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ABSTRAIT

La recherche se poursuit pour des interventions possibles qui retardent et/ou inversent le vieillissement biologique, ce qui entraine une
prolongation de la durée de vie et de la santé. Les interventions retardant le vieillissement dans les modeles animaux sont bien établies ;
cependant, la plupart manquent de validation chez 'homme. La longueur de la durée de vie humaine rend impossible la réalisation d'une analyse de survie.
Au lieu de cela, des biomarqueurs de vieillissement, tels que les horloges de méthylation de 'ADN (ADNm), ont été développés pour surveiller
I'age biologique. Nous rapportons ici une analyse rétrospective de I'age de méthylation de I'ADN chez 42 personnes prenant Rejuvant®, une
formulation a base d'alpha-cétoglutarate, pendant une période moyenne de 7 mois. Des tests ADNm ont été effectués au départ et a la fin du
traitement avec la supplémentation en Rejuvant®. Remarquablement, les individus ont montré une diminution moyenne du vieillissement
biologique de 8 ans (p-value=6.538x10-12). De plus, la supplémentation en Rejuvant® est robuste aux différences individuelles, comme
I'indique le fait qu'une grande majorité des participants ont diminué leur age biologique. De plus, nous avons constaté que Rejuvant® présente
un avantage supplémentaire pour les personnes chronologiquement et biologiquement plus dgées. Bien que des tests continus, en particulier
dans une conception contrdlée par placebo, soient nécessaires, l'inversion de prés de 8 ans de I'dge biologique des personnes prenant
Rejuvant® pendant 4 a 10 mois est remarquable, faisant du cocktail de produits naturels un candidat intrigant pour affecter le vieillissement

humain. .

INTRODUCTION retardée, I'apparition de maladies chroniques sera prévenue, la
capacité fonctionnelle maintenue et, selon toute vraisemblance, les

Le vieillissement est un processus biologique quasi universel qui se complications dues aux maladies infectieuses, telles que le Covid 19

manifeste par un déclin général de la santé et de la vitalit¢, menant et la grippe, réduites [3]. En bref, les humains auront une espérance

éventuellement a la mort. Le vieillissement est associé au de vie et une espérance de vie plus longues.

développement d'un large éventail de maladies chroniques,
notamment le cancer, la maladie d'Alzheimer, le diabéte, les maladies Le vieillissement est généralement mesuré chronologiquement en
cardiovasculaires et de nombreuses autres affections [1, 2]. Si le vieillissement jRilfis&keen années, avec une survie humaine mediane de l'ordre de
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huit décennies. Si nous espérons contrdler le processus de
vieillissement, nous devons apprendre a mesurer le taux de
vieillissement sur des périodes plus courtes. De plus, le
vieillissement progresse a des rythmes différents selon les
individus. Notre véritable age biologique est influencé par de
nombreux facteurs supplémentaires, tels que les antécédents
génétiques, le mode de vie et la maladie. Pour relever ce défi,
plusieurs marqueurs biologiques du vieillissement ont été
développés. Ces marqueurs sont des ensembles uniques de
molécules ou des changements dans |'état épigénétique de
I'ADN d'un individu qui refletent son état de vieillissement actuel
[4—6]. Parmi les biomarqueurs les plus prometteurs du processus
de vieillissement figurent les schémas de méthylation de I'ADN.
La méthylation de I'ADN est un mécanisme épigénétique qui
joue un réle important dans la régulation de I'expression des
genes, le développement de 'organisme et la maladie [7, 8].

La méthylation des résidus de lysine dans les histones centrales,
H3 et H4, initie une modification conformationnelle de la structure
de la chromatine qui est associée a des changements dans
I'activité transcriptionnelle. Cependant, la marque épigénétique
la plus étudiée est la méthylation directe de I'ADN lui-méme.
Cette modification implique la conversion de la cytosine en 5'-
méthylcytosine, catalysée par les ADN méthyltransférases, et se
produit généralement dans les séquences de dinucléotides CpG
(CpG). Ces séquences CpG, regroupées dans des régions
appelées ilots CpG (CGl), se retrouvent le plus souvent dans
des promoteurs de génes domestiques [9, 10]. Il a été démontré
que I'hyperméthylation des flots CpG est liée au silence
transcriptionnel, tandis que les flots CpG déméthylés sont plus
souvent trouvés au cours de I'embryogenese et servent de
marque de génes activement transcrits. Au cours du
vieillissement, deux types de changements dans la méthylation
de I'ADN ont été observés et soigneusement caractérisés : (1) la
dérive épigénétique, ou changements stochastiques progressifs
dans les schémas de méthylation de I'ADN entre les individus
qui se produisent avec I'age [11], et (2) I'horloge épigénétique -
une mesure dérivée de la méthylation de I'ADN qui est fortement
corrélée a I'age chronologique et proposée pour mesurer I'age
biologique [9, 12, 13].

