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Avant-propos

Les muscles squelettiques d’un adulte humain représentent environ la moitié de sa
masse corporelle. Répartis dans 1’organisme, ils participent, entre autres fonctions, a la
locomotion, au maintien de la posture, a la respiration, ce qui peut expliquer la capacité de
régénération robuste et rapide consécutive a une rupture de leur intégrité. Néanmoins,
I’efficacité de ce processus peut étre altérée au cours du vieillissement naturel, voire étre
quasi-inexistante dans les stades avancés d’atteinte par des dystrophies musculaires. Par
ailleurs, une perte progressive des capacités motrices, de locomotion et d’autonomie est
associee a la rupture permanente de I’homéostasie du tissu musculaire ; or prés de 30 % de la
population agée de plus de 65 ans est concernée par une fonte musculaire. Ce remodelage
tissulaire représente donc un défi majeur dans les pays développés ou 1’augmentation de

I’espérance de vie fait croitre le nombre de personnes concernees.

Plusieurs protocoles de thérapie cellulaire ont été utilisés dans les vingt dernieres
années dans la perspective de traiter les patients atteints de dystrophies notamment la
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou du moins d’améliorer leur qualité de vie. Ils
ont pointé les principales limites de cette approche qui tiennent a la nature des cellules
utilisées, au nombre de cellules injectées, au mode d’administration, a la survie des cellules
apres transplantation, a leur migration au-dela du site d’injection et finalement a la faible
amélioration de la force musculaire générée, lorsqu’elle s’est produite. Approfondir nos
connaissances sur les acteurs participant a I’homéostasie, a la régénération et aux pathologies
des muscles striés squelettiques permettra aussi bien de comprendre comment ces mémes
processus peuvent étre affectés, dans une certaine mesure, a trés court terme (dystrophies
musculaires, myopathies) ou sur le long terme (vieillissement naturel, sarcopénie) pour
proposer de nouveaux protocoles d’essais cliniques. Ces recherches sont donc menées aussi

bien dans des perspectives fondamentales que thérapeutiques.

La nature des cellules transplantées semble étre déterminante pour un succes de la
thérapie cellulaire, au regard des échecs observés en utilisant les myoblastes obtenus aprés
prolifération des cellules souches musculaires établies, les cellules satellites. Au sein du
laboratoire ou j’ai réalisé ce projet de recherche, un nouveau type de progéniteurs musculaires
cellulaires a été découvert sur la base de son activité enzymatique aldéhyde déshydrogénase

(ALDH). A I’heure actuelle, peu d’informations sont connues au sujet de sa présence dans
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différentes situations physio-pathologiques ou au sujet de sa biologie. Le travail de thése
présenté dans ce manuscrit a eu pour objectif de caractériser les progéniteurs musculaires
exprimant les ALDH aussi bien dans un contexte homéostatique que dystrophique en passant
par le veillissement naturel. A terme, il s’inscrit dans une démarche de sélection d’une

population a potentiel élevé pour des essais thérapeutiques.
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Introduction

1. Le systeme musculaire des mammiféres

Les muscles convertissent de 1’énergie chimique en énergie mécanique pour mettre en
mouvement les fluides biologiques, le sang, les membres ou pour maintenir la posture de
I’organisme. Ils participent aussi a des fonctions essentielles (respiration, digestion) et
permettent 1’adaptation au milieu environnant (locomotion, thermorégulation). Trois types de
cellules musculaires (cardiaques, lisses et squelettiques) aux caractéristiques anatomiques,
morphologiques et fonctionnelles spécifiques conferent au systeme musculaire ses propriétés
intrinséques (conductibilité, contractilité, élasticité, excitabilité et extensibilité). Au cours de
ce travail de thése, j’ai étudié plus particulierement les muscles squelettiques, impliqués dans
la mise en mouvement volontaire de 1’organisme. Parmis ceux-ci, mes principaux objets
d’analyse ont été les muscles tenseurs du Fascia Lata (TFL) et les muscles paravertébraux.
Les muscles squelettiques seront donc détaillés en premier lieu, avant de présenter plus
brievement les principales singularités du muscle cardiaque, moteur de la mise en mouvement

du flux sanguin, puis celles des muscles lisses qui assurent les fonctions végétatives.

11. Les muscles striés squelettiques

Le corps d’un adulte humain est composé de plus de 600 muscles striés squelettiques
répartis entre les membres supérieurs et inférieurs (environ 200), la téte et le cou (environ
170), le tronc (environ 200) et les différents organes (environ 50). Ils peuvent étre de tailles,
de formes et d’insertions variables. Malgré une localisation distincte au sein de 1’organisme,

ils partagent une méme origine embryonnaire, exception faite de ceux de la téte.

111. La formation des muscles striés squelettiques

La formation des muscles (myogenése) débute lors de I’embryogenése et s’entretient
durant toute la vie de 1’organisme (Parker et al. 2003 ; Sambasivan et Tajbakhsh, 2007 ;
Tajbakhsh 2009). Au cours de la gestation, des oscillations locales d’expression de génes
directement ou indirectement associees aux voies de signalisation de Notch et de la famille
« Wingless » (Wnt) couplées aux gradients de morphogénes, essentiellement les Wnt, les
facteurs de croissance des fibroblastes (fibroblast growth factors, FGF) et 1’acide rétinoique
(AR), induisent la condensation du mésoderme paraxial pour former des somites qui se

développeront progressivement de la téte a la queue (Figure 1). En effet, la partie caudale du
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mésoderme paraxial contient de fortes concentrations de FGF et de Wnt qui maintiennent les
cellules a un stade indifférencié mésenchymateux (Audela et Pourquie, 2010). Ces voies de
signalisation contrélent les activités périodiques de la voie Notch qui elle-méme contrdle en

retour les genes cycliques impliqués dans la somitogenése (Hoffman et al. 2004).
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Figure 1 : Développement des muscles squelettiques des membres. (A) Représentation de la somitogenese a
partir du mésoderme paraxial. De part et d’autre du tube neural (TN) et du notochorde (NC), les somites se
divisent pour former les muscles de la cage thoraciques et ceux des membres. (B) Des signaux du tube neural, du
notochorde et de I’ectoderme (E) activent [Sonic hedgehog (shh), Noggin (Nog)] ou empéchent [Bone
morphogenic protein (BMP)] la segmentation des somites pour former le dermomyotome (DT), le myotome
(MT) et le sclérotome (SC). (C) Le myotome nait des cellules du dermomyotome : les cellules positives pour
Myf5 de la partie épaxiale (EP) donneront naissance aux muscles du tronc et du dos alors que les cellules
positives pour MyoD de sa partie hypaxiale (HP) formeront les muscles des membres. Les cellules Pax3 et Pax7
migrent dans la partie centrale du myotome depuis la partie centrale du dermomyotome pour constituer une
réserve de cellules satellites disponibles dans les muscles adultes. (D) Des animaux déficients pour les
principaux facteurs myogéniques ont permis d’établir une cascade de régulation génique de la myogenése
embryonnaire. Pax3, Myf5 et MRF4 induiraient ’expression de MyoD. Figure adaptée de Shi et Garry 2006

Le départ de la région caudale des cellules entraine ’arrét de 1’expression des génes
cycliques et I’augmentation des niveaux d’AR. Ces changements établissent la polarité du
somite et donnent naissance au mésoderme ventral (le sclérotome) qui contient des

précurseurs du cartilage et des os alors que le mésoderme dorsal (le dermomyotome) qui reste
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¢épithélial donne naissance aux muscles squelettiques, a I’exception des muscles de la téte. Les
cellules du dermomyotome expriment des facteurs de transcription Paired-homeobox 3 (Pax3)
et Pax7 et de faibles niveaux du facteur de transcription en hélice-boucle-hélice myogenic
factor 5 (Myf5, voir aussi ci-dessous) (Gouding et al. 1991 ; Kieffer et Hauscha, 2001 ; Jostes
et al. 1990). Les somites sont divisés selon 1’anatomie et la musculature du corps et en deux
parties : épaxiale et hypaxiale. Le dermomyotome épaxial est adjacent au tube neural. Les
cellules qui le composent expriment Myf5. 11 est a 1’origine des muscles dorsaux, alors que les
muscles du corps et des membres dérivent du dermomyotome hypaxial.

Des progéniteurs issus des dermomyotomes épaxial et hypaxial migrent sous la régulation
de Pax3 et de c-met. Ils se positionnent alors sous le dermomyotome pour former le myotome,
premier tissu musculaire différenci¢é de I’embryon. Le myotome intégrera par la suite la
musculature du tronc. La différenciation musculaire du myotome est tres précoce. Les cellules
qui le constituent deviennent trés rapidement post-mitotiques, puis expriment Myf5,
myogenic regulator factor 4 (MRF4) et myogenic differentiation (MyoD) (décrits ci-dessous).

La spécification et 1’organisation des cellules myogéniques dans les somites sont sous
régulation épigénique. Les facteurs de signalisation ont des effets aussi bien permissifs que
répressifs sur I’expression des génes dans les parties épaxiale et hypaxiale du myotome. Les
progéniteurs myogéniques proliferent intensément avant de diminuer en nombre, alors que le
nombre de noyaux musculaires est constant et que la synthese des protéines des fibres
musculaires a atteint un pic de synthese (Buckingham et al. 2003 ; Davis et Fiorrotto, 2009 ;
Schult 1996).

a) Les facteurs de régulation myogéniques (MRF)

Davis et al. (1987) ont identifié le facteur MyoD a partir d’une banque d’acide
désoxyribonucléique (ADN) complémentaire issue de myoblastes. La transduction du géne de
ce facteur basique hélice-boucle-hélice (bacic helix-loop-helix, bHLH) transformait des
cellules de type fibroblastique en cellules capables de fusionner avec les myotubes (petites
structures musculaires plurinucléées). D’autres équipes ont ensuite découvert les autres
membres de la famille des facteurs de régulation myogeniques (myogenic regulation factors,
MRF) : Myf5, Myogénine et MRF4 aussi appelé Myf6 (Braun et al. 1989 ; Braun et al. 1990 ;
Edmondson et Olson 1989 ; Miner et Wold, 1990 ; Rhodes et Konieczny 1989). Les genes
trés conservés au cours de I’évolution sont exprimés dans le lignage de différenciation
musculaire squelettique (Rudnicki et Jaenisch 1995 ; Weintraub et al. 1991) (Figure 2). Le

domaine basique des MRF permet de lier I’ADN tandis que le motif bHLH est nécessaire
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pour I’hétérodimérisation avec les protéines E. Ces derniéres reconnaissent les motifs des
promoteurs de plusieurs génes spécifiques du muscle, les boites génomiques E (Massari et
Murre 2000). Myf5 est le premier MRF exprimé au cours du développement embryonnaire
(Figures 1 et 2). Le mésoderme paraxial en contient des concentrations trés importantes.
Ensuite, il est de nouveau exprimé avec les autres MRF au cours de la formation du myotome
(Buckingham 1992 ; Ott et al. 1991). Des souris déficientes pour Myf5 et MyoD ont été
décrites peu de temps apres la découverte des MRF (Braun et al. 1992 ; Rudnicki et al. 1992).
Les souris déficientes en Myf5 ont un développement embryonnaire retardé jusqu’au stade
d’initiation de ’expression de MyoD (Braun et al. 1992), alors que les souris déficientes en
MyoD compensent son absence par une augmentation puis une prolongation de I’expression
de Myf5 (Rudnicki et al. 1992). Les souris déficientes pour les deux genes (souris
Myf5:MyoD double-nulles) ne forment pas de muscles squelettiques et n’expriment pas
Myogénine (Rudnicki 1993). Des approches d’ablation conditionnelle de cellules positives
pour Myf5 ou MyoD par induction de toxine diphtérique ont permis de valider I’existence de
deux lignages musculaires indépendants, régulés en amont.

Myogénine et MRF4 interviendraient dans la différenciation des myoblastes et dans
I’induction de geénes spécifiques des myotubes puisque la présence d’un allele fonctionnel de
MRF4 dans les souirs Myf5:MyoD double-nulles ne permet pas de restaurer la myogenese.
De plus, si les souris déficientes en Myogénine présentent des diminutions de marqueurs de
différenciation (chaines lourdes de Myosine et MRF), MyoD reste exprimée a des niveaux
normaux (Hasty et al. 1993). Il en résulte une somitogenese normale mais une formation
diffuse des fibres musculaires puisque de nombreux myoblastes restent indifférenciés dans les
stades tardifs de la myogenese.

b) Les facteurs de transcription Paired-homeobox (Pax)

Tous les vertébrés expriment au moins un des deux facteurs de transcription Paired-
homeobox 3 (Pax3) ou Pax7, sGrement dérivés d’un ancétre commun (Noll et al. 1993). Le
dermomyotome central murin contient plus de cellules positives pour Pax7 que de cellules
positives pour Pax3. Ce ratio est inversé dans les levres dorsales et ventrales (Kassar-
Duchossoy et al. 2005). Hutcheson et al. (2009) ont conduit des études d’ablation
conditionnelle de cellules contenant des alleles de Pax7 ou Pax3 avec de la toxine diphtérique.
IIs ont mis en évidence une mortalité embryonnaire en absence du lignage Pax3 associée a
I’inhibition de I’émergence de cellules positives pour Pax7. L’ablation du lignage de Pax7

entraine des defauts dans les stades tardifs embryonnaires : présence de petits muscles et
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quelques fibres musculaires dans les membres a la naissance (Seale et al. 2000 ; Hutcheton et
al. 2009). Le lignage Pax3 semble donc créer une matrice pour initier les premiéres fibres
dans les muscles, utilisée par le lignage Pax7 pour générer les fibres secondaires et établir une
réserve de cellules souches (Magbool et Jagla 2007) (Figure 2). Le role de Pax3 dans la
formation des muscles des membres est donc primordial. Pax3 active la transcription du gene
c-met qui, en association avec son ligand, le facteur de croissance des hépatocytes (HGF)
permet la délamination des progéniteurs cellulaires & partir du dermomyotome hypaxial, puis
leur migration vers les membres en bourgeon. Une fois dans les membres, les progéniteurs
proliférent sous la régulation du facteur de transcription Msx1, puis activent leur programme

de différenciation myogénique.
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Figure 2 : Schéma d’expression des facteurs de transcription impliqués dans la myogenése. La myogenese
embryonnaire résulte de l’activation de progéniteurs musculaires qui expriment les régulateurs de la
spécification du lignage précoce, Six1/4 et Pax3/7. Certains progéniteurs adoptent une position satellite dans les
muscles adultes pour engager une myogenése en cas de rupture de ’intégrité des muscles, ce sont les cellules
satellites. Activés en myoblastes, des progéniteurs peuvent retourner en quiescence ou engager un programme
musculaire grace a ’expression de Myf5 et MyoD. La fusion des myocytes pour former des myotubes nécessite
myogénine (myoG) et MRF4. Figure adaptée de Bentzinger al. 2012
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c) Les facteurs de transcription associés aux « Sine Oculis » homeobox

Les protéines « Sine oculis-related » homeobox 1 (Six1) et Six4 ont été récemment
considérées comme les premiers maillons de la cascade de régulation génétique du lignage
des progéniteurs myogéniques du dermomyotome (Figure 2). Ces facteurs de transcription
contiennent deux domaines conservés : un homéodomaine de type « Six » qui se lic a I’ADN
et un domaine «Six amino-terminal » qui interagit avec des coactivateurs ou des
corépresseurs de la transcription (Kawaki et al. 2000 ; Tessmar et al. 2002 ; Zhu et al. 2002).
Les protéines Six se lient aux 2 homologues Eyes-absent 1 (Eyal) et Eya2, des cofacteurs
pour activer I’expression des génes cibles tels que Pax3, MyoD, Myogénine et MRF4,
qu’elles transloquent au noyau (Grifone et al. 2005). Une surexpression de Six1 et Eya2 dans
des explants de somites entraine une augmentation de Pax3 alors que des souris déeficientes en
Six1 et Six4 (Six1:Six4 double-nulles) ou en Eyal et Eya2 (Eyal:Eya2 double-nulles)
n’expriment plus Pax3 dans le dermomyotome hypaxial ; elles ne forment plus de membres et
de muscles hypaxiaux du tronc (Grifone et al. 2007 ; Heanue et al. 2002). Un élément
amplificateur actif hypaxial de Myf5 contient des sites de liaison pour les facteurs Six et
Pax3. Ces deux facteurs auraient donc des fonctions paralleles (Giordani et al. 2007). Dans les
souris Six1:Six4 double-nulles, seuls les muscles dérivés du dermomyotome épaxial sont
retrouveés dans les muscles axiaux. L’expression de Myf5 dans cette région est donc
indépendante de celle de Pax3. De simples mutants pour les facteurs Six ou Eya présentent
des défauts mineurs, aggraves par des mutations multiples dans ces familles. 1l y aurait donc
une redondance de fonction (Grifone et al. 2005 ; Grifone et al. 2007).

La formation des myofibres se déroule en deux temps (Buckingham et Bajard 2003 ;
Buckingham et al. 2006). Une premiére vague de myoblastes embryonnaires proliférent puis
fusionnent pour donner les fibres primaires. Toutefois, 1’activation de la voie du transforming
growth factor B (TGF B) dans une partie des myoblastes, bloque leur programme de
différenciation, ce qui permet leur maintien en quiescence. Par la suite, d’autres signaux vont
stimuler une seconde vague de prolifération de myoblastes. Une fois différenciés, ils
formeront les fibres secondaires. Ces derniéres présentent les caractéristiques de fibres rapides
alors que les fibres primaires sont considérées comment des fibres lentes (nous reverrons leurs
différences dans la partie 112).

L’ensemble de ces facteurs de transcription, additionné aux morphogénes et aux facteurs
de croissance, permet de créer des organes d’une complexité structurale aussi bien au niveau

du tissu musculaire (macroscopique) que cellulaire (microscopique).
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112. L’anatomie et le fonctionnement des muscles striés squelettiques

a) La description macro- et microscopique des muscles striés squelettiques

Les muscles striés squelettiques se fixent au squelette pour le mettre en mouvement. Pour
ce faire, chagque muscle est composé de centaines voire de milliers de cellules paralleles entre
elles et entourées par une gaine de tissu conjonctif de soutien formée de collagenes de type |
et 11, de glycoprotéines et de protéoglycanes (Bertolotto et al. 1983 ; Bertolotto et al. 1987 ;
Light et al. 1984). Trois couches peuvent étre distinguées (Figure 3) : I’épimysium recouvre
I’ensemble du tissu musculaire, lui-méme compose de plusieurs faisceaux, composés de
cellules, de nombreuses fibres nerveuses et de vaisseaux sanguins, protégés par le

périmysium. Enfin, chaque cellule musculaire individuelle est recouverte par I’endomysium.
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Figure 3 : Schéma simplifié d’une coupe transversale d’un muscle strié squelettique. Les fibres musculaires
paralléles et entourées de trois couches de tissus conjonctifs (épi-, péri- et endomysium) se rejoignent pour
constituer le tendon, lequel se fixe aux os du squelette pour permettre le mouvement de 1’organisme. Des
populations cellulaires (adipocytes, cellules satellites, fibroblastes et macrophages infiltrés) sont aussi
représentées. Figure adaptée de Servier Medical Art (http://www.servier.fr/slidekit?item=145).

Les cellules des muscles squelettiques humains, aussi appelées fibres musculaires,
mesurent entre 100 um et 30 cm, pour un diametre de 10 a 500 um. Lors de la fusion des
cellules myogéniques, la mise en commun de leur cytoplasme (le sarcoplasme) permet de
créer un syncytium ou les nombreux noyaux sont accolés a la membrane plasmique (le

sarcolemme) (Bruusgaard et al. 2003). L’enchainement de myofibrilles sur toute leur
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longueur et toute leur largeur crée une variété de zones et de bandes a 1’origine d’un aspect de
striation. En effet, I'unité de base, le sarcomére, contient une trame hexagonale de
myofilaments fins (8 nm de diametre) et de myofilaments épais (16 nm de diametre) (Figure
4) dont la configuration de chevauchement dépend de 1’état contracté, relaché ou étiré du
muscle. De plus, chague sarcomére contient des bandes foncées anisotropes (polarisatrice de
la lumiére visible), appelées bandes A et par opposition, des bandes claires isotropes (non
polarisatrices) nommées bandes 1. Au milieu de chaque bande A, une rayure plus claire, la
zone H, apparait au repos. Elle est coupée en deux par une ligne sombre, la strie M (Figure
4).
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Figure 4 : Ultrastructure d’un sarcomeére. Encadré par deux lignes Z, le sarcomére s’étend sur une bande
Anisotrope (A) et deux demi-bandes Isotropes (). Au milieu de la bande A, la ligne M est la zone de maintien
des myofilaments épais de myosine au mileu de la zone H, grace a la protéine structurale de nébuline (B). La
protéine motrice, la myosine, est composée de deux hélices enroulées et deux tétes APTases (A). Les protéines
régulatrices de la contraction, la tropomyosine et la troponine, courent le long des myofilaments fins d’actine. La
titine, une autre protéine structurale, stabilise les myofilaments épais aux disques Z et aux lignes M (B). Figure
récupérée sur le site http://www.corpshumain.ca/les_muscles.php

b) La contraction des muscles striés

Lors de la contraction musculaire, les protéines contractiles génerent la force mécanique
nécessaire au mouvement. Les myofilaments épais d’une protéine motrice, la myosine,
hydrolysent de 1’adénosine triphosphate (ATP) pour obtenir I’énergie nécessaire a leur

changement de conformation. Ils transmettent leur mouvement aux myofilaments fins
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d’actine, ce qui entraine un glissement des myofilaments les uns par-rapport aux autres et
aboutit & une réduction de la longueur des sarcomeéres (Rayment et al. 1993).

Des protéines intervenant dans la constitution des myofilaments fins d’actine sont dites
régulatrices de la contraction. Elles agissent comme des interrupteurs pour enclencher ou
arréter ce processus. En présence d’ions calciques (Ca®"), la troponine change de
conformation et entraine une rotation de la tropomyosine qui empéchait 1’interaction des sites
d’accrochage de I’actine avec les tétes de myosine (Lehman et al. 2001). La tropomoduline
fixée a I’extrémité des myofilaments d’actine controle aussi bien leur taille que leur longueur
(Gokhin et al. 2010). Enfin, des protéines structurales liant les sarcolemmes a la matrice
extracellulaire contribuent a 1’alignement, la stabilité, 1’¢élasticité et a I’extensibilité des
myofibrilles. La titine fixe les extrémités des myofilaments épais de myosine aux disques Z et
aux lignes M, ce faisant elle contribue a la stabilité de la position de ces myofilaments. Elle
joue aussi un réle dans I’extensibilité et 1’¢lasticit¢ des myofibrilles puisqu’elle aide le
sarcomere a retrouver sa longueur au repos (Li et al. 2002). La myomésine est la protéine
constituante de la ligne M. Elle lie la titine pour maintenir ensemble deux myofilaments épais
de myosine adjacents (Berkemeier et al. 2001 ; Schoenauer et al. 2005). Le disque Z, une
entité amorphe, est composé de protéines fibreuses : a-actinine, desmine et vimentine. La
dystrophine, dont nous reparlerons dans la partie 115. pour son role dans la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD), est une protéine du cytosquelette qui lie les myofilaments
fins d’actine du sarcomere aux protéines intrinseques de la membrane du sarcolemme. Pour
finir, la nébuline court le long des myofilaments fins d’actine et contribuerait au maintien de
son alignement, bien que cette fonction soit désormais remise en question (Castillo et al.
2009 ; Pappas et al. 2010).

Les protéines structurales des sarcomeres s’attachent aux protéines de la matrice
extracellulaire du tissu conjonctif qui entourent les fibres musculaires pour les renforcer et
transmettre les forces de contraction aux tendons. A la jonction myotendineuse, le
sarcolemme et la lame basale des fibres musculaires présentent d’ailleurs de nombreux replis,
ce qui multiplie d’un facteur 10 a 50 la surface de contact entre le tendon et les fibres
musculaires (Tibdall et al. 1991 ; Tortora et al. 1994), pour former des tubules transverses
(tubules T). Ces derniers intéragissent avec le réticulum sarcoplasmique pour permettre la

régulation du flux calcique a la base de la contraction musculaire.
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c) Le couplage excitation-contraction des muscles striés

Les muscles striés squelettiques interviennent dans le mouvement volontaire sous la
commande du systéme nerveux central. Chaque neurone moteur (motoneurone o) innerve
plusieurs fibres musculaires, via une multitude de ramifications, pour créer une unité motrice.
Au niveau des jonctions neuromusculaires, les terminaisons axonales des motoneurones o
libérent des vésicules synaptiques contenant un neurotransmetteur nommé acétylcholine
(ACh) dans la fente synaptique. Le sarcolemme présente de nombreux récepteurs (AChR) au
niveau de cette zone appelée plaque motrice, elle-méme a proximité des tubules T (Frank et
Fischbach 1979). La liaison des molécules d’ACh aux AChR ouvre des canaux ioniques
ligand-dépendants, des canaux sodiques, ce qui modifie temporairement la perméabilité du
sarcolemme, lequel est normalement polarisé au repos (intérieur chargé négativement). Une
modification du potentiel membranaire nommée dépolarisation est entrainée par une fixation
suffisante de molécules d’ACh et se propage sur I’ensemble de la fibre pour transmettre
I’excitation de fagon quasi-instantanée. L’arrivée du potentiel d’action aux tubules T entraine
I’activation des récepteurs a la dihydropyridine (DHPR) et des récepteurs a la ryanodine
(RyR) (Franzini-Amstrong et al. 1999 ; Scriven et al. 2000) présents sur le réticulum
sarcoplasmique. Ces trois entités forment une triade autour des myofibrilles (Savio-
Galimberti et al. 2008 ; Hayashi et al. 2009). Des ions Ca?* sont libérés dans le sarcoplasme
(Fleischer et al. 1985), ce qui augmente la concentration intracellulaire calcique qui passe de
0,1 umol.L? (relaxation) a 0,1 mmol.L? (contraction). Les ions Ca®* diffusent au sein des
myofibrilles pour activer la troponine. La succession de cycles d’excitation et de liaison des
myofilaments d’actine et de myosine entraine une contraction musculaire (Sciote et Morris

2000).

d) Le métabolisme des muscles striés

Les muscles striés sont hetérogenes en terme de fonctions et ne fournissent donc pas le
méme travail. Les muscles impliqués dans le maintien de la posture ont une contraction lente
sur une longue durée comme les muscles paravertébraux ou du TFL : on parle de contraction
tonique. A I’inverse, les muscles impliqués dans le mouvement rapide d’un membre ont une
contraction rapide sur une courte durée comme les muscles du biceps : on parle de contraction
phasique.

Les muscles squelettiques sont composés de pourcentages complémentaires de deux types

de fibres musculaires qui leur permettent de répondre a la commande et présentent des profils
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distincts de consommation énergétique en ATP, associés a leur mode de contraction (Johnson
et al. 1973). Les fibres lentes dites de «type I» ont un petit diametre, une vitesse de
contraction lente mais une résistance a la fatigue élevée. Leurs isomyosines ont une activité
ATPase lente. Tres vascularisées, elles peuvent maintenir une activité prolongée. Ces fibres
sont donc utilisées pendant des exercices peu puissants et prolongés comme le maintien de la
posture. Elles fonctionnent avec un métabolisme oxydatif basé sur une respiration aérobie
grace a la phosphorylation oxydative produit par un nombre éleve de mitochondries. Elles
sont riches en myoglobine (fibres rouges). Dans ces fibres, les réserves en glycogenes sont
faibles alors qu’elles sont plus importantes en triglycérides.

Par opposition, les fibres rapides dites de « type 11b » ont un gros diamétre, une vitesse de
contraction élevée associée a une absence de resistance a la fatigue. Leurs isomyosines ont
une activité ATPase rapide. Faiblement vascularisées et pauvres en mitochondries et
myoglobine (fibres blanches), elles contiennent un ratio inversé de réserves en triglycérides et
glycogene comparativement aux fibres | (Schiaffino et Reggiani 2011) et elles n’utilisent
quasiment que la glycolyse anaérobie. Elles sont donc requises lors d’exercices de force de
courtes durees.

Il existe aussi des fibres intermédiaires entre les types | et Ilb, les fibres lla, capables
d’utiliser les deux types de métabolismes.

La force maximale développée par un muscle est directement corrélée a sa proportion en
fibres de type Il qui est déterminée génétiquement et influe sur I’aptitude sportive. Un
entrainement sportif régulier permet de développer, selon I’exercice (endurance ou
résistance), la proportion d’un type particulier. En moyenne, les coureurs de 100 metres
possedent 75 % de fibres de type II alors que les marathoniens n’en possedent que 20 %.

Au cours des 10-15 premiéres secondes d’un exercice intense comme un sprint sur 100
metres, les créatines phosphokinases (CPK) fournissent I’ATP nécessaire grace a une réserve
immediatement disponible dans les muscles squelettiques. Néanmoins, une extension de
I’effort physique est soutenue par un apport glucidique ou lipidique apporté par notre
alimentation (combustible) et d’oxygene prélevé dans 1’air ambiant par les poumons
(comburant).

Dans les mitochondries des fibres musculaires, le cycle de Krebs est a la base de cette
transformation de substrat alimentaire en énergie puis en mouvement puisqu’il catabolise les
glucides (glycolyse, voie des pentoses phosphates), les lipides (B-oxydation) et les acides
aminés. Il fournit donc les intermédiaires énergétiques pour la production d’ATP dans la

chaine respiratoire mitochondriale. L’activité des fibres musculaires dégage de la chaleur et
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des metabolites toxiques (COz, ions ammonium, lactate) dont I’accumulation entraine la
fatigue musculaire, voire un arrét de 1’exercice.

L’activité respiratoire mitochondriale fournit I’ATP gréce au transport d’électrons au sein
du complexe membranaire pour générer une force motrice. En parallele, celle-ci libére des

especes oxygenées actives (reactive oxygen species, ROS) au cours des réactions suivantes :

0, — 0% — H,0, — HO° — H,O

L’augmentation de D’activité respiratoire induit une production élevée de radicaux
superoxydes (02°), d’hydrolyles (HO®) ou de peroxyde d’hydrogéne (H202) indispensables
en faible quantité pour le fonctionnement cellulaire : signalisation cellulaire, différenciation
cellulaire, arrét de la croissance, apoptose, immunité (Tohyama et al. 2004), défense contre
les microorganismes, et programmation de leur élimination. Néanmoins, la production en
exces est néfaste : production de peroxydes lipidiques, altération de 1I’ADN, mutations
génétiques (Finkel et al. 2001), mort cellulaire par nécrose (Nakagawa et al. 2005) ou attaque
des composants cellulaires (Dean et al. 1997 ; Esterbauer et al. 1991).

D’autres enzymes telles que les NAD(P)H oxydases (Chan et al. 2009 ; Lee et Yang
2012 ; Wang et al. 2000), la xanthine oxydase (Zhao et al. 2012) et la phospholipase A2
(Gong et al. 2006) peuvent aussi participer a la production de ROS. Toutefois, les cellules
musculaires possedent des mécanismes physiologiques pour neutraliser les ROS produits
notamment lors d’un stress oxydatif: les glutathion peroxydases (Gpx), la superoxydase
dismutase (SOD), les catalases, les protéines de la famille des « Heat Shock Protein » (HSP)
(McArdle et al. 2001).

Au cours de notre étude (Article), nous avons recherché la présence de cellules
progenitrices musculaires dans deux types de muscles striés squelettiques. Nous avons obtenu
des échantillons grace a une collaboration avec la banque de tissus créée par 1’ Association
Francaise contre les Myopathies (AFM), Myobank, localisée sur le site du groupe hospitalier
Pitié-Salpétriere. Les biopsies de muscles consistaient en residus opératoires, préleves chez
des patients indemnes de maladies neuromusculaires et bénéficiant de la pose d’une prothése
articulaire. En grande majorité, ces patients recevaient une prothése de la hanche et dans
certains cas une prothése du genou. La chirurgie de la hanche est une intervention invasive, ce

qui nécessite la découpe d’os et de tissu musculaire. Nous avons obtenu de nombreuses
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biopsies du muscle Tenseur du Fascia Lata (TFL) qui nous ont permis de constituer trois
cohortes représentatives de patients d’age différents, pour évaluer 1’effet potentiel du
vieillissement sur la richesse en progéniteurs. Nous avons aussi obtenu des biopsies de
muscles paravertébraux de patients atteints de la DMD ainsi que des biopsies de la méme
région provenant de patients indemnes de DMD. Ces jeunes patients devaient subir des
interventions de chirurgie orthopédique visant a corriger leur posture (déficience de la
musculature paravertébrale chez les patients atteints de DMD et scoliose sévére idiopathique
chez les autres patients). Les muscles étudiés permettent le maintien de la posture a long
terme et sont plutdt composes de fibres lentes de type I. Tous les échantillons ont été
recueillis par les médecins et infirmicres, au bloc opératoire, aprés 1’accord des patients

certifié par une signature de consentement éclairé.

Les muscles tenseurs du Fascia Lata (TFL)

Les muscles tenseurs du Fascia Lata (TFL) sont de tailles moyennes, allongées et minces.
IIs représentent un des types de muscles de la paroi latérale externe de la ceinture pelvienne
qui unissent les membres inférieurs au tronc. lls sont localisés en haut et en arriére de la
cuisse. Ces muscles ont la particularité¢ d’étre plus tendineux que musculaires, générent une
puissance faible et permettent I’adduction de la cuisse et dans une moindre mesure la flexion

de la hanche.

Les muscles paravertébraux
Les muscles paravertébraux sont nombreux et divers dans leur structure et leur
insertion. Ils peuvent étre intrinséques ou extrinséques mais jouent un réle crucial dans la

stabilité et la mobilité.

113. La régénération des muscles striés squelettiques

La régénération musculaire est une capacité innée robuste des muscles squelettiques a
maintenir leur homeostasie suite aux blessures, aux exercices intensifs ou lors d’atteintes par
des pathologies. Aprés rupture de leur intégrité, une accumulation de sang se produit dans le
tissu musculaire 1ésé. En fonction de la nature de I’hématome généré (taille et localisation),
des distinctions d’atteintes musculaires peuvent étre faites sur le plan clinique. De plus,

I’élimination de cet hématome peut entrainer un retard de la régénération musculaire,
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augmenter la fibrose et réduire les propriétés biomécaniques du muscle réparé (Beiner et al.
1999).

Dans les premiéres heures consecutives a une telle lésion entrainant une rupture de
I’intégrité des muscles, une réponse tissulaire et non-inflammatoire se met en place. Une
nécrose des fibres musculaires fait suite a une rupture de [’homéostasie locale.
L’augmentation du calcium intracellulaire (Tidball 2011) inhibe I’activité respiratoire des
mitochondries, augmente I’activité de protéases, d’hydrolases et d’enzymes produisant des
substances mitogenes pour les cellules musculaires et immunes (Tidball 2005). Les
mitochondries se désintégrent comme les autres organites cellulaires. L’activation des
enzymes protéolytiques initie la dépolymérisation des microtubules. Enfin, une caryolyse est

observée.

a) Dégénérescence musculaire et inflammation

Apres la dégénérescence musculaire, de nombreuses molécules pro-inflammatoires
comme des cytokines (tumor necrosis factor o (TNF-a), Interleukine ligand 6 (IL-6)), des
chémokines (Chemokine ligand 2 et 17 (CCL2, CCL17)), et des facteurs de croissances
(fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor (HGF), insulin-like growth factor
(IGF-1), vascular endothelial growth factor (VEGF), transforming growth factor 1 (TGF-
B1)) sont sécrétés par les premiéres cellules arrivées au site de dommage, les neutrophiles.
L’ensemble de ces facteurs crée un environnement chémoattractif pour d’autres cellules
inflammatoires : les monocytes et les macrophages (Tidball 1995 ; Toumi et Best 2003).
Deux types de macrophages apparaissent séquentiellement au cours de la régénération
musculaire (Arnold et al. 2007 ; McLennan et al. 1996) (Figure 5). Les macrophages pro-
inflammatoires M1, exprimant les marqueurs transmembranaires CD68+/CD163-, contribuent
dans les premiers jours de régénération a la lyse cellulaire, a I’élimination des débris
cellulaires par phagocytose et a la stimulation de la prolifération des myoblastes. Ils sécretent
le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et I’interleukine 1. Deux a quatre jours apres 1ésion,
des macrophages anti-inflammatoires, appelés M2, exprimant les marqueurs extracellulaires
CD68-/CD163+, atténuent la réponse inflammatoire et initient la formation des myotubes
(Chazaud et al. 2003 ; Chazaud et al. 2014 ; Tidball et Wehling-Henricks 2007). 1l existerait 3
sous-groupes de macrophages M2 selon la nature de 1’agent produisant leur activation
(Martinez et al. 2008). Ces populations seraient issues de la conversion des macrophages M1

lors de la résolution du premier processus inflammatoire, en réponse aux sécrétions locales de
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cytokines. Les macrophages M2 sécretent des cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10
et restent présents jusqu’a la fin du phénoméne d’inflammation dans le muscle Iésé.
L’infiltration des macrophages dans le muscle 1és¢ est un mécanisme naturel de la
régenération musculaire (Zhao et al. 2016) mais peut aussi participer a I’installation d’une
fibrose, notamment dans le cas de dystrophies musculaires (Lemos et al. 2015 ; Munoz-
Canoves et Serrano 2015) sur le long terme. La succession d’événements de dégénérescences
et régénérations, de maniére chronique, finit par perturber les régulations harmonieuses des

difféerents types de macrophages dans ces pathologies.
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Figure 5: Implication des macrophages dans la régénération et la fribrose msculaire. Lors de lésions
aigles, les macrophages infiltrés dans le muscle (A) secretent des molécules pro-inflammatoires (M1) puis anti-
inflammatoires (M2) pour participer aux différentes étapes de la régénération musculaire. Néanmoins, cette
réponse inflammatoire est exacerbée dans un muscle dystrophique (B) ce qui conduit au développement
progressif d’une fibrose. Figure adaptée de Mann et al. 2011

-33-



Les fibres musculaires sont des cellules différenciées ; elles ont donc perdu leur capacité
de division pour réparer les fibres musculaires lésées. L’activation des cellules souches
musculaires aussi appelés cellules satellites (SC) est donc nécessaire (Relaix et Zammit 2012 ;
Sambasivan et al. 2011). Leur activation conduit a une division asymetrique qui fournira des
myoblastes dont la fusion produira de nouvelles fibres musculaires et dans une moindre
proportion des cellules satellites capables de maintenir un pool de réserve relativement
constant. Les cellules satellites sont capables d’autorenouvellement et de différenciation, dans
un lignage restreint. Nous en reparlerons plus en détail dans le chapitre dédié a la thérapie

cellulaire, et consacré aux cellules progénitrices myogéniques (partie 221).

b) Tissu conjonctif et fibrose

Le remodelage du tissu conjonctif est une étape importante du processus de régénération
pour combler I’espace formé entre les fibres musculaires endommagées et rempli par
I’hématome. La fibrine et la fibronectine présentes au site de blessure participent a la
formation d’une matrice extracellulaire (extracellular matrice, ECM), rapidement envahie par
des fibroblastes (Darby et al. 2016 ; Desmouliere et Gabbani 1995). Ceux-ci libérent des
cytokines comme le TGF B1 stimulant encore la prolifération de fibroblastes et leur
engagement dans une différenciation en myofibroblastes fibrogéniques, et qui produisent des
collagenes de type | et I11, des laminines et de la fibronectine (Lehto et al. 1985). La réponse
fibrotique est bénéfique dans sa mise en place pour stabiliser le tissu et permettre un support
pour la régénération des fibres musculaires (Figure 5). Néanmoins, sa persistance apres
blessure, notamment par la synthése en exces de collagéne, conduit souvent a la formation de
cicatrices tissulaires au cours du temps (Figure 5). Ceci peut empécher une fonction
musculaire normale (Mann et al. 2011). De nombreux facteurs de croissance sont impliqués
dans le développement de la fibrose : facteur de tissu conjonctif (Connective Tissue Growth
Factor, CTGF) ; facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet-Derived Growth Factror,
PDGF) ou myostatine. TGF-B1 stimule les fibroblastes et les myofibroblastes qui produisent
des protéines extracellulaires comme la fibronectine et les collagenes de type I et I1l. TGF-f1
pourrait entrainer aussi la conversion des myoblastes en myofibroblastes qui produisent alors

des niveaux importants de collageénes et contribuent a la fibrose (Li et Huard 2002).
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¢) Revascularisation

Aprés une blessure, la rupture des vaisseaux sanguins entraine une hypoxie tissulaire au
site de blessure (Jarvinen et al. 2005). De nouveaux capillaires se forment rapidement et sont
nécessaires au retour de I’hosmeostasie musculaire (Scholz et al. 2003). La sécrétion de
facteurs angiogéniques comme le vascular endothelial growth factor (VEGF) au site de lésion
est importante pour améliorer cette réparation musculaire (Deasy et al. 2009 ; Frey et al.
2012) (Figure 6). Les cellules satellites et les cellules angiogéniques interagissent de maniere
coordonnée pour garantir une myogénese et une angiogénese harmonieuses (Latroche et al.
2015).

A/ Quiescence B/ Prolifération C/ Différenciation

Relation entre les cellules péri- Relation entre les cellules Relation entre les cellules
endothéliales / cellules satellites endothéliales / cellules satellites endothéliales / cellules satellites
VEGF IGF-1 VEGF
Angl/Tie2 HGF bFGF HGF
PDGF-BB Hh Ang-1
» f Fibre musculaire (mature/en régénération) Fibroblaste
. Cellule satellite

™, N Macrophage
& N & Pro-Inflammatoire
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Figure 6: Relation entre les cellules des vaisseaux sanguins et les cellules satellites au cours de la
régénération musculaire. A 1’état basal, les cellules péri-endothéliales expriment Ang-1 qui maintient les
cellules satellites dans un état de quiescence (A). Au cours de la régénération musculaire, le remodelage
tissulaire éloigne les péricytes des capillaires, ce qui permet 1’interaction des cellules endothéliales et des cellules
satellites pour stimuler la croissance des cellules myogéniqueset ’angiogenése (B). Les interactions entre les
cellules des vaisseaux sanguins et des cellules myogéniques permettent la myogenése et ’angiogénese pour
retourner a I’homéostasie normale du tissu. Les cellules péri-vasculaires participent a ce processus par le
rétablissement des capillaires (C). Figure adaptée de Latroche et al. 2015.

d) Innervation
Les muscles squelettiques lésés sont reparés quand les fibres musculaires sont

completement régénérées et commencent a étre innervés. En effet, de nouvelles jonctions
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neuromusculaires reapparaissent 2 a 3 semaines apres blessures. Celles-ci permettent aussi
bien la maturation que 1’activité fonctionnelle (Rantanen et al. 1995 ; Vaittinen et al. 2001).
La gouttiére neurale ou synaptique reste en place si la fibre n’est pas trop endommagée et la

jonction neuromusculaire s’établit au méme site qu’avant la 1ésion.

Sur le plan histologique, une coupe transversale de muscles en régénération permet
d’apprécier de petites fibres musculaires avec des noyaux centraux qui attestent de la
formation de nouvelles fibres musculaires. Elles gagnent en diametre par fusion et croissance
de myoblastes et les noyaux migrent en périphérie de la fibre en fin de régénération. Ainsi, les

fibres musculaires apres régénération deviennent identiques aux fibres avant régénération.

La régénération musculaire compete et spontanée aprés des blessures mineures fait
intervenir de nombreux acteurs cellulaires. Un certain nombre d’entre eux sont donc retrouvés
dans les biopsies musculaires normales ou pathologiques que nous retouverons dans 1’étude 1.
Néanmoins, la régénéeration musculaire décline au cours du vieillissement ou en cas d’atteinte

pathologique musculaire et devient incompléte.

114. Le vieillissement des muscles stries squelettique

L’avancée en age est associée a une perte progressive de la masse musculaire des muscles
squelettiques, ce phénomene est appelé la sarcopénie. Des 1’age de 30 ans, 0,5 a 1% de cette
masse est perdue chaque année avec une accelération dramatique apres 65 ans (Nair 2005).
En effet, nous perdons entre 5-13 % de masse musculaire entre 60 et 70 ans et cette perte
augmente entre 11 et 80 % pour les patients de plus de 80 ans. Elle conduit a une fragilité
(Cruz-Jentoft et al. 2010), une perte de la force musculaire, a de la faiblesse musculaire et une
perte de locomotion. Néanmoins, I’importance du vieillissement musculaire varie selon les
individus. Elle est aussi fonction de nombreux facteurs génétiques et environnementaux
(Melton et al. 2000). Elle se caractérise par une augmentation du nombre relatif des fibres de
type | (enrichies en mitochondries et en réserves en glycogeéne, responsables des contractions
lentes, résistantes a la fatigue). Ce mécanisme de compensation est attribuable en grande
partie a une atrophie des fibres de type Il (responsables de contractions musculaires
puissantes et rapides, fatigables trés rapidement), notamment les fibres de type Ilb
(impliquees dans les réponses musculaires rapides et dans les mouvements fins), a une

conversion des fibres de type Il en type | au cours du vieillissement et a une réduction de
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I’activité physique des personnes agées. Sur le plan histologique, ces changements conduisent
a une forte diminution du nombre (estimée a 50 %) et du diamétre des fibres musculaires chez
des sujets de 70 ans et plus. Sur le plan fonctionnel, une perte de la puissance et de la force
musculaire, bien avant la réduction de la masse musculaire, est observée. Cependant, les
sujets agés sont endurants lors d’un exercice physique prolongeé.

Les mécanismes impliqués dans ce remodelage et cette perte de force au cours du
vieillissement sont multifactoriels. Les changements qui surviennent dans les muscles
squelettiques sont tres semblables entre les espéces humaines et murines (Garcia et al. 2013 ;
Miller et al. 2004). Ainsi la régulation des changements intrinseques et extrinséques a été
observée chez les rongeurs ce qui suggere que les souris et les rats sont de bons modéles pour
étudier la sarcopénie humaine (Demontis et al. 2013).

a) Les facteurs extrinseques

Régulation endocrinienne

Le changement de 1’environnement endocrinien au cours du vieillissement contribue a la
progression de la sarcopénie tout en limitant la réversibilité rapide et compléte observée chez
les mammiféeres juvéniles supplémentés en nourriture (Thomas 2007). En effet, la production
de cytokines anaboliques telles que I’IGF-1 diminue au cours du vieillissement (Goldspink et
Harridge, 2004). Elle pourrait expliquer la réduction de synthése de protéines mitochondriales
et des fibres musculaires, notamment les chaines légéres de myosine (Nair 2005). Un
traitement proposé pourrait consister en une supplémentation en IGF-1. Malgré une
atténuation de la perte de masse musculaire consécutive a sa surexpression spécifiguement
dans le muscle (Barton-Davis et al. 1998 ; Musaro et al. 2001), I’administration a long-terme
pourrait activer la voie de signalisation insuline-IGF-1 impliquée dans le développement de
cancer et entrainer une réduction de I’espérance de vie (Kenyon et al. 2010). Ces traitements
sont donc risqués.

De plus, au cours du vieillissement les muscles squelettiques perdent en efficacité dans
leur réponse aux stimuli anaboliques et cataboliques et développent une résistance anabolique,
un phénomene qui contribue a la sarcopénie (Breen et Phillips 2011). L’exercice et I’ingestion

d’acides aminés ne stimulent donc plus aussi efficacement la synthése protéique (Figure 7).

-37-



Beta-adrénergique TWEAK

TNFalph:

Follistatine

Myostatine

Glucocorticoides ¢ ¢
Membrane
plasmique
Cytosol "‘... l
AMPK s ) NF«xB
Myogenin I \ \ _JunB
/ 4 L e
> ¢ \ I TR:AFG JunB ‘
X FoxO
mTOR KLF157 Y. |\ l H PGCIc\ -, oo
[ “..~ MuRF1 \
ZNF216 “ T
\ Atrogin-1 / @
/ \\ : va Réticulum
\ / sarcoplasmique
Voy: s ATF4 /
S6K1 \_ Noyau !
4EBPT  alF3r g
> N/ e
v ’l? Y
ADP D dati ) >
+ ¢ S tion protéi
ATP ADP Synt,h'ese €gradation proteique
protcique Légende
Facteurs de transcription
—  — Taille de la Cytokines et hormones
— T — fibre —p Activation
N ' musculaire Inhibition

Protéines sarcomériques

Figure 7 : Voies de signalisation majeures impliquées dans la régulation de la taille des fibres musculaires.
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musculaires. Figure adaptée de Bonaldo et Sandri 2013.

La contribution des cellules satellites dans la régénération musculaire

Le changement endocrinien associé au vieillissement influe sur le potentiel myogénique
des cellules satellites (Brack et al. 2007). En effet, les progéniteurs impliqués aussi bien dans
la maintenance de 1’homéostasie de la masse musculaire que dans la régénération apres
blessure (Biressi et Rando 2010) diminuent en nombre et en capacité régénérative

(Vinciguerra et al. 2010 ; Shefer et al. 2010). Toutefois, les dysfonctions des cellules satellites

sont controversées (voir ci-dessous).

b) Les facteurs intrinseques

Dysfonctions des cellules satellites

Des études récentes ont mis en évidence des changements dans le transcriptome et le
statut epigénetique des cellules satellites (CS) quiescentes (Liu et al. 2013 ; Sousa-Victor et

al. 2014). Ainsi, on observe une augmentation de la méthylation de la chromatine avec de
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nombreuses empreintes H3K27me dans le génome (Liu et al. 2013). Ceci entrainerait des
réorganisations de la chromatine (en hétérochromatine) et la dérégulation de voies de
signalisations nécessaires pour une régénération musculaire efficace.

Dans une étude, la transplantation d’une dizaine de cellules satellites isolées de souris
jeunes ou agees dans des muscles de souris immunosuprimées a montré qu’environ deux tiers
des cellules agées ont intégré le muscle par rapport aux jeunes cellules (Cosgrove et al. 2014).
Ceci a été corrélé avec une capacité proliférative limitée associée a des niveaux élevés des
niveaux de p38a/p des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) et de génes régulateurs de
la sénescence. Cette différence est néanmoins compensée par 1’injection en grand nombre de
CS (entre 100 et 300) (Collins et al. 2007) ou en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de
cette voie de signalisation. La suractivation de la voie p38a/p des MAPK joue un réle
important dans le déclin drastique de ’autorenouvellement des cellules satellites et empéche
leur fonction (Bernet et al. 2014 ; Cosgrove et al. 21014). De plus, cette voie de signalisation
est dérégulée dans la division asymétrique des cellules souches produites aprés activation.
Une division symétrique permet une activation de cette voie de signalisation dans toutes les
cellules filles.

Une autre étude a mis en évidence des niveaux élevés de I’inhibiteur des kinases
cyclines-dépendantes (CDK), la p16'™N%*A dans des cellules satellites des souris gériatriques
(28-32 mois). Cette élévation entraine une sénescence irréversible des CS quiescentes (Sousa-
Victor et al. 2014). Or la voie p38a/pf des MAPK semble aussi activer cette voie de
sénescence. Dans le muscle gastrocnémien, des niveaux d’expression réduits de p16™*** ont
été retrouvés dans les souris exprimant un allele dominant-négatif de p38a. Ce lien direct
dans le muscle doit néanmaoins étre confirmé dans les CS (Papaconstantinou et al. 2015).

Des niveaux élevés des génes cibles de la voie JAK-STAT ont été retrouvés dans des
souris agées de 18 mois par-rapport aux souris agées de 3 mois. Des perturbations génétiques
dans les membres des familles JAK et STAT de CS agées augmentent leur efficacité de
greffe. L’extinction de I’expression de JAK2 et STAT3 dans les CS par introduction de short
interfering RNA (siRNA) dans des fibres musculaires isolées agées induit une augmentation
de I’expansion symétrique de la population de cellules satellites Pax7+/Myf5- (Price et al.
2014). STAT3 est nécessaire pour 1’engagement ex vivo de la myogenicité induite par MyoD.
In vivo, une inhibition transitoire pharmacologique de STAT3 dans les muscles d’animaux

agés permet d’augmenter la prolifération des CS et augmente la régénération musculaire.
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Plusieurs voies impliquées dans le contr6le de la taille des fibres musculaires sont
dérégulées au cours du vieillissement. Plusieurs activateurs ou inhibiteurs sont
progressivement découverts et testés (Figure 7) pour tenter de proposer des protocoles

thérapeutiques.

Diminution de la fonction mitochondriale et de I’homéostasie métabolique

Les mitochondries isolées des fibres musculaires humaines et murines présentent de
nombreuses différences par-rapport a celles isolées chez des personnes ou modeéles plus
jeunes : changements des concentrations d’enzymes mitochondriales (Staunton et al. 2011) ;
diminution de la synthése des protéines mitochondriales (Rooyackers et al. 1996) ;
dysfonction de la perméabilité du pore de transition (Seo et al. 2008) ; agrandissement des
mitochondries surement associé a une augmentation de la fusion (Terman et Brunk 2004) ;
augmentation des mutations de I’ADN mitochondrial (Lee et al. 1997 : McKenzie et al. 2002 ;
Melov et al. 1995 ; Wanagat et al. 2001) et plus forte génération d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS) (Mansourri et al. 2006).

Denham Harman a proposé en 1956 une théorie du vieillissement basée sur les radicaux
libres suggérant que les radicaux libres de I’oxygene entrainent les processus de veillissement
(Harman et al. 1956). La diminution de ’activé de détoxification des aldéhydes issues de la
péroxydation des lipides par les mitochondries a été observée et proposée comme mécanisme
du vieillissement animal (Ohsawa et al. 2008 ; Yu et al. 2009). Chez le rat, la capacité de
détoxification du 4 hydroxy-nonénal (4-HNE) par les ALDH mitochondriales diminue avec
I’avancée en age (Chen et al. 1996). Les fonctions de détoxification des ALDH sont bien
connues (nous y reviendrons dans la partie 33) et pourraient donc étre impliquées dans la
résistance au vieillissement. De maniére surprenante, les cellules souches médullaires
exprimant les ALDH résistent mieux au vieillissement que les cellules ne 1’exprimant pas

(Dimmeler et al. 2008 ; Povsic et al. 2010).

Changement dans les sarcomeres

Les sous-unités contractiles répétitives basiques des fibrilles musculaires composent les
sarcomeres. Des altérations dans la structure et la fonction des protéines des sarcomeéres
pourraient expliquer le déclin de génération de force associé au vieillissement (Prochniewicz
et al. 2007). Des modifications dans le statut oxydatif peuvent aussi entrainer des diminutions

fonctionnelles des protéines contractiles (Perkins et al. 1997 ; Lowe et al. 2001).
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Changement dans le réticulums endoplasmique et régulation du calcium

Plusieurs changements ultrastructuraux apparaissent dans les muscles agés murins. Une
accumulation d’agrégats tubulaires des membranes du réticulum sarcoplasmique (SR)
(Schiaffino 2012) peut conduire a un stockage anormal puis a une libération inadéquate de
Ca?" (Jiménez-Moreno et al. 2008 ; Russ et al. 2011). D’autres changements ont été
répertoriés, une diminution dans I’homéostasie du Ca?*, une diminution de 1’expression de la
synaptophysin mitsugumin-29 (Zhao et al. 2008) et de la phosphate-inositide spécifique du
muscle (Romero-Suarez et al. 2010). D’autres changements dans les canaux Ca®* dépendants
du voltage de type L, les récepteurs dihydropyridine (Payne et al. 2004) ont aussi été décrits.
Ces canaux interagissent avec les récepteurs de la ryanodine 1 (RyR1) pour la libération du
Ca?" depuis le SR aprés la dépolarisation membranaire des tubules traverses. Dans le cytosol,
les ions Ca2+ libérés du SR se lient a la troponine C pour former des points de liaison avec
I’actomyosine, entrainant le raccourcissement des sarcomeres et le développement de force
(Anderson et al. 2011). Les résidus des cystéines des récepteurs RyR1 sont oxydés et
nitrosylés au cours du vieillissement. Ceci entraine le remodelage de la sous-unité Calstabin 1

impliquée dans la stabilité des canaux or ceux-ci limite 1’ouverture des canaux.

Les altérations de [I’homéostasiec musculaire décrites ci-dessus surviennent
progressivement au cours du vieillissement naturel. D’autres altérations, souvent plus
drastiques, peuvent se mettre en place trés précocément chez 1’homme ou chez les animaux

modeles, notamment en cas d’atteintes par des pathologies musculaires.

115. Les dystrophies musculaires

Les maladies dégénératives provoquées par des mutations de protéines spécifiques du
muscle ou ubiquitaires mais qui se manifestent par une pathologie musculaire sont regroupées
sous le nom de dystrophies musculaires. Les protéines en cause constituent la structure du
sarcolemme (Hoffmann et al. 1987), la structure de I’enveloppe nucléaire (Bione et al. 1994 ;
Bonne et al. 1999 ; Mittelbronn et al. 2008), les structures membranaires, le cytosquelette, les
lames basales, elles interviennent dans les glycosylations ou autres modifications post-
transcriptionnelles (Bonnemann et al. 2009), elles peuvent étre impliquées dans des
interactions avec des ARNSs (Brais et al. 1998 ; Kuhn et al. 2009), la chromatine ou avec les

systéemes mitochondriaux. Dans certains cas, ces myopathies sont liées a des modifications de
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structure ou de fonction au niveau des ARNs. Les mutations sont a I’origine de défauts

structuraux, métaboliques, enzymatiques ou de régulation génique.

a) La dystrophie musculaire de Duchenne

La dystrophine musculaire de Duchenne (DMD) est la maladie musculaire génétique
infantile la plus répandue : elle atteint un garcon sur 3500 naissances. Cette pathologie est liee
au chromosome X (Xp21). Elle est transmise dans deux tiers des cas par la mére tandis que le
tiers restant est d0 a une mutation spontanée dans le gene de la dystrophine qui compte 79
exons pour 2,6.10° paires de bases. La protéine codée, la dystrophine (Hoffman et al. 1987)
(Figure 8) est 1’'une des plus grosses protéines connues. Elle présente un poids moléculaire de
427 kDa et une longueur de 125 nm, elle est liée a la membrane et est essentielle pour le
maintien de I’intégrité des sarcolemmes des fibres musculaires (Durbeej et Campbell 2002).
Elle est associée a de nombreux partenaires intracellulaires avec qui elle forme un complexe
glycoprotéine-dystrophine (CGD) membranaire (Figure 8). L’extrémité aminoterminale du
CGD lie les molécules d’actines polymérisees du cytosquelette tandis que I’extrémité
carboxyterminale attache la laminine de la matrice extracellulaire dans les muscles cardiaques
et squelettiques (Beaun et al. 2014). L’extrémité carboxyterminale interagit aussi avec
d’autres protéines (syntrophines, dystrobrévine) en liaison avec une isoforme de la synthase
de ’oxyde nitrique (NO synthase), diverses tyrosine-kinases et des canaux ioniques (Petrof et
al. 2002).

La grande taille du géne et de la protéine ont rendu particulierement complexes les
tentatives de restauration par complémentation génique (certaines sont listées dans la partie
117). D’autres composants du CGD (les dystroglycans a. etp, les sarcoglycans o, B, y et 3, les
sarcospans, les syntrophines a1, 1, B2 ou y1, y2 dans les neurones, les a-dystrobrevines) se
révélent aussi importants. Des mutations dans ces protéines sont responsables de différentes
formes de dystrophies musculaires.

En I’absence de dystrophine, les muscles squelettiques des épaules (ceinture scapulaire),
des membres supérieurs, des hanches (ceinture pelvienne), des hauts de la cuisse et des
mollets (Emery, 2002) sont fragilisés des 1’age de 2-3 ans. La perte progressive des tissus
musculaires squelettiques, consécutive a une déplétion des réserves de cellules myogéniques
dans des cycles de dégénérescence-régénération (Bushby et al. 2010) est remplacée
partiellement par des tissus fibreux et adipeux (Figure 9). Sur le plan histologique, de

nombreuses zones inflammatoires et une diminution drastique du nombre des fibres
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Figure 8 : Domaines de la dystrophine et complexe glycoprotéine-dystrophine (CGD). La dystrophine
possede de nombreux domaines de liaison avec ses partenaires (A). (B) Elle lie les myofilaments d’actine via son
domaine N-terminal, le dystroglycane 3 par son domaine riche en cystéines, la protéine nNos par ses régions SR
16 et 17 ainsi que les syntrophines avec son domaine C-terminal. La syntrophine est aussi un partenaire de la
nNos. De son interaction avec le dystroglycane (3, lui-méme impliqué dans un complexe avec le dystroglycane o
et la laminine, la dystrophine est reliée a la matrice exracellulaire de collagéne IV. Enfin, le complexe est
connecté aux sarcoglycanes par la dystrobrévine o. Figure adaptée de Douglas et Wood 2013

musculaires sont observables. La destruction progressive et diffuse des fibres musculaires
couplée a la perte de I’intégrit¢é membranaire entrainent le relargage de composés dans le sang
périphérique (créatine phosphokinase et la troponine) (Vilquin et al. 1998), qu’il est possible
de doser afin de suivre I’évolution de la maladie, et permet et I’entrée de molécules a
I’intérieur des fibres (anticorps, albumine, calcium). Ce remodelage contraint les adolescents

a utiliser un fauteuil roulant pour se déplacer dés I’age de 10-12 ans, puis a subir des
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interventions de chirurgie orthopédique ainsi qu’a mettre en place une assistance respiratoire.
Dans la trentaine, les patients succombent de problemes respiratoires (insuffisance et
infections répétitives) et de plus en plus fréquemment d’insuffisance cardiaque (Bach et
Martinez, 2011 ; Kieny et al. 2013 ; Passamano et al. 2012).

Le muscle cardiaque est atteint dés 1’age de 7 ans. Bien que de nombreuses avancées
permettent une amélioration de 1’ambulation et/ou de I’autonomie des patients DMD,
notamment grace aux traitements par les corticoides, aucun traitement curatif n’est
actuellement disponible.

La dystrophie musculaire de Becker (DMB) est un variant allélique de la DMD. Dans
cette forme particuliére, les mutations affectant le géne de la dystrophine n’entrainent pas de
décalage du cadre de lecture et provoquent la syntheése de protéines tronquées mais
partiellement fonctionnelles, ce qui se traduit par une atteinte clinique moins sévere des

patients atteints.
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Figure 9 : Histologie d’un muscle dystrophique humain. Alors que le tissu musculaire présente des fibres
musculaires polygonales séparées par une couche fine de tissu conjonctif d’endomysium (A), une nécrose des
fibres musculaires (fleches noires), des fibres rondes et un épaississement de I’endomysium sont observés dans
un stade précoce d’un tissu musculaire dystrophique. De plus, certaines fibres ont régénéré puisqu’elles sont de
taille inférieure aux autres fibres (téte de fleche noire). Enfin, une invasion par du tissu adipeux s’installe
(astérisque) (B) avant d’occuper majoritairement le tissu musculaire dans des stades avancés (C et D), en
association avec une fibrose importante (fleche rouge, C). La figure du bas représente la succession de cycles de
dégénérescences et régénérations qui frappe le muscle dystrophique. Jusqu’a un certain stade, les cellules
satellites peuvent assurer une régénération correcte, cependant leurs capacités s’apuisent progressivement et les
fibres s’atrophient ou disparaissent. Figure tirée de Skuk et al. 2004
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Deux autres dystrophies musculaires sont presentées succinctement ci-dessous puisque
nous analyserons dans la partie 2, consacrée a la therapie cellulaire, les résultats obtenus

récemment lors d’essais cliniques.

b) La dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale

La dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale (DMFSH) est une maladie autosomale
dominante associée a 1’expression toxique d’un géne, DUX4, situé sur le chromosome 4q et
code par des séquences repétées appelées D4Z4 (Rickard et al. 2015) (Figure 10). Les
muscles largement touchés dans cette pathologie sont ceux de la face, des épaules et des
muscles de ’avant-bras mais des muscles releveurs des pieds et de la ceinture pelvienne
peuvent aussi étre affectés (Tawil et Van Der Maarel 2006). De toutes les dystrophies
craniofaciales, la DMFSH est celle dont le pronostic vital est le meilleur pour la survie sur le
long terme. En effet, ¢’est une maladie progressive qui affecte rarement le muscle cardiaque
ou les muscles respiratoires (Tawil et VVan Der Maarel 2006). La majorité des patients atteints
(90%) présente une réduction du nombre de séquence D4Z4 (moins de 11 chez un sujet atteint
et jusqu’a plus de 100 chez un sujet sain) et sont etiquettés dans la catégorie FSHD1 (Figure
10). L’expression d’un haplotype particulier (appelé A) favorise la stabilisation de
I’expression de Dux4 par polyadénylation, ce qui entraine une toxicité musculaire (Lemmers
et al. 2010). Le nombre de séquences influencerait la pénétrance de la maladie (Salort-
Campana et al. 2015). Les autres patients (10% restants) appartiennent a la catégorie FSHD2
et ne présentent pas de réduction du nombre de répétition D4Z4. Des mutations dans le géne
SMCHDI1 entraineraient, cependant, 1’hypométhylation de cette région chromosomique
(Lemmers et al. 2012 ; Lemmers et al. 2015 ; Sacconi et al. 2013 ; Sacconi et al. 2014) et
seraient responsables de I’expression toxique de DUX4. Il n’existe aucun traitement pour
cette maladie dont les mécanismes moléculaires et pathologiques sont trés complexes et

difficiles a contourner.

- 45 -



Expression

Geénelt' unipatientPhonFatteint? de@ux4a
O -t
Géne®'unipatient?FSHD1
Génel?:l’unl?batientSHDZ n=ARA OANités@épétitivesd
07/ +H++
n= 1@EE 20@nités@épétitivesd
? = CpGs hyperméthylés (= CpGs hypométhylés } Répétitions@es@inités@em4z4

@ = hétérochromatine @ = Euchromatine

Figure 10: Locus 4935 du chromosome 4 impliqué dans la DMFSH. La dystrophie musculaire
FascioScapuloHumérale est liée & une réduction du nombre de répétitions D424 (en dessous de 11 alors que
jusqu’a 200 répétitions peuvent étre retrouvées chez des personnes indemnes de cette pathologie) associée a une
hypométyhlation de cette régon. En effet, 10% des patients atteints de DMFSH ont un nombre élevé de
répétitions D4Z4, comme pour les personnes indemnes, mais présentent une hypométhylation drastique, ce qui
entraine une phénotype DMSFH. Ce changement épigénétique entraine 1’augmentaton de ’expression et de
’activité de la protéine DUX4 dans le muscle or celle-ci contrdle de nombreux génes impliqués dans la réponse
au stress oxydant et dans la myogenése. Figure adaptée de Peter John 2014.

c) La dystrophie musculaire oculo-pharyngée

La dystrophie musculaire oculo-pharyngée (DMOP) est une maladie musculaire
autosomale dominante a déclaration tardive puisque les patients atteints ont plus de 50 ans
(Abu-Baker et Rouleau 2007 ; Messaed et Rouleau 2009). Elle est liée a 1’expansion
d’alanines dans la région N-terminale du géne ubiquitaire de la protéine nucléaire de liaison a
la polyadénosine 1 (PABPNL1), ce qui provoque 1’accumulation de filaments nucléaires dans
les noyaux des muscles squelettiques. Le mécanisme physiopathologique exact n’est pas
encore connu mais se traduit par une fibrose accentuée de certains territoires tres spécifiques.
Les patients développent généralement d’abord un ptosis des paupieres a cause d’une fibrose
du muscle releveur, puis une dysphagie diie a I’atteinte des muscles pharyngés, en particulier
le muscle cricopharyngé. La dysphagie compromet 1’espérance de vie des patients. Toutefois,
la pratique d’une myotomie par voie chirurgicale leur apporte un répit transitoire. Les

musculatures des membres sont affectees plus tardivement.

116. Les modeles animaux de la DMD

Deux animaux modeles ont été historiqguement utilisés dans les etudes précliniques de la
DMD : les souris « muscular dystrophy X-linked » (mdx) (Bulfield et al. 1984 ; Sicinski et al.
1989) et les chiens « Golden retriever muscular dystrophy » (GRMD) (Sharp et al. 1992).
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Une mutation spontanée ponctuelle dans 1’exon 23 introduit un codon stop prématuré
dans le géne murin de la dystrophine chez la souris mdx. Jusqu’a 18-24 mois, la souris est
relativement indemne de signes cliniques musculaires mais des probléemes surviennent chez la
souris plus agée, en particulier une altération de la fonction cardiaque. Le muscle le plus
atteint est d’emblée le diaphragme, qui présente une fibrose extensive, probablement du fait
de sa position et de sa structure anatomique, ce qui en a fait 1’objet d’études considérables.
Respirant a 1’horizontale (et non de maniére verticale comme les Hommes), la souris ne
semble pas présenter de handicap respiratoire majeur du fait de cette fibrose. Sur le plan
histologique, la souris mdx présente des fibres musculaires anormales : des noyaux centraux
dans les fibres musculaires qui sont des vestiges de vagues successives de régénération, des
divisions internes, une augmentation du diamétre et des zones locales d’inflammation sont
caractéristiques de phénomeénes de dégénérescence-régénération. Au sevrage, entre 3 et 6
semaines apres la naissance, un pic des cycles de dégénérescence-régénération est atteint,
probablement li¢ a la forte augmentation de ’activité locomotrice des souriceaux.

Ce modele est imparfait pour la validation clinique de stratégies thérapeutiques puisque la
souris compense l’absence de dystrophine en augmentant 1’expression d’une protéine
embryonnaire qui peut remplir des fonctions similaires, 1’Utrophine. Ceci a conduit au
développement de nouvelles lignées murines plus atteintes sur le plan clinique. De plus, ce
modele présente un petit nombre de fibres musculaires, appelées fibres « révertantes », qui
expriment des formes tronquées de la dystrophine. Le mécanisme de réversion est mal connu
mais résulte probablement d’un réarrangement spontané d’épissage qui permet de sauter les
exons mutés tout en conservant le cadre de lecture. Ces fibres ont été mises en évidence
uniquement par des techniques fines de biologie moléculaire ou 1’utilisation d’une panoplie
d’anticorps monoclonaux. La souris mdx a donc été largement utilisée pour évaluer
I’efficacité des mécanismes de restauration biochimiques de la dystrophine (Partridge et al.
1989).

L’étude clinique des traitements est actuellement plutot confirmée a I’aide du modeéle de
chien GRMD, dont les signes cliniques sont plus proches de ceux des patients atteints de
DMD. Cet animal présente des signes importants et progressifs (posture anormale, défaut de
locomotion, dégénérescence musculaire, fibrose, adipogenése, insuffisance respiratoire et
cardiomyopathie dilatée (Kornegay et al. 2012)) mais il existe de nombreuses variations
cliniques inter-individuelles, du fait sans doute des variations genétiques entre individus (il ne
s’agit pas de souches pures ainsi que c’est le cas chez la Souris). Ce modele présente une

mutation spontanée dans le 6°™ intron du géne canin de la dystrophine qui entraine un
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épissage alternatif provoquant ’apparition d’un codon stop prématuré et la terminaison de la
traduction (le modéle ne produit pas de dystrophine fonctionnelle). Ce modéle animal est
proche, en taille et en poids des jeunes patients DMD, ce qui pourrait permettre une
transposition des traitements des animaux vers I’homme, mais plusieurs limitations existent
telle que la structure du systéme musculaire, le mode de locomotion, le systéme immunitaire,
le mode d’alimentation et de digestion.

De nombreux autres modéles intermédiaires entre la souris et le chien ont été utilisés. lls
sont apparus spontanément dans les colonies, ont été obtenus par croisement ou grace aux
avancées dans 1’ingénierie génétique. Des modeles de rat, de chat, de mini-cochon (Klymiuk
et al. 2013 ; Larcher et al. 2014) ont rejoint plus récemment les modéles immunodéficients
permettant de réaliser des greffes cellulaires sans rejet immunologique dans des contextes

xénogeéniques tels que des greffes de cellules humaines injectées dans des modéles murins.

Ces modeles permettent de tester de nouvelles hypotheses thérapeutiques, notamment
cellulaires lors d’études pré-cliniques avant d’envisager des études cliniques sur de petites
cohortes de patients atteints de DMD. Ces modeéles fournissent aussi des informations
intéressantes quand a la biologie musculaire, lorsque leurs tissus sont accessibles. Au cours de
nos études, nous avons ainsi pu étudier les contenus cellulaires des muscles pathologiques de

ces modeles, grace a des collaborations.

117. Les traitements de la DMD

Difféerentes approches pour tenter de traiter les symptémes de la DMD ont émergé au
cours des années. Elles reposent presque toutes sur la restauration de 1’expression de la
dystrophine, généralement sous une forme tronquée mais partiellement fonctionnelle, pour
augmenter la résistance et la force musculaire générée par le muscle squelettique. Néanmoins,
alors que certaines proposent de corriger I’abscence d’expression du géne de la dystrophine
par une supplémentation transgénique, par une modulation des mécanisme d’épissage (saut
d’exon), par une modulation de traduction (translecture des codons stop) ou par une
modification des sequences mutées (chirurgie génique par des nucléases), des stratégies que
I’on pourrait qualifié de « thérapie génique », d’autres approches proposent de transplanter
directement de nouveaux progéniteurs musculaires au sein des tissus malades, dans le but
d’apporter un potentiel frais de régénération tissulaire, en méme temps que des cellules

contenant un géne non muté susceptibles de former des fibres musculaires saines. A ’heure
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actuelle, i1l n’y a cependant pas de traitement curatif disponible pour la DMD mais

uniquement un traitement palliatif aux corticoides.

a) Le traitement aux corticostéroides

Le traitement hebdomadaire aux corticostéroides est devenu un standard pour les patients
encore ambulants. Bien que le mécanisme d’action reste encore peu connu dans cette
indication thérapeutique, il passe probablement par une réduction globale des mécanismes
inflammatoires, la modulation des éveénements cellulaires tels que I’apoptose, I’inflammation,
la régulation de la concentration calcique et la myogenése. Ce traitement permet une
amélioration de la force musculaire des patients (Bushby et al. 2004). Son utilisation est
fortement recommandée pour les patients vers I’age de 4-6 ans puisqu’ils peuvent encore se
déplacer de facon autonome mais elle est non-indiquée pour ceux de moins de 2 ans (Bushby
et al. 2010). Un début de traitement avant la perte de I’ambulation permet une préservation de
la force des membres supérieurs, une réduction de la progression de la scoliose et un retard
dans la diminution des fonctions pulmonaires et cardiaques (Moxley et al. 2010). Sur le long
terme, les corticoides permettent de retarder de plusieurs années la perte de I’ambulation et le
recours a la ventilation non-invasive, de réduire le recours aux opérations orthopédiques,
d’augmenter la fonction cardiopulmonaire et d’améliorer globalement I’espérance de vie et sa
qualité (Shapiro et al. 2014). Le médecin joue un r6le primordial en équilibrant le traitement,
en mettant en balance les effets bénéfiques contre les effets secondaires, qui peuvent étre
nombreux et invalidants (ostéoporose, obésité, alopécie, immunosuppression, altération de

I’humeur...).

b) La thérapie génique

Le développement de stratégies de thérapie génique se heurte a de nombreuses
difficultés. Tout d’abord, les mutations dans ce gene geant sont nombreuses. Si 1’on veut
s’attaquer a la correction de mutations localisées (saut d’exon, chirurgie du géne par des
nucléases), il faudra mettre au point des outils personnalises, en fonction de chaque type de
mutation. Si I’on veut supplémenter les cellules en transgene fonctionnel, il faut mettre au
point des vecteurs, et des transgenes de petite taille qui peuvent s’accomoder des faibles
capacités d’empaquetage des vecteurs viraux actuels. Les molécules modificatrices
(oligonucléotides, vecteurs viraux, transgenes...) doivent étre produites en grandes quantités

selon des normes trés strictes. Des voies d’administration efficaces doivent étre trouvées,
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ciblant sinon la totalité de la musculature (qui représente la moitié de la masse corporelle), au
moins des territoires vastes et utiles au maintien de la qualité de vie. Enfin, la DMD étant une
maladie progressive, il serait pertinent de pouvoir appliquer le traitement avant la disparition
des masses musculaires, c'est-a-dire dans la prime enfance.

De nombreuses preuves de concept ont été obtenues dans les modéles animaux (en
particulier les souris mdx et les chiens GRMD) ce qui a méme permis dans certains cas la
réalisation d’essais cliniques. La complémentation génique (qui symbolisait longtemps le
terme de « thérapie génique ») s’est appuyée sur la mise au point de mini-molécules d’ADN
complémentaires insérables dans les nouvelles générations de vecteurs, représentées
principalement par les vecteurs associés aux adénovirus (AAV) dont les capacités
d’empaquetage sont inférieures a 5kb (Figure 11). Ces mini-dystrophines comportent un
domaine central trés réduit, mais des extrémités N- et C- terminales completes, ce qui leur
permet de présenter une fonctionnalité suffisante. Leur schéma est basé sur les molécules de
dystrophine tronquées naturellement produites par les patients atteints de la myopathie de
Becker (évoquée plus haut). 1l a été montré assez rapidement que, dans de jeunes souris, apres
injection des vecteurs, 65% des fibres musculaires exprimaient le transgéne, et les muscles
était plus résistants aux contractions et capable de générer de la force musculaire (Kobinger et
al. 2003). Apres de nombreuses validations, un essai thérapeutique incluant 6 patients
souffrant de DMD a été rapporté. Celui-ci comprenait plusieurs doses d’AAV de sérotype 2
(AAV2) contenant une minidystrophine, injectées dans les muscles biceps (Mendel et al.
2010). L’ADN viral a été retrouvé dans toutes les biopsies prélevées a différents moments,
mais la présence d’une importante infiltration de lymphocytes a suggéré une réponse immune
des cellules T imprévue lors de 1’établissement des protocoles. Ainsi, I’immunogénécité des
vecteurs entraine actuellement une réponse systémique immune, ce qui pose question
concernant cette stratégie (Konieczny et al. 2013). Des lors, le contréle de la réponse
immutaire semble indispensable pour envisager des traitements répétés d’un méme patient.
De plus, un grand nombre de patients, comme la population générale, ont développée une
immunorésistance a ces types de virus au cours de leur vie. D’autres approches sont a I’é¢tude

et présentent des résultats encourageants.
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Figure 11 : Stratégies de thérapie génique. De nombreuse stratégies ont été envisagées ou développées pour
tenter d’introduire des transgénes au sein des cellules ou des fibres musculaires. Alors que les plasmides nus ou
associés a des vecteurs non viraux (lipides...) ne sont pas suffisamment efficaces, les vecteurs adénoviraux ne
sont pas tout a fait sdrs et sont trés imunogénes. Les rétrovirus peuvent s’intégrer au génome de cellules
réplicatives, ce qui peut constituer un avantage dans certains cas (transfection de cellules souches) mais une
limitation dans d’autres (les fibre smusculaires sont post-mitotiques ; les intégrations peuvent étre aléatoires).
Les AAV sont trés efficaces, non intégratifs, mais de faible capacité d’empaquetage et immunogenes. (ADN
simple brin, ADNsb ; ADN double brin, ADNdb). Figure adaptée de Lyon et al. 2008.

c) Le traitement par saut d’exon

De par sa longueur et sa structure en 3 dimensions, la dystrophine possede de nombreux
domaines répétitifs. Ceci suggere la possibilité¢ d’exclusion d’exons dans I’ARNm au cours de
I’épissage alternatif, ce qui permet d’obtenir une protéine fonctionnelle partiellement
conservée (Figure 12). De plus, il n’est pas nécessaire, pour retrouver ou préserver une
fonction musculaire, d’exprimer la dystrophine a 100% de son niveau naturel, plusieurs
¢tudes indiquant qu’un niveau de 30-60% d’expression de la protéine devrait suffire (Muntoni
et Wells 2007). Le saut d’exon est un épissage de I’ARN pour « sauter » les exons contenant
les défauts, ou pour sauter des régions entiéres qui ne sont plus en phase du fait d’une
mutation en amont (Figure 12). Le saut d’exon produit finalement une protéine tronquée mais
partiellement fonctionnelle. Plusieurs modulations de 1’épissage sont possibles grace aux
oligonucléotides anti-sens (AONSs), molécules nucléotidiques synthétiques capables de lier les
régions introniques ou exoniques des sites de ’ARNm ou de modifier les événements
d’¢épissage. Ainsi, dans le cas de la DMD ou la protéine dystrophine est prématurément

tronquee et conduit a une protéine non-fonctionnelle, le saut d’exon permet de restaurer la
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Figure 12 : Stratégie d’oligonucléotides anti-sens dans la Souris mdx. L’utilisation d’oligonucléotides anti-
sens dirigés contre le site donneur de 1’exon23 (contenant un codon- strop prématuré) permet d’exclure cet exon
lors de I’épissage, ce qui forme une protéine dystrophine tronquée d’un exon mais fonctionnelle. Figure modifi¢e
de Arnett et al. 20009.

phase de lecture dans le gene (Touznik et al. 2014). Au moins 20% des patients de DMD ont
une mutation de I’exon 51, mais 63% des patients DMD ont un génotype permettant des
approches multiples de saut d’exon (Aoki et al. 2012) (Helderman-van den Enden et al.
2010).

Des essais cliniques récents ont été conduits pour permettre un saut de I’exon 51 dans les
patients DMD afin d’améliorer leur phénotype clinique. Ainsi, I’administration systémique
d’oligonucléotides anti-sens PROO051 a montré une efficacité dépendant de la dose
administrée et une augmentation modeste des scores du test de marche de 6 minutes apres 12
semaines de traitement (Goemans et al. 2011). Certains essais cliniques ont été décevants,
mais des progrés sont attendus dans la synthése des familles d’oligonucléotides et les voies
d’administration. Il faudrait donc confirmer ces améliorations de 1’ambulations dans des
études a plus grandes échelles. De grands groupes pharmaceutiques se sont déja investis dans

le champ du traitement des maladies rares par ces approches de saut d’exon.

d) Le traitement par translecture des codons stop prématurés

Certaines molécules (notamment de la famille des aminosides) présentent la capacité de
géner, par une liaison spécifique et un encombrement stérique, la lecture des codons stop par
les ARNs de transfert. Lors de la lecture, le codon stop n’est donc pas interprété comme tel,
mais remplacé par un acide aminé (Figure 13). La production de la protéine n’est pas arrétée,
mais une protéine legérement différente est produite et cela n’altére pas systématiquement sa
fonctionnalité. Environ 15% des patients atteints de DMD présentent une mutation de type

codon stop. La souris mdx présente aussi une mutation introduisant un codon stop, et elle a
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été utilisée pour rechercher des composés actifs dans cette translecture. Ainsi, 1’Ataluren
(PTC124), active par voie orale, a été développée pour traiter des patients atteints de maladies
génétiques de type mutation non-sens. Elle est en développement pour traiter les patients
DMD présentant une mutation non-sens (Figure 13). Aprés le succés d’une étude de phase Ila
(innocuité et tolérance) conduite sur 38 patients ambulants et non-ambulants une étude en
double-aveugle, randomisée avec des placebos a ét¢é menée pour évaluer l’innocuité et
Iefficacit¢ d’un traitement de 48 semaines sur 174 patients DMB et DMD
[ClinicalTrials.gouv identifier : NCT00592553]. Les résultats ont été décevants, cependant, ce
traitement pourrait se montrer efficace pour certaines catégories de patients, toutes les

mutations stop n’étant pas équivalentes, dans leur nature et leur environnement nucléotidique.

Mutation C>T

c 21 22 23 24 25 a
Pré-ARNm DMD o ¢ 7= A
21 22 23 24 25
ARNm DMD Cap IO (A),

PTC
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PTC 124
‘o
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PTC PTC
Terminaison prématurée de la traduction Bon cadre de lecture
¥ Y
o NH, -] NH— - COOH
Protéine DMD o &ach i 7
Dystrophine tronquée et instable : Dystrophine de longue taille :
phénotype DMD phénotype normal

Figure 13: Statégie de translocation des codons stop prématurée. La traduction de ’ARNm s’arréte
normalement lors de la rencontre d’un codon stop. Certaines molécules peuvent permettre de confondre ce codon
stop, et de continuer I’incorporation des acides aminés, ce qui permet la synthése finale d’une protéine

Iégérement modifiée, mais souvent fonctionnelle. Figure adaptée de Leroy et al. 2009.

12. Les muscles cardiaques

121. La description macro- et microscopique des muscles striés cardiaques

Le muscle cardiaque, formé de 4 cavités (2 oreillettes et 2 ventricules), met en
circulation le sang dans le réseau vasculaire pour approvisionner les cellules en nutriments et
en oxygene tout en excrétant les déchets produits par ces derniers. 1l est composé de couches
laminaires séparées par des feuillets de tissu conjonctif (Zhang et al. 2012). Le myocarde est
composé de cellules musculaires allongées plus courtes que celles des fibres squelettiques, les

cardiomyocytes, d’un tissu conjonctif fibreux (collagéne de type 1, protéoglycanes,
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glycoprotéines) (Reinks et al. 2014), et d’un réseau vasculaire complexe, efficace, a haut
débit. Les cardiomyocytes établissent des contacts directs entre eux ; par leurs extrémités
adjacentes, grace aux disques intercalaires (jonctions adhérentes, desmosomes, jonctions
« gap ») (Estigoy et al. 2009) pour créer un pseudo-syncitium fonctionnel. Leurs cytoplasmes
présentent une organisation identique a celles des fibres musculaires, avec des striations, mais
aussi une surface mitochondriale importante (Neary et al. 2014). De part et d’autre du
myocarde deux tissus épithéliaux simples sont retrouves : 1’épicarde qui sépare le myocarde
du feuillet pariétal du péricarde séreux tandis que 1’endocarde est au contact du sang circulant
(Figure 14). Le muscle cardiaque connecté au systeme nerveux autonome est continuellement
actif, contrairement aux muscles squelettiques. 1l est donc trés dépendant du métabolisme
oxydatif, notamment dépendant des lipides (Goldbert et al. 2012).

Péricardeffibreux

Feuillet@ariétal

Cavité@éricardique Péricarde@éreux

FeuilletBiscéraldépicarde)

TissuPadipeux®picardique

Myocarde

Endomyocarde

Figure 14 : Organisation des couches concentriques du muscle cardiaque. Le péricarde est constitué de deux
groupes de feuillets séparés par un fluide lubrifiant : le péricarde fibreux formé de tissu conjonctif dense entoure
et protége le tissu musculaire cardiaque ainsi que le péricarde séreux constitué d’un feuillet pariétal et un feuillet
viscéral (épicarde). Le myocarde est infiltré par un tissu adipeux épicardique. Un épithélium squameux
unistratifié, ’endocarde sépare le myocarde du sang circulant. Figure adaptée d’une planche illustrative Servier
Medical Art (http://servier.fr/slidekit/?item=106).

Plusieurs populations cellulaires sont aussi retrouvées dans le muscle cardiaque, comme
nous I’avons vu dans la partie 11. pour le muscle squelettique. L’existence de cellules
souches cardiaques multipotentes (Beltrami et al. 2003) est controversée, et serainet trop peu

nombreuses pour régenérer le tissu, notamment apres un infarctus. Les fibroblastes cardiaques
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sont capables de moduler et intéragir avec la MEC interstielle, via des sécrétions de cytokines.
Des cellules immunitaires résidentes, comme des macrophages ou des mastocytes, peuvent
aussi libérer des molécules fibrotiques et inflammatoires, ce qui peut contribuer au
remodelage du tissu cardiaque (Aldi et al. 2015 ; Frangogiannis et al. 1998).

Deux types d’activité lui permettent d’assurer sa fonction :

- Une activité intrinséque ou électrique des cardiomyocytes (Figure 15) : le tissu nodal
génere un influx ionique au niveau du nceud auriculo-ventriculaire pour contracter en
rythme les fibres musculaires cardiaques des ventricules, aprés modulation dans le
neeud auriculo-ventriculaire et transmission via le faisceau de His et le réseau de
Purkinje.

- Une activité extrinséque ou mécanique : contraction et relaxation du muscle cardiaque

de maniére continue.

aintaining the Heart’'s Rhythmic

e The impulses that travel during the cardiac
cycle can be recorded as an
electrocardiogram (ECG or EKG).

0 Pacemaker Q Signals are delayed 9 Signals pass @) signals spread

Figure 15 : Etapes de la progression de la contraction cardiaque et composantes correspondantes sur un
électrocardiogramme. Le nceud sinusal, situé & méme la paroi du haut de Doreilette droite, donne naissance a
une onde excitatrice (1) qui permet le battement cardiaque. Cette onde parcourt le tissu musculaire des deux
oreillettes, gagne le neeud auriculo-ventriculaire (2) pour étre transmise aux parois des deux deux ventricules (4)
apreés distribution dans les faisceaux de His (3) et les fibres de Purkinje (4).

122. Le couplage excitation/contraction des muscles cardiaques

Le muscle cardiaque se contracte de facon autonome grace aux cardiomyocytes situés au
niveau du nceud auriculo-ventriculaire de 1’oreillette droite. Les cellules nodales générent un
potentiel d’action automatique (Boyett et Dobrzynski 2007) qui se propage dans les
oreillettes, le faisceau de His, les fibres de Purkinje pour rejoindre les ventricules ou un

processus de contraction du myocarde similaire a celui des muscles squelettiques se réalise
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(Figure 15), a I’exception du fonctionnement d’une synapse. Le potentiel d’action se propage
de cellule en cellule par les jonctions « gap » (Beauchamp et al. 2004) qui connectent les
cytoplasmes de cardiomyocytes adjacents grace aux connexines (Cx43) des disques
intercalaires (Gourdie et al. 1991). Les jonctions « gap » interagissent aussi avec des protéines
des jonctions adhérentes (Zemlijc-Harpf et al. 2014), des desmosomes (Sato et al. 2011) et

des canaux sodiques voltage-dépendants (\Westenbroek et al. 2013).

13. Les muscles lisses

Le but de ce paragraphe n’est que de préciser certains éléments anatomiques et
physiologiques des muscles lisses. En effet, ils sont peu touchés ou secondairement dans les
dystrophies (notamment, DMD, DMFSH et DMOP) que nous avons vu dans la partie 115,
cependant ils sont encore peu étudiés sur les plans cliniques et fondamentaux. Les muscles
lisses composent la paroi des organes creux tels que 1’estomac, 1’cesophage, les bronches, la
vésicule biliare, la vessie ainsi que les parois des vaisseaux sanguins, des voies aériennes, de
I’intestin.

Deux grandes familles peuvent étre distinguées :

- Le muscle lisse unitaire ou viscéral : la stimulation d’une fibre entraine un potentiel

d’action qui se propage aux fibres adjacentes et entraine leur contraction.

- Le muscle lisse multi-unitaire : la stimulation d’une fibre n’entraine que sa propre

contraction puisqu’elle est individualisée.

Les cellules musculaires lisses sont fusiformes, mononuclées, de taille variable (20 a 200
um) avec un noyau en position centrale et possédent un réticulum peu développé. Les
myofilaments fins d’actine et épais de myosine ne se chevauchent pas pour créer les effets de
striation visibles au microscope, sur des coupes de muscles lisses, comme observés pour des
coupes de muscles squelettiques ou cardiaques. En absence de tubules transverses, la
contraction involontaire d’une fibre lisse commence lentement et dure plus longtemps que
celle d’une fibre squelettique. Ce processus permet de maintenir le tonus musculaire jusqu’a
la fin du travail des structures associées. Enfin, les cellules musculaires lisses ont une
plasticité phénotypique (Alexander et al. 2012) : elles peuvent étre contractiles, prolifératives
ou productives et sécrétoires au cours du développement ou en réponse a des stimuli de
I’environnement. En cela, elles différent des cellules musculaires squelettiques et cardiaques

qui sont totalement différencies.
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2. La thérapie cellulaire

Les cellules souches jouent un réle majeur aussi bien dans le developpement que dans la
maintenance de nombreux tissus et organes (Price et al. 2007). En fonction de leurs capacités
de différenciation dans des lignages, elles ont été classées en trois catégories (Parkinson 1992)
(Figure 16). Elles sont dites pluripotentes (totipotentes) quand elles peuvent étre dérivées
dans les trois lignages de I’embryon (endoderme, ectoderme et mésoderme) et sont appelées
cellules souches embryonnaires (ES). Elles sont dites multipotentes lorsqu’elles se
différencient en plusieurs types cellulaires d’un seul et méme lignage : les cellules souches
hématopoiétiques (CSH) ou les cellules souches nerveuses (CSN) en sont des exemples.
Enfin, les cellules unipotentes ou progéniteurs ne donnent qu’un seul type cellulaire, par
exemple, les kératinocyes.

La thérapie basée sur I’utilisation des cellules souches repose sur leur capacité a
s’autorenouveller et a se différencier dans de nombreux lignages cellulaires. Elle est
considérée comme 1’une des méthodes prometteuses pour traiter de nombreuses pathologies :
la maladie de Parkinson (Ourednik et al. 2002), la Iésion de la moelle épiniére (Teng et al.
2002), les scléroses multiples (Pluchino et al. 2003), la sclérose latérale amyotrophique
(Clement et al. 2003), I’accident vasculaire cérébral (Liu et al 2009), la dégénérescence
rétinienne (Li et al. 2006), la maladie d’Alzheimer (Barnham et al. 2004), I’infarctus du

myocarde (Jackson et al. 2001)...

21. Les cellules progéniteurs myogéniques

Depuis la découverte et la caractérisation de cellules souches musculaires par Mauro
(1961), de nombreux autres types cellulaires présents dans le tissu musculaire, ou circulants,
ont démontré des potentiels d’engagement dans un lignage musculaire aussi bien lors d’études

menees in vitro qu 'in vivo.

211. Les cellules souches musculaires (cellules satellites)

Au sein des muscles squelettiques, les cellules souches musculaires sont généralement
assimilées aux cellules satellites, considérées comme les principaux progéniteurs
myogéniques. Elles assurent la croissance, I’homéostasie et la régénération des muscles
squelettiques (Péault 2007 ; Tedesco et al. 2010). Les cellules satellites restent quiescentes
sous la lame basale des fibres musculaires (Schultz et al. 1978), avec lesquelles elles sont en

contact étroit (Figure 17).
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Figure 16 : Potentiels de diférenciation des cellules souches. Issues d’un ovule fécondé, les cellules
totipotentes sont les seules cellules capables de donner naissance naissance a un individu complet. Les cellules
pluripotentes générent tous les tissus de ce dernier et donnent par divisions successives des cellules mutipotentes,
a I’origine de plusieurs types celulaires d’un méme lignage.
http://imagesbiogeolfxm.free.fr/clonage/original/cellules%20souches.html

En réponse aux signaux biochimiques, électriques ou mécaniques de leur environnement,
elles s’activent pour donner naissance aux myoblastes qui fusionneront en vue de donner des

fibres musculaires ou assurer une réparation localisée (Hawke et Garry, 2001 ; Wagers et
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Conboy 2005). Les cellules satellites sont capables aussi de s’autorenouveller par division
asymeétrique (Kuang et al. 2007).

Les cellules satellites sécrétent de nombreuses cytokines et sont hétérogenes : elles
présentent des différences (i) phénotypiques, (ii) de potentiel de différenciation, (iii)
d’expression de marqueurs transmembranaires selon les especes ou les muscles considérés,
(iv) d’induction de facteurs de transcription myogéniques, (v) et de caractéristiques
prolifératives in vivo et in vitro (Beauchamp et al. 2000 ; Boldrin et al. 2009 ; Collins 2005 ;
Day et al., 2007 ; Lecourt 2010 ; Montohashi et Asakura 2014 ; Perez-LLzarbe 2008 ; Rouger
et al. 2004 ; Sherwook et al. 2004 ; Ten Broek et al. 2010). Rocheteau et al. (2012) ont mis en
¢vidence au moins deux populations de cellules satellites sur la base de I’expression de Pax7.
Une forte expression conférerait un phénotype « souche » aux cellules satellites : prolifération
moins rapide, métabolisme plus faible et capacités de différenciation limitées. De plus,
différentes sous-populations ont été distinguées sur la base d’expression de protéines telles
que les intégrines a-7 (CD49g) ou B1 (CD29), c-met, CD34, le récepteur a la calcitonine, le
récepteur chémokine de type 4 C-X-C (CXCR4, aussi connu sous le nom de CD184), la M-
Cadherine, Myf5, la molécule d’adhésion cellulaire neuronale 1 (N-CAM1, aussi connu sous
le nom de CD56), les syndecans 3 et 4 et la molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1 (V-
CAML, aussi connu sous le nom de CD106) (Beauchamp et al 2000 ; Blanco-Rose et al.
2001 ; Cornelison et al. 2001 ; Cornelisson et Wold 1997 ; Fukada et al. 2007 ; Rosen et al.
1992 ; Ikemoto et al. 2007 ; Kuang et al. 2007 ; Kafadar et al. 2009 ; Tamaki et al. 2002 ;
Sherwood et al. 2004). Nous reverrons plus en détail les marqueurs transmembranaires
associees aux populations musculaires dans la partie 232. A notre connaissance et a ce jour,
aucune étude intégrant 1’ensemble des marqueurs ci-dessous n’a été conduite pour confirmer
la présence des sous-populations distinctes. De plus, certains des marqueurs sont spécifiques

humains ou murins.

Pour le moment, les cellules satellites sont les acteurs intervenant dans la myogenése les
plus documentées. Néamoins d’autres types cellulaires sont capable d’engager un programme
musculaire via le lignage des cellules satellites utilisant 1’expression de Pax7 (Pannerec et al.
2012) ou dans un lignage distinct. J’ai choisi de présenter plus en détail quelques uns des
candidats envisagés ou utilisés pour des approches thérapeutiques : il s’agit des cellules de la
« side-population » musculaire, des péricytes, des mésoangioblastes, des cellules circulantes
CD133, des cellules MDSC et des cellules embryonnaires (Dellavalle 2007 ; Gussoni, 1999 ;
Liadaki et al. 2012 ; Mitchell 2010 ; Sampaolesi 2003 ; Torrente 2004).
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Figure 17 : Localisation des cellules satellites dans leur niche au sein du muscle squelettique. Les cellules
satellites sont quiescentes sous la lame basale. Les principaux éléments qui structurent le muscle sont aussi
représentés comme les trois couches de tissus conjonctifs, les capillaires et les vaisseaux sanguins. D’apres la
these de Nicolas Caron, Université Laval, Québec, Canada.

212. Les autres progéniteurs musculaires

a) La « side population » musculaire

Les travaux de purification de la « side population » (SP), ou population marginale, des
cellules de la moelle osseuse ont été optimisés pour isoler des cellules SP issues de muscles
squelettiques murins. Cet isolement est basé¢ sur la capacité d’exclusion des colorants
nucléaires tels que le Hoest 33342 que posséde un faible pourcentage de cellules, et qui fait
appel a un mécanisme de transport actif via 1’action de transporteurs spécifiques (ATP-
binding cassette sub-family G member 2, ABCG2). La population ayant exclu ce colorant
fluorescent est Iégerement décalée (« marginale », ou « side ») et peut étre séparée et isolée
par cytofluorimétrie de flux (Fluorescence-activated cell sorting, FACS). Cette population
exprime le marqueur Scal, mais pas le marqueur CD45, exprimé lui uniqguement par des
cellules SP issues de la moelle osseuse. De plus, les cellules SP issues des muscles
squelettiques représentent une population différente des cellules satellites. Elles ont une
localisation anatomique différente et elles sont retrouvées dans des souris mutées Pax7”
(nulles) déficientes en cellules satellites. In vitro, elles adoptent une destinée myogénique et

expriment des marqueurs de cellules satellites activées. Enfin, des expériences ont démontré
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la possibilité d’injection intraveineuse de ces cellules au sein de souris mdx. Cependant, il
n’est pas aisé d’expandre ces cellules in vitro, et leur isolement pose des problémes
méthodologiques et de sécurité, dans une perspective clinique. En effet, les colorants vitaux
sont génotoxiques, potentiellement mutagenes et la cytométrie de flux n’est génaralement pas
recommandée pour la préparation de cellules a usage clinique au vu des risques de

contamination mais aussi d’éventuels dommages causés aux cellules.

b) Les Péricytes et les cellules souches mésenchymateuses

Les péricytes, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) et les cellules adventitielles
sont proches aussi bien sur le plan anatomique que fonctionnel (Armulik et al. 2011 ; Corselli
et al. 2010 ; Péault et al. 2007 ; Sancricca et al. 2010). Les péricytes forment un groupe
hétérogéne de cellules périvasculaires, présentes dans de nombreux tissus, capables de se
contracter pour modifier la perméabilité locale des microvaisseaux (Armulik et al. 2011). lls
proviennent du sclérotome embryonnaire et sont décrits comme des régulateurs du flux
sanguin des capillaires (Kutcher et al. 2009 ; Pouget et al. 2008 ; Peppiatt et al. 2006). Elles
expriment essentiellement la phosphatase alcaline, I’actine musculaire lisse o, homing cell
adhesion molecule (H-CAM) aussi connue sous le nom de CD44, la molécule d'adhésion
cellulaire des mélanomes (M-CAM) aussi connue sous le nom de glycoprotéines de surface
MUC18 ou de CD146, I’antigéne neural/glial 2 (NG2), le récepteur du facteur de croissance
dérivé des plaquettes (PDGFRp, aussi connu sous le nom de CD140b), et peuvent se
différencier en cellules ressemblant aux CSM (Covas et al. 2008 ; Crisan et al. 2008 ;
Delavalle et al. 2007 ; Sampaolesi et al. 2006).

Le tissu musculaire squelettique contient en effet aussi des cellules s’apparentant, par leur
phénotype et leurs capacités de différenciations in vitro, a des cellules souches
mésenchymateuses (CSM). Certaines d’entre elles en effet expriment le CD146, qui serait
donc un marqueur exprimé a la fois par des péricytes et des CSM. Cependant deux autres
populations majoritaires apparaitraient ensuite en culture (Lecourt et al 2010) : une population
exprimant primitivement CD34 puis rapidement CD15, et une population n’exprimant pas
primitivement CD34, ni CD15, mais CD56. Les deux populations expriment CD13, CD29,
CD44, CD47, CD49, CD73, CD90, CD105, CD166, marqueurs fréquemment exprimés par
les cellules mésenchymateuses (Lecourt et al 2010). La population initialement CD34+ se
differencie in vitro en cellules adipogéniques, ostéogéniques et chondrogéniques et cette
population serait impliquée dans les phénomeénes fibro-adipogeniques lors de la régénération
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musculaire (Arrighi et al. 2015). La population initialement CD34- se différencie in vitro en
cellules myogeéniques et ostéogéniques. Seules les cellules initialement CD34- et exprimant en
culture CD56 sont capables de différenciation myogénique in vivo par voie intramusculaire
directe.

Les mésoangioblastes ont été caractéris€és a des stades embryonnaires et feetaux du
développement. Ils composeraient un groupe particulier de péricytes chez 1’adulte (Delavalle
et al. 2007 ; Sampaolesi et al. 2006). Plusieurs populations cellulaires semblables aux cellules
périvasculaires et associées soit aux vaisseaux soit aux fibres musculaires, ont été décrites
comme des cellules myo-endothéliales. L’une de ces populations expriment le CD31 et le
CD146 (Cerletti et al. 2006) et la seconde CD34, CD56 et CD144 (Zheng et al. 2007).

La capacite de migration au travers des microvaisseaux fait des péricytes et des
mésoangioblastes, des candidats plus intéressants que les myoblastes pour la thérapie
cellulaire puisque ces cellules pourraient ainsi étre distribuées largement dans les tissus
musculaires. Elles sont d’ailleurs étudiées pour leurs capacités réparatrices dans différents
modeles de la DMD, des dysferlinopathies et de la DMFSH (Diaz-Manera et al. 2010 ;
Morosetti et al. 2011 ; Sampaolesi et al. 2006). Cependant, la méthodologie de préparation
des mésioangioblastes est souvent basée sur des caractérisations rétroactives ce qui introduit
des variations dans les cultures (rendement, qualité) et peut expliquer les différences de
résultats observées entre laboratoires (Meng et al. 2011). En effet, malgré de bons résultats
obtenus lors des études de greffes de mésoangioblastes et de cellules apparentées aux
péricytes par voie systémique chez I’animal, de nombreuses variations ont été rapportées
(Diaz-Manera 2010 ; Meng et al. 2011 ; Sampaolesi et al. 2006). Recemment testée en
clinique, la transplantation de mésoangioblastes allogéniques n’a pas permis de restaurer
I’expression de dystrophine en quantité suffisante ou encore I’intégration d’un grand nombre
de cellules dans les muscles des enfants atteints de DMD (Cossu et al. 2015), soulignant
encore une fois les différences qui peuvent apparaitre entre les études faites chez les animaux

et leur transposition chez ’Homme malade.

¢) Les cellules CD133

Une sous-population de progeéniteurs cellulaires a été identifiée dans le sang périphérique
humain. Elle exprime plusieurs molécules d’adhésions dont CD133 (d’ou elle tire son nom),
CD34, TI’intégrine o4 (very late antigen-4; composée de I’intégrine 1 ou CD29 et de
I’intégrine a4 ou CD49d) et la L-Sélectine (CD62). Ces cellules expriment aussi les MFR
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(Pax7, Myf5, MyoD et Myogénine) (Negroni et al. 2009 ; Peault et al. 2007 ; Torrente et al.
2004) Une coculture de ces cellules avec les myoblastes murins C2C12 avant une injection
intramusculaire ou intraartérielle permet une régénération des fibres musculaires et une
reconstitution de la réserve des cellules souches satellites dans la souris mdx (Torrente et al.
2007). Dans ces études, les cellules CD133 restent dans le tissu musculaire probablement
grace a la présence des marqueurs transmembranaires, VLA-4 et L-Selectin, des récepteurs
chémoattracteurs exprimés en réponse a I’inflammtion musculaire induite par de 1’exercice et
les ruptures de I’intégrité des fibres musculaires (Negroni et al. 2009). Ces cellules, présentes
en tres petites quantités dans les muscles squelettiques, sont tres difficiles a amplifier in vitro,
sans perte de leurs capacités. Elles ont fait I’objet d’une étude clinique (voir ci-dessous), mais
en dépit d’espoirs sucités apres leur découverte, elles n’ont donc pas été dévloppées beaucoup

plus avant.

d) Les « Muscle-derivated stem cells » ou MDSC

Les MDSC représentent une population résidente spécifique du muscle squelettique. Au
vu de leurs capacités de différenciations revendiquées, bien plus multipotente (non-restreintes
aux types myogeniques ou mésenchymateux), elles se positionneraient en amont des cellules
satellites (Cao et al. 2003 ; Huard et al. 2003). Ces cellules, obtenues a partir d’une technique
d’adhésion différentielle, expriment fortement les marqueurs de surface Scal et CD34, mais
aussi MyoD. Elles partagent certaines caractéristiques avec une population hématopoiétique
qui expriment aussi fortement ces marqueurs de surface (Jackson et al. 1999).

Injectées dans les muscles de la patte ou dans la circulation de souris mdx, les MDSC
participent a la régénération musculaire. L’expression de la dystrophine est 10 fois plus
importante que celle obtenue aprés transplantation de myoblastes primaires; elles
s’incorporent aussi aux vaisseaux et aux tissus nerveux environnants (Payne et al. 2005 ; Qu-
Petersen et al. 2002 ; Torrente et al. 2001). Cependant, leur localisation intramusculaire est
encore inconnue ainsi que leur origine anatomique ou embryonnaire. Certaines études
suggerent qu’elles seraient issues de la moelle osseuse et résideraient dans la musculature
(Issarachai et al. 2002) alors que d’autres décrivent une origine purement musculaire (Deasy
et al. 2005 ; Mueller et al. 2002). Cette categorie cellulaire a été initialement décrite aux
Etats-Unis. En France, un équivalent probablement assez proche a été développé et nommé
MuStem (Rouger et al. 2011). Ces cellules ont été utilisées dans des essaies précliniques chez
le chien GRMD. Si ce sont de bons candidats pour des traitements thérapeutiques

(proliferation facile in vitro, possibilité de migration a travers les vaisseaux), un manque
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d’augmentation physiologique de I’expression de dystrophine, ainsi qu’un manque de
renouvellement a long terme posent des questions quant a leur intégration et a leur mécanisme
d’action réel. Aux Etats-Unis, ces cellules ne sont utilisées que dans des essais cliniques de
tissus musculaires isolés et de petite taille (thérapie cellulaire de I’incontinence urinaire) (Carr

et al. 2008).

e) Les cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (ES) peuvent, en principe, étre produites en quantités
illimitées aussi bien pour des usages de thérapie que de recherche. Jusqu’a trés récemment, la
différenciation musculaire squelettique était difficile a obtenir a partir des cellules ES. Peu de
cellules satellites pouvaient étre produites et récupérées par un FACS sur la base de
I’expression de marqueurs du mésoderme paraxial (Sakurai et al. 2008). En paralléle, des
équipes ont produit des cellules myogéniques par transduction de cellules ES avec des
facteurs myogéniques Pax3 et Pax7 ; celles-ci participaient activement a la régénération au
sein des modeles de DMD (Darabi et al. 2009 ; Darabi et al. 2011 ; Mizuno et al. 2010).
Néanmoins, la transduction cellulaire n’est pas recommandée dans le cadre d’utilisations
cliniques puisque ces cellules deviennent des organismes génétiquement modifiés dont
I’expression est difficile a controler.

Aujourd’hui, des protocoles permettent d’obtenir en quelques semaines des cellules
myogéniques a des stades précoces, par ajout de molécules intervenant a différentes étapes
dans la myogenese. Leur efficacité de régénération est actuellement étudiée (Borchin et al.
2013 ; Chal 2015 ; Chal 2016 ; Shelton 2014). Néanmoins, les cellules ES sont immunogenes,
par définition, et requiérent donc un traitement immunosuppresseur adapté (Nussbaum et al.
2007).

Les cellules souches induites a la pluripotence (iPS) dérivent de cellules somatiques.
Elles sont obtenues par 1’expression transitoire de facteurs de différenciation précoces
[octamer biding transcription factor 3/4 (OCT 3/4), SRY-box containing gene 2 (SOX2),
Kruppel-like factor 4 (KLF4) et c-Myc] (Yamanaka et Takahashi 2006). Il est donc possible
de préparer des cellules issues de patients (Wang et al. 2011) pour une utilisation en greffe
autologue apres correction des défauts génétiques in vitro, rendue possible par de nouveaux
outils de recombinaison, avant d’induire leur différenciation dans une lignage thérapeutique
(Kazuki et al. 2010 ; Tedesco et al. 2012). Toutefois, les cellules iPS peuvent acquérir des

caractéristiques immunogéniques en culture (Zhao et al. 2011). Il est encore souvent
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nécessaire d’utiliser des outils de transgenese pour les produire, ce qui n’est pas souhaité pour
un usage courant lors de protocoles thérapeutiques.

Les cellules ES et iPS représentent de tres sérieux candidats therapeutiques. En effet, il
serait possible d’orienter leur différenciation de plus en plus finement afin d’obtenir un
candidat injectable par voie systémique. Cependant, il faudra résoudre les difficultés liées a
leurs biologies particulieres (caractére tumorigene des cellules pluripotentes ; efficacité des
protocoles de différenciation et de sélection). Pour le moment, aucune étude ne fait

description d’un tel type cellulaire.

La majorité des essais de thérapie cellulaire effectuée pour tenter de traiter la DMD,
par les différentes équipes, ont été faite par transplantation intramusculaire de myoblastes.
D’autres études ont été menées avec les mésoangioblastes et les cellules positives pour le
CD133. Nous commencerons donc par faire ’historique de I’utilisation des myoblastes, en
présentant les principales avancées et limites puis nous verrons brievement les principaux

résultats avec les autres candidats de thérapie cellulaire.

22. Les essais et limites de thérapie cellulaire de la DMD

Il existe schématiquement quatre modalités de thérapie cellulaire en fonction du
contexte immunologique et de la nature des cellules utilisées (Figure 18). Si toutes quatre,
elles peuvent étre utilisées sur le plan expérimental dans des animaux modéles, seulement
deux ont été utilisées dans des essais cliniques dédiés aux myopathies (Vilguin et al 2011).

Alors que le transfert autologue propose un traitement local en réimplantant des
cellules du patient aprés expansion (Mendell et Clarke 2006), le transfert allogénique propose
d’implanter des cellules issues de patient sain dans un patient atteint de pathologie musculaire
(Partridge et al. 2004), néanmoins cette derniére méthode présente des risques de rejet
immunologique. Le transfert autologue apres modification génétique in vitro est réservé aux
maladies rapidement mortelles, ce qui n’est pas le cas des myopathies. Quelle que soit la
stratégie considéerée, deux voies d’administration peuvent étre utilisées : la voie systémique
(artérielle ou veineuse) ou intramusculaire (IM). Dans la plupart des premiers essais cliniques
conduits sur les patients atteints de la DMD, les cellules satellites ont été cultivées
massivement pour produire des centaines de millions ou des milliards de myoblastes qui ont
été injectés en IM. La caractérisation des progéniteurs myogéniques a été réalisée au cours de

la production grace au marqueur CD56 (N-CAM).
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Figure 18 : les différents contextes immunologiques de greffes de cellules. La modalité autologue est
envisagée lorsque les cellules du donneur sont disponibles et fonctionnelles, pour réaliser une réparation
localisée (exemple : greffe de peau). Cette approche ne pose pas de probléme immunologique. Elle a été utilisée
pour les indications de DMOP et DMFSH, ou les atteintes musculaires sont localisées. Si la maladie considérée
est génétique, le géndme altéré est conservé, et I’amélioration peut n’étre que transitoire. La modalité autologue
avec modification est envisagée si la mutation est identifiable, corrigeable, et si les cellules peuvent étre
amplifiées in vitro ou in vivo. En pratique, elle est réservée a des traitement sans autre option thérapeutique
(traitement des enfants-bulles immunodéficients) car les cellules sontgénétiquement modifiées. La modalité
hétérologue est envisagée si le malade ne peut fournir de cellules, dans ce cas on lui transfére celles d’un
donneur (exemple : greffes de moelles allogéniques), ce qui oblige & mettre en ceuvre une immunosuppression
pour éviter le rejet immunitaire. Sur le plan logistique, la préparation doit aussi éviter le risque de contamination
virologique. Cette modalité a été utilisée dans ’indication de la DMD. Enfin, les greffes xénogéniques ne sont
pas réalisées en clinique, car elles entrainent des rejets aiglis et sont limitées par les incompatibilités
moléculaires, mais cette modalité permet de vérifier les qualités des cellules greffées ou d’étudier des types
cellulaires en recherche.
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221. L’utilisation de myoblastes pour des essais thérapeutiques

a) Utilisation dans la DMD

Historiquement, Patridge et al. (1989) ont démontré que I’injection de cellules
musculaires issues de souris controles dans les muscles de souris mdx entraine la fusion des
myoblastes, la formation de nouvelles fibres ou de fibres hybrides et I’expression de
dystrophine dans celles-ci. Ceci a permis de proposer I’injection intramusculaire (IM) de
myoblastes comme un traitement expérimental possible (Figure 19). Néanmoins, les essais
cliniques de 7 équipes incluant 76 patients atteints de DMD et 6 patients de DMB ont présenté
des résultats mitigés (Vilquin et al 2011). Les résultats de ces premiers essais ont été difficiles
a interpréter du fait de grandes variations entre les protocoles : (i) emploi de traitements
d’immunosuppressions différents (cyclophosphamide, glucocorticoides, ciclosporine), (ii) de
quantités variables de cellules produites et (ii) injectées de facon simples ou multiples,
uniques ou répétées et dans différents muscles (biceps, extenseurs carpiens, tibiaux antérieurs,
vastes internes et externes, muscles inter-costaux). En effet, le nombre de cellules injectées, le
volume d’injection et la modalité de distribution influent sur le succés des greffes. De plus,
I’introduction d’une aiguille dans un muscle induit des dommages locaux favorables aussi
bien a la régénération musculaire qu’a la fusion des myoblastes. Il a été observé que la
formation de grandes poches cellulaires au site d’injection augmente la mortalité aigiie et

entraine I’inflammation et la nécrose (Pellegrini et al. 2011 ; Skuk et al. 2007).

Les principaux obstacles aux succes de ces greffes ont été identifiés successivement : (i)
une mort immédiate abondante, (ii) une migration limitée a partir du site d’injection, (iii) un
rejet immunologique du receveur ; néanmoins, 1’injection intramusculaire a bénéficié de
nombreuses améliorations dont les patients des essais cliniques suivants ont bénéficié (Skuk
et al. 2006 ; Skuk et al. 2007 ; Richard et al. 2010). De nouvelles techniques d’injection ont
permis d’améliorer la distribution cellulaire au sein des muscles et de limiter la mortalité
immédiate. L’immunosuppression a été obtenue au moyen de Tacrolimus (Skuk et al 2011).
Néanmoins, cette approche n’atteint que des territoires limités et n’est considérée que pour
améliorer potentiellement des fonctions locales (ciblage des petits muscles permettant de
bouger la main ou les doigts) et ainsi maintenir a terme une certaine qualité de vie.

Les myoblastes ne sont pas capables de franchir les barriéres endothéliales et leur

administration par voie systémique provoque des embolies multiples (Skuk et Tremblay
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2014). lls ne peuvent donc pas étre considéres comme des candidats pour des traitements sur

de larges zones musculaires.
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Figure 19 : Principes de la transplantation intramusculaire de myoblastes. Plusieurs injections sont faites
perpendiculairement a 1’axe du muscle d’un patient (A), grce & une seringue Hamilton. Prés de 90 % des
myoblastes d’un donneur sain meurent dans les trois jours (D et E) apreés leur transplantation dans un faisceau de
fibres musculaires (B). Ainsi, une coloration a 1’alizarine rouge 6 heures aprés injection des myoblastes met en
évidence une nécrose cellulaire (téte de fleche) dans les poches d’injection, associée a une apoptose, mise en
évidence par une immunodétection de fluorescence rouge de la caspase-3 activée aprés 24 heures. L’introduction
d’une aiguille elle-méme endommage des fibres musculaires (fleches, D) ce qui entraine une régénérescence des
fibres (F - J) par les myoblastes ayant survécu et proliféré (H) puis attirés sur le site de nécrose par les
macrophages venus nettoyer la zone (G). Les myoblastes fusionnent avec les fibres endommagées (1) pour
former des fibres hybrides qui expriment dés lors la dystrophine du donneur, détectée par une immunodétection
en fluorescence rouge (L, M). Néanmoins, cette régénération musculaire reste limitée au site d’injection (K, M).
Figure tirée de Skuk 2004.
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Néanmoins, la transplantation de myoblastes entraine réguliérement la formation de tissu
musculaire squelettique au site d’injection. Pour cette raison, elle peut étre utilisée comme un
traitement palliatif de certaines pathologies musculaires localisées comme la DMFSH et la
DMOP.

b) Utilisation dans la DMFSH et la DMOP

En situation autologue, des progéniteurs cellulaires sont extraits de muscles non
affectés cliniqguement par la maladie, multipliés in vitro et injectés dans les territoires affectés
cliniqguement. Cette approche vise donc a améliorer la structure, les capacités de régénération
et les parametres de contractilités des muscles atteints chez le patient. Des exemples de
greffes de myoblastes ont ainsi été répertoriés dans le traitement de I’insuffisance cardiaque
post-ischémique (Ménasché et al. 2008) et dans le traitement de la dysfonction sphinctérienne
(Stangel-Wojcikiewicz et al. 2010), bien que I’objectif final soit de générer du muscle

squelettique ectopique.

Dans le cas des dystrophies musculaires, la greffe est réalisée avec I’espoir de
transférer des capacités intrinseques de régénération et de participation a la formation de
muscle squelettique permettant une contraction suffisante par la suite. Toutefois, il est a noter
que ces cellules ne subissent aucune correction génétique in vitro. Elles comportent donc un
code génétique associ¢ aux pathologies musculaires, ce qui peut influer sur 1’étendue de la
réparation et sa durée.

Dans le cas de la DMFSH, une validation pré-clinique pour le concept d’une greffe de
myoblastes autologue a été obtenue (Vilquin 2005) et a conduit a la mise en place d’un essai
clinique de phase I/11. Des patients ont regu des injections de 800 millions de cellules dans un
volume correspondant a la moitié du muscle tibial antérieur (10 ml) selon trois modes
d’administration de densités différentes. Les résultats obtenus a 6 mois (évolution de la force,
de la résistance et de la composition des muscles) ont mis en évidence une Iégére amélioration
de la contraction et une légére baisse de la fatigue musculaire sans pour autant améliorer 1’état
clinique des patients (article en cours de préparation). La faisabilité et la tolérance de la
procédure obstenus avec des myoblastes permettent d’envisager une utilisation des
mésoangioblastes dont les capacités de migration endothéliales sont plus importantes
(Morosetti et al. 2011).
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Par similitude dans I’indication de la DMOP, des résultats préliminaires d’essais
cliniques sont d’ores et déja encourageants pour I’utilisation de transplantations de
myoblastes pour améliorer les symptomes liés a la dysphagie.En effet, un essai clinique en
phase I/I1a a été conduit chez 12 patients sur la base d’injections massives de myoblastes (180
millions en moyenne), obtenus de muscles squelettiques non-atteints, puis transplantés dans
les muscles cricopharyngés lors d’une opération chirurgicale. Les patients améliorent leur
déglutition deux ans aprés 1’opération (Perié et al. 2014). Cependant, il s’agit d’un premier
essai sans groupe controle. De plus, les patients ont subi en parallele une myotomie.
L’efficacité ne pourra donc étre prouvée qu’apres des essais menés a plus grande échelle en

double-aveugle contre placebo.

222. L’utilisation de cellules CD133 pour des essais thérapeutiques

Le probléme du rejet immunologique a aussi pu étre surmonté dans le cadre d’un essai
clinique de phase | (faisabilité, tolérance, sécurité) conduit chez des patients atteints de DMD.
Huit patients ont recu une injection de leurs propres cellules CD133 issues de leurs muscles
squelettiques. Si aucun effet indésirable n’a été noté, 1’absence de marquage ou de correction
de I’absence de dystrophine au sein de ces cellules, n’a pas permis de suivre leur destinée
(Torrente et al. 2007). Du fait de I’expansion difficile in vitro des cellules CD133 sans perte
de leur capacité de différenciation, cette étude n’a pas été suivie d’études de plus grande

ampleur, a notre connaissance.

223. Les pistes pour améliorer la thérapie cellulaire

En parallele des avancées réalisées dans 1’injection intramusculaire de myoblastes, des
équipes ont développé et optimisé 'utilisation de matériaux obtenus a partir d’hydrogels, de
gels de fibrines, d’alginates, de collagénes (Christman et al. 2008 ; Giraud et al. 2008) pour
obtenir des cultures spécialisées sans perte des capacités ultérieures d’autorenouvellement,
pour induire une différenciation précise, pour améliorer la survie, pour promouvoir la
diffusion ou la régénération locale (Boldrin et al. 2007). Ces approches bénéficient a d’autres
tissus, notamment pour promouvoir la réparation des myocardes (Christman et al. 2004 ;
Giraud et al. 2008 ; Hamdi et al. 2009 ; Klumpp et al. 2010 ; Ménasché et al. 2011) mais une
transposition aux thérapies du muscle squelettique pourrait permettre d’augmenter le nombre

de cellules disponibles pour réparer les fibres musculaires (90% de perte dans les premiéres
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heures apres injection) et reconstituer la réserve de progéniteurs mobilisables sur le long
terme.

Dans les dystrophies musculaires, les cellules souches musculaires atteintes et les
cellules du systeme immunitaire produisent des molécules inflammatoires (TGF-f, TNF-a).
Elles contribuent a la dégénérescence massive des fibres musculaires mais rendent aussi
I’environnement musculaire hostile a la survie ou a la prolifération de nouvelles cellules
musculaires. Afin de ralentir I’atrophie musculaire caractéristique des patients atteints de la
DMD, la réduction de la réponse inflammatoire est 1’une des voies étudiées. A 1’heure
actuelle des stéroides sont utilisés chez I’Homme mais d’autres approches anti-inflammatoires
sont évaluées chez 1’animal. La transplantation de cellules souches mésenchymateuses dans
des muscles de souris dystrophiques réduit I’inflammation de fagon significative gréace a la
sécrétion de molécules anti-inflammatoires. De plus, un traitement combiné d’oxyde nitrique
et d’ibuprofene est efficace pour stimuler la régénération par activation des cellules souches
musculaires, réduire la nécrose et I’inflammation (Sciorati et al. 2010). Il semble donc
important de prendre en compte I’impact de la réponse inflammatoire lors des prochains
essais cliniques.

L’une des premiéres limites mis en évidence dans les essais thérapeutiques tient en la
nature des candidats cellulaires injectés. Plusieurs types cellulaires sont désormais disponibles
ou le seront dans les années a venir mais peu réunissent tous les criteres pour traiter de larges
régions musculaires : expansion sans perdre les capacités futures de différenciation et
d’autorenouvellement, survie a la transplantation, administration par voie systémique,
migration dans le muscle endommagé, synthése de la dystrophine, augmentation de la force
musculaire produite. Il est donc indispensable d’identifier plus finement les nouveaux

candidats potentiels, notamment grace a des marqueurs spécifiques.

23. Les marqueurs de cellules myogeniques

La préparation de progéniteurs musculaires en quantités suffisantes, en vue d’essais
thérapeutiques a fait intervenir de nombreuses méthodes d’extraction a partir de biopsies
initiales puis au cours des cultures lorsque nécessaire : sorties d’explant, adhésions
differentielles, dissociation enzymatique, selection immunomagnétique, tri par cytometrie de

flux et utilisation de milieux sélectifs.
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Nous recherchons de nouvelles cellules progénitrices aux capacités améliorées par-
rapport aux candidats déja testés. Pour cela, nous devons les identifier en utilisant des
marqueurs les plus discriminants possible. Toutefois, ces marqueurs peuvent étre specifiques
de la population d’intérét a isoler (et permettre une sélection positive) ou spécifiques des
autres populations (et se préter a une sélection négative) (Figure 20 et Tableau 1). Nous
avons donc recherché la présence de populations musculaires qui exprimaient les principaux
marqueurs associes a différents lignages connus: lignage adipogénique, endothélial,
hématopoiétique, mésenchymateux et musculaires. Nous avons complété notre palette de
marqueurs avec des molécules ayant été rapportées comme intervenant dans la quiescence, la

prolifération ou la différenciation cellulaire.
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Figure 20 : Marqueurs des cellules souches musculaires. Plsuieurs protéines transmembranaires ou nucléaires
permettent de distinguer les cellules souches musculaires établies, les cellules satellites, des autres cellules
résidentes dans le muscle squelettique. La diversité des marqueurs associée a différentes méthodes d’isolement
ou & des espéces distincts soutient I’hypothése d’une hétérogénité au sein de ces progéniteurs. Figure modifiée
de Yin et al. 2013.

Marqueurs positifs Marqueurs négatifs

SM/C-2.6 CD31, CD45, Sca-1 Fukada et al. 2004; 2007

Intégrine alpha-7 (CD49g), Intégrine Scherwood et al. 2004

beta-1 (CD29, CXCR4 (CD184)
CD34

CD45, Sca-1, Mac-1

CD45, Sca-1 Montarras et al. 2005

Tableau 1 : Marqueurs pour isoler les cellules satellites au sein du muscle squelettique. Tableau adapté de
Fukada et al. 2013.
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231. Les marqueurs nucléaires

Ainsi que nous I’avons vu dans la partie 111, le lignage des progéniteurs musculaires a
¢été largement étudié au cours de I’embryogenése et a mis en eévidence I’intervention des MRF
(MyoD, Myf-5, MFR4, Myogénine), des Pax (Pax3, Pax7) et des Six (Six1, Six4) pour un
développement normal des muscles squelettiques. L’expression nucléaire de ces facteurs ne
permet pas de sélectionner des cellules vivantes puisqu’il est nécessaire de les fixer puis de
les permermébiliser pour assurer la pénétration des anticorps. Bien sdr, il existe des modeles
animaux chez lesquels 1’ativation de certains génes myogéniques déclenche 1I’expression d’un
marqueur (pour les tracer, souvent associé a la Green fluorescent protein, GFP) mais nos
¢tudes ont été tournées vers 1’utilisation de cellules humaines, dans des perspectives de
transposition clinique ultérieure.

Nous avons donc concentré nos recherches sur des molécules transmembranaires dont
le marquage avec des anticorps spécifiques permet de les étudier apres isolement par FACS.
De plus, dans le cadre d’essais thérapeutiques, I’utilisation de la sélection immunomagnétique
serait aussi réalisable. Ci-dessous, j’ai donc décrit les marqueurs les plus indicatifs dans la
sélection positive ou négative de populations musculaires d’intéréts. 1ls se sont révelés les

plus intéressants lors de nos caractérisations de cellules de Primates.

232. Les marqueurs transmembranaires

a) CD9
Le TSPAN29 (CD9), une protéine transmembranaire de 24kDa appartient a une

superfamille de 33 protéines transmembranaires : les tétraspanines, dont les membres
TSPAN30 (CD63) et TSPAN27 (CD82) se comportent expérimentalement comme le CDO.
CD9 est associé a des diméres de récepteurs intégrines a3 (CD49c), Bl (CD29)
(Berditchevski et al. 1995). Nous reverrons plus bas les intégines. Il permet la migration de
nombreuses lignées de cellules cancéreuses. Les interactions de CD9 avec plusieurs intégrines
telles que a3p1, a4Pl, a5p1, abPl, abp4 et allbf3 (Powner et al. 2011) conduisent a un
changement de conformation et d’activation qui modulent les voies de signalisation
dépendant des intégrines (Kotha et al. 2008). Le réseau de tétraspanine module la localisation
des métalloprotéases de type 1 de la surface cellulaire (MMP1) et peut induire 1’expression et
I’activation de la métalloprotéinases de type 2 (MMP2) (Hong et al. 2005 ; Schrdder et al.
2013). Ainsi, CD9 pourrait réguler la migration cellulaire mais aussi le remodelage tissulaire
au cours du developpement embryonnaire, 1’angiogenése, 1’invasion tumorale et

métastastique.
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Au niveau plus spéeficiqguement musculaire, Tachibana et Hemler ont mis en évidence
I’inhibition de la fusion des myoblastes murins C2C12 par I’ajout des anticorps anti-CD9,
sans que I’expression des protéines spécifiques du muscle (chaines légéres de myosine,
desmine et actine) soit affectée (Tachibana et Hemler, 1999). Le complexe CD9/a3p1
intervient dans la fusion des myoblastes et dans la regénération musculaire (Przewozniak et
al. 2013). Les myoblastes issus de souris déficientes en intégrine 1 (CD29) ne fusionnent pas
et n’expriment pas CD9 (Schwander et al. 2003). Charrin et al. ont mis en évidence la
nécessité de la présence de CD9 et CD81 pour la fusion des myoblastes lors de la régénération
musculaire puisque les souris déficientes en CD9 ou CD81 ou pour les deux marqueurs
n’étaient pas capables de régénération fonctionnelle musculaire ; ainsi les myoblastes de ces
souris formaient des fibres musculaires dystrophiques géantes (Charrin et al. 2013). Enfin, si
I’absence des deux CD9 et CD81 induit une hyperfusion incontrolée des myoblastes in vitro,
I’absence d’un seul des deux marqueurs n’influe pas sur la fusion des myoblastes, ce qui
suggére des phénoménes de compensation. L’ajout de son ligand le Stromal-Derived Factor 1
(Sdf-1, aussi connu sous le nom de CXCL12), induit une augmentation de 1’expression de
CD9 qui conduit a une régénération musculaire via 1’induction de la migration des cellules
souches et une fusion des myoblastes. Cette surexpression est indépendante de la voie
CXCR4 (que nous reverrons plus bas) et touche plusieurs types cellulaires, aussi bien les
myoblastes que les cellules satellites et les cellules qui infiltrent le site de Iésion musculaire.
L’ensemble de ces études démontre bien I’importance de 1’expression de CD9 par les
progéniteurs myogéniques, notamment dans la formation des fibres musculaires (Tachibana et
Hemler 1999).

b) CD10

Le CDI10, aussi appelé¢ 1’endopeptidase neutre ou néprilysine, est une enzyme
transmembranaire qui peut aussi exister sous forme soluble. C’est une métalloprotéase dont
I’activité est dépendante du zinc. Elle est codée par le géne Membrane Metallo-Endopeptidase
(MME) du chromosome 3 humain. Elle est exprimée par tous les organes et libérée
notamment par 1’endothélium vasculaire, dont elle est un marqueur, et dans des exosomes
dont la formation est régulée par ADAMI17. L’inhibition de la néprilyne potentialise I’action
de la bradykinine chez les patients traités par un inhibiteur de I’enzyme de conversion. Ceci
entraine donc une vasodilatation accrue des arteres. CD10 intervient dans la régulation des

cellules souches.
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c) CD31

Le CD31, aussi connu sous le nom de la platelet endothelial cell adhesion molecule 1
(PECAML), est une protéine dont le géne est situé sur le chromosome humain 17 et la masse
de 130kDa. Cette glycoprotéine transmembranaire est un membre de la superfamille des
immunoglobulines. Elle est exprimée tres fortement par le compartiement vasculaire,
notamment dans les cellules endothéliales immatures et matures, les plaquettes, la plupart des
leucocytes mais aussi a la jonction des cellules endothéliales (Albelda et al. 1990 ; Goyert et
al. 1986, Muller et al. 1989 ; Ohto et al. 1985 ; van Mourik et al. 1985). Le CD31 est aussi
exprimé dans une population majeure des cellules précurseurs dentritiques/macrophages dans
la moelle osseuse. Ainsi, CD31 joue plusieurs rbles dans la biologie vasculaire dont
I’angiogenese, la fonction des plaquettes et la thrombose. C’est un méchanosenseur des
cellules endothéliales en réponse au stress induit par la pression des fluides (flux sanguins) et
qui agit comme un capteur de cisaillement au niveau de la paroi des artéioles. Lorsqu’elle se
déforme, la protéine phosphorylée active le systeme Akt et la NO synthase pour produire le
monoxyde d’azote (NO) ce qui entraine une vasodilatation. CD31 intervient aussi dans la
régulation de la migration des leucocytes a travers les parois des veinules. CD31 est liée une
protéine des filaments intermédiaires, la vimentine, et exprimée dans les jonctions

intercellulaires.

d) CD34

Le CD34 est une phosphoglycoprotéine transmembranaire, de 115kDa, identifiée en 1984
sur les progéniteurs et cellules souches hématopoiétiques (Civin et al. 1984). Elle posséde des
domaines extracellulaires fortement glycosylés lié a O et des sites de glycosylations lié a N.
CD34 comporte aussi une hélice simple transmembranaire et une queue cytoplasmique qui
contient des domaines de liaison PSD-95-DIg-ZO-1 (PDZ) (Krause et al. 1994 ; Nielsen et
McNagny 2008). Le ligand le plus répertorié de CD34 est la L-Selectin (CD62L). Néanmoins,
la protéine adaptatrice CrkL qui intervient dans la régulation de 1’adhésion est aussi un
partenaire (Baumheter et al. 1993 ; Felschow et al. 2001).

Bien que la structure de CD34 soit bien connue, il y a encore peu d’informations sur les
fonctions associées a ce récepteur. Des études conduites sur des cellules hématopoiétiques
suggerent des roles dans la cytoadhésion et la régulation de la prolifération et la
différenciation cellulaires (Healy et al. 1995 ; Nielsen et McNagny 2009). Les lymphocytes
ont une adhésion médiéee par la L-Selectin et le CD34 a la surface de I’endothélium vasculaire

et il a aussi été proposé un réle de CD34 dans la circulation des CSH dans la niche de la
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moelle osseuse (Baumheter et al. 1993 ; Butcher et Picker 1996 ; Nielsen et McNagny 2009).
Toutefois, le CD34 a ¢été associé a un blocage de I’adhésion cellulaire dans le cas des
mastocytes (Drew et al. 2005).

Classiquement, chez I’'Homme, le CD34 est un marqueur des cellules souches
hématopoiétiques médullaires, circulantes et de sang de cordon, un marqueur des progéniteurs
circulants des celllules endothéliales, et un marqueur de la couche endothéliale au niveau des
vaisseaux (Lecourt et al. 2010). CD34 a été utilisé, a ces titres, comme marqueur pour la
préparation de produits de thérapie cellulaire dans des indications de greffes de moelle
osseuse, ou de greffes de cellules endothéliales.

Des cellules satellites humaines et murines peuvent étre identifiées par le CD34 (Lee et al.
2000 ; Sinanan et al. 2004) a différents degrés. Cependant, I’activation des cellules ainsi
marqueées entraine une extinction complete et rapide de son expression (Beauchamp et al.
2000). Ainsi, il a été suggeré un réle fondamental dans la maintenance du pool de cellules
satellites et dans la régulation de leur différenciation cellulaire (Beauchamp et al. 2000).
CD34 n’est cependant pas exprimé sur ’ensemble des cellules satellites, en particulier chez
I’Homme. Au cours du développement, les cellules précurseur myogéniques n’expriment pas
le CD34 qui n’apparait que dans I’activation des cellules satellites au cours du développement
musculaire (Cossu et al. 1983). CD34 peut aussi, au sein du tissu musculaire squelettique, étre
associé a la fois a des marqueurs mésenchymateux et myogéniques (CD144, CD56) pour
marquer une population tres minoritaire de cellules interstitielles, qualifiée de myo-
endothéliale (Zheng et al. 2007). En culture, ’expression de CD34 est rapidement perdue. Ces
cellules myo-endothéliales sont capables de suivre des différenciations myogéniques,
endothéliales, ostéogéniques et chondrogéniques. Leur parenté¢ avec les péricytes n’est pas
connue.

Précédemment, le laboratoire d’accueil a observé que des populations cellulaires
exprimant initialement CD34, étaient capables, dans des milieux specifiques, de
differenciation de type mésenchymateux (génération de cellules adipeuses, chondrogeniques,
ostéogéniques) mais formaient peu de cellules myogéniques méme dans des milieux tres
adaptés (Lecourt et al. 2010). L’expression de CD34 précédait alors celle de CD15 qui
devenait un marqueur de fibroblastes. Cette observation a été confirmée récemment et a
permis de definir une population de cellules dites fibro-adipogéniques (Arrighi et al. 2015).

Le marqueur CD34 semble donc relativement pléiotrope, mais ne semble pas associé a la
myogénese lorsque celle-ci est activée. CD34 peut étre associé a différents marqueurs, qui

seraient plus spécifiques dans leur caractérisation : CD133 pour les cellules hématopoiétiques,
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CD31 pour les cellules endothéliales, CD146 ou CD15 pour les cellules mésenchymateuses,
et peut-étre CD56 pour une sous-population de cellules satellites (Blanpain et al. 2004 ; Fina
etal. 1990 ; Lin et al. 2012 ; Nakayama et al 2000 ; Nielsen et McNagny 2008 ; Sinanan et al.
2004). CD34 pourrait alors jouer un role, ponctuellement, dans les fonctions de ces sous-

populations (Dupas et al. 2011).

e) CD45

Le CD45 est connu comme étant 1’antigéne commun des leucocytes (LCA). C’est une
glycoprotéine, une tyrosine phosphatase transmembranaire de type 1 exprimée par les cellules
hématopoiétiques nucléées. Elle régule de nombreuses voies de signalisation des cellules du
systeme immunitaire. Son expression est recherchée systématiquement, pour infirmer ou

confirmer I’existence, au sein du tissu analysé, de cellules hématopoiétiques.

f) CD49

Les intégrines forment une large famille de glyocoprotéines de la surface de la membrane
cellulaire dont les sous-unités sont comprises entre 80 et 180kDa. Elles sont principalement
impliquées dans les interactions cellule-cellule, mais permettent aussi une connexion de la
matrice extracellulaire (ECM) avec le réseau de filaments d’actine intracellulaire. Les
intégrines sont composées d’un large domaine extracellulaire, d’un domaine
transmembranaire et d’une petite queue cytoplasmique. Prés de 18 sous-unités a et 8 sous-
unités B ont été identifiées dans les cellules des mammiféres pour former 24 récepteurs
hétérodimeéres. La sous-unité de I’intégrine al est aussi appelée CD49a, celle de I’intégrine
o2 est appelée CD49b, etc... De nombreuses intégrines sont exprimées par les cellules
mésenchymateuses. Il faut noter que, dans le domaine musculaire, les mutations du géne de
I’intégrine a7 (CD49g) sont responsables d’une forme particuliére de myopathie congénitale.
Cette sous-unité est exprimée sur les tissus musculaires et certaines cellules satellites, ce qui

peut permettre de les trier, en particulier chez la Souris.

g) CD56

Le CD56 aussi appelé N-CAM ou Antigéne Leu-19 est exprime constitutivement par les
myoblastes en prolifération, les cellules satellites, les fibres en régénération, les myotubes
(Belle-isles et al. 1993 ; Illa et al. 1992 ; Lindstrom et Thornell 2009). Son expression

disparait sur les muscles matures (Schubert et al. 1989). D’autres types cellulaires expriment
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le CD56 (lymphocytes Natural killer, neurones) mais pas les fibroblastes. L’expression du
CD56 a été utilisée pour trier les myoblastes en cultures, par cytométrie de flux ou en utilisant
des billes immunomagnétiques, ainsi que pour suivre les productions de myoblastes au cours
d’essais cliniques (Menasché et al 2008 ; Vilquin et al. 2005). 11 n’eXisterait pas de marqueur
CD56 chez la Souris, ce qui a longtemps rendu problématique leur caractérisation, et la

transposition des données biologiques de myogénése de I’Homme a la souris (et vice-versa).

h) CD105

Le CD105, aussi appelé endogline, est un membre des complexes de récepteurs des
facteurs de croissance de transformation (TGF-B1 et $3). Il module la voie de signalisation
TGF-B en influant sur la localisation et la migration des récepteurs cellulaires (Cheifetz et al.
1992). 11 promeut 1’angiogenese, la régulation de ’organisation du cytosquelette et affecte
aussi bien la migration que la morphologie des cellules (Blobe et al. 2000 ; Fonsatti et al.
2003 ; Saroufim et al. 2014). Les cellules CD105 induisent la prolifération des métastases
tumorales par la mise en circulation de cellules tumorales (Duff et al. 2003 ; Khan et al.
2014). Le CD105 est un marqueur classique des cellules mésenchymateuses et de certaines
cellules endothéliales.

i) CD106

Le CD106, aussi appelé VCAMLI, est une protéine inductible par des cytokines. Elle
permet 1’adhésion cellulaire pour recruter au site d’inflammation des leucocytes qui
expriment I’intégrine o4 (CD49d). Le CD106 joue un réle trées important dans le
développement embryonnaire, notamment dans la formation du cordon ombilical et du
placenta (Gurtner et al. 1995).

Le CD106 est I’'un des composants de la niche des cellules souches neuronales (Kokovay
et al. 2012). De plus, une sous-population des MSC exprimant le CD106 joue un réle essentiel
dans I’immunosuppression médiée par les MSC (Ren et al. 2010). Cette population est activée
par des cytokines pro-inflammatoires (Interféron-y, IL-1B et TNF-a) (English et al. 2007 ;
Polchert et al. 2008 ; Prasanna et al. 2010 ; Wang et al. 2010). Par ailleurs, le CD106 permet
la liaison des cellules progéniteurs hématopoiétiques (Simmons et al. 1992). Enfin, le CD106

est aussi un marqueur de populations de cellules satellites chez la Souris.
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j) CD133

Le CD133, aussi connu sous le nom de prominine-1, est un antigéne de surface cellulaire
a 5 domaines transmembranaires. (Mizrak et al. 2008). C’est essentiellement un marqueur
précoce des cellules hématopoiétiques. Des progéniteurs hématopoiétiques CD133+ sont
capables de former de nouveaux vaisseaux sanguins et de mettre en place une vascularisation
dans les tumeurs murines (Bruno et al. 2006). Sa présence a été suggérée au sein du tissu

musculaire squelettique humain (Torrente et al. 2007).

k) CD140b

Le CD140b est aussi connu sous le nom de récepeteur b du PDGF (PDGFR-). Lors de
blessure, les plaquettes liberent une molécule appelée le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF) qui stimule la cicatrisation des plaies (Robson et al. 1992) via le
recrutement et ’activation de cellules qui expriment des récepteurs aux PDGF : fibroblastes,
cellules musculaires lisses, neutrophiles et macrophages. PDGFR- est aussi exprime par les
péricytes. Il permet de recruter ces cellules lors de la formation de nouveaux vaisseaux en
réponse a la sécrétion de PDGF par les cellules endothéliales (Bjarnegard et al. 2004 ;
Dellavalle et al. 2007 ; Hellstrom etal. 1999 ; Lindahl et al. 1997a) notamment dans
I’extrémité de la cellule qui forme un bourgeon proto-angiogénique (Gerhardt et al. 2003).
Les embryons murins déficients en CD140b présentent des défauts de développement des
cellules mésangiales ce qui conduit a un développement de glomérules rénaux anormaux
(Levéen et al. 1994 ; Lindahl et al. 1998 ; Soriano 1994), des microanévrismes des capillaires
(Lindahl et al. 1997a), des défauts cardiaques (Van den Akker et al. 2008), des défauts du
placenta (Ohlsson et al. 1999) et une mort par hémorragie entre les jours embryonnaires 16 et
19.

CD140b pourrait aussi jouer un rble dans le développement précoce des précurseurs
hématopoiéiques et endothéliaux puisque I’activation des récepteurs CD140b dans ces
cellules conduit a une différenciation en cellules endothéliales (Rolny et al. 2006).

Chez I’adulte, les fibroblastes et les myofibroblastes qui expriment le CD140b lient la
matrice extracellulaire pour se contracter et ce faisant contrélent la pression des fluides

intestinaux et empéchent la formation d’cedémes (Rodt et al. 1996).

) CD146
Le CD146, aussi connu sous le nom de molécule d’adhésion cellulaire des mélanomes

(M-CAM), appartient a la superfamille des immunoglobulines. Il est codé par le géne MCAM
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du chromosome 11 humain. C’est une molécule endothéliale et sous-endothéliale de 113kDa
exprimée par presque toutes les cellules endothéliales, les cellules T activées et les cellules
dendritiques (Despoix et al. 2008 ; Elshl et al. 2007 ; Pickl et al. 1997). Bien que sa fonction
reste inconnue, elle pourrait étre impliquée dans la regulation de la mobilité cellulaire et des
adhesions, et des interactions avec des proteines ERM (Ezrine, radixine et merosine) (Bardin
et al. 2001 ; Luo et al. 2012). Le CD146 est un marqueur mésenchymateux précoce des CSM
obtenues a partir de la moelle osseuse humaine, de la pulpe dendaire, des tissus adipeux et du
cordon ombilical, des endothéliums vasculaires et des cellules musculaires lisses (Bardin et al.
1996 ; Dmitrieva et al. 2012 ; Filshie et al. 1998 ; Martin-Rendon et al. 2008 ; Sacchetti et al.
2007 ; Shi et Gronthos 2003 ;). De maniére importante, CD146 est exprimé par les péricytes
musculaires, qui partagent des propriétés angiogéniques avec les mésoangioblastes (Delavalle
et al. 2007), et il joue un rdle dans la myogénése fétale (Cerletti et al. 2006 ; Cerletti et al.
2008 ; Gussoni et al. 2006). CD146 serait donc un marqueur pléiotrope, retrouvé a la fois sur
des cellules mésenchymateuses, angiogéniques, et myogéniques.

Une extinction de I’expression de CD146 dans les MSC humaines perturbent la

prolifération et la différenciation en cellules ostéogéeniques (Stopp et al. 2013).

m) CD184

CD184 est aussi connu sous le nom de CXCR4. Les chémokines sont des peptides de 8 a
12kDa qui fonctionnent comme des cytokines chémoatttracteurs pour activer des cellules,
moduler leurs migrations ou leurs circulations, et induire leurs différenciations. La chémokine
CXCL12 (ou SDF-1) se lie & son récepteur C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4).
Comme de nombreux récepteurs aux chémokines, CXCR4 appartient a la superfamille des
récepteurs hétérotrimériques a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G
(GPCR). La voie de signalisation CXCL12-CXCR4 joue un rble dans la rétention et
I’hébergement ou « homing » des cellules souches hématopoiétiques dans I’environnement de
la moelle osseuse et la circulation des lymphocytes. CD184 a également été décrit comme un

marqueur des cellules satellites chez la Souris (Meisner et al. 2016 ; Sherwood et al. 2004).

La recherche et I'identification de marqueurs fiables pour isoler des progéniteurs
cellulaires revétent un intérét stratégique pour les prochains essais de thérapie cellulaire.
Comme nous avons vu dans ce chapitre, des candidats ont déja été testés mais présentent des
limites. Il est donc crucial d’identifier d’autres populations myogéniques dont les capacités

d’extraction a partir d’une biopsie initiale, de prolifération tout en gardant un potentiel de
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différenciation a moyen et long terme une fois transplantées soient élevées. D’autres limites
telles que les options d’administration et la résistance aux premicres heures consécutives

apres injection sont aussi importantes a prendre en considération.

Au sein du laboratoire, nous avons identifié une population de progéniteurs myogéniques
sur la base leur activité Aldéhyde Déshydrogénase. En cytométrie de flux, ’utilisation d’un
substrat fluorescent non-toxique, 1’Adéluor, permet de distinguer ces progeniteurs dont
I’activité enzymatique laisse envisager des capacités de résistance au stress oxydatif et de

détoxifications nécessaire notamment lors de la transplantation cellulaire.
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3. La superfamille des Aldéhydes déhydrogénases (ALDH)

Les genes des ALDH sont retrouvés dans tous les organismes vivants, des Archae aux
Eucaryotes en passant par les Eubacteria (Black et al. 2009 ; Jackson et al. 2011 ; Sophos et
Vasiliou 2003). Ils sont donc trés conservés au cours de 1’évolution bien que le nombre de
genes répertoriés difféere selon 1’espéce Eucaryote considérée (Tableau 2). Compte-tenu de
leur role primordial dans les oxydations, les « ancétres » des génes actuels remonteraient a
plus de 3 milliards d’années. Toutes especes confondues, les ALDH sont codées par environ
500 génes différents... Les isoenzymes d’ALDH sont retrouvées dans différents tissus mais
possedent une specificité de substrat (Vasiliou et al. 2004). Présentes dans différents
compartiments subcellulaires (cytosol, mitochondrie, réticulum endoplasmique, noyau), elles
jouent leur réle majeur d’oxydation irréversible des aldéhydes aliphatiques et aromatiques,
endogénes ou exogeénes, de facon dépendante de leur cofacteur NAD(P)+, en acides
carboxyliques correspondants. Ces fonctions sont généralement assimilées a des
détoxifications indispensables a la survie des cellules. Un corollaire ou un effet collatéral de
cette activité de détoxification est la propriété de certaines isoenzymes de métaboliser et
inactiver des molécules exogenes telles que certains anticancéreux, ce qui confére aux cellules

qui les expriment une résistance aux traitements anti-tumoraux.

Homo sapiens Humain 19
Pan troglodytes Chimpanzé commun 19
Callithrix jacchus Ouistiti commun 16
Pongo abelii Orang-outan de Sumatra 18
Macaca mulatta Macaque Rhesus 20
Bos taurus Vache domestique d’Europe et 20
Zébu
Rattus norvegicus Rat brun ou surmulot 21
Mus musculus Souris grise 21
Taeniopygia guttata Diamant mandarin 15
Gallus gallus Poule ou Coq 14
Danio rerio Poisson-zebre 25

Tableau 2 : Comparaison du nombre de génes ALDH retrouvés dans différentes especes eucaryotes
identifiées par leur noms latins et comuns. Tableau adapté de Jackson et al. 2011.
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L’activité enzymatique des ALDH est aussi essentielle pour la syntheése d’aldéhydes
intermédiaires impliqués dans de nombreux processus cellulaires comme la modulation de la
prolifération, de la différenciation et de la survie cellulaire. En effet, les ALDH interviennent
dans les voies de biosynthése de I’AR (essentiel pour le développement), de la bétaine (un
osmolite) et de 1’acide y-aminobutyrique (le neurotransmetteur GABA). D’autre part,
certaines isoenzymes possedent des fonctions non-catalytiques impliquées dans la résistance
aux traitements chimiques, notamment dans le cancer, ou la protection de la cornée des
mammiferes, par la liaison a la lumiére ultraviolette.

Enfin des dysfonctions dans 1’activité des ALDH (suite au polymorphisme génétique ou a
des mutations) entrainent I’accumulation des aldéhydes, ce qui peut déboucher sur de

nombreuses maladies rares.

31. L’utilisation de I’activit¢ ALDH pour identifier des progéniteurs

311. La structure et le mécanisme d’action des ALDH

Les isoenzymes d’ALDH partagent de nombreuses fonctions physiologiques et certains
substrats communs. Néanmoins, la co-cristallisation de chaque membre avec son substrat
préféré a permis de montrer une speécificité (Wang et al. 2009) en fonction du site actif de
chaque isoenzyme (Cobessi et al. 2000 ; D’ Ambrosio et al. 2006 ; Larson et al. 2005 ; Liu et
al. 1997 ; Lowe et al. 2008). Les ALDH de mammiferes fonctionnent normalement en
homodimeres ou homotétrameres, dont chaque momomere de 500 a 600 acides aminés (pour
la majorité) ou de 800 a 900 acides aminés (pour les ALDH1L1, 1L.2, 16A1 et 18A1) (Min et
al. 1988 ; Strickland et al. 2011), posséde un site actif dont le mécanisme catalytique est
commun aussi bien pour leur activité déhydrogénase qu’estérase (Kazmi et al. 1992 ; Xiao et
al. 2009). Ceci est probablement di aux résidus catalytiques trés conservés Cys302, Lys192 et
Glu268. Chaque monomeére présente les 3 mémes régions fonctionnelles, indépendamment de
sa famille : un domaine de liaison avec le coenzyme ou NAD+, un domaine catalytique et un
domaine d’oligomérisation (Cobessi et al. 2000 ; Colby et al. 1998 ; D’ Ambrosio et al. 2006 ;
Liu et al. 1997 ; Steinmetz et al. 1997) (Figure 21). A cet égard, ’ALDH6A1 est particuli¢re
puisqu’elle utilise le cofacteur CoA plutét que le NAD(P)+ (Kazmi et al. 1992 ; Xiao et al.
2009) (Figure 22).
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Figure 21 : Architecture moléculaire des isoenzymes d’ALDH. (A) Représentation d’un monomeére d’ALDH
depuis la Protein Data code 1001 : complexe de 1’aldéhyde déhydrogénase mitochondriale humaine avec la
crytoaldéhyde, le NADH et le Mg?*. Les régions fonctionnelles sont représentées : avec le domaine catalytiqueen
marron, le domaine de liaison du NAD en violet et le domaine d’oligomérisation en vert. Vue du dessus de la
région du site actif (B) avec une magnigication pour mettre en évidence les différents acteurs de la réaction
enzymatique : la Cys302 (a), le susbtrat aldéhyde (b), la molécule d’eau entre le Glu268 et la Cys302 (c), le
Glu268 (d), I'ion Mg?* (non représenté) et le cofacteur NADPH (f) (C). Figure tirée de Koppaka et al. 2012.
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Figure 22 : Réaction catalysées par les ALDH a cofacteurs NAD(P)H. A I’exception de ’ALDH6A1 qui
utilise le cofacteur CoA, toutes les ALDH humaines sont des ALDH phosphorylantes qui utilisent le NAD(P)H.
Elles oxydent les aldéhydes par un mécanisme & deux étapes d’acylation puis de désacylation. Figure modifiée
de la thése d’ Arnaud Pailot (http://docnum.univ-lorraine.fr/public/SCD_T_2006_0217_PAILOT.pdf).

L’activité enzymatique d’oxydation des ALDH pour oxyder des aldéhydes peut se
résumer ainsi (Figure 22) : (i) une étape d’acylation ou la Cys du site catalytique, sous forme
thiolate, attaque le groupement carbonyle du substrat aldéhydique. Ensuite, par un processus
d’oxydoréduction, un ion hydrure est transféré sur le cofacteur NAD(P)+ pour former

I’intermédiaire thioacylenzyme et du NAD(P)H. Enfin, (ii) dans une seconde étape de
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désacylation, un groupement nucléophile vient rompre la liaison thioester pour former le

produit et libérer I’enzyme.

312. L’utilisation de I’activité ALDH pour isoler des cellules progéniteurs

Il y a une vingtaine d’années, Kastan et al. ont découvert une population de cellules
hématopoiétiques primitives résistantes a un agent anti-cancéreux, le cyclophosphamide
(Kastan et al. 1990). La présence d’une activit¢ ALDH dans cette population a suggéré une
association entre la présence d’ALDH et ce phénoméne de résistance, liée a des cellules

souches, ce qui a motivé la mise au point de réactifs pour une détection standardisée rapide.

313. La mise au point d’un substrat

Depuis deux décennies, les ALDH ont été utilisées comme marqueurs pour étudier les
cellules souches normales ou cancéreuses de différents tissus. Certaines cellules souches a
activité ALDH sont déja utilisées comme des ressources pour la médecine régénérative dans
des modeles précliniques et des essais cliniqgues en cours, notamment pour les
cardiomyopathies ischémiques (clinical.gouv. NCT00314266). Pour les détecter, un kit
commercial contenant du BODIPY aminoacétaldéhyde (BAA) est utilisé et porte le nom
d’Aldéfluor® (Stemcell Technologies). Hydrophobe et non-toxique, ce substrat fluorescent
diffuse librement dans les cellules. Il est métabolisé en ion carboxylate hydrophile, BODIPY
aminoacétate, dans les cellules qui expriment certaines ALDH, il se retrouve donc piégé et
s’accumule lorsque les systémes de transport actif de la cellule sont neutralisés
(principalement par maintien a 4°C). Dans la cellule, la fluorescence mesurée est donc
proportionnelle a I’activité enzymatique ALDH exprimée, soit a la quantité d’isoenzymes
présente, dans des conditions standardisées. Un contrdle négatif est obtenu par 1’utilisation de
diethylaminobenezaldehyde (DEAB) qui inhibe I’activité d’un grand nombres d’isoenzymes
d’ALDH. La détection du BODIPY dans la lumicre visible (longueur d’onde de 488 nm et
détectable dans le filtre Fluorescéine isothiocyanate - FITC) rend possible I’utilisation
d’autres marqueurs extracellulaires pour un phénotypage des cellules d’intérét. En cytométrie
de flux, il est donc possible d’apprécier un décalage de fluorescence pour les cellules qui
expriment les ALDH (ALDH Bright; ALDHY) en comparaison avec celles qui ne
’expriment pas ou faiblement (ALDH low ; ALDH'") (Figure 27). Par commodité, nous
noterons « ALDH+ » les cellules ou populations cellulaire positives pour 1’expression

d’ALDH.
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L’ Aldéfluor® est tres sensible et spécifique pour identifier les cellules ALDH+.
Néanmoins, la spécificité de reconnaissance de 1’ Aldéluor® n’est pas encore connue de fagon
fiable et les inhibiteurs ne sont pas totalement polyvalents (Balber et al. 2011 ; Koppaka
2012 ; Marchitti et al. 2008) ce qui peut constituer un obstacle a son utilisation rationnelle.
Enfin des compensations dans les fonctions des isoenzymes ALDH pourraient intervenir ce
qui peut compliquer les identifications des populations ou la compréhension des mécanismes
impliqués (Kumar et al. 2012 ; Levi et al. 2009).

32. La nomenclature des familles des ALDH

Au cours du 9°™ symposium international sur I’enzymologie et la biologie moléculaire
du métabolisme Carbonyle, en 1999, une nomenclature commune a été établie pour la
superfamille des ALDH. Elle suggére une origine commune aux 19 genes humains et 21
génes murins (Jackson et al. 2011 ; Marchitti et al. 2008) répertoriés pour I’heure a partir de la
divergence d’un ancétre commun, il y a environ 3 milliards d’années. Elle regroupe au sein de
la méme famille des génes dont la séquence en acides aminés est similaire a plus de 40% alors
que les membres d’une méme sous-famille, eux, partagent plus de 60% de similitude. Un site

internet (www.aldh.org) est dédié a suivre 1’évolution et les mises a jour de la superfamille

des ALDH, au sein du laboratoire du Dr. Vasilis Vasiliou a 1’Université de Colorado a
Denver. Les ALDH humaines sont regroupées dans 11 familles allant de 1 a 9, puis de 16 et
18. Les paragraphes suivants décrivent ces familles, et les isoenzymes, dans leurs lignes

principales (Tableau 3). Certaines d’entre elles sont encore (tres) peu connues.

321. La famille des ALDH1

La sous-famille ALDH1A comprend les isoenzymes de ALDH1Al, ALDH1A2 et
ALDHI1A3, impliquées dans la biosynthése de I’AR a partir de I’oxydation du rétinaldéhyde,
et jouent donc un role crucial dans cette voie de signalisation puisqu’elles ont une forte
affinite pour oxyder le tout-trans (all-trans) et le 9-cis-retinal. Elles régulent ainsi la
transcription de nombreux génes impliqués dans le développement, au cours de
I’embryogenese (Niederreither et Dollé, 2008).

L’ALDHIA2 et ’ALDHI1A3 sont plus efficaces et sélectives que ’ALDHIAT1 pour
oxyder le rétinaldéhyde (Niederreither et al. 1997), avec la plus forte spécificité revenant a
I’ALDH1A2 (Duester et al. 2001 ; Maly et al. 2003). L’utilisation de mod¢les animaux, des

souris déficientes pour ces génes, a démontré que leur présence est d’ailleurs vitale pour le
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développement et la survie. En effet, les souris meurent au stade embryonnaire par défaut de
production d’AR au stade E7,5-8,5 (souris Aldhla2-nulle) (Neiderreither et al. 1999) ou dans
les 10h aprés la naissance a cause de défaut dans le développement nasal (souris Aldhla3-
nulle) (Dupé et al. 2003). L’administration d’AR a la mére gestante ou au nouveau-né peut
restaurer partiellement ou totalement le phénotype (Niederreither et al. 1999 ; Dupé al. 2003).

Les différences d’activités associé¢es a chaque membre de la famille, combinées a une
spécificité de tissu et d’age, sont responsables de gradients de concentrations au sein des
tissus embryonnaires (Haeslbeck et al. 1999). Ainsi, I’ALDH1A2 serait le contributeur majeur
a la synthése d’AR dans les stades embryonnaires précoces alors que les ALDHIAL et
ALDH1AS sont plus importantes pour les stades tardifs (Dupé et al. 2003).

Les ALDH1 sont exprimées a de forts niveaux dans le systéme oculaire de plusieurs
mammiferes (Horwitz et al. 2006 ; Piatigorsky et al. 1989). L’ALDHI1A1 intervient dans
I’homéostasie oculaire, en partenariat avec I’ALDH3Al, en détoxifiant des aldéhydes
péroxidiques produits par ’absorption de lumiére ultraviolette par 1’oeil (Kinf et Holme
1997).

Le gene ALDH1AL1 code pour une protéine homodimeére cytosolique dont les sous-unités
font 54,7kDa. Elle est exprimée dans de nombreux tissus : cerveau, cornée, rétine, foie et tube
gastroinstestinal. L’ALDH1A1 a une forte affinité pour le tout-trans et le 9-cis-rétinaldehyde
(Km<0,1 umol.L-1) et pour I’acétaldéhyde (Km entre 50 et 100 umol.L-1).

Le gene ALDH1A2 code pour une protéine homotétramere cytosolique dont les sous-
unités font 56,7kDa. Les souris déficientes pour I’ALDH1A2 ne sont pas viables du fait d’un
défaut de développement des muscles cardiaques et du cerveau antérieur.

Le gene ALDH1A3 code pour une protéine homotétrameére dont les sous-unités font
56kDa. Elle est exprimée a faible niveau dans la plupart des organes et a des niveaux élevés
dans les glandes salivaires, I’estomac et le rein.

L’Aldhla7 est exprimée uniquement chez la Souris et le Rat. Un traitement au
phénobarbital (PB) induit I’expression de 1’Aldhla7 chez le rat et conduit a I’augmentation de
son activité dans le surnageant du foie d’un facteur 10 par-rapport a une situation controle
(Deitrich et al. 1971). Elle est identique en terme de séquence en acide aminé a 1’Aldhlal
avec laquelle elle est interchangeable (Kathmann et Lipsky, 1997 ; Kathmann et al. 2000 ;
Marselos et al. 1987) bien que leurs schémas d’expressions, et leurs préférences pour les
substrats soient differents. De plus, 1’Aldhla7 ne participe pas a I’oxydation du rétinal en AR
(Hsu et al. 1999 ; Marselos et al. 1987).
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Bien que ’ALDH2 soit un membre de la famille ALDHI1B (elle est semblable a 68% a
I’ALDH1A1), elle bénéficie de I’ancienne nomenclature en tant qu’ALDH2 compte-tenu des
nombreux travaux qui ont été conduits sur le métabolisme de 1’éthanol.

L’ALDHI1BI est une enzyme mitochondriale homotétramérique dont les sous-unités font
57,3kDa. La particularité de ’ALDHI1BI reléve de sa transcription a partir d’'un géne sans
introns. Elle est trés similaire a ’ALDH2 (75% d’identité) mais insensible a 1’inhibition de
son activité enzymatique par le disulfiram (cet inhibiteur sera revu plus loin). Elle est
exprimée dans le foie et les testicules, le rein, les muscles squelettiques et les tissues foetaux.
L’identification d’une séquence particlle de I’enzyme dans la cornée pourrait y identiquer sa
présence. Elle contribue a I’oxydation de 1’acétaldéhyde bien que son affinité soit moindre, et
a la production d’AR. Elle serait plus particulierement impliquée dans le développement du
pancréas (loannou et al. 2013).

Les génes ALDH1L1 et ALDH1L2 codent pour des homotétrameres dont les sous-unités
font 98.9 et 98,6kDa, respectivement. Elles codent respectivement pour la forme cytosolique
ou mitochondriale de la déshydrogénase 10-FTHF (FDH) qui convertit le 10-
formyltétrahydrofolate (10-FTHF) en tétrahydrofoltate et CO. en utilisant le cofacteur
NAD(P)H. Elles sont aussi capables d’hydrolyser le 10-FTHF en tétrahydrofolate et formate
de facon indépendante du NAD(P). Bien que leur activité enzymatique soit proche,
L’ALDHIL2 ne métabolise pas les substrats aldéhydes a chaines courtes. L’ALDHILI1 est
fortement exprimée dans le cytosol de foie humain ou elle peut représenter jusqu’a 1% du

contenu total en protéines cellulaires solubles.

322. La famille des ALDH?2

L’ALDH2 est une enzyme mitochondriale homotétrameérique dont les sous-unités font
54,4kDa. Elle est tres abondante dans le cceur et le cerveau. Elle est largement impliquée dans
le métabolisme de 1’alcool, notamment la seconde étape puisqu’elle oxyde 1’acétaldehyde.
Environ 40% de la population d’Asie de I’Est présente un polymorphisme dans ce géne
(ALDH2*2). Le remplacement de la Glu487 par une lysine diminue son affinité pour le
NAD+ (Farres et al. 1994). Ceci conduit donc a une réduction importante de 1’activité
enzymatique. Lorsque le métabolisme de I’éthanol ne peut étre mené a son terme, par absence
de cette isoenzyme fonctionnelle, une accumulation d’acétaldéhyde induit des -effets
secondaires génants (rougissements, nausées, cephalées, vomissements) (Wall et al. 1999)

aprés 1’absorption d’alcool (Figure 23). Ce phénoméne explique 1’intolérance a 1’alcool par
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certaines populations et une moindre prévalence de 1’alcoolisme dans cette région du monde
(Higuchi et al. 1995 ; Luczak et al. 2002). Ce phénomeéne a été mis a profit pour aider au
sevrage alcoolique. La prise d’un inhibiteur de certaines isoenzymes et en particulier de
I’ALDH2, le disulfiram, entraine des effets secondaires similaires et participe au dégodt de
I’alcool. Il faut noter que le dysfonctionnement de I’ALDH2, naturel ou induit, entraine

I’accumulation d’aldéhydes toxiques qui peuvent étre a 1’origine de pathologies (Figure 24).
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Figure 23 : Métabolisme de I’alcool (éthanol). Dan les cellules hépatiques, 1’alcool déshydrogénase (ADH)
métabolise, lors d’une réaction réversible, 1’éthanol ingérée en acétaldéhyde toxique, lui-méme métabolisé
rapidement en acétate (non-toxique) par 1’aldéhyde déshydrogénase 2 (ALDH2) mitochondriale. L ’acétaldehyde
produit diffuse trés facilement a travers les membranes biologiques et peut donc circuler dans le sang pour étre
métabolisé dans d’autres tissus. Transporté dans le sang, I’acétate est métabolisé par 1’ Acetyl-CoA Synthetase
(ACS) dans le muscle squelettique et génére le cofacteur Acetyl-CoA nécessaire au cycle de Krebs ou
tricarboxylic acid cycle (TCA). Flavine adénine dinucléotide (FAD). Figure adaptée de Marks' Basic Medical
Biochemistry p.458.

L’ALDH2 est aussi impliquée dans le métabolisme de 1’oxyde nitrique par la
bioconversion de la nitroglycérine. Néanmoins, un traitement continu entraine une
désensibilisation, notamment chez les patients atteints d’angine de poitrine (Ferreira et al.
2012). Alda-1, une petite molécule activatrice des ALDH, a permis de mettre en évidence
I’implication de I’ALDH2 dans la bioactivation des nitrates thérapeutiques (Chen et al. 2002).
Elle permet de protéger I’ALDH2 d’une inactivation et empéche en cela la tolérance qui
survient normalement dans les thérapies de nitroglycérine sur le long terme (Perez-Miller et
al. 2010) pour les patients traités pour les ischémies ou pour les maladies coronaires. En plus
d’un role dans les actions de vasodilatation induites par la bioactivation de la nitroglycérine,
dans le traitement des angines et des insuffisances cardiaques (Chen et al. 2006), ALDH2 peut

aussi protéger le myocarde ischémique. En effet, un traitement a 1’Alda-1 permet aussi de
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maintenir 1’activité de ’ALDH2 qui détoxifie de 1’aldéhyde 4-hydroxynonenal (4-HNE)
produit par le myocarde ischémique.
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Figure 24 : Pathologies dans lesquelles I’activation de ’ALDH2 pourrait étre bénéfique. Le rdle de
I’ALDH2 a été démontré dans des pathologies aprés des études précliniques de preuves de concept (rouge),
propose aprés des études pré-cliniques et des études épidémiologiques ou pathophysiologiques humaines (en
noir) et supposé sur la base d’observation des symptomes cliniques (en bleu). Figure adaptée de Chen et al.
2014,

323. La famille des ALDH3

La famille des ALDH3 revét des intéréts considérables pour la recherche contre le cancer
d’une part, et pour son role dans la formation et la stabilité de la sphére oculaire d’autre part.
L’enzyme ALDH3A1 est un homodimére dont les unités cytosoliques font 50,4kDa. Elle est
exprimée de facon constitutive a de tres forts niveaux dans la cornée et le cristallin,
représentant 10-40% des protéines hydrosolubles appelées ici spécifiquement « cristallins »
de plusieurs espéces de mammiferes dont I’Homme. Les souris déficientes en ALDH3A1
(Aldh3al”™) ou en ALDH1A1l et ALDH3A1 (Aldhlal”:Aldh3al”) développent une
caractacte, un mois apres la naissance alors que les souris déficientes pour ALDH1A1l
(Aldhlal™) la développent seulement & 6 & 9 mois (Lessen et al. 2007). Ces isoenzymes
jouent donc un réle dans la protection de 1’ceil des dommages induits par les radiations
ultraviolettes, au travers de leurs fonctions catalytiques. En effet, elles détoxifient les
aldéhydes induits par les UV, dont ceux issus de la peroxydation des lipides ainsi que le 4-
Hydroxy-nonénal, métabolisé en malondialdéhyde par I’ALDH3A1 (Pappa et al. 2003). A
noter, ’ALDH1A1 est capable de compenser 1’absence de ’ALDH3A1 (Manzer et al. 2003).
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Elle oxyde aussi les lipides de chaines moyennes et les aldéhydes aromatiques comme
I’hexanal et le benzaldéhyde. Elle utilise le NADP+ plutot que le NAD+ comme cofacteur
(Vasiliou et Pappa, 2000). Elle est faiblement exprimée dans les tissus voire a des niveaux
indétectables dans le foie normal.

L’ALDH3A2 est une enzyme microsomale homodimére dont les sous-unités font
54,8kDa. Elle a une forte activit¢ d’oxydation des aldéhydes aliphatiques de chaines
moyennes, des aldéhydes gras issus de lipides contenant 16 a 18 carbones (Rizzo et al. 2001).
Deux variants d’épissage ont été répertoriés : 1’isoforme majoritaire est localisée dans le
réticulum endoplasmique tandis que I’isoforme mineure est dans le péroxysome (Ashibe et al.
2007). Plusieurs mutations du gene ALDH3A2 entrainent une maladie génétique séveére, le
syndrome de Sjogen-Larsson (SLS), caractérisé par une naissance avant-terme, des
symptdmes neuro-cutanés, un retard mental, une spasticité, une déficience respiratoire et des
ichtyoses (De Laurenzi et al. 1996 ; Demozay et al. 2004).

L’ALDH3BI1 est une enzyme homodimeére qui métabolise les aldéhydes issus de la
péroxydation des lipides (Marchitti et al. 2010).

L’ALDH3B2 humaine homodimére manquerait de 94 acides aminés dans sa région N-
terminale par-rapport a la protéine murine. L’absence d’activité enzymatique suggeére que ce
soit un pseudogeéne (Marchitti et al. 2008).

L’ALDH3B3 est présente dans I’espéce murine mais pas humaine.

324. La famille des ALDH4

L’ALDH4AL1 est une enzyme mitochondriale homodimere de 61,7kDa aussi connue sous
le nom de déhydrogénase pyrroline-5-carboxylate (P5C). Elle convertit le P5C issu de la
proline et 1’ornithine, en glutamate (GABA) (Hu et al. 1996). Plusieurs substrats
enzymatiques ont été répertoriés : les semialdéhydes glutamiques, succiniques, glutariques, et
les sémialdéhydes adipiques (Forte, McRobbie et Pietrusko 1986). La perte de fonction de
I’ALDH4A1 conduit a I’apparition de I’hyperprolinémie de type Il. Cette maladie autosomale
récessive est caractérisée par une accumulation plasmatique de proline et du A-1-pyrroline-5-
carboxylate qui entrainent des manifestations neurologiques telles que des crises de type
épileptique et un retard mental (Valle et al. 1974 ; Yoshada et al. 1998). Des études récentes
ont montré une activation transcriptionnelle du gene ALDH4A1 par p53 pour probablement

protéger du stress cellulaire.
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325. La famille des ALDH5

L’ALDH5AL1 est une protéine tétramérique majoritairement mitochondriale dont les
sous-unités font 58,6kDa, aussi connue sous le nom de la succinate semialdéhyde
déshydrogénase (SSADH). Elle catalyse I’oxydation du succinate semialdéhyde en succinate
(Kang et al. 2005) lequel sera ensuite transformé en glutamate. Ce dernier sