbiote fécal a montré que 'ABT-
263 favorise un retour partiel vers la composition microbienne initiale, avec la
diminution de certaines espéces associées a l'inflammation et a la dysbiose post-
infection. Chez les souris jeunes, 'ABT-263 a modifié la composition du microbiote
mais n’a pas modifié les changements induits par I'infection, ce qui renforce I'idée d’un

effet &ge spécifique.

Ensuite, nous avons évalué I'impact de I'élimination des cellules sénescentes sur la
réponse immunitaire adaptative. La production d’anticorps spécifique a I'lAV a 28 dpi
n'a pas été modifiée par le traitement, ce qui indique que la mémoire humorale est
restée fonctionnelle. En revanche le traitement a réduit la production d’IFN-y par les
cellules CD8+ spléniques des souris agées, alors que nous avons observé l'inverse
chez les souris jeunes. Ces résultats suggérent que I'élimination des cellules

sénescentes influence la réponse T cytotoxique de maniére dépendante de I'age.

Enfin, nous avons étudié les séquelles un mois post-infection. Dans les poumons, le
traitement a permis de réduire le nombre de foyers inflammatoires et le nombre
d’hyperplasies de type Il, bien que la déposition de collagéne n’ait pas été modifiée.

Dans l'intestin, I'expression des cytokines pro-inflammatoires a été diminuée.

Dans I'ensemble ces données montrent que la suppression précoce des cellules
sénescentes liées a I'age limite l'inflammation, améliore la réparation tissulaire et réduit

les séquelles pulmonaires et intestinales.
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Summary

Influenza A virus continues to pose a significant global health burden, with older
individuals experiencing disproportionate morbidity and mortality. Although aging is
associated with the accumulation of senescent cells, the extent to which cellular
senescence contributes to influenza severity remains poorly understood. The aim of
this study was to evaluate the therapeutic potential of the senolytic drug ABT-263, a B
cell lymphoma-2 inhibitor, in mitigating both acute and chronic damage in an aged
mouse model of influenza. Early administration of ABT-263, beginning one day prior to
infection, did not prevent body weight loss, reduce pulmonary viral load, or improve
clinical scores in aged mice. However, ABT-263 treatment significantly reduced lung
inflammation in aged mice, coinciding with changes in the expression of senescence-
associated markers. ABT-263 also reduced intestinal inflammation and mitigated virus-
induced gut dysbiosis, a known contributor to disease severity. Although the treatment
lowered antigen-specific CD8" T cell responses, it did not affect influenza-specific
antibody production nor pulmonary defence against re-infection. Notably, ABT-263
reduced long-term pulmonary sequelae including edema, type Il hyperplasia,
emphysema and epithelial damage. Overall, ABT-263 therapy partially mitigates
influenza severity in aged mice, primarily through dampening acute and chronic
inflammation. Most of these effects were age-dependent, suggesting a role for

preexisting senescent cells.

1-Introduction

Globally, influenza A virus (IAV) affects hundreds of millions of people annually and a
significant proportion die from pneumonia or extra-pulmonary complications (luliano et
al. 2018; Peteranderl et al. 2016; Thompson et al. 2004). It is estimated that seasonal
flu kills between 200,000 and 600,000 persons per year and that millions experience
long-term complications (Xie et al. 2024). In addition to the recurrent medical and
socio-economic impacts caused by seasonal influenza each year, the emergence of a
reassorted human-pathogenic IAV strain, which occurs every 20-30 years, can be
devastating (Taubenberger & Morens 2006; Peteranderl et al. 2016). Older adults,
particularly those aged 65 years and above, are especially susceptible to influenza

(Keilich et al. 2019). Several factors contribute to enhanced susceptibility and
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prolonged outcomes including the diminished pulmonary immune defenses, the
alteration of lung functions (e.g., mucociliary clearance, barrier), and the lower capacity
to repair tissue damage (Boe et al. 2017; Schneider et al. 2021; Kasmani et al. 2023).
How these changes enhance susceptibility to infections and influence disease
progression and clinical outcomes is the subject of intensive research. Indeed, with the
global population aging, there is an urgent need for preventive and therapeutic
strategies to improve influenza outcomes in this highly susceptible population. In the
current study, we investigate the potential role of cellular senescence, a hallmark of

aging (L6pez-Otin et al. 2023), in experimental influenza.

Cellular senescence arises following stresses such as oxidative stress, DNA-damaging
agents, inflammation, infection and telomere shortening (Mufioz-Espin & Serrano
2014; Di Micco et al. 2021). Cellular senescence is characterized by several features,
such as the loss of a cell’s ability to divide and replicate, along with an increased
resistance to apoptosis (Mufioz-Espin & Serrano 2014). The latter is due at least in
part to members of the B cell lymphoma-2 family of proteins (Bcl2, Bcl-xL and Bcl-w)
(Gorgoulis et al. 2019). Although senescent cells no longer proliferate, they remain
transcriptionally and metabolically active, releasing a variety of pro-inflammatory and
immunomodulatory cytokines, growth factors, and proteolytic enzymes. This collection
of secreted factors, known as the senescence-associated secretory phenotype
(SASP), exerts significant effects on neighboring cells and tissues (Birch & Gil 2020;
Gorgoulis et al. 2019). Cellular senescence serves multiple physiological functions
throughout life. Initially, it plays a crucial role in the formation of tissues and organs
during embryonic development. Later in life, senescent cells can be beneficial in certain
contexts (e.g., tumour suppression, tissue repair), and their presence is tightly
regulated by the immune system (Mufoz-Espin & Serrano 2014). In contrast, the
aberrant accumulation of senescent cells in older adults - partly due to chronic stress,
inflammaging, gut dysbiosis, and/or impaired immunity - has detrimental
consequences. Experimental and clinical evidence show that the accrual of senescent
cells participates in many age-related declines and diseases of aging (Kirkland &
Tchkonia 2017; Baker et al. 2011; Gorgoulis et al. 2019; Childs et al. 2017). In the
lungs, age-related cellular senescence contributes to the altered pulmonary functions
(Parikh et al. 2019). Studies have shown that the genetic or pharmacological removal
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of age-related senescent cells improves disease outcomes and extends lifespan
(Baker et al. 2016; Chang et al. 2016; Kirkland & Tchkonia 2017; Tchkonia et al. 2013).

The potential role of age-related, senescent cells during viral infections has recently
been investigated (Torrance et al. 2024). Using a model of systemic coronavirus
infection, Camell and colleagues demonstrated that the removal of senescent cells
improves disease outcomes in aged mice (Camell et al. 2021). In the same line, we
found that depletion of age-related senescent cells reduces the severity of coronavirus
disease 19 (COVID-19) in aged hamsters (Delval et al. 2023). Regarding influenza,
the situation is less clear and data are controversial. Some studies have reported a
beneficial effect of senescent cell depletion on influenza outcomes in aged mice (Lv et
al. 2022; Chen et al. 2022; Jiang et al. 2025; Torrance et al. 2024), whereas others
have found that senolytic agents have no significant impact in this context (Torrance
et al. 2023; Luna et al. 2025) These contradictory findings warrant further investigation.
In addition, the long-term pathological effects of senolytic treatment, as well as
potential extra-pulmonary disorders, remain to be elucidated. Our findings suggest that
pharmacological removal of senescent cells can partially reduce influenza severity in
aged mice, with the greatest impact on both acute and chronic inflammatory
responses. These results were age-dependent (with the exception of epithelial

recovery), suggesting that preexisting senescent cells contribute to disease severity

2-Results

2-1-ABT-263 treatment in aged mice has no effect on viral load nor clinical

outcomes but reduces pulmonary inflammation

To study the potential involvement of age-associated senescent cells in influenza
pathogenesis, we use ABT-263, also known as navitoclax. This senolytic drug targets
the anti-apoptotic Bcl-2 family proteins, breaking the lock allowing senescent cells to
resist to apoptosis (Zhu et al. 2016; Chang et al. 2016). Young adult (2 months old)
and aged (21 months old) mice were orally treated with ABT-263 (or with the vehicle)
starting one day before infection with the mouse-adapted IAV strain H1N1
A/California/04/2009 (pdm09). Treatment continued daily until day 7 post-infection
(dpi), corresponding to the peak of the acute phase (Figure. 1A). Our objective was to
deplete pre-existing, age-related senescent cells prior to influenza and to eliminate
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senescent cells early induced by the infection. This protocol has been successfully
implemented in a COVID-19-like disease model in aged hamsters (Delval et al. 2023).
As expected, aged animals experienced more severe symptoms compared to young
animals. Vehicle-treated aged mice lost more body weight (peak at 10 dpi) relative to
young counterparts (peak at 8 dpi) and failed to recover their initial body weight at 28
dpi (-9%) (Figure. 1B and supplementary Figure. 1A). In contrast, young mice regained
their initial body weight by 18 dpi. While ABT-263 had no effect on body weight loss or
recovery in young animals, it tended to exacerbate body weight loss in aged mice (not
significant). Notably, ABT-263-treated aged mice recovered body weight at 28 dpi to a
similar extent as vehicle-treated aged mice. Clinical scores (Table 1) were more severe
and prolonged in vehicle-treated aged animals compared to younger counterparts
(Figure. 1C and supplementary Figure. 1B). ABT-263 treatment had no effect on

clinical scores, regardless of the age group.

We then analyzed the impact of ABT-263 treatment on viral load in the lungs at 7 dpi.
Previous studies have shown that viral replication - including that of IAV - can be
enhanced in senescent cells (Schulz et al. 2023; Urata et al. 2022; Hsieh et al. 2020;
Malikova et al. 2021). However, other reports suggest that senescence-associated
factors, such as p21, may instead inhibit viral replication (AbuBakar et al. 2014; Baz-
Martinez et al. 2016; Ma et al. 2022). As depicted in Figure. 1D, ABT-263 treatment
had no significant effect on pulmonary viral load in either young or aged mice. At 7 dpi,
the expression of interferon-stimulated genes (ISGs) generally mirrors the viral burden.
Quantitative RT-PCR analysis revealed that ABT-263 has no significant impact on the
expression of ISG transcripts including Isg15, Mx1 and Cxcl10 in either age group
(Figure. 1E). In contrast, ABT-263 treatment in aged - but not young - mice reduced
the transcript expression levels of some, but not all, SASP-related compounds such as
interleukin (IL)-6 and IFN-y (Figure. 1F). In line, the pulmonary (p = 0.0952) and blood
protein levels of IL-6 and IFN-y were reduced in ABT-263-treated aged animals
(Figure. 1G and 1H). The age-specific effect of ABT-263 in modulating the
inflammatory response during infection in aged mice suggests a contributory role for

pre-existing senescent cells.
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2-2-ABT-263 treatment ameliorates acute pulmonary influenza disease in aged

mice

We then investigated whether the anti-inflammatory effects of ABT-263 in aged mice
were associated with a reduced burden of senescent cells in the lungs. To this end,
the expression of the early senescent markers p21 was measured by quantitative RT-
PCR in whole lung tissue. Compared to vehicle-treated controls, ABT-263 treatment in
aged mice tended to lower the transcript expression of p21 (Figure. 2A). Loss of
nuclear lamin b1 is also considered as a biomarker of senescence (Freund et al. 2012).
In line with the previous finding, the transcript levels of lamin b1 were significantly
enhanced in ABT-263-treated aged mice (Figure. 2B). The effect of ABT-263 on p21
and Lmnb1 gene expression were age-specific (supplementary Figure. 2A and 2B).
We then analyzed p21 protein expression in lungs. Immunohistochemistry on lung
sections indicated that p21 expression is dramatically enhanced in aged and young at
7 dpi (Figure. 2C and supplementary Figure. 2C). p21 principally locates in bronchial
epithelium and in inflammatory infiltrates. ABT-263 tended to lower p21 protein

expression in aged lungs.

We then analyzed the impact of ABT-263 on lung pathology at 7 dpi. To this end, lung
sections were stained with hematoxylin & eosin (H&E) to assess histopathological
changes. Following infection, both young and aged mice exhibited bronchoepithelial
hyperplasia, bronchointerstitial pneumonia, and mixed inflammatory cell infiltrates in
perivascular and intra-alveolar areas (Figure. 2D and supplementary Figure. 2D, left
panels). Semiquantitative scoring revealed that aging increased lung inflammation and
tissue damage (more bronchial, alveolar and perivascular lesions than young mice)
(Figure. 2D and supplementary Figure. 2D, right panels). Interestingly, ABT-263
treatment significantly diminished pathological scores in aged animals. In particular,
ABT-263 abrogated bronchial lesions and type Il pneumocyte hyperplasia as well as
alveolar and perivascular edemas (Figure. 2D). In line with our prior finding (Lipskaia
et al. 2025), ABT-263 treatment had no effect on pulmonary pathology at 7 dpi in young
animals (supplementary Figure. 2D). In summary, ABT-263 treatment in aged mice
reduced lung inflammation and histopathological damage during IAV infection, effects

that were associated with reduced markers of cellular senescence.
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2-3-Gut disorders are reduced in ABT-263-treated aged mice

Influenza can induce extrapulmonary disorders that influence disease outcomes
(Froggatt & Heaton 2022). For example, via the lung-gut axis, influenza promotes
intestinal inflammation (Wang et al. 2014; Sencio, Gallerand, et al. 2021). To determine
whether depletion of senescent cells affects intestinal inflammation, inflammatory
cytokine levels were measured in intestinal tissues. Interestingly, ABT-263 tended to
reduce the levels of transcripts encoding TNF-a, IL-1b (significant) and IFNg in aged
intestine (Figure. 3A). In parallel, it lowered the gene expression levels of Isg15, Mx1
and Cxcl10 (Figure. 3B). The effects exerted by ABT-263 were associated with an
altered expression of senescent markers such as p21, p16 (diminished) and Lmnb1
(slightly enhanced) in aged gut (Figure. 3C). The effect of ABT-263 was age-specific

with the exception of //7b gene expression (Supplementary Figure. 3A-3C).

We and others have demonstrated that influenza alters gut microbiota composition and
function and that the resulting dysbiosis contributes to disease severity (Yildiz et al.
2018; Sencio et al. 2020; Heumel et al. 2024). The impact of aging on respiratory virus-
induced dysbiosis has recently been reported (Brito Rodrigues et al. 2025; Creskey et
al. 2025, Bogard et al., in press). We investigated whether age-related senescent cells
contribute to influenza-associated gut dysbiosis. To this end, we analyzed the fecal gut
microbiota composition using a metaproteomic approach (Creskey et al. 2025). As
expected, principal component analysis (PCA) revealed obvious differences in the
bacterial communities between mock-infected and |AV-infected groups in both young
and aged mice (Supplementary Figure. 3D). Of interest, the composition of the gut
microbiotas changed upon ABT-263 treatment in both young and aged animals
(Figure. 3D). In aged mice, and relative to the uninfected group (mock), the microbial
community of the ABT-263-treated group tended to return to basal levels. On the other
hand, major differences were still observed in both vehicle-treated and ABT-263-
treated infected young animals. In aged mice, MaAsLin analysis identified six taxa as
significantly up-regulated and 20 taxa as significantly down-regulated following ABT-
263 treatment (Figure. 3E). Interestingly, some species found to be augmented after
influenza had a decreased frequency after ABT-263 treatment. This included
Sporofaciens Sp910587575, Bacteroides uniformis, Coprocola Sp910587735, two
Bacteroideta species (sp900548705 and sp001689685), Muribaculum gordoncarteri,
Duncaniella dubosii and Duncaniella Sp910578445. Notably, the reduced frequencies
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of these bacterial species positively correlated with lower expression of inflammatory
markers in both lungs and gut (Supplementary Figure. 3E). In young mice, ABT-263
significantly altered microbial composition (162 taxa up-regulated, 48 taxa down-
regulated), but not in a manner that reversed the changes induced by IAV infection
(Supplementary Figure. 4). Together, and for the first time, our metaproteomics
analysis suggests a role for age-related cellular senescence on virus-induced

dysbiosis.

2-4-ABT-263 treatment had no effect on IAV-specific antibodies but alleviates

CD8 T cell response in aged mice

Recent evidence indicates that age-related senescent cells play a dual role in
regulating immune responses (Cobanoglu et al. 2023), including in the context of
influenza (Torrance & Haynes 2022). To investigate this further, we measured the
generation of IAV-specific antibodies at 28 dpi. ABT-263 treatment did not significantly
alter antibody production in either young (slightly augmented) or aged mice
(Supplementary Figure. 5A and Figure 4A, respectively). We then measured the
antigen specific T cell response. ABT-263 treatment reduced the production of IFN-g
by aged splenocytes after restimulation with the MHC class |-restricted peptide PA224-
233 (Figure. 4B). This is in agreement with the observations of Torrance and
collaborators (Torrance & Haynes 2022). In contrast, ABT-263 augmented IFN-g
production by young splenocytes (Supplementary Figure. 5B). We then investigated
whether ABT-263 treatment alters immune-based protection against reinfection. To
this end, mice were challenged with IAV (the same strain was used) 28 days after the
primary infection. Viral loads were identical between vehicle-treated and ABT-263-
treated mice indicating that ABT-263 treatment does not affect pulmonary defense

against reinfection (Figure. 4C and data not shown).

2-5-ABT-263 treatment mitigated pulmonary sequelae in IAV-infected aged mice

Influenza infection can lead to long-term pulmonary and extrapulmonary sequelae,
particularly in aged individuals (Keilich et al. 2019; Xie et al. 2024 ). Preclinical models
of aging have been shown to reproduce some of the persisting outcomes of influenza

(Bartley et al. 2016; Goplen et al. 2020). We investigated whether early depletion of
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senescent cells in aged mice could modulate long-term inflammation in the gut and
lungs. In the gut, ABT-263 tended to reduce the expression of transcripts encoding
TNF-a and IL-1b at 28 dpi (Figure. 5A). A histochemical analysis (H&E staining) of lung
sections revealed pulmonary lesions which were higher in aged animals than in young
counterparts (Figure. 5B and Supplementary Figure. 6A). Total histological scoring
indicated a decrease of lung pathology in ABT-263-treated aged mice (p = 0,1055), but
not in ABT-263-treated young mice. In particular, the alveolar and perivascular edema,
inflammation and type Il hyperplasia were mitigated (Figure. 5B). Furthermore, lung
emphysema lesions (assessed by measurement of the mean linear intercept) tended
to be reduced (Figure. 5C, p = 0,1375). We then measured the potential impact of early
senescent cell depletion on fibrosis. The percentage of Sirius Red staining within
alveolar walls was equivalent in vehicle-treated and ABT-263-treated aged mice,
indicating no change on collagen deposition (Supplementary Figure. 6B). In line, the
levels of collagen 1, alpha 1 was not reduced after ABT-263 treatment (Supplementary
Figure. 6C). Lastly, we measured bronchial airway epithelium thickness. Interestingly,
by 28 dpi, the airway epithelium completely recovered in ABT-263-treated aged mice
(Figure. 5D and not shown); this indicated marked acceleration of the epithelial repair
process. In line with our prior findings (Lipskaia et al. 2025), ABT-263 inoculation also
accelerated the epithelial repair process in young animals (Supplementary Figure. 6D).
Altogether, pharmacological depletion of senescent cells mitigated pulmonary
sequelae in aged mice. With the exception of epithelial repair, these effects were age-

specific, suggesting that preexisting senescent cells were involved.

3-Discussion

Among mechanisms potentially involved in the severity of viral infections in aged
individuals, cellular senescence might be a critical contributor (Camell et al. 2021;
Delval et al. 2023; Torrance & Haynes 2022). The putative role of preexisting, age-
related senescent cells in influenza has recently been investigated. Two independent
studies showed that depletion of senescent cells (ABT-263) or targeting the SASP
factor prostaglandin E2 produced by pulmonary age-related senescent cells reduce
viral load, lower lung inflammation and ameliorate mouse survival (Chen et al. 2022;
Jiang et al. 2025). In these studies, age-related senescent type Il alveolar epithelial

cells were suggested to be important. In a genetic model of aging, Lv and colleagues
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found that senolytic agents (fisetin and dasatinib/quercetin) reduced lung inflammation
and pathology (but not the viral load), probably via reduction of aberrant activation of
macrophages (Lv et al. 2022). Moreover, the genetic depletion of cells expressing the
senescent marker p16 in aged mice enhanced viral clearance but reduced primary and
memory immune responses (Torrance et al. 2024). On the other hand, two studies
reported that senolytics, whether administered before or after infection, had no effect
on viral load, lung damage, or the survival of aged mice (Torrance et al. 2023; Luna et
al. 2025). In view of these discordant results, we revisited the potential effect of
pharmacological senescent cell removal on influenza severity in an aged mouse

model.

In line with the literature (Lv et al. 2022; Torrance et al. 2023; Luna et al. 2025),
senolytic treatment had no effect on IAV replication in aged mice. This contrasts with
the lower IAV replication due to genetic (selective) depletion of p16-positive cells in
aged mice reported by Torrance and colleagues (Torrance et al. 2024). The effect of
senolysis in aged individuals on viral replication is likely to be context-dependent (e.g.,
pharmacological versus genetic depletion, spectrum of targeted cells) and virus-
dependent. In the case of SARS-CoV-2, elimination of senescent pulmonary epithelial
cells, which express high levels of the SARS-CoV-2 receptor angiotensin-converting
enzyme 2 (Ma et al. 2022), results in lower viral load in infected aged individuals (Delval
et al. 2023). Moreover, removal of senescent cells from aged brain organoids reduced
viral load (Aguado et al. 2023). Along with enhanced virus entry, altered gene
expression in age-related senescent pulmonary cells might also favour viral replication
(de Moraes et al. 2021). Whether IAV infects or replicates differently in age-related
senescent cells compared to younger cells remains to be determined for instance using
in vitro cultures of cell-sorted epithelial cells. IAV infection of preexisting senescent
cells may amplify their proinflammatory SASP. In our setting, ABT-263 reduced the
intensity of the inflammatory response and lowered histopathological scores at 7 dpi.
This positive effect might be due to the elimination of pre-existing senescent cells as
well as of senescent cells arising from direct viral infection and paracrine SASP
(secondary senescence). Some lung and systemic SASP factors were reduced upon
ABT-263 inoculation such as IL-6 and IFN-g. The reduction of lung inflammation on 7
dpi has consequences at later time points. Indeed, ABT-263 treatment (which was

stopped at 7 dpi) alleviated some parameters associated with pulmonary sequelae at
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28 dpi. It included edemas, type Il hyperplasia, emphysema and airway epithelium
damage both being known to infer with pulmonary functions. In contrast, in line with
our prior finding on COVID-like disease (Delval et al. 2023), ABT-263 treatment had
no effect on collagen deposition in aged animals. It is noteworthy that the effects of
ABT-263 on pulmonary sequelae post-viral pneumonia were age-specific with little
influence (epithelial damage) in young animals in line with (Delval et al. 2023; Lipskaia
et al. 2025).

Regarding the importance of the gut-lung axis in influenza severity (Sencio, Machado,
et al. 2021), we investigated whether ABT-263 could influence intestinal inflammation
and gut dysbiosis resulting from 1AV infection. This question is of interest given the
pioneer study of Dandolini Saccon and colleagues demonstrating that senolytic
(dasatinib/quercetin) treatment reduces intestinal senescence and inflammation while
altering specific microbiota signatures in aged mice (Saccon et al. 2021). Our data
clearly show that ABT-263 treatment impacts on the composition of the gut microbiota
in IAV-infected aged mice. Notably, ABT-263 reduced the abundance of some taxa
found to be up-regulated by influenza and associated with lung and gut inflammation.
It is noteworthy that we observed age-specific differences in the action of ABT-263 in
mice. Our study is the first to demonstrate that reducing cellular senescence through
senolytic treatment mitigates the impact of acute viral pneumonia on gut dysbiosis.
This finding is particularly important given the deleterious effects of IAV-associated gut
dysbiosis on lung inflammation (Heumel et al. 2024) and secondary bacterial infections
(Sencio et al. 2020), which represent major causes of mortality in the elderly. Fecal
transfer experiments will be necessary to demonstrate the potential impact of these
changes on disease outcomes. Whether optimized senolytic regimens might improve
influenza outcomes via reducing intestinal senescence, inflammation, and microbial

dysbiosis in older subjects will be worth of future studies.

Whether age-associated senescent cells impair immune responses to antigenic
challenge remains unclear (Torrance & Haynes 2022; Cobanoglu et al. 2023). We
therefore investigated whether senescent cell removal in the context of influenza could
modulate humoral and cellular immune responses in aged mice. Since the treatment
regimen was initiated one day prior to infection and continued for 7 days, the effect of
ABT-263 was not limited to pre-existing senescent cells but also influenced the ensuing
antiviral immune response, either positively or negatively. We observed no effect on
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antibody production indicating neither deleterious nor beneficial effects on antigen
presentation and B cell development. In contrast, in line with (Torrance & Haynes 2022;
Cobanoglu et al. 2023), the CD8 (memory) T cell response was strongly affected
following ABT-263 inoculation in aged mice. The effects were different in young
animals (enhanced CD8 response) which indicates that the removal of (preexisting)
senescent cells could have a causal role. Mechanisms are still unknown and worth of
future studies. Regardless of the mechanism, ABT-263 treatment did not exacerbate

secondary influenza infection, underscoring the role of antibodies in this context.

Collectively, our findings indicate that pharmacologically removing senescent cells
partially reduces influenza severity in older mice, primarily by alleviating acute and
chronic inflammation in the gut and lungs. The present study has some limitations. We
focused on an early senolytic intervention, targeting both preexisting senescent cells
prior to infection (e.g., to reduce potential cellular targets for IAV and mitigate the
SASP) and those arising during the early stages of infection. The effects of post-
infection ABT-263 treatment (initiated at the onset of symptoms) in aged animals
remain to be determined. Another limitation of the present study is its focus on ABT-
263, a drug that targets Bcl-2 family proteins. The selective alleviation of cellular
senescence should now be investigated using other classes of senolytics, including
more targeted and less toxic second-generation senolytics. Long term, intermittent
senolytic treatment is also envisaged. Lasting, the genetic depletion of p16- or p21-
expressing cells in aged mice will be instrumental to confirm the current study. In
conclusion, our findings support previous studies suggesting that pre-existing cellular
senescence is a potential target for controlling respiratory viral infections in the aged
population (Chen et al. 2022; Lv et al. 2022; Delval et al. 2023; Jiang et al. 2025).
However, to improve drug efficacy and minimize potential side effects, a deeper
understanding of senescent cell properties - whether pre-existing, virus-induced, or
SASP-driven - will be necessary to optimize preventive and therapeutic strategies for

mitigating the outcomes of viral pneumonia in the aged population.
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4-Experimental procedures
4-1-Animals and ethics

Specific pathogen-free C57BL/6J male mice were purchased from Janvier Labs (Le
Genest-St-Isle, France). Young (2-month-old, 24-26 g) and aged (20-month-old, 38-42
g) mice were maintained in a biosafety level 2 facility at the Animal Resource Center
of the Institut Pasteur de Lille for 2 weeks prior to experimentation for proper
acclimatization. Mice had free access to standard rodent chow (SAFE A04, SAFE,
Augy, France) and water. All experiments using mice complied with current national
and institutional ethical guidelines and regulations (Institut Pasteur de Lille/B59-
350009). Protocols were approved by the regional Animal Experimentation Ethics
Committee (Comité d'Ethique en Expérimentation Animale, Hauts de France, CEEA
75) and authorized by the French Ministry of Higher Education and Research
(Ministére de I'Education Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche)
(authorization number: APAFIS#27417-2020093019014739 v3).

4-2-Infection and treatment with ABT-263

For infection, mice were anesthetized via intraperitoneal administration of ketamine
(1.25 mg) and xylazine (0.25 mg) diluted in 100 ul of phosphate buffered saline (PBS),
before being intranasally infected with 50 yl of PBS containing 750 pfu of H1N1
A/California/04/2009 (pdm09) influenza virus. Control mice (mock-infected) received
50 ul of PBS intranasally. To selectively eliminate senescent (Bcl2-expressing) cells,
mice were treated daily by oral gavage with ABT-263 (Clinisciences, Nanterre, France)
at a dose of 50 mg/kg, starting one day before infection and continuing until 7 days
post-infection (dpi). ABT-263 was prepared at 10% in a vehicle composed of 30%
polyethylene glycol 400 (#8.07485, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) and 60%
Phosal 50 PG (#NC0130871, Fisher Scientific, llkirch, France). Vehicle-only treatments
served as controls. Body weight and clinical scores (Table 1) were recorded daily,
excepted beyond 18 dpi. The overall clinical score, ranging from 0 (normal) to 15, was
calculated as the sum of individual parameter scores. Mice reaching clinical score of 9
or higher were considered moribund and euthanized. Mice from both groups were
sacrificed at defined time points post-infection (7 dpi and 28 dpi). Fecal samples were

collected at 7 dpi and stored at -20°C until DNA extraction. To study host defence
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against reinfection, mice previously infected with IAV were challenged with the same

IAV strain at 28 dpi. Viral loas was measured 2 days postinfection.

4-3-Quantification of viral load and determination of gene expression by
quantitative RT-PCR

Viral load and gene expression in the lungs was determined exactly as described
(Lipskaia et al. 2025). Primer sequences are provided in Table 2. Gene expression
data were normalized to Gapdh expression and presented as fold-change relative to

the mean gene expression levels in mock-treated mice.
4-4-Lung extracts, ELISA and western blotting

Lung extracts were lysed in ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris—HCI, pH 7.4; 150 mM
NaCl; 1 mM EDTA, 1% Triton X-100) and 0.1% sodium deoxycholate supplemented
with 1 mM PMSF and protease inhibitors (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
Lysates were centrifuged at 10,000g for 5min at 4°C to remove debris. Protein
concentrations in the clarified supernatants were determined using the Pierce™ BCA
Protein Assay kit (ThermoFisher Scientific). Samples were normalized to 1 mg/mL
using the same lysis buffer. Cytokine levels were quantified by ELISA (R&D Systems).
Western blotting was performed as described in (Lipskaia et al. 2025). For detection of
Col1a, a monoclonal rabbit antibody (1:1000, #72026S, Cell Signaling) was used,
followed by incubation with a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:2500, #ab6789, Abcam). Protein bands were visualized using chemiluminescence
(Pierce) and quantified using the “gel quantification” function in Imaged software
(version1.1.0, NIH). For normalization, B-actin was detected using a mouse

monoclonal antibody (1:500, sc-47778, Santa Cruz Biotechnology).

4-5-Histological analysis and immunohistochemistry

Lung tissues (left lobe) were fixed in 4% PBS-buffered formaldehyde for 48 hours,
rinsed in PBS, transferred into a 70% ethanol solution and processed into paraffin-
embedded tissue blocks. Histopathologic scores were given by a board-certified
pathologist. Tissue sections (3 um thick) were stained with H&E reagent. Whole-mount

tissues were scanned with a Nanozoomer (Hamamatsu Photonics), and morphological
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changes were assessed by using a semi-quantitative dual histopathology score
including semi-quantitative measurement of peribronchial and alveolar inflammation,
bronchial lesions, oedema, emphysema, hemorrhage and type pneumocyte
hyperplasia (scale from O to 4). To evaluate pulmonary fibrosis, the Sirius Red-stained
areas on scanned sections were measured with a computer-assisted, automated,
whole section histomorphometric image analysis technique (Visiopharm). Emphysema
and epithelium thickness were measured as described (Lipskaia et al. 2025).
Immunohistochemistry protocol was followed as detailed in the same reference. To
quantify p21-positive cells, entire lung sections were scanned using the Axioscan Z1
(Zeiss, Germany) and analyzed using QuPath open-source software for bioimage
analysis (https://qupath.github.io). Cells were classified as p21-positive or negative

based on the average intensity of nuclear DAB staining.

4-6-T cell restimulation and antibody detection by ELISA

Splenocytes (1x108 cells) were restimulated for 48 hours with 5ug/mL of IAV-specific
class | MHC peptides (PA 224-233: SSLENFRAYV, ProteoGenix, France). IFN-y levels
in the culture supernatants were quantified by ELISA (#88-7314-88, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA). For |AV-specific antibody detection, 96-well high-binding
plates (Dominique Dutscher, Bernolsheim, France) were coated with IAV antigen (ref),
and 50 yL of samples diluted in PBS containing 0.5% (w/v) BSA were incubated at
37°C for 2 hours. After washing, plates were incubated with an HRP-conjugated anti-
mouse IgG antibody (1:2000 (v/v) in diluent solution (ThermoFisher Scientific) for
1 hour at 37°C. The color reaction was developed by adding TMB susbtrate, and the
enzymatic reaction was stopped with 100 ul of 2 N H2SO4. Absorbance was measured
at 450 nm.

4-7-Fecal protein extraction, trypsin digestion and desalting

Fecal samples were pre-processed to enrich microbial cells using differential
centrifugation, as described in (Zhang et al. 2018). Briefly, fecal material was mixed
with glass beads and cold PBS, vortexed, and centrifuged at 300 x g at 4°C to collect
the supernatant. Pellets underwent two additional PBS extractions, and the pooled

supernatants were clarified by three sequential centrifugations at 300 x g. Bacterial
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cells were then pelleted by centrifugation at 14,000 x g, washed twice with PBS, and
frozen for future analysis. Frozen microbial pellets were lysed in SDS/urea/TEAB buffer
with ultrasonication. Lysates were centrifuged to remove debris, and proteins were
precipitated using ice-cold acetone, washed, air-dried, and stored. For digestion,
protein pellets were resuspended in urea/SDS buffer, quantified using a BCA assay,
reduced with dithiothreitol, alkylated with iodoacetamide, and precipitated to remove
SDS. Proteins were then reconstituted in urea/TEAB buffer and digested overnight with
trypsin at a 1:25 enzyme-to-protein ratio. Digestion was stopped by adjusting the pH
to 2-3 using formic acid. Peptides were desalted using Sep-Pak C18 96-well plate
(Waters, Milford, USA) mounted on a vacuum manifold. Columns were conditioned
with 50% acetonitrile (ACN) and equilibrated with 5% ACN/0.5% trifluoroacetic acid
(TFA). Samples were loaded, washed with 5% ACN/0.5% TFA and 0.1% formic acid
(FA), and eluted with 75% ACN/0.1% FA. Eluates were dried, resuspended in 0.1%
FA, and diluted to 1 ug/uL for mass spectrometry (MS) analysis.

4-8-LC-MSMS and metaproteomic data analysis

Mass spectrometry (MS) analysis was performed using a timsTOF Pro 2 mass
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) coupled with a nanoElute 2 UPLC
system (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) operating in data-independent
acquisition mode (DIA-PASEF), following using the protocols and settings previously
described (Creskey et al. 2025). The resulted data independent analysis (DIA) data
were processed with MetaLab_DIA for the identification, quantification, and taxonomic
profiling of gut microbial proteins using the MGnify mouse gut metagenome-assembled
genome (MAG) database (v1.0). Metalab-DIA was run in self-model mode with an in-
house library derived from mouse gut microbial proteins. Taxonomic annotation was
performed at the genome/MAG level with a scoring system incorporating the posterior
error probability (PEP) and the cumulative intensity of all peptides assigned to a given
genome. Genome information was obtained directly from the MGnify database. All MS
proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium

(http://www.proteomexchange.org) under the dataset identifier PXD
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4-9-Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v9.0 (San Diego, CA)
GraphPad Prism v8.0.2, and R software v4.0.2. Data for infectious markers are
presented as mean tstandard deviation (SD), unless otherwise stated. Group
comparisons were performed using the Mann-Whitney U test for two groups analyses,
unless otherwise stated. For comparisons involving more than two groups, the
nonparametric Kruskal-Wallis one-way ANOVA was applied, followed by Dunn’s post
hoc test. Spearman correlation analysis was performed in R. Statistical significance
was defined as *p <0.05; ** p<0.01, *** p <0.001.

Acknowledgments

We thank members of the animal facility of the Institut Pasteur de Lille (Pletha) for
technical assistance. The authors are grateful to Antonino Bongiovanni from the
photonic microscopy facility of Biolmaging Center Lille (UAR 2014 -US 41 — PLBS, F-
59000 Lille, France) for the expert technical assistance. We thank Kassem Makki:
(Laboratoire CarMeN, Inserm U1060, INRAe UMR1397, Université Claude Bernard

Lyon, France) for his help in the correlation analysis.

Author contribution

Frangois Trottein conceived and supervised the study. Lou Delval, Valentin Sencio,
David Bernard, Serge Adnot and Frangois Trottein designed the experiments, and Lou
Delval, Clara Valentin, Séverine Heumel, Lucie Deruyter and Valentin Sencio
performed the animal experiments. Lou Delval and Larissa Lipskaia performed
immunohistochemistry. Clément Bordas, Séverine Heumel, Lucie Deruyter, and
Valentin Sencio managed the lung preparations and assessed pulmonary parameters.
Lou Delval performed the western blotting, Clément Bordas, Séverine Heumel, and
Lucie Deruyter performed the RT-PCR. Lucie Deruyter prepared feces samples and
Marybeth Creskey and Xu Zhang performed and analyzed the proteomic data. Isabelle
Wolowczuk performed the correlation analysis. Philippe Gosset performed the
histological scoring. Lou Delval designed the figures and Francois Trottein drafted the
manuscript. All the authors revised the manuscript and provided critical comments.

Francois Trottein and Serge Adnot obtained fundings.
190



Funding

This work was supported in part by the Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale (Inserm), Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), University
of Lille, Pasteur Institute of Lille. This work also benefited support from the French
National Research Agency (Agence Nationale de la Recherche, ANR): ANR-20-CE14-
0023-02 (INFLUENZAGING) (SA/FT/DB).

Disclosure of potential conflict of interest
The authors declare that the research was conducted in the absence of any
commercial or financial relationships that could be construed as a potential conflict of

interest.

Data availability statement
The data that support the findings of this study are available from the corresponding

author upon reasonable request.

Figures

Figure 1. Effect of ABT-263 treatment on the acute phase response of influenza.
A, Young and old male C57BL/6 mice were treated with ABT-263 one day prior to
infection with IAV and then daily until 6 dpi. Mice were sacrificed at 7 dpi or 28 dpi. B
and C, Measurement of body weight loss and regain and clinical scores during the
course of infection. D, Quantification of viral load in the whole lung using specific
TagMan RT-gPCR (7 dpi). Data are expressed as genome copy number (M1
protein)/ug RNA. E and F, mRNA copy numbers were quantified by quantitative RT-
PCR. The data are expressed as the mean of change relative to average gene
expression in non-infected young animals. G and H, Proinflammatory cytokines in
lungs (G) and plasma (H) were quantified by ELISA. (A-H). Errors indicate mean + SD
(n = 5). One representative experiment out of two performed are depicted. Significant
differences were determined using the Kruskal-Wallis test (*p <0.05, **p <0.01,
***n <0.001).
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Figure 2. Effect of ABT-263 treatment on lung inflammation and on the
expression of senescent markers. Infected mice were sacrificed at 7 dpi. A,
Expression of p21 and Lmnb1 transcripts in the lung of vehicle-treated and ABT-263-
treated aged mice (7 dpi) as determined by RT-qPCR. B, Left panels, Lungs from aged
mice were stained with anti-p21 antibodies (7 dpi). Scale bars, 100 mm. Right panel,
The percentages of p21-positive cells at 7 dpi are indicated (n = 5). C, Lungs were

*

stained with H&E. Representative photomicrographs are shown. *: alveolar and/or
perivascular edema; A: peribronchial inflammation; —: hemorrhage; *: type Il
hyperplasia; «: bronchial lesions. Scale bars, 100 mm. Left panel, The mean sum of
the subscores is shown. (A-D). Errors indicate mean = SD (n = 5). One representative
experiment out of two performed are depicted. Significant differences were determined
using the Mann Whitney U test (A, B, D) or the Kruskal-Wallis test (C) (*p <0.05, **p

<0.01, ***p < 0.001).

Figure 3. Effect of ABT-263 treatment on gut disorders. Infected mice were
sacrificed at 7 dpi. A-C, mRNA copy numbers were quantified by quantitative RT-PCR
(jejunum, 7 dpi). The data are expressed as the mean of change relative to average
gene expression in non-infected aged animals. Errors indicate mean £ SD (n =5). D
and E, Effects of ABT-263 on IAV-associated gut dysbiosis. D, PCA score plots of MAG
abundance quantified in mice feces. PCA was performed using the normalized and
log2-transformed intensities for gut microbiota MAGs. PCA score plots were generated
with R ggplot2 with facet according to time points. E, Significantly changed species in
aged mice identified with MaAsLin2 with default parameters (Linear Model method was
used for analysis, BH correction for calculating g-values, and a g-value threshold of
0.25). Differences between mock-infected and IAV-infected age mice are shown in red
and differences between vehicle-treated and ABT-263-treated infected mice are shown
in violet. A-C, One representative experiment out of two performed are depicted.
Significant differences were determined using the Mann Whitney U test (*p <0.05, **p
<0.01, *™*p <0.001). D and E, One experiment performed (n = 5).
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Figure 4. Effect of ABT-263 treatment on IAV-associated immune responses in
aged miced. A and B, IAV-infected mice were sacrificed at 28 dpi. A, Serum samples
were collected and IgG titers were determined by indirect ELISA. B, Spleen cells were
restimulated with the MHC class |-restricted peptide PA224-233 for 48 h. IFN-yproduction
was assessed by ELISA. IFNyproduction was not detected in mock-infected mice. C,
Aged mice were re-infected 28 days after the primary infection. Viral load in lungs was
quantified 2 days after the challenge using specific TagMan RT-qPCR. Data are
expressed as genome copy number (M1 protein)/ug RNA. One representative
experiment out of two performed are depicted (n = 4-5). Significant differences were
determined using the Mann Whitney U test (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001).

Figure 5. Effect of ABT-263 treatment on long sequelae post-influenza. IAV-
infected mice were sacrificed at 28 dpi. A, mRNA copy numbers in jejunum were
quantified by quantitative RT-PCR. The data are expressed as the mean of change
relative to average gene expression in non-infected aged animals. B, Left panels,
Lungs were stained with H&E and histopathological examination of lung sections were
performed. Right panel, The mean sum of the subscores is shown. C, Measurement
of emphysema. Left panels, Representative micrographs. Right panel, plot showing
mean liner intercept (MLI) measurements. D, Left panel, Representative micrographs
showing airway epithelium. Right panel, Scatter-plot graph showing bronchial wall
thickness. One representative experiment out of two performed are depicted (n = 6-7).
Significant differences were determined using the Mann Whitney U test (*p <0.05, **p
<0.01, ***p <0.001).

Supplementary Figure 1. Effect of ABT-263 treatment on body weight and clinical
scores. A, Body weight loss and regain (A) and clinical scores (B) during the course
of infection as represented by the area under the curve (AUC). Errors indicate mean +
SD (n =5). One representative experiment out of two performed are depicted.
Significant differences were determined using the Kruskal-Wallis test (*p <0.05, **p
<0.01, ***p <0.001).

193



Supplementary Figure 2. Effect of ABT-263 treatment on the acute phase
response of influenza (young mice, 7 dpi). A and B, Expression of p21 and Lmnb1
transcripts in the lung of IAV-infected young mice as determined by RT-qPCR. C, Left
panels, Representative photographs showing p21 expression in lung sections. Right
panel, The percentages of p21-positive cells are indicated. Scale bars, 100 mm. D,
Left panels, Lungs were stained with H&E. Representative photomicrographs are
shown. Scale bars, 100 mm. Right panel, The mean sum of the subscores is shown.
Errors indicate mean + SD (n =5). One representative experiment out of two
performed are depicted. Significant differences were determined using the Mann
Whitney U test (A, B and D) or the Kruskal-Wallis test (C) (*p<0.05, **p <0.01,
***n <0.001).

Supplementary Figure 3. Effect of ABT-263 treatment on gut disorders (young
mice, 7 dpi). A-C, mRNA copy numbers were quantified by quantitative RT-PCR
(jejunum). The data are expressed as the mean of change relative to average gene
expression in mock-infected young mice. D, The gut microbiota compositions between
mock-infected and IAV-infected young and old mice were compared. PCA score plots
of MAG abundance quantified in mice feces. PCA was performed using the normalized
and log2-transformed intensities for gut microbiota MAGs. PCA score plots were
generated with R ggplot2 with facet according to time points. E, Associations between
taxonomic and infectious features from IAV-infected aged mice. Spearman correlation
was used as similarity metric, with negative values represented in blue and positive
values represented in red. A-C, One representative experiment out of two performed
are depicted. Errors indicate mean = SD (n =4-6). Significant differences were
determined using the Mann Whitney U test (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001). D and

E, One representative experiment out of two performed are depicted.

Supplementary Figure 4. Effect of ABT-263 treatment on IAV-induced gut
dysbiosis (young mice, 7 dpi). Significantly changed species identified with
MaAsLin2 with default parameters (Linear Model method was used for analysis, BH
correction for calculating g-values, and a g-value threshold of 0.25). Differences
between mock-infected and I|AV-infected young mice are shown in blue and
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differences between vehicle-treated and ABT-263-treated infected mice are shown in

green. One experiment performed (n = 5).

Supplementary Figure 5. Effect of ABT-263 treatment on IAV-associated immune
responses in young mice (28 dpi). A, Serum samples were collected and IgG titers
were determined by indirect ELISA. B, Spleen cells were restimulated with the MHC
class I-restricted peptide PA224-233 for 48 h. IFN-yproduction was assessed by ELISA.
IFNyproduction was not detected in mock-infected mice. One representative
experiment out of two performed are depicted (n = 6-7). Significant differences were
determined using the Mann Whitney U test (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001).

Supplementary Figure 6. Effect of ABT-263 treatment on long sequelae post-
influenza (young mice, 28 dpi). A, Lungs were stained with H&E and
histopathological examination of lung sections were performed. Left panels,
Representative photomicrographs are shown. Right panel, The mean sum of the
subscores is shown. B, Sirius Red labeling in the lungs of vehicle-treated and ABT-
263-treated young mice. The percentages of Sirius Red labeling are shown. C,
Expression of collagen 1, alpha 1 in vehicle-treated and ABT-263-treated IAV-infected,
aged mice (whole lung homogenates). The relative protein levels normalized to B-
actine are shown (n = 5). D, Left panels, Representative micrographs of H&E-stained
lung sections showing bronchial wall of IAV-infected mice. Right panel, Scatter-plot
graph showing bronchial wall thickness. One representative experiment out of two
performed are depicted (n = 4-5). Significant differences were determined using the
Mann Whitney U test (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001).
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Figure 1: Effect of ABT-263 treatment on the acute phase response of influenza.
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0 1 2 3
. Inactive unless
. . Alert / slow Lethargic / )
Activity Normal - physically
movement trembling .
stimulated
Wast C hed, h
Posture Normal Hunched back as e,!d/ rouched, head
emaciated down
V ffled
Fur Normal Piloerection Rough coat ery rute /
unkempt / dirty
Half-closed Squinti
Eyes/Nose Normal @ .c'ose / 9“'” ng / Closed / discharge
squinting discharge
Within +5% of 10-19% weight
Weight I |.n °0 5-10% weight loss o Welg >20% weight loss
baseline loss

Table 1: Clinical scoring table
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Gapdh Forward 5'-GCAAAGTGGAGATTGTTGCCA-3’

| | Reverse 5-GCCTTGACTGTGCCGTTGA-3'
Isg15 Forward 5'-GGCCACAGCAACATCTATGAGG -3’

| | Reverse 5'-CTCGAAGCTCAGCCAGAACTG-3'
Mx1 Forward 5'-AGAAGGTGCGGCCCTGTATT-3’

| | Reverse 5'-TGAACTCTGGTCCCCAATGACA-3'
Cxcl10 Forward 5'-ACCCAAGTGCTGCCGTCAT-3’

| | Reverse 5'-CATTCTCACTGGCCCGTCAT-3
116 Forward 5’-CAACCACGGCCTTCCCTACT-3’

| | Reverse 5'-CCACGATTTCCCAGAGAACATG-3
Ifng Forward 5'-CAACAGCAAGGCGAAAAAG-3’

| | Reverse 5'-GTGGACCACTCGGATGAGCT-3’
Tnfa Forward 5'-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACA-3’

| | Reverse 5'-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3'
li1b Forward 5-TCGTGCTGTCGGACCCATA-3’

Reverse 5’-GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT-3’

Table 2: Sequences of the oligonucleotides used in this study
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Les infections virales respiratoires représentent encore aujourd’hui une cause majeure
de morbidité et de mortalité dans le monde. Ces infections touchent plus séverement
les personnes agées, pour qui le risque de mortalité ou de développer des pathologies
chroniques est plus important. Les mécanismes qui expliquent cette vulnérabilité sont
multifactoriels et complexes. Parmi ces mécanismes, la sénescence cellulaire est un
sujet d’étude grandissant. Bien que des travaux aient mis en évidence la capacité de
certaines infections virales a induire un état de sénescence dans les cellules infectées,
I'impact fonctionnel de cette sénescence sur la sévérité de I'infection, sur la dynamique
de la réparation pulmonaire et sur le développement de séquelles a long terme, étaient
encore peu documentés lorsque nous avons initié ce projet. De méme, I'importance
respective de la sénescence préexistante liée a 'dge ou a des comorbidités et de la

sénescence viro-induite, étaient encore inconnues.

Nos données expérimentales sur le SARS-CoV-2 et I'lAV montrent que les cellules
sénescentes peuvent étre a la fois des cibles privilégiées du virus, mais aussi des
foyers de SASP, qui amplifient les dommages et favorisent le développement de
séquelles chroniques. La discussion s’articulera sur trois points : (i) le role de la
sénescence dans la modulation des infections respiratoires aigués et chroniques (ii)
'impact de son élimination par des approches sénolytiques d’une part et (iii) les limites

et les approches translationnelles d’autre part.

> Vieillissement, sénescence et modulation des infections virales

respiratoires

Le vieillissement est I'un des principaux facteurs de risque de sévérité des infections
virales respiratoires. Cette vulnérabilité s’explique par une combinaison de
mécanismes physiopathologiques, notamment immunosénescence et
l'inflammaging. L'immunosénescence correspond au déclin progressif avec I'age de la
réponse immunitaire innée et adaptative, déclin qui se traduit par une altération de la
réponse des lymphocytes T et B, avec une diminution de I'élimination des agents
pathogenes. L’inflammaging décrit quant a lui, un état inflammatoire chronique de bas
grade, caractérisé par une production persistante de cytokines pro-inflammatoires qui
altere 'noméostasie tissulaire (Franceschi et al. 2018). Par ailleurs, le vieillissement,

By

ou l'avancée en &ge, est associé a une accumulation progressive de cellules
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sénescentes, notamment au niveau pulmonaire et immunitaire. Enfin, la sénescence
cellulaire est un état d’arrét permanent du cycle cellulaire, induit en réponse a divers
stress, comme I'érosion télomérique, les dommages a I'ADN, le stress oxydatif ou
linflammation. Ces cellules sécrétent un ensemble de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-1B, TNF-a, CXCL8), de métalloprotéinases et de facteurs
profibrotiques, regroupés sous le terme de SASP (Coppé et al. 2008; Munoz-Espin et
al. 2013; Childs et al. 2017). Dans les poumons agés, les cellules sénescentes se
localisent principalement au niveau de I'épithélium bronchique, des pneumocytes de
type Il et des cellules endothéliales, contribuant a une altération de la réparation
tissulaire et a une dérégulation de la réponse immunitaire locale (Wang, Johmura, et
al. 2022).

o Sénescence et sévérité aiqué

La sévérité aigué des infections virales respiratoires repose sur une interaction entre
le virus, la réponse immunitaire de I'héte et I'état physiologique du tissu pulmonaire.
Comme énoncé, I'age est un facteur de risque pour développer des formes graves,

que ce soit lors d’infections par le SARS-CoV-2 ou par le virus Influenza A.

Chez le hamster 4gé (22 mois), modéle utilisé dans le cadre de notre étude sur I'impact
de I'age sur la COVID expérimentale, nos résultats confirment une accumulation de
cellules sénescentes dans les poumons, qui s’accompagne d'un état pro-
inflammatoire. Cette validation nous a permis de démontrer l'intérét de ce modéle
d’étude, a notre connaissance pas encore développé lorsque nos premiers travaux sur

le sujet ont été publiés (Delval et al. 2023).

Comparativement aux hamsters jeunes, les animaux &agés présentent une
exacerbation de l'infection par le SARS-CoV-2. En effet, nos résultats expérimentaux
montrent que la sénescence préexistante est directement corrélée a une aggravation
de la pathologie. Les animaux agés présentent une charge virale pulmonaire
significativement plus élevée par rapport aux jeunes, qui est associée a une
expression augmentée d’ACE2. Nous avons également mis en avant la contribution
du SASP dans l'amplification de [linflammation aigué. En effet, les cellules
sénescentes accumulées dans le tissu pulmonaire sécrétent un SASP qui crée un

micro-environnement inflammatoire délétére. Cette inflammation entraine le
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recrutement de macrophages et de neutrophiles ; elle amplifie la réponse immunitaire
déclenchée par le virus, ce qui favorise linstallation d’'une tempéte cytokinique,
engendrant des Iésions alvéolaires observées dans les formes graves de la COVID-
19 (Menter et al. 2020; Carsana et al. 2020). Par ailleurs, [I'élimination
pharmacologique de ces cellules avec le sénolytique ABT-263 a permis de réduire
significativement la charge virale, mais aussi I'inflammation locale et systémique. Ces
données expérimentales rejoignent les observations cliniques, montrant que I'age
avance et les comorbidités chroniques associées a une charge élevée en cellules
sénescentes augmentent le risque de formes graves et de mortalité liées au SARS-
CoV-2 (Williamson 2020). Cependant, I'utilisation de 'ABT-263 n’a eu aucun effet
bénéfique chez les animaux jeunes. Ces résultats renforcent I'hypothése d'une
différence importante entre la sénescence viro-induite et la sénescence préexistante.
Ainsi, nous pouvons conclure que la sénescence préexistante n’est pas uniquement
une conséquence du vieillissement, mais qu’elle est aussi un acteur déterminant dans

I'évolution défavorable de I'infection, dés la phase initiale.

Nous avons également analysé les conséquences de l'infection par le virus Influenza
A (HIN1pdm09). Chez des animaux jeunes, nous avons observé que l'infection par le
virus Influenza A induit précocement une sénescence cellulaire pulmonaire, qui
contribue a l'intensité de la réponse inflammatoire aigué. Dés les premiers jours post-
infection, I'expression accrue des marqueurs p21€P! et p16'NK4a dans I'épithélium
bronchique et les zones périvasculaires, s’accompagne d’une infiltration massive de
macrophages et de neutrophiles, d’'une production élevée de cytokines pro-
inflammatoires et d’'une altération de la réparation épithéliale. Ces éléments indiquent
que la sénescence viro-induite amplifie la réaction inflammatoire, en créant un micro-
environnement tissulaire déséquilibré dominé par le SASP. Cette hypothése est
soutenue par des travaux récents, montrant que la sénescence épithéliale peut
moduler la sévérité aigué des infections respiratoires, en amplifiant la production de
cytokines et de chimiokines (Schulz et al. 2023). Dans notre modele, I'élimination des
cellules sénescentes, que ce soit par une approche génétique ou pharmacologique,
n'a pas eu d'impact sur la réplication virale 7 jours post-infections. Nous pouvons
supposer que le SASP induit par IAV entretient donc un état inflammatoire persistant,

qui ne favorise pas la clairance virale, et qui contribue aux dommages tissulaires.
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De plus, nos résultats montrent que la sénescence cellulaire préexistante joue un réle
dans la sévérité aigué de linfection grippale chez les sujets agés. Bien que le
traitement sénolytique par ABT-263 n’ait pas modifié la charge virale ni la cinétique de
réplication, il a réduit I'inflammation pulmonaire et les Iésions histopathologiques a 7
dpi. Cette dissociation entre réplication virale et sévérité clinique, suggére que la
sénescence agit principalement comme amplificateur de la réponse inflammatoire, via
le SASP. En réduisant linflammation, la sénolyse semble rétablir un équilibre
immunitaire plus compatible avec une résolution efficace de [linfection. Ces
observations sont cohérentes avec celles de Camell et al. ; nos données, ayant
montrées que la déplétion de cellules sénescentes améliore la survie et réduit la
tempéte cytokinique dans des modéles de coronavirus (Camell et al. 2021; Delval et
al. 2023). De maniére similaire, une diminution de I'inflammation et de la pathologie
pulmonaire apres traitement sénolytique chez des souris agées infectées par I'lAV ont
été observées, sans qu’il y ait de modification significative de la réplication virale (Lv
et al. 2022). Nos données renforcent I'idée que les cellules sénescentes préexistantes,
par leur SASP, favorisent un état inflammatoire de bas grade propice a une réponse
exacerbée face a l'infection virale. Ainsi, le traitement sénolytique pourrait constituer
une approche prometteuse pour limiter la sévérité aigué des pneumonies virales liées
a l'age, non pas en ciblant le virus lui-méme, mais en modulant le terrain inflammatoire
de I'héte.

Enfin, nous savons qu’avec I'age, la composition du microbiote intestinal est modifiée,
avec une diminution des bactéries bénéfiques, telles que Faecalibacterium prausnitzii
ou Roseburia, et une expansion de bactéries opportunistes, comme
Enterobacteriaceae ou Clostridium difficile (Biagi et al. 2016; O’'Toole & Jeffery 2015).
Les interactions entre dysbiose et sénescence apparaissent de plus en plus comme
une dynamique contribuant au vieillissement inflammatoire. Les cellules sénescentes,
via leur SASP, alterent la composition du microbiote, tandis qu'une dysbiose accentue
la sénescence cellulaire, notamment au niveau de l'intestin et du poumon (Jang et al.
2023). Nos résultats montrent que l'infection par le virus IAV induit une sénescence
pulmonaire, mais également une altération du microbiote intestinal, particulierement
chez les animaux agés. Cette dysbiose se traduit par une perte de diversité
bactérienne, une réduction des espéces commensales anti-inflammatoires et une

expansion de taxa, associées a l'inflammation systémique. Ces résultats sont en
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accord avec d’autres études (Sencio et al. 2020; Heumel et al. 2024; Brito Rodrigues
et al. 2025). Le traitement sénolytique par ABT-263 atténue partiellement ces
déséquilibres microbiens et réduit I'expression intestinale de cytokines pro-
inflammatoires, suggérant que la diminution du nombre de cellules sénescentes limite
la diffusion du SASP circulant et protége la barriére intestinale. Ces résultats appuient
une étude montrant qu’'un traitement avec D/Q réduit la sénescence intestinale et
restaure certaines signatures microbiennes bénéfiques (Saccon et al. 2021).
L’ensemble de ces données confirment que les perturbations du microbiote ne sont
pas une simple conséquence des infections virales respiratoires, mais participent
activement a leur physiopathologie, en particulier chez les individus agés, ou la

sénescence et la dysbiose s’amplifient mutuellement.

De facon générale, nos résultats confirment, tout en nuancgant, le role de la sénescence
dans les infections respiratoires aigués. Pour le SARS-CoV-2, la sénescence
préexistante amplifie la sévérité de I'infection et les approches sénolytiques réduisent
la charge virale et les lésions (Delval et al. 2023). Pour I'lAV, les données sont plus
contrastées. Certains travaux rapportent que la sénescence favorise I'inflammation et
influence la réplication virale (Schulz et al. 2023), tandis que d’autres suggérent une
régulation partielle de la réplication virale, aprés la déplétion génétique de cellules p16-
positives (Torrance et al. 2024). Nos propres données viennent confirmer ce contraste
en montrant I'absence d’un impact significatif de 'ABT-263 sur la multiplication virale,

mais une réduction de l'inflammation.

Pour comprendre comment la sénescence cellulaire influence I'évolution de I'infection,
il faut considérer ses interactions avec les circuits antiviraux. En effet, plusieurs travaux
ont suggéré que les effets de la sénescence cellulaire au cours d’infections virales
reposent sur une interférence avec les voies antivirales. Les cellules sénescentes
présentent une réponse IFN-I diminuée, ce qui réduit la capacité antivirale des tissus
(Frisch & MacFawn 2020; Fu et al. 2025). |l a également été observé que les cellules
sénescentes ont une activation plus importante de NF-kB, essentielle a la production
du SASP, qui est utilisée par différents virus, tels que IAV et SARS-CoV-2, pour
optimiser leur réplication et augmenter I'inflammation (Kircheis et al. 2020; Lee et al.
2021). D’autre part, la voie antioxydante Nrf2, qui limite le stress oxydatif et I'activation
excessive de NF-kB, est souvent diminuée lors d’infections respiratoires virales,
pouvant renforcer I'inflammation induite par le SASP (Olagnier et al. 2020; Qu et al.
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2023). Enfin, I'activation chronique de la voie cGAS-STING, qui est déclenchée par la
présence d’ADN cytosolique associé aux dommages cellulaires, pourrait également
contribuer a I'entretien d’'un SASP délétére et favoriser une inflammation chronique,
ainsi qu’une réparation tissulaire inefficace (Graziano et al. 2018; Takahashi et al.
2018; Gorgoulis et al. 2019). Tous ces éléments pourraient permettre d’expliquer
comment la sénescence cellulaire, préexistante ou viro-induite, module la réponse

antivirale et facilite la progression vers des lésions chroniques.

o Sénescence et sévérité chronique

Si la sénescence contribue a aggraver la phase aigué des infections virales
respiratoires, son réle est également important dans I'évolution de la pathologie a long

terme et dans le développement de séquelles pulmonaires chroniques.

Dans notre modéle de COVID-19 expérimental, nous avons observé que le
vieillissement modifie la dynamique de réparation pulmonaire post-virale. Chez les
hamsters jeunes, I'infection par le SARS-CoV-2 est suivie d’'une résolution quasiment
compléte des lésions pulmonaires en quelgques semaines, caractérisée par une
diminution des cellules sénescentes, d’une restauration de 'architecture alvéolaire et
du parenchyme. A l'inverse, les animaux agés présentent une persistance de cellules
sénescentes, accompagnée d’une fibrose interstitielle, d’'une hyperplasie prolongée
des cellules alvéolaires de type Il (ATIl) et d’'une altération de la membrane basale.
Ces différences soulignent une incapacité du poumon agé a éliminer les cellules
sénescentes et a activer une régénération efficace. Ce phénotype est aussi observé
chez les patients atteints de COVID long, ou des dommages pulmonaires persistants
ont été décrits (Bussani et al. 2020). Le traitement sénolytique avec ’ABT-263, par une
réduction de la charge virale et de I'inflammation systémique chez les animaux agés,
a permis d’atténuer ces altérations structurelles et de restaurer partiellement
’homéostasie tissulaire. Ces résultats confirment le réle délétere de la sénescence
préexistante dans la chronicisation du dommage (Delval et al. 2023). Cette disparité
entre jeunes et agés s’inscrit dans le paradigme du vieillissement inflammatoire, ou
immunosénescence et le SASP coopérent pour amplifier la fibrogenése et ralentir la
réparation épithéliale (Barnes et al. 2019; Allen et al. 2022). Des travaux récents ont
montré que les macrophages et les cellules endothéliales sénescentes persistent plus
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longtemps dans les tissus agés et sécrétent un SASP, ce qui favorise la différenciation
en fibroblastes et la perte de plasticité chez les cellules progénitrices alvéolaires (Grant
et al. 2021; Wang et al. 2024). Cette persistance, favorisant la fibrose, contraste avec
la sénescence transitoire observée chez les jeunes, ou la disparition rapide des
cellules sénescentes permet une régénération plus efficace. Ces données suggérent
que le processus de vieillissement crée un contexte dans lequel la sénescence ne
constitue plus un mécanisme de défense adaptatif, mais plutdt un facteur contribuant
au maintien des dommages. Cela explique en partie pourquoi les personnes ageées
sont plus susceptibles de présenter des complications respiratoires chroniques apres

une infection virale.

De la méme facgon, nos résultats dans le modéle grippal chez de jeunes animaux,
montrent que la sénescence cellulaire induite par l'infection virale a un rdéle majeur
dans la sévérité chronique post-infectieuse. La persistance de cellules sénescentes,
méme aprés la clairance virale, s’accompagne d’un remodelage tissulaire marqué par
le développement d’'un emphyséme, d'une fibrose et d'une désorganisation
épithéliale ; ces lésions mettent en lumiére une altération durable des mécanismes de
régénération. Ces observations indiquent que la sénescence viro-induite entretient un
micro-environnement pro-inflammatoire et profibrotique, qui limite la reconstruction
compléte du parenchyme pulmonaire. La déplétion génétique des cellules p16-
positives a permis de réduire 'emphyséme, la fibrose, et a accéléré la restauration de
I'épithélium bronchique. Néanmoins, I'efficacité partielle observée avec 'ABT-263, qui
accélére la réparation épithéliale sans limiter les lésions fibrosantes et
emphysémateuses, souligne I'hétérogénéité fonctionnelle des cellules sénescentes
virales et la nécessité d’un ciblage plus précis (Lipskaia et al. 2025). Ces résultats
suggerent que certaines composantes du remodelage deviennent indépendantes de
la présence de cellules sénescentes une fois induites. Ces résultats s’'integrent dans
un ensemble croissant de données, montrant que la sénescence cellulaire contribue
aux maladies pulmonaires chroniques liées a I'dge. Dans la fibrose pulmonaire
idiopathique, par exemple, la déplétion de cellules sénescentes par des sénolytiques
tels que D/Q améliore la fonction pulmonaire et réduit les marqueurs inflammatoires
(Justice et al. 2019). De méme, I'élimination ciblée de myofibroblastes sénescents
réduit la fibrose dans des modéles expérimentaux (Shen et al. 2024). Ces observations

sont cohérentes avec notre hypothése selon laquelle la sénescence viro-induite
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reproduit, de maniére accélérée, les mécanismes pathogéniques observés dans le

vieillissement pulmonaire.

Chez les souris agées, l'infection est aussi associée a une persistance de cellules
sénescentes, accompagnée d’une inflammation chronique, d’cedémes et de lésions
emphysémateuses et bronchiques a 28 jours post-infection. Le traitement sénolytique
par ABT-263, bien qu’arrété a 7 jours post-infection, a permis de réduire plusieurs
paramétres de remodelage tissulaire, notamment I'hyperplasie de type Il et la
désorganisation alvéolaire, ainsi que d’accélérer la restauration de [I'épithélium
bronchique. Ces effets, moins marqués chez les animaux jeunes, soulignent que les
cellules sénescentes préexistantes amplifient la chronicisation du dommage
pulmonaire. Ces résultats sont en accord avec nos recherches précédentes, qui ont
montré que la sénescence viro-induite persiste plusieurs semaines apreés I'infection et
que son élimination génétique ou pharmacologique réduit emphyseme et fibrose
(Lipskaia et al. 2025). De méme, les travaux menés sur I'lPF et la BPCO liées a I'age,
confirment que la sénescence joue un réle central dans la perte de plasticité des
cellules progénitrices et dans la persistance du SASP pro-fibrosant (Justice et al.
2019).

L’ensemble de ces lésions sont typiques d'une évolution chronique vers une
pathologie respiratoire obstructive ou restrictive, et témoignent a nouveau du réle de
la sénescence dans la chronicisation des dommages. Ces résultats sont importants,
car un épithélium bronchique altéré favorise la colonisation bactérienne secondaire,
qui est une cause majeure de mortalité post-IAV (Sencio et al. 2021). Dans ce
contexte, la modulation pharmacologique de la sénescence cellulaire pourrait
représenter une voie thérapeutique réaliste pour prévenir les séquelles respiratoires

post-virales chez les sujets agés.

Dans nos modeles, les macrophages sénescents persistent dans les zones
péribronchiques et périvasculaires, ou ils sécretent des cytokines profibrosantes (IL-
18, TGF-B). Ce phénotype sécrétoire se rapproche de celui des macrophages
pathologiques décrits dans I'lPF et dans le COVID-19 sévére (Grant et al. 2021; Jiang
et al. 2024). Leur présence limite la régénération épithéliale, mais favorise aussi la
différenciation fibroblastique et le remodelage pathologique. Les cellules ATII
sénescentes représentent également une population importante. Elles sont

responsables de la régénération alvéolaire, mais elles perdent leur plasticité
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lorsqu’elles entrent en sénescence. Le SASP dérivé des ATII favorise la sénescence

paracrine des cellules voisines, aggravant ainsi I'inflammation et la fibrose.

De facon plus générale, la présence de cellules sénescentes au sein des populations
cellulaires pulmonaires, suggere que la perte de plasticité régénérative, la dérégulation
des voies de signalisation et le SASP, entretiennent une inflammation chronique et un
remodelage pathologique du tissu. Ces données rejoignent les observations faites
dans la BPCO et I'lPF, ou la sénescence est corrélée a une inflammation persistante
et a une altération de la fonction pulmonaire, et ou la sénescence des ATII et des

cellules endothéliales peut induire emphyséme et fibrose (Yao et al. 2021).

Les séquelles post-virales que nous observons sont similaires avec les maladies
pulmonaires chroniques liees a l'age. En effet, des études ont montré que la
sénescence s’accumule dans des pathologies pulmonaires, telles que la BPCO et
I'IPF, qu’elle est associée a une inflammation chronique et a une perte de fonction
pulmonaire (Yao et al. 2021; Barnes et al. 2019). Nos résultats expérimentaux
s’inscrivent dans cette continuité, en démontrant que les infections virales respiratoires

peuvent initier ou accélérer ce processus de sénescence pathologique.

Dans I'ensemble, ces observations montrent que la sénescence cellulaire est un
mécanisme actif de la sévérité et des séquelles des infections respiratoires chez les
sujets agés. Camell est ses collaborateurs avaient en effet montré, dans un modéle
d’infection systémique par un coronavirus hépatotropique, que la déplétion des cellules
sénescentes améliore la survie et réduit 'inflammation (Camell et al. 2021). D’autres
travaux avaient souligné que I'expression accrue d’ACE2 dans les poumons ageés,
facilite I'entrée virale et explique la plus forte sévérité observée chez les patients agés
atteints de la COVID-19 (Muus et al. 2021; Chen et al. 2020). Ainsi, la préexistence de
cellules sénescentes pourrait amplifier la sévérité et les séquelles des infections
virales. Les individus développant une BPCO ou une IPF sont connus pour étre plus
sensibles aux infections virales respiratoires (Yao et al. 2021; Barnes et al. 2019). C’est
pourquoi, a I'avenir, il sera intéressant de déterminer si les cellules sénescentes déja
présentes lors de pathologies pulmonaires chroniques favorisent les dommages et les

séquelles des infections respiratoires virales.
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> Sénolytiques et perspectives thérapeutigues

La mise en évidence du rble de la sénescence cellulaire sur la sévérité aigué et
chronique des infections virales respiratoires ouvre la voie vers de nouvelles
perspectives thérapeutiques. Dans I'ensemble, nos résultats montrent que I'élimination
de ces cellules peut modifier I'issue de la maladie, en atténuant l'inflammation et en

limitant les séquelles pulmonaires a long terme.

Toutes ces données s’inscrivent dans un champ thérapeutique en plein
développement. Les sénolytiques désignent un groupe de molécules qui agissent
spécifiquement sur les cellules sénescentes en perturbant leurs voies de survie. Ces
cellules, caractérisées par une résistance a I'apoptose, dépendent de I'activation de
voies anti-apoptotiques, connues sous le terme de « SCAPs » (senescent cell anti-
apoptotic pathways) (Zhu et al. 2015). En inhibant ces voies, les sénolytiques
provoquent ainsi la mort programmée des cellules sénescentes, permettant de

restaurer un environnement tissulaire favorable a la régénération.

En dehors de 'ABT-263, dont l'efficacité est nuancée par sa toxicité hématologique,
entrainant thrombopénie et neutropénie (Roberts et al. 2012; Victorelli et al. 2023),
d’autres candidats sont intéressants. Le Dasatinib, souvent associé a la Quercétine
(D/Q), ou encore la Fisétine, ont démontré des effets sénolytiques dans divers tissus,
y compris dans des modéles de fibrose pulmonaire, de diabéte ou de fragilité liée a
'age (Zhu et al. 2015; Xu et al. 2015; Justice et al. 2019). Ces sénolytiques agissent
par des mécanismes distincts : le Dasatinib cible les kinases impliquées dans la survie
des cellules sénescentes d’origine mésenchymateuse, tandis que la Quercétine et la
Fisétine, qui sont des flavonoides naturels, interférent avec les voies PISK.AKT et Nrf2,
impliquées dans la résistance au stress oxydatif (Wang, Wang, et al. 2022; Yang et al.
2024). Leur combinaison permet donc de couvrir une plus large hétérogénéité
cellulaire (Kashyap et al. 2019). De plus, la Fisétine présente une activité sénolytique
modérée, mais a une tolérance favorable, ce qui en fait aussi une option intéressante

pour une approche translationnelle (Yousefzadeh et al. 2018).

Sur le plan expérimental, I'efficacité des sénolytiques est plutdt bien établie. Dans
différents modéles animaux, leur administration a permis de réduire la fibrose, de
restaurer la fonction tissulaire et d’améliorer la survie, sans altérer la capacité de

réparation (Xu et al. 2018; Farr etal. 2017; Baker et al. 2016). Ces effets ont également
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été observés dans des modéles de maladies pulmonaires chroniques, ou la déplétion
des cellules sénescentes a amélioré la fonction respiratoire et a réduit les marqueurs
inflammatoires circulants (Merkt et al. 2020; Justice et al. 2019). C’est pourquoi il serait
pertinent de tester ces autres sénolytiques dans le cadre des infections respiratoires
virales. En effet, ces résultats expérimentaux suggérent que la sénothérapie pourrait
étre une approche complémentaire aux antiviraux ou aux immunomodulateurs, en

modulant la sénescence préexistante sans cibler directement le pathogéne.

Les données cliniques chez I'’humain, bien qu’encore limitées, sont encourageantes.
Une premiere étude pilote chez des patients atteints d'IPF a montré que
'administration de D/Q pendant 3 jours a permis de réduire certains biomarqueurs
associés au SASP, comme IL-6, TNF-a et MMP-9, tout en améliorant les paramétres
fonctionnels pulmonaires (Justice et al. 2019). De plus, d’autres études ont confirmé
la pertinence de cette approche chez des sujets agés atteints de pathologie
métabolique ou neurologique (Hickson et al. 2019; Millar et al. 2025). C’est pourquoi il
serait intéressant de tester ces approches dans le cadre d’infections virales

respiratoires.

Il est quand méme important de souligner que la sénescence est un phénomene
ambivalent. Si sa persistance est délétere, certaines cellules sénescentes peuvent
exercer un role bénéfique transitoire dans la réparation tissulaire, par la sécrétion de
facteurs de croissance stimulant la régénération, comme le PDGF-AA ou le VEGF
(Ritschka et al. 2017; Demaria et al. 2014). De fait, une sénescence transitoire et
localisée contribue a la régénération, alors qu'une sénescence chronique entraine une
inflammation et potentiellement une fibrose. C'est pourquoi le moment ou le traitement
est administré est essentiel. Son administration doit étre contrélée, afin d’éliminer les
cellules sénescentes persistantes déléteres, sans altérer les phases de réparation ou
la sénescence joue un réle bénéfique. Dans cette optique, 'approche « hit-and-run »,
qui consiste a administrer les sénolytiques de maniére intermittente, permet de limiter

la toxicité tout en préservant une certaine plasticité tissulaire (Xu et al. 2018).

Néanmoins, les sénothérapies actuelles restent limitées par I'hétérogénéité des
cellules sénescentes, dont le phénotype, la composition du SASP et la sensibilité aux
traitements varient selon l'origine cellulaire, le type de stress ou le contexte
inflammatoire (Hernandez-Segura et al. 2018). De plus, les effets secondaires des

sénolytiques, notamment sur les lymphocytes ou les cellules progénitrices, doivent
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étre pris en compte (Roberts et al. 2012; Debrincat et al. 2015). Enfin, le réle des
cellules sénescentes dans la régulation du systéme immunitaire reste mal compris.
Certaines études ont suggéré qu’une élimination trop large de ces cellules pouvait
perturber la réponse immunitaire adaptative, et potentiellement réduire la mémoire
immunologique (Torrance et al. 2024). Ces observations rappellent que la
sénescence, si elle est délétére lorsqu’elle s’accumule, participe aussi a ’homéostasie

tissulaire et immunitaire.

Plusieurs approches pourraient permettre de passer ces contraintes. Le
développement de sénolytiques capables de cibler des sous-types cellulaires définis,
parait pertinent. Par exemple, des approches basées sur des systémes de
vectorisation, comme des nanoparticules, sont prometteuses (Morsli et al. 2022; Muiioz-
Espin et al. 2018; Zhang, Pitcher, et al. 2022). Par ailleurs, des stratégies qui associent les
sénolytiques et sénomorphiques pourraient offrir un meilleur équilibre entre efficacité
et tolérance (Wiley et al. 2018; Saliev & Singh 2025). Enfin, des approches telles que
les immunothérapies ciblant les antigénes de surface des cellules sénescentes ou les
vaccins anti-sénescence, ouvrent également de nouvelles perspectives (Amor et al.
2020; Lelarge et al. 2024).

Cependant, I'optique d’une utilisation clinique des sénolytiques doit tenir compte de
plusieurs contraintes importantes, comme la tolérance, I'hétérogénéité des cellules
sénescentes, et les effets hors cibles. En effet, les inhibiteurs de BCL-2 et de BCL-XL
présentent une toxicité bien documentée sur les lignées mégacaryocytaires, entrainant
une thrombopénie dose-dépendante, ce qui a limité leurs progressions en essai
clinique (Roberts et al. 2012). De surcroit, d’autres effets ont été observés dans les
essais oncologiques de phase | et ll, ou la neutropénie, la fatigue et les troubles gastro-
intestinaux se sont avérés étre des limites importantes (Wilson et al. 2008). Bien que
de nouvelles molécules semblent étre mieux tolérées, leurs effets a long terme, en
particulier sur la régénération tissulaire ou la fonction immunitaire, sont encore peu
connus (Chaib et al. 2022). Un autre enjeu concerne la spécificité du ciblage. Les
profils de sénescence sont différents selon les tissus, les stimuli inducteurs et
'environnement inflammatoire (Hernandez-Segura et al. 2018). Cette hétérogénéité
explique en partie pourquoi les sénolytiques de premiére génération ne ciblent qu’un
sous-ensemble de cellules sénescentes et peuvent toucher des cellules non
sénescentes exprimant certaines voies SCAPs. De plus, certaines populations
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sénescentes transitoires participent a la résolution du dommage ou a la réparation
tissulaire, de sorte qu’'une élimination non sélective pourrait interférer avec ces
processus (Ritschka et al. 2017). Ces données montrent 'importance de développer
des stratégies capables de distinguer sénescence adaptative et sénescence

pathologique.

Pour finir, les effets hors cibles doivent étre pris en compte. Plusieurs travaux
suggeérent qu’une réduction excessive des cellules p16 positives pourrait perturber
certaines réponses adaptatives, en particulier la formation ou le maintien des
lymphocytes T mémoire (Torrance et al. 2024). De méme, certains sénolytiques
peuvent affecter les cellules non sénescentes partageant des profils de résistance
proches, comme des cellules immunitaires ou des progéniteurs impliqués dans
’homéostasie tissulaire (Ovadya et al. 2018). Ces observations soulignent la nécessité
d’intégrer les contraintes immunologiques et tissulaires dans la conception de futurs

traitements.

Ainsi, les sénolytiques représentent une avancée thérapeutique prometteuse pour les
pathologies liées a la sénescence, qu’il s’agisse de maladies chroniques du
vieilissement ou de séquelles post-infectieuses. Leur potentiel repose sur leur
capacité a restaurer un équilibre entre inflammation et réparation, compatible avec une
résolution efficace des dommages. La transposition clinique nécessite une meilleure
compréhension des sous-populations de cellules sénescentes réellement déléteres,
de méme qu’une compréhension plus approfondie des interactions avec I'immunité et
la réparation. Enfin, il faudra identifier le moment optimal pour administrer le traitement.
L’efficacité des sénolytiques dépendra donc de la capacité a ajuster les traitements en
fonction de la dynamique de sénescence observée chez les patients. Ces éléments
seront indispensables pour développer des sénothérapies slres et ciblées,
susceptibles d’étre envisagées chez les populations agées ou fragiles, chez qui la
sénescence intervient dans un contexte tissulaire et immunitaire plus complexe que

dans les modéles expérimentaux.
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> Limites de I’étude

Nos études apportent des éléments originaux sur le role de la sénescence dans la
sévérité aigué et chronique des infections virales respiratoires. Néanmoins, plusieurs

limites doivent étre soulignées.

La premiére concerne l'utilisation de modéles animaux. Bien que ces modeles soient
tres utilisés pour étudier les mécanismes physiopathologiques, ils ne reproduisent pas
intégralement la complexité des infections respiratoires humaines. Le hamster agé
infecté par le SARS-CoV-2 reproduit plusieurs caractéristiques de la COVID-19
humaine, notamment la dépendance a I'age, la sévérité pulmonaire et I'expression
d’ACE2, tandis que la souris infectée par I'Influenza A permet de suivre l'induction et
la persistance de la sénescence aprés infection grippale. L'expression d’ACE2 difféere
entre espéces, la distribution des sous-populations immunitaires n’est pas identique et
la durée du suivi reste limitée a quelques semaines ou mois, alors que chez ’lhomme,
les séquelles post-virales peuvent persister sur plusieurs années (Bjornson-Hooper et
al. 2022; Mizrahi et al. 2023). C’est pourquoi I'extrapolation de nos résultats a la

clinique humaine doit étre faite avec prudence.

Une autre limite concerne la complexité de la sénescence cellulaire. Nous avons utilisé
des marqueurs classiques tels que p16'NK4a et p21C¢P1 mais il est important de noter
gu’aucun marqueur unique ne permet de capturer toute la diversité et I'hétérogénéité
des cellules sénescentes (Hernandez-Segura et al. 2017). Certaines d’entre elles
peuvent exercer un réle bénéfique transitoire dans la réparation tissulaire, notamment
en sécrétant des facteurs de croissance, tandis que d’autres entretiennent un SASP
délétére qui favorise I'inflammaging et le remodelage pathologique (Demaria et al.
2014; Franceschi & Campisi 2014). Nos approches ne permettent pas de distinguer

ces sous-populations.

Par ailleurs, il est important de noter que notre stratégie thérapeutique repose
principalement sur [l'utilisation de 'ABT-263. Ce dernier cible les protéines de la
famille BCL-2 et induit 'apoptose des cellules sénescentes. Cependant, il peut aussi
affecter des cellules non sénescentes qui expriment ce marqueur, comme les
lymphocytes (Roberts et al. 2012; Debrincat et al. 2015), ce qui limite son utilisation
clinique. Les difféerences que nous observons entre I'ABT-263 et le modéle
geneétique p16-ATTAC soulignent bien cette limite pharmacologique. En effet, dans
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notre modéle grippal, la sénescence apparait rapidement aprés l'infection, mais son
élimination par ABT-263 chez les souris jeunes n'empéche pas le développement de
Iésions pulmonaires chroniques de type fibrose et emphyséme; elle favorise
simplement une réparation plus rapide de I'épithélium (Lipskaia et al. 2025). Cela
suggére que la sénescence viro-induite a un réle difféerent de la sénescence
préexistante liée a I'age. Cette distinction est également visible dans le modéle de
hamster agé infecté par le SARS-CoV-2, ou le traitement sénolytique n’a eu aucun
effet chez les jeunes, tandis qu’il a significativement réduit les Iésions pulmonaires et
la fibrose chez les sujets agés (Delval et al. 2023). L’absence d’efficacité chez les
jeunes suggere que I'’ABT-263 cible préférentiellement la sénescence préexistante et
non celle induite par le virus. Ces observations soulévent une question essentielle :
quelles sont les différences moléculaires et fonctionnelles entre les cellules
sénescentes viro-induites et celles préexistantes ? Comprendre cette distinction est
primordial pour développer des thérapies capables d’éliminer sélectivement les
cellules délétéres, sans interférer avec les processus réparateurs. Pour cela, plusieurs
approches expérimentales pourraient permettre de mieux caractériser ces
populations. La cytométrie en flux spectral multiparamétrique permettrait de distinguer
leurs phénotypes immunitaires, tandis qu'une analyse transcriptomique spatiale
permettrait d’étudier leur distribution et leur environnement tissulaire (Kiss et al. 2022).
Enfin, l'utilisation de lignées de souris, telles que p16™K4a-Tomato par exemple,
donnerait la possibilité d’'un suivi dynamique et cellulaire de la sénescence in vivo (Liu
et al. 2019). Ces ouitils offriraient une cartographie précise de la sénescence induite
par les virus et rendraient possible une meilleure compréhension des mécanismes
distinguant la sénescence adaptative transitoire de la sénescence pathologique

persistante.

D’autre part, il semble essentiel d’explorer les mécanismes d’interactions entre
sénescence cellulaire et circuits antiviraux. La quantification des ces circuits, ou leur
modulation génétique ou pharmacologique, pourrait aider a mieux comprendre
comment la sénescence cellulaire préexistante ou viro-induite, favorise la réplication

virale, amplifie le SASP et entretient une inflammation chronique post-virale.

Certaines associations observées dans nos travaux doivent également étre
considérées avec prudence. Le lien entre dysbiose intestinale et sénescence repose
sur des corrélations robustes, mais ne permet pas, a aujourd’hui, d’affirmer une
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relation causale. C’est pourquoi des approches complémentaires, comme la
transplantation de microbiote fécal, ont été mises en place dans notre laboratoire pour
pouvoir confirmer nos premiers résultats. Par ailleurs, nos travaux de recherche se
concentrent essentiellement sur le poumon, organe cible des infections respiratoires,
mais la sénescence et le SASP ont des effets systémiques. D’autres organes, comme
le cceur, le rein ou le cerveau, peuvent étre affectés par I'inflammation chronique et la
persistance de cellules sénescentes (Xu et al. 2020; Bussian et al. 2018; Xie et al.
2023). Une exploration multi-organes permettrait de mieux comprendre les

répercussions globales de la sénescence cellulaire sur les infections virales.

Enfin, les infections respiratoires humaines surviennent dans un contexte marqué par
une grande variabilité interindividuelle, liee au sexe, au lieu de vie, au statut
immunitaire, aux comorbidités et au microbiote. Tous ces facteurs sont plus
difficilement réplicables chez I'animal. De plus, nos travaux se concentrent sur deux
virus respiratoires majeurs, le SARS-CoV-2 et I'Influenza A. Il serait intéressant de
vérifier si les mécanismes observés s’appliquent a d’autres infections respiratoires,
comme le virus respiratoire syncytial ou les adénovirus, qui affectent particulierement

les populations agées et fragiles (Falsey et al. 2014).

Dans I'ensemble, nos travaux fournissent une preuve de concept selon laquelle la
sénescence cellulaire constitue une cible thérapeutique prometteuse dans le cadre
d’infections virales respiratoires. La transposition clinique nécessite néanmoins une
validation rigoureuse chez I’homme, en particulier dans les populations agées et
fragiles. Nos résultats apportent des arguments solides en faveur d’'un réle important
de la sénescence, dans les infections respiratoires virales et dans leurs séquelles.
Néanmoins, les limites méthodologiques, les modéles spécifiques et les contraintes
translationnelles doivent étre pris en compte. Ces limites n’enlévent en rien la
pertinence de nos résultats, mais elles soulignent la nécessité de travaux

complémentaires.

» Conclusion et perspectives générales

Pour conclure, nos modéles expérimentaux montrent de maniére convergente que la
sénescence, qu’elle soit préexistante ou viro-induite, occupe une place importante

dans la physiopathologie des infections virales respiratoires. Elle agit comme un
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amplificateur de la sévérité aigué, mais aussi comme un médiateur pour le
développement de lésions pulmonaires chroniques. Ce double réle en fait une cible
thérapeutique pertinente, en particulier dans un contexte de vieillissement et de

comorbidité.

La premiére contribution de nos résultats est d’avoir montré que la sénescence
préexistante liée a l'age favorise la réplication virale et linfammation aigué,
notamment par une surexpression d’ACE2 et par la sécrétion d’'un SASP pro-
inflammatoire et profibrotique (Delval et al. 2023). Ces résultats sont en accord avec
les observations cliniques, montrant une mortalité plus importante des patients ages
atteints de la COVID-19 et une prévalence plus importante des formes sévéres chez
les personnes souffrant de maladies chroniques riches en cellules sénescentes,
comme la BPCO ou I'lFP (Yao et al. 2021; Chen et al. 2021).

La deuxieme contribution concerne la sénescence viro-induite. Nos résultats
expeérimentaux avec la grippe démontrent que la sénescence viro-induite apparait
précocement aprés l'infection, qu’elle persiste plusieurs semaines, et que ces cellules
sénescentes contribuent aux Iésions emphysémateuses et fibrotiques (Lipskaia et al.
2025). Ces observations fournissent une explication mécanistique au lien déja décrit,
entre infections respiratoires graves et augmentation du risque de maladies

pulmonaires chroniques (Laporte et al. 2024).

Un autre apport original de nos travaux est d’avoir intégré une analyse du microbiote.
La dysbiose intestinale observée dans nos modéles expérimentaux est associée a une
augmentation de la sénescence, suggérant I'existence d’une dynamique ou la
dysbiose favorise la sénescence et ou la sénescence entretient une inflammation

chronique, qui modifie a son tour le microbiote (Delval et al. 2023; Lipskaia et al. 2025).

Nos résultats expérimentaux sur I'élimination des cellules sénescentes montrent qu’il
est possible d’intervenir directement sur la sénescence pour modifier l'issue des
infections respiratoires. L’administration d’ABT-263 chez le hamster 4gé réduit non
seulement la sévérité aigué, mais aussi I'ampleur des seéquelles chroniques,
confirmant que la sénescence n’est pas une conséquence passive, mais un

déterminant actif de la pathologie (Delval et al. 2023).

Ces observations s’inscrivent dans un champ thérapeutique émergent, ou plusieurs

sénolytiques (D/Q, Fisétine) ou sénomorphiques (Rapamycine, Metformine) sont a
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'étude (Zhu et al. 2015; Justice et al. 2019). Elles suggérent que des approches
combinées associant antiviraux, immunomodulateurs, probiotiques et sénolytiques
pourraient constituer une stratégie pertinente pour protéger les populations agées et

vulnérables.

Enfin, la vaccination est une stratégie de prévention efficace, mais son efficacité est
limitée chez les personnes agées du fait de I'immunosénescence (Nikolich-Zugich
2018; Crooke et al. 2019). Notre équipe a montré que la déplétion préalable des
cellules sénescentes avant la vaccination modifie la qualité des réponses immunitaires
chez la souris dgée (Cobanoglu et al. 2023). L'utilisation de 'ABT-263 réduit les
marqueurs de sénescence et la production systémique de cytokines SASP, mais ses
effets sur la réponse vaccinale sont complexes : une lIégére amélioration de certaines
réponses T est observée, tandis que la production d’anticorps spécifiques est parfois
réduite, et la protection antitumorale compromise. Ces observations suggerent que les
cellules sénescentes exercent aussi un réle régulateur dans l'orchestration des
réponses vaccinales. Ainsi, si I'élimination des cellules sénescentes permet de limiter
linflammation chronique et d’améliorer le micro-environnement immunitaire, elle
pourrait également perturber des fonctions immunes résiduelles nécessaires a une
réponse vaccinale efficace. Une approche associant sénolytiques intermittents ou
sénomorphiques, pourrait permettre d’améliorer la réactivité vaccinale sans altérer

immunité adaptative, et mérite d’étre approfondie.

De fagon plus générale, I'étude de la sénescence ne doit pas se faire de maniéere
isolée, mais doit étre replacée dans une perspective ou elle interagit avec les autres
mecanismes du vieillissement. Nos résultats appuient I'idée que la sénescence
cellulaire est un mécanisme physiopathologique qui relie vieillissement, sévérité aigué,
séquelles chroniques. Cette vision intégrative nécessite d’étre approfondie avec des
études cliniques, en caractérisant plus en profondeur les cellules sénescentes et en
évaluant davantage la sécurité des traitements sénolytiques. Si ces différents résultats
se confirment, la modulation de la sénescence pourrait alors devenir un levier
thérapeutique important, non seulement dans le traitement des infections virales
respiratoires, mais aussi dans la prévention des maladies chroniques qui y sont
associées. Cette approche intégrée, reliant la virologie, l'immunologie et la
gérontologie, représente un défi majeur pour réduire l'impact des infections
respiratoires sur les personnes agées et fragiles.
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Abstract

The age-related decline in immunity reduces the effectiveness of vaccines in older
adults. Immunosenescence is associated with chronic, low-grade inflammation, and the
accumulation of senescent cells. The latter express Bcl-2 family members (providing
resistance to cell death) and exhibit a pro-inflammatory, senescence-associated secre-
tory phenotype (SASP). Preexisting senescent cells cause many aging-related disorders
and therapeutic means of eliminating these cells have recently gained attention. The
potential consequences of senescent cell removal on vaccine efficacy in older individ-
uals are still ignored. We used the Bcl-2 family inhibitor ABT-263 to investigate the
effects of pre-vaccination senolysis on immune responses in old mice. Two different
ovalbumin (OVA)-containing vaccines (containing a saponin-based or a CpG oligode-
oxynucleotide adjuvant) were tested. ABT-263 depleted senescent cells (apoptosis) and
ablated the basal and lipopolysaccharide-induced production of SASP-related factors in
old mice. Depletion of senescent cells prior to vaccination (prime/boost) had little effect
on OVA-specific antibody and T-cell responses (slightly reduced and augmented, re-
spectively). We then used a preclinical melanoma model to test the antitumor potential
of senolysis before vaccination (prime with the vaccine and OVA boost by tumor cells).
Surprisingly, ABT-263 treatment abrogated the vaccine's ability to protect against B16
melanoma growth in old animals, an effect associated with reduced antigen-specific T-
cell responses. Some, but not all, of the effects were age-specific, which suggests that
preexisting senescent cells were partly involved. Hence, depletion of senescent cells
modifies immune responses to vaccines in some settings and caution should be taken

when incorporating senolytics into vaccine-based cancer therapies.
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ABSTRACT

The gut-to-lung axis is critical during respiratory infections, including influenza A virus (IAV)
infection. In the present study, we used high-resolution shotgun metagenomics and targeted
metabolomic analysis to characterize influenza-associated changes in the composition and meta-
bolism of the mouse gut microbiota. We observed several taxonomic-level changes on day (D)7
post-infection, including a marked reduction in the abundance of members of the Lactobacillaceae
and Bifidobacteriaceae families, and an increase in the abundance of Akkermansia muciniphila. On
D14, perturbation persisted in some species. Functional scale analysis of metagenomic data metabolomics; indole-3-
revealed transient changes in several metabolic pathways, particularly those leading to the propionic acid; disease
production of short-chain fatty acids (SCFAs), polyamines, and tryptophan metabolites. severity

Quantitative targeted metabolomics analysis of the serum revealed changes in specific classes of

gut microbiota metabolites, including SCFAs, trimethylamine, polyamines, and indole-containing

tryptophan metabolites. A marked decrease in indole-3-propionic acid (IPA) blood level was

observed on D7. Changes in microbiota-associated metabolites correlated with changes in taxon

abundance and disease marker levels. In particular, IPA was positively correlated with some

Lactobacillaceae and Bifidobacteriaceae species (Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus animalis)

and negatively correlated with Bacteroidales bacterium M7, viral load, and inflammation markers.

IPA supplementation in diseased animals reduced viral load and lowered local (lung) and systemic

inflammation. Treatment of mice with antibiotics targeting IPA-producing bacteria before infection

enhanced viral load and lung inflammation, an effect inhibited by IPA supplementation. The results

of this integrated metagenomic-metabolomic analysis highlighted IPA as an important contributor

to influenza outcomes and a potential biomarker of disease severity.
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Introduction . . X
develop severe and ultimately fatal disease.*™®

A growing body of evidence suggests that the gut-to-
lung axis plays a critical role in respiratory tract
infections, including influenza A virus (1AV) infec-
tions (for reviews, ). Germ-free mice and mice
chronically treated with broad-spectrum antibiotics
are more susceptible to IAV infection and eventually

Mechanistically, various components of the gut
microbiota (notably metabolites) diffuse into the
bloodstream and remotely prime the lung to combat
the virus by promoting interferon-dependent
immunity (among other actions). Furthermore,
1AV infection can alter the gut bacterial community,
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The gut-lung axis is critical during viral respiratory infections such as influenza.
Gut dysbiosis during infection translates into a massive drop of microbially
produced short-chain fatty acids (SCFAs). Among them, butyrate is important
during influenza suggesting that microbiome-based therapeutics targeting
butyrate might hold promises. The butyrate-producing bacterium
Faecalibacterium duncaniae (formerly referred to as F. prausnitzii) is an
emerging probiotic with several health-promoting characteristics. To
investigate the potential effects of F. duncaniae on influenza outcomes, mice
were gavaged with live F. duncaniae (A2-165 or [-4574 strains) five days before
infection. Supplementation of F. duncaniae was associated with less severe
disease, a lower pulmonary viral load, and lower levels of lung inflammation. F.
duncaniae supplementation impacted on gut dysbiosis induced by infection, as
assessed by 16S rRNA sequencing. Interestingly, F. duncaniae administration was
associated with a recovery in levels of SCFAs (including butyrate) in infected
animals. The live form of F. duncaniae was more potent that the pasteurized form
in improving influenza outcomes. Lastly, F. duncaniae partially protected against
secondary (systemic) bacterial infection. We conclude that F. duncaniae might
serve as a novel next generation probiotic against acute viral respiratory diseases.
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SUMMARY

Circadian rhythms control the diurnal nature of many physiological, metabolic, and immune processes. We
hypothesized that age-related impairments in circadian rhythms are associated with high susceptibility to
bacterial respiratory tract infections. Our data show that the time-of-day difference in the control of Strepto-
coccus pneumoniae infection is altered in elderly mice. A lung circadian transcriptome analysis revealed that
aging alters the daily oscillations in the expression of a specific set of genes and that some pathways that are
rhythmic in young-adult mice are non-rhythmic or time shifted in elderly mice. In particular, the circadian
expression of the clock component Rev-erb-a and apelin/apelin receptor was altered in elderly mice. In
young-adult mice, we discovered an interaction between Rev-erb-a and the apelinergic axis that controls
host defenses against S. pneumoniae via alveolar macrophages. Pharmacological repression of Rev-erb-a
in elderly mice resulted in greater resistance to pneumococcal infection. These data suggest the causative
role of age-associated impairments in circadian rhythms on respiratory infections and have clinical
relevance.

INTRODUCTION functions (poor mucociliary clearance and a weak barrier) and im-

pairments in innate and adaptive immunity in the aging lung.” "

Immune-function dysregulation has a major impact on age-
related diseases, with an elevation in the risk of cancer and car-
diovascular, metabolic, and neurodegenerative pathologies.
Furthermore, age-mediated alterations in immune function in-
crease susceptibility to infections in general and lung infections
in particular. Indeed, older adults are more vulnerable than the
general population to respiratory pathogens such as Strepto-
coccus pneumoniae, the most common cause of community-ac-
quired bacterial pneumonia.” As life expectancy increases and
the number of older adults grows, a better understanding of the
causes and mechanisms involved in this age-related elevation
in susceptibility to bacterial pathogens is critical for the develop-
ment of new treatments. While the reasons of the increased sus-
ceptibility to infection in the elderly are likely multifactorial, the un-
derlying mechanisms are mainly related to impaired pulmonary

The objective of the present study was to determine whether
age-related changes in circadian rhythms contribute to suscepti-
bility to respiratory infections in elderly mice.

Circadian rhythms are daily oscillations in several biological
processes. These oscillations allow organisms to anticipate
and adapt to environmental changes that occur during a 24-h
period.”’ Circadian rhythms are generated by an endogenous
biological clock that has been well conserved over the course
of evolution. The central pacemaker that receives light informa-
tion and synchronizes clocks throughout the body is located in
the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus. In addition, all
mammalian cells (including immune cells) harbor a functional
circadian clock, which generates circadian oscillations in the
transcriptome, proteome, and, thus, cell/tissue functions.” On
the molecular level, the circadian clock consists of a complex

Cell Reports 44, 115273, February 25, 2025 2 2025 The Author(s). Published by Elsevier Inc. 1
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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ABSTRACT

Aging is a key contributor of morbidity and mortality during acute viral pneumonia. The potential
role of age-associated dysbiosis on disease outcomes is still elusive. In the current study, we used
high-resolution shotgun metagenomics and targeted metabolomics to characterize SARS-CoV
-2-associated changes in the gut microbiota from young (2-month-old) and aged (22-month-old)
hamsters, a valuable model of COVID-19. We show that age-related dysfunctions in the gut
microbiota are linked to disease severity and long-term sequelae in older hamsters. Our data
also reveal age-specific changes in the composition and metabolic activity of the gut microbiota
during both the acute phase (day 7 post-infection, D7) and the recovery phase (D22) of infection.
Aged hamsters exhibited the most notable shifts in gut microbiota composition and plasma
metabolic profiles. Through an integrative analysis of metagenomics, metabolomics, and clinical
data, we identified significant associations between bacterial taxa, metabolites and disease mar-
kers in the aged group. On D7 (high viral load and lung epithelial damage) and D22 (body weight
loss and fibrosis), numerous amino acids, amino acid-related molecules, and indole derivatives
were found to correlate with disease markers. In particular, a persistent decrease in phenylalanine,
tryptophan, glutamic acid, and indoleacetic acid in aged animals positively correlated with poor
recovery of body weight and/or lung fibrosis by D22. In younger hamsters, several bacterial taxa
(Eubacterium, Oscillospiraceae, Lawsonibacter) and plasma metabolites (carnosine and cis-aconitic
acid) were associated with mild disease outcomes. These findings support the need for age-specific
microbiome-targeting strategies to more effectively manage acute viral pneumonia and long-term
disease outcomes.
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InErdEsln viral infections in the elderly is related to declines

Older adults (over ~65 years) are particularly sus-
ceptible to respiratory viral infections, including
those caused by influenza A viruses and severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2), the etiologic agent of coronavirus disease-
19 (COVID-19)."® This greater susceptibility to

in pulmonary function and immune response, as
well as altered recovery, prolonging the duration of
sequelae.*™® It is well established that the gut
microbiota plays a key role in the lung’s defense
against respiratory viruses.”® Recent clinical stu-
dies have also shown that alterations of the gut
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