L'horloge épigénétique est un biomarqueur attrayant du
vieillissement car elle s'applique a la plupart des tissus humains,
capturant des aspects de I'age biologique tels que la fragilité
[14], la forme cognitive/physique chez les personnes agées [15],
I'accélération de I'age dans I'obésité [16], le vieillissement
prématuré dans le syndrome de Down [17] et l'infection par le
VIH [18], la maladie de Parkinson [19] et les neuropathologies
lies a la maladie d'Alzheimer [20], ainsi que le cancer [21] et le
stress au cours de la vie [22]. Les marqueurs du vieillissement
biologique représentent un outil important pour valider
cliniguement les effets des interventions basées sur la longévité.
Pour la premiére fois, ces biomarqueurs du vieillissement
donnent aux scientifiques I'opportunité d'étudier les effets des

composé découvert a ce jour est I'alpha-cétoglutarate (AKG) [23].

L'AKG est un métabolite intermédiaire endogéne du cycle de
Krebs dont les niveaux diminuent naturellement au cours du
vieillissement. AKG est impliqué dans de multiples voies
métaboliques et cellulaires. Ceux-ci incluent le fonctionnement
comme une (une) molécule de signalisation, un donneur
d'énergie, un précurseur dans la biosynthése des acides aminés
et un régulateur des processus épigénétiques et de la
signalisation cellulaire via la liaison aux protéines [24-26]. Le
déficit en AKG en cellules souches et progénitrices augmente
avec l'age [27]. A mesure que les animaux vieillissent, la fonction
mitochondriale est progressivement altérée et le flux métabolique
cellulaire dans les mitochondries diminue, ce qui exacerbe le
déficit en AKG. Chin et al. ont rapporté que I'AKG augmentait la
durée de vie de C. elegans [28]. Sur la base de ces résultats,
I'AKG (et le sel de calcium) combinés a d'autres composés
généralement reconnus comme sirs (GRAS) ont été étudiés
chez la souris. La souris non génétiquement modifiée est le
modele mammifere préféré pour étudier le vieillissement, puisque
les processus biochimiques impliqués dans le vieillissement des
souris peuvent s'appliquer a d'autres mammiferes, y compris les
humains [29]. Dans une étude récente, parrainée par Ponce de
Leon Health et réalisée au Buck Institute for Research on Aging,
I'effet de I'alpha-cétoglutarate (livré sous forme de sel de calcium
- CaAKG) sur la santé et la durée de vie des souris C57BL/6
était signalé. Les auteurs ont montré que chez la souris, I'AKG
réduisait la fragilité et augmentait la longévité, indiquant une
compression de la morbidité [23]. Ces découvertes et d'autres
suggerent que I'AKG pourrait étre un candidat idéal pour les
études humaines pro-longévité.

Dans cette étude, nous avons examiné I'association transversale
et longitudinale entre I'horloge épigénétique, I'état de santé, la
condition physique et les effets de la prise de Rejuvant® (CaAKG
a libération prolongée + une vitamine spécifique selon le sexe)
sur le vieillissement biologique humain.

Nous avons suivi 42 personnes en bonne santé autodéclarées
qui avaient pris une supplémentation en AKG pendant une
période de 4 a 10 mois. Les effets de I'AKG sur le vieillissement

biologique et la corrélation possible d'autres effets physiologiques
sont discutés.

RESULTATS

Pour cette étude, nous avons examiné 42 participants qui
avaient choisi de prendre Rejuvant® pendant une période de 4
a 10 mois. Tous les participants prenaient activement le produit
Rejuvant®. La nécessité de faire suivre cette étude d'une étude
contrélée contre placebo est décrite dans la Discussion. Les
caractéristiques générales de cette cohorte sont décrites dans
le tableau 1. Tous les participants ont déclaré un état de santé
bon ou excellent sans aucune condition médicale chronique.

composes anti-age en temps reel et directement chez I'nomme. L'un des apir&gellganicipamodtaitdurdeur au départ et
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Tableau 1. Caractéristiques descriptives des participants a I'étude.

Nombre total de participants

Genre féminin masculin)
Femme:

Age chronologique (médian ; intervalle)

Age biologique au départ (médiane ; intervalle)

Age biologique & T7* (médiane ; intervalle)

Homme:

Age chronologique (médian ; intervalle)

Age biologique au départ (médiane ; intervalle)
Age biologique a T7* (médiane ; intervalle)

42
14/ 28

64.09 ;43,49 a 72,46
62,15;46,4a73
55,55 ;33,4 a 63,7

62,78 ;41,31 a 79,57
61,85;41,94a79,7
53,3;33a74,9

*Indique I'age biologique tel que mesuré par le test TruMe aprés une moyenne de sept

mois de traitement.

continué a fumer tout au long de I'étude. La majorité des participants a
I'étude (66,7 %, n = 28) étaient des hommes. L'age chronologique moyen
de cette cohorte était d'environ 63 ans.

Pour les 42 participants, nous avons pu mesurer I'age biologique de base
a l'aide du modéle de prédiction de I'age TruMe avant qu'ils ne
commencent a prendre Rejuvant®. Nous avons utilisé le modéle de
prédiction TruAge avec séquengage Sanger pour l'analyse de la
méthylation de I'ADN. Au total, 3 génes dont 9 sites CpG ont été analysés
par le séquengage Sanger. Les valeurs de méthylation de I'ADN obtenues
pour tous les sites CpG ont été incluses dans le modele de prédiction de
I'age TruMe (en attente de publication).

Nous avons évalué I'erreur de prédiction du test épigénétique TruAge,
comme décrit précédemment. La comparaison des valeurs d'age prévues
et réelles donne une erreur absolue médiane de 4,23 ans. L'erreur
moyenne de 0,35 an montre que cette population dans son ensemble
pourrait étre Ilégérement plus jeune que prévu. Il est connu que la
normalisation avant le traitement des ensembles de données de
méthylation de I'ADN et leur variance d'age peuvent biaiser la différence
entre I'age estimé et I'age chronologique. Une mesure de la robustesse a
ces facteurs implique le calcul des résidus d'une régression linéaire de
I'age prédit par rapport a I'age réel. Nous avons constaté que I'age estimé
avait un coefficient de régression de 0,88 et que la régression linéaire
(ligne ajustée a la figure 1) affichait un R-carré ajusté de 0,59 avec une
erreur absolue médiane de 3,97 ans. Enfin, nous avons également trouvé
une corrélation linéaire de Pearson statistiquement significative (valeur p
=2,026x10-9 ) de 0,77 (IC 2 95 % : 0,61 a 0,87) entre I'age estimé et réel
de notre cohorte au départ.

Nous avons également examiné s'il y avait un biais sexuel dans

I'évaluation de I'age biologique en analysant les hommes (28) et les
femmes (14) séparément. En suivant la méme procédure que

I'age prédit par rapport a I'age réel de 4,92 ans et une erreur moyenne

de -0,22 ans. L'erreur absolue médiane de la régression linéaire était de
4,64 ans, avec un R au carré ajusté de 0,6 et un coefficient de régression
de 0,90 (Figure 2). De plus, I'age estimé et réel au départ pour les
hommes étaient corrélés linéairement (valeur p = 7,74x10-7 ) avec une
amplitude de 0,78 (IC a 95 % : 0,58 a 0,9). Pour les femmes, la procédure
de régression analogue a affiché une erreur absolue médiane de 3,887
ans, avec un R-carré ajusté de 0,51 et un coefficient de régression de
0,83 (Figure 2). De plus, nous avons trouvé une erreur absolue médiane
de I'age prédit par rapport a I'age réel de 3,41 ans. L'erreur moyenne de
1,48 ans pourrait indiquer que les femmes de notre cohorte sont
susceptibles d'étre plus jeunes que prévu. Pour explorer cela, nous avons
appliqué une régression multilinéaire avec le sexe comme variable
supplémentaire a I'ensemble de notre cohorte. Le sexe ne s'est pas avéré
étre un prédicteur statistiquement significatif de I'age chronologique au
départ (tableau 2). De plus, il y avait une corrélation linéaire statistiquement
significative (valeur de p = 0,002) de 0,74 (IC a 95 % : 0,35 a 0,91) entre
l'age estimé et I'age réel au départ pour les femmes. En conclusion, dans
le contexte de cet ensemble de données limité, il n'y avait pas de
différence statistique dans la capacité prédictive du test épigénétique
TruAge par rapport aux hommes et aux femmes.

Les participants ont répondu a un sondage au début et a la fin de I'essai.
Ce questionnaire autodéclaré comprenait des informations sur
I'alimentation, la consommation d'alcool, la consommation antérieure de
Rejuvant®, la santé, la taille et le poids (ce qui permettait d'estimer I'lMC),
la durée du sommeil, le statut tabagique, la fréquence d'exercice, le
niveau d'activité physique, la fréquence des repas, les collations
fréquence, nombre de compléments alimentaires supplémentaires
consommés et fréquence, état des cheveux, éducation, mode de vie sain
et confiance dans les compléments alimentaires (tableau supplémentaire

1).

Nous avons tiré parti des informations de I'enquéte de base pour vérifier

précédemment, pour les hommes, nous avons trouvé une erreur absolue médiane de'il y avait d'autres facteurs de confusion dans notre cohorte, en effectuant
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Figure 1. L'estimation de I'age TruAge et I'age chronologique de référence sont linéairement corrélés. L'age biologique TruAge est hautement
(R-carré ajusté = 0,77) statistiquement significatif (valeur de p = 2x10-9 ) corrélé avec I'age chronologique des 42 patients.
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Figure 2. L'estimation de I'age TruAge et I'age chronologique de référence sont linéairement corrélés, dans les deux sexes. L'axe des x représente I'age
de méthylation de I'ADN estimé par TruAge, et I'axe des y I'dge chronologique des 42 patients au départ. Les tracés de corrélation linéaire rose et bleu
illustrent la corrélation linéaire statistiquement significative similaire entre les deux axes, pour les patients féminins et masculins, respectivement.
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Tableau 2. Effet du Rejuvant® sur I'age biologique des participants a I'étude.

Répartition par age biologique

Participants masculins (en années) Participants féminins (en années) 41,9 46,4

Age biologique minimum au départ

Age biologique médian au départ

Age biologique moyen au départ

Age biologique maximal au départ

Age biologique minimum a T7*

Age biologique médian a T7*

Age biologique moyen a T7*

Age Biologique Maximum & T7*
Changement minimum de I'dge biologique
Changement médian de I'age biologique
Changement moyen de I'age biologique

Changement maximal de I'age biologique

61,85 62.15
61,38 61.09
79,7 73
33 334
53,3 55,55
53,53 54,66
74,9 63,7
-1,86 -0,41
7,09 5,83
8,44 6,98
22,7 14,09

*Indique I'age biologique tel que mesuré par le test TruMe aprés une moyenne de sept mois de traitement.

une régression linéaire multivariable. En raison du nombre considérable
de variables prédicatives, nous avons effectué une régression linéaire
pas a pas. Bien qu'il y ait eu des covariables supplémentaires
sélectionnées dans le modéle pas a pas, lorsque cela a été comparé,
au moyen d'une analyse de variance, avec la régression linéaire
univariée plus simple utilisant uniguement I'age estimé TruAge, la
valeur p obtenue était de 0,12 (tableau supplémentaire 2). Cela indique
qu'en termes de comparaison, les deux modéles ne sont pas
statistiquement significativement différents et, par conséquent, le
modele le plus simple a été sélectionné.

Il était intéressant de déterminer si la différence entre I'age

chronologique et TruAge est liée au mode de vie ou a des facteurs
démographiques. En d'autres termes, il est important d'évaluer si ces
covariables sont associées a des individus biologiquement plus jeunes
ou plus agés. Nous avons sélectionné I''MC, la consommation d'alcool,
I'état de santé auto-évalué, la durée du sommeil, les antécédents de
tabagisme, la fréquence et l'intensité de I'exercice et I'abondance des
cheveux comme variables prédictives, car ce sous-ensemble des
informations recueillies dans le cadre de I'enquéte peut clairement
étre associé a et/ou influencer I'age biologique. La régression linéaire
pas a pas n'a trouvé aucune association statistiquement significative
entre I'une de ces variables et la différence entre I'age biologique
chronologique et TruAge (tableau supplémentaire 2). Il convient de
noter que le nombre de participants est assez faible (par exemple, il y
avait un fumeur et seulement 6 ont déclaré avoir fumé). Par
conséquent, il est probable qu'un ou plusieurs de ces parametres de
style de vie influencent I'age biologique tel que mesuré par le test
TruAge et qu'un ensemble de données plus important permettrait de
découvrir des associations.

Résultats de la consommation de CaAKG sur I'age biologique

Le but de I'étude était de déterminer I'effet de
Supplémentation en Rejuvant® sur le vieillissement biologique humain

en mesurant la méthylation de I'ADN. Suite a la mesure de base,
chaque participant a I'étude a regu du Rejuvant® pour la durée de
I'étude. Méme s'il était conseillé aux participants d'utiliser le traitement
pendant 4 a 6 mois, il y avait des différences individuelles considérables
dans la durée du traitement. A la fin de la période de traitement choisie
par eux-mémes, les participants ont soumis leurs échantillons de salive
pour l'analyse de leur age biologique a I'aide de tests TruMe disponibles
dans le commerce.

Sur la base des questionnaires soumis au départ et a la fin de I'essai,
nous avons identifié un sous-ensemble de 13 personnes qui n'ont
signalé aucun changement dans le type de régime alimentaire, la
fréquence de consommation, la consommation de compléments
alimentaires supplémentaires, la durée du sommeil et la fréquence de
I'exercice. Ce sous-ensemble homogéne a donc été utilisé pour
I'évaluation préliminaire de I'effet indépendant du CaAKG, les autres
covariables étant contrélées par conception.

Au départ, ce sous-ensemble ou notre cohorte était en moyenne de
2,06 ans biologiquement plus jeune que son age chronologique.

A la fin du traitement, cette sous-population était en moyenne de 9,74
ans biologiquement plus jeune que son &ge chronologique respectif.
En utilisant le test t unilatéral de Welch a deux échantillons appariés,
cette différence de moyenne de 7,69 ans s'est avérée statistiquement
significative, avec une valeur p de 7,263x10-5 (Figure 3). Il est a noter
que tous les sujets de ce petit groupe ont diminué leur age biologique.

Aprés avoir découvert que la supplémentation en CaAKG diminuait
systématiquement I'age épigénétique dans une petite population
homogeéne, nous avons continué en évaluant ses effets sur I'ensemble
de la cohorte de 42 patients. Au départ, la cohorte était en moyenne
de 0,35 an biologiquement plus jeune que son age chronologique. A
la fin du traitement, cette valeur est passée a une moyenne de 8,31
ans biologiquement plus jeune que leurs parents respectifs.
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age chronologique. En utilisant le test t unilatéral de Welch a
deux échantillons appariés, cette différence de moyenne de 7,96
ans s'est avérée statistiquement significative, avec une valeur de
p de 6,538x10-12 (Figure 4).

La formulation du supplément Rejuvant® est elle-méme différente
pour les hommes et les femmes. Plus précisément, en plus du
CaAKG, de la vitamine A et de la vitamine D sont ajoutées

a la formulation commerciale pour hommes ou pour femmes,
respectivement (voir Méthodes). Quoi qu'il en soit, I'effet de la
supplémentation en Rejuvant® diminue I'age épigénétique de
maniére statistiquement significative chez les hommes et les
femmes (Figure 5). La diminution moyenne appariée est de 8,44
ans chez les hommes et de 6,98 ans chez les femmes. Seuls 2
individus (1 male et 1 femelle) ont présenté une légere
augmentation de I'age biologique.
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Figure 3. CaAKG a diminué I'age de méthylation parmi une sous-population homogéne. Les diagrammes en boite appariés représentent les effets
du traitement au niveau du patient et du groupe (n = 13), entre le début et la fin de I'essai (dont la durée moyenne était de 7 mois). Les diagrammes

en boite représentent la médiane et les 25e et 75e quartiles.
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La validité de I'analyse statistique utilisant I'ensemble de la les ages chronologique et biologique de base, comme seuls
cohorte repose sur la modélisation des covariables, pour la prédicteurs statistiquement significatifs de I'ampleur de la
détection des variables qui entrainent une différence diminution de I'dge épigénétique par Rejuvant®. En
statistiquement significative dans le test de méthylation de conséquence, nous avons modélisé l'effet de la supplémentation
I'ADN TruMe, nous avons utilisé des régressions pas a pas de en Rejuvant® sur I'age de méthylation comme une régression
maniére itérative. Cette procédure a abouti au modéle le plus linéaire de ces deux variables. Ces données indiquent que les

parcimonieux utilisant uniquement I'age chronologique de référence, et lapkifsoenes egtret un age biologique plus élevé (par rapport a leur 4ge chronol
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Figure 4. CaAKG a diminué I'age de méthylation dans I'ensemble de la cohorte. Les diagrammes en boite appariés représentent les effets du traitement
au niveau du patient et du groupe (n = 42), entre le début et la fin de I'essai (dont la durée moyenne était de 7 mois). Les diagrammes en boite
représentent la médiane et les 25e et 75e quartiles.
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et/ou les personnes ayant un age chronologique de base élevé avec « age » représentant I'age chronologique au début du

ont la plus grande réponse au Rejuvant®. traitement et « diffAge » défini comme la différence entre I'age
chronologique et I'age TruMe au départ.

En utilisant le modeéle réduit final, avec seulement les deux Le plan représentant cette régression est représenté (Figure 6).

variables trouvées statistiquement significativement liées a une

diminution de I'age épigénétique au cours du traitement, la

différence d'age épigénétique (en années) d'environ 7 mois de Fait intéressant, la durée du traitement n'est pas corrélée a

supplémentation en CaAKG peut étre modélisée par le équation: I'ampleur de I'effet de la supplémentation en Rejuvant®. Cela
indique que la durée médiane de traitement de notre cohorte,
environ 7 mois, peut étre suffisante pour saturer les bénéfices de

Diminution deTruAge + $4¢¢0,22 =- - 045 diffAge la supplémentation.
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Figure 5. CaAKG diminue I'age de méthylation quel que soit le sexe. L'image montre les effets du CaAKG sur I'age de méthylation entre le début et
la fin du traitement, ventilés par sexe. Pour chaque sexe, les diagrammes en boite appariés rouges et bleus représentent les données au départ et
au point final, respectivement. Les boites a moustaches sont basées sur la médiane et les 25e et 75e quartiles.
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Fait intéressant, cette découverte est cohérente avec les Cela dit, il reste trés peu de données sur l'utilisation a plus long
extrapolations mathématiques d'une étude a grande échelle de terme de Rejuvant® ou de doses plus élevées du produit, et d'autres
mesures de numération globulaire compléte, qui prévoient que les effets sur I'dge biologique sont possibles. Nous n'avons pas non
effets d'une intervention de longévité dans une population en bonne plus mesuré si les avantages de I'age biologique sont perdus si le
santé satureront dans un court laps de temps [30]. Cette méme supplément est interrompu, par conséquent, une supplémentation
étude a prédit que les avantages de telles interventions seraient continue peut étre nécessaire pour maintenir les effets observés.

plus importants chez les personnes proches d'un état fragile, conformément a nos données.

80

Years gained after treatment

Baseline chronological age

-15 -10 -5 0 5 10 15

Chronological age minus TruAge at baseline

Figure 6. Nuage de points 3D des covariables influencant I'efficacité du traitement CaAKG. L'axe des x fait référence a la différence, en années, entre les ages
chronologique et biologique au départ (un patient dans un état plus &gé aura une valeur positive plus élevée). L'axe des ordonnées représente I'effet du
traitement CaAKG en termes d'années pendant lesquelles I'age de méthylation a diminué (des valeurs plus élevées indiquent des avantages plus importants).

L'axe z est I'age chronologique au départ (les patients plus agés seront « plus profonds »). Le plan 3D a été tracé en utilisant la régression linéaire des deux
covariables a I'effet du traitement.
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DISCUSSION

Il a été démontré qu'AKG prolonge la durée de vie de divers systémes
modéles. Dans cette étude, nous avons utilisé un algorithme
précédemment développé qui prédit I'age biologique humain pour
déterminer si Rejuvant®, vitamines CaAKG + a libération prolongée, a
un effet bénéfique sur la longévité humaine. Un total de 42 personnes,
connues pour prendre Rejuvant® et qui avaient soumis des échantillons
de salive pour des tests de méthylation de I'ADN, ont été sélectionnées
pour participer a une enquéte et a une analyse des résultats de
vieillissement biologique des clients.

Leur indice DNAm TruAge avait été mesuré au départ (avant de
commencer Rejuvant®) et retesté apres une moyenne de 7 mois
d'utilisation. Dans I'ensemble, ces 42 individus ont montré une réduction
moyenne statistiquement significative de leur age biologique d'environ
8 ans.

La pensée générale dans le domaine de la recherche sur le vieillissement
est que les interventions sont susceptibles d'affecter des sous-ensembles
de la population, et qu'aucune intervention (mode de vie ou petite
molécule) ne retardera ou ne réduira I'age biologique de I'ensemble de

la population. Etonnamment, dans ce groupe, la grande majorité des
participants ont répondu avec un age biologique réduit aprés le
traitement Rejuvant®. Bien que I'étude ait des limites (décrites ci-
dessous), ces résultats sont encourageants. Fait intéressant, deux
paramétres ont influencé I'ampleur de la réponse : les participants ayant
un age biologique plus élevé par rapport a I'dge chronologique et ceux
ayant un age chronologique plus élevé au départ. Cela suggére, peut-
étre contrairement aux attentes étant donné le réle connu de I'AKG dans
I'augmentation de la performance physique, que Rejuvant® a une
réponse plus importante chez les participants biologiquement plus agés
que leur age chronologique. On pourrait également prédire ce résultat
pour une intervention de longévité sur la base de I'hypothése que les
individus ayant un age biologique relatif bas subissent déja un
vieillissement presque optimisé et ont moins a gagner. Actuellement, les
données sur le vieillissement humain sont insuffisantes pour prédire
quelles populations répondront a une intervention particuliere.

Le test de méthylation TruAge, qui reste exclusif, a été développé en
examinant un nombre limité de sites de méthylation dans les flots CpG
de promoteurs, sur la base d'une optimisation de I'dge chronologique a
I'aide d'une approche d'apprentissage automatique. Bien qu'elle étudie
une plus petite partie du génome que les autres horloges de méthylation,
elle a I'avantage d'étre plus abordable. De plus, le test TruAge est
facilement utilisé par les consommateurs, qui placent la salive sur une
carte papier et I'envoient par la poste dans I'échantillon pour analyse. Il
a été démontré que le test TruAge rapporte des résultats similaires par
rapport a d'autres horloges épigénétiques (non publié), mais des tests
supplémentaires utilisant d'autres horloges de méthylation et différents
biomarqueurs du vieillissement seraient bénéfiques pour mesurer les
effets de Rejuvant®

sur la longévité humaine. Une question fondamentale concernant les
différentes mesures biologiques du vieillissement concerne leur niveau
de concordance : mesurent-elles les mémes aspects, qui se chevauchent
ou sont-ils complétement différents du processus de vieillissement ?

Les données de cette étude, bien que limitées, suggérent que le CaAKG
peut effectivement avoir un impact sur le vieillissement, du moins tel
que mesuré par la méthylation. Il convient également de noter que I'AKG
est un substrat connu pour les ADN déméthylases [31], qui déméthylent
potentiellement les sites d'ADN interrogés par TruAge. Cependant, la
supplémentation en AKG conduit a la fois a la déméthylation et a I'hyper
méthylation de certains sites CpG dans les cellules salivaires, ce qui
suggeére que Rejuvant® pourrait avoir un effet plus important sur les
horloges de vieillissement basées sur la méthylation que d'autres
indicateurs de I'age biologique.

Il'y a plusieurs limites & cette étude. Principalement, il n'est pas contrélé
par placebo. Par conséquent, une préoccupation potentielle est que
I'effet placebo peut avoir contribué dans une certaine mesure aux
changements observés. Cependant, la confiance autodéclarée dans
I'efficacité des compléments alimentaires n'a été considérée comme un
prédicteur statistiquement significatif dans aucun de nos modéles de
régression, ce qui atténue le risque dans une certaine mesure. De plus,
I'étude décrit une taille d'échantillon limitée et nous n'avons pas été en
mesure de collecter d'autres types de données pertinentes pour le
vieillissement, par exemple des marqueurs cliniques du vieillissement et
de la maladie, et d'appliquer d'autres horloges biologiques du vieillissement [6].
De futurs essais cliniques randomisés seront nécessaires pour confirmer
les résultats présentés ici. Néanmoins, les résultats de ce manuscrit
suggeérent que Rejuvant® peut avoir des effets significatifs sur I'age
biologique tel que mesuré par la méthylation de I'ADN des échantillons
de salive.

MATERIELS ET METHODES

Intervenants

Un groupe de 42 personnes en bonne santé autodéclarées (14 femmes
et 28 hommes) qui avaient soumis des échantillons de salive (deux
échantillons par sujet). Des échantillons de salive ont été prélevés au
départ (TO) et 4 a 10 mois aprés que le participant a commencé a
prendre Rejuvant® (T7) a une dose fixe de deux comprimés par jour.
Chaque dose contenait 1 gramme d'alpha-cétoglutarate de calcium,
ainsi que de la vitamine A pour la formulation du participant masculin ou
de la vitamine D pour la formulation de la participante, et délivrée dans
une formulation a libération prolongée, comme illustré sur les étiquettes
de formulation.

TruMe a identifié les participants potentiels a I'étude de tous les clients
avec deux tests ADNm précédemment effectués (un test de base avant
le début et un second test de 4 a 10 mois de supplémentation en
Rejuvant(R). Les sujets potentiels ont été autorisés et invités a remplir
un questionnaire signalant les changements de mode de vie avant et
apres supplémentation dans I'alimentation, I'exercice, le sommeil, I'alcool
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la consommation, le tabagisme et I'utilisation de suppléments nutritionnels.
Le formulaire de consentement comprenait la déclaration suivante : "TruMe
aimerait avoir votre permission d'utiliser vos résultats d'age biologique a
des fins scientifiques et académiques. Vous serez toujours anonyme et
aucune information personnellement identifiable ne sera jamais partagée.

TruMe n'utilise pas le séquengage complet du génome et ne génére ni ne
conserve donc aucune donnée génétiquement identifiable. Nous ne
vendons jamais vos données ou vos informations personnelles. » Les
participants qui ont fourni un consentement approprié conformément aux
principes des BPC ont été inclus dans I'étude. L'analyse des données des
participants a été effectuée de maniére agrégée et anonyme (tableau 1).

Vitamine A (sous forme de palmitate de rétinyle) 900 mcg 100 %
Calcium 190mg 15%

Alpha-cétoglutarate de calcium

. 1000 mg t
Monohydrate (LifeAKG™)
Vitamine D 25 mcg
Calcium 190 mg
Alpha-cétoglutarate de calcium
1000mg

Monohydrate (LifeAKG™)

Prélevement d'échantillons et séquengage du bisulfate

Des échantillons de salive ont été auto-prélevés par les participants a

domicile a I'aide de kits d'échantillonnage TruMe disponibles dans le commerce.
Les participants ont été invités a prélever environ 200 a 300 ml de leurs
échantillons de salive sur des cartes classiques FTA (cartes classiques

FTA, #WB120205, de GE Healthcare Life Sciences). Les échantillons de

salive ont été laissés sécher a I'air pendant 30 a 45 minutes, avant d'étre
expédiés a TruMe Labs.

Méthylation de I'ADN et calcul de I'adge de 'ADNm

A partir de chaque échantillon, des cercles de 1 pouce de diamétre ont été
obtenus et I'ADN a été élué avec le kit Quick-DNA Microprep Plus
(ZymoResearch, CA, USA) conformément au protocole du fabricant. 200 a
500 ng d'ADN élué ont été convertis au bisulfite avec le kit EZ DNA
Methylation Lighting™ conformément aux instructions du fabricant
(ZymoResearch, CA, USA). L'amplification par PCR de I'ADN converti au
bisulfite a été réalisée a I'aide d'amorces standard spécifiques a la cible
(IDT, Newark, NJ, USA). La réaction PCR a été mise en place a l'aide de
ZymoTaq PreMix E2004 (ZymoResearch, CA, USA).

Chaque fragment de PCR a été analysé a I'aide du protocole de séquencage
standard de Sanger et les niveaux de méthylation ont été analysés a I'aide
d'un algorithme propriétaire, développé par TruMe Inc. L'algorithme de
prédiction de I'dge de TruMe utilise un

modéle multivarié pour prédire I'age biologique de l'individu.

analyses statistiques

Les données ont été analysées et les tracés générés a l'aide du langage
de programmation R. Les variables continues ont été testées pour la
normalité a l'aide du test de Shapiro-Wilk.

Dans les cas ou nous ne parvenons pas a rejeter I'hypothése nulle (valeur
de p non inférieure a 0,05), le test t unilatéral de Welch a deux échantillons
a été utilisé, sinon le test unilatéral de rang signé de Wilcoxon avec
correction de continuité a été déployé [32 ]. Les figures 1 a 5 ont été
réalisées a l'aide du package R « ggpubr ». La figure 6 a été créée a l'aide
du package R 'scatterplot3d' [33].
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MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

Tableaux supplémentaires

Veuillez parcourir la version texte intégral pour voir les données du tableau supplémentaire 2.

Tableau supplémentaire 1. Caractéristiques des participants au départ.

Femme Homme

n 14 28
Origine ethnique (%)

asiatique 1(7,1)1 1(3,6)1

Hispanique/Latino (7,1)12 (3,6) 23

Blanc/Caucasien (85,7) 0 (82,1) 2 (7,1)

Blanc/Caucasien, Amérindien ou natif de I'Alaska (0,000 1(3,6)

Blanc / Caucasien, Hawaien indigéne ou autre insulaire du Pacifique (0,0) 62,57 61,16
Age chronologique TO (moyenne (ET)) (8,11) 63,12 (11,03) 61,76
Age chronologique T7* (moyenne (ET)) (8,11) 61,09 (11,01) 61,38
Age biologique TO (moyenne (ET)) (7,27) 54,66 (9,64) 53,53
Age biologique T7* (moyenne (ET)) (8,17) (8,62)
Consommation hebdomadaire d'alcool dans les boissons (%)

0 5(35,7) 2 5(17,9) 10

1a4 (14,3) 6 (35,7) 8

5a8 (42,9)1 (28,6) 5

9a14 7.1 (17.9)
Nombre actuel de compléments alimentaires (%)

0 2(14,3)4 4(14,3)3

142 (28,6)5 (10,7)6

3a4 (35,7) 3 (21,4) 15

5 (21,4) (53,6)
Etat de santé général autoévalué (%)

Modéré 1717 1(3,6)9

Bien (50,06 (32,1) 18

Treés bien (42,9) (64,3)
Durée du sommeil (%)

4-6 heures 1(7,1) 2(7,1)

7-8 heures 13(92,9) 0 24 (857)2

Plus de 8 heures (0,0) (7,1)
Antécédents de tabagisme (%)

Ancien fumeur mais j'ai arrété 3(21,4) 3(10,7)

Jamais fumeur
Fréquence d'exercice hebdomadaire (%)

Rarement 1(7,1)0 0(0,0)5

1 a 2 fois/semaine 0,0)7 (17,9)17

3+ fois/semaine (50,0) 6 (60,7) 6

Quotidien (42,9) (21,4)
IMC (moyenne (ET)) 21,84 (2,60) 25,70 (3,97)

Jours de traitement (moyenne (ET))

Education (%)

200,57 (35,78)

218,36 (41,57)

Dipléme d'études secondaires (ou GED) 1(7,1)3 0(0,0)

Un dipléme (21,4)2 4(14,3)

universitaire de 4 ans (14,3) 8 10 ( 35,7)

Diplome d'études supérieures (57,1) 14 ( 50,0)
Nombre moyen de repas quotidiens (%)

2 6 (42,9) 11(39,3)
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3
4 ou plus
Nombre de collations quotidiennes (%)
1
2
3

Avis sur les compléments alimentaires (%)
Sceptique
Pas d'opinion
Intéressé
Croyant ferme
Fréquence hebdomadaire des compléments alimentaires (%)
Jamais
Rarement
Quotidien
Etat d'esprit de vie sain (%)
Prét & commencer
Pratiquant
Dédié
Niveau d'activité (%)
Sédentaire
Légérement actif

Actif

Trés actif
Athlétique
Cheveux (%)

Chauve

Amincissement

Epais et/ou plein

7 (50,0)
1(7,1)

6 (42,9)
6 (42,9)
2(14,3)

14,3)
14,3)
42,9)

(
(
(
(28.,6)

2
2
6
4

1(7,1)
0(0,0)
13 (92,9)

1(7,1)
10 (71,4)
3(21.4)

1(7.1)
2(14,3)
5(35,7)
6 (42,9)
0(0,0)
0(0,0)
5(35,7)
9 (64,3)

14 (50,0)
3(10,7)

18 ( 64,3)
8(28,6)2
(7,1)

3(10,7)0
(0,0) 4
(14,3) 21

(75.,0)

0(0,0)
1(3,6)
27 (96,4)

1(3,6)
15 (53,6)
12 (42,9)

2(7.1)
5(17,9)

12 (42,9)
9(321)0
(0,0)

4(14,3)
11 (39,3)
13 (46,4)

*Indique I'age biologique tel que mesuré par le test TruMe aprés une moyenne de sept mois de traitement.

Tableau supplémentaire 2. Modeles de régression utilisés (avec coefficients).
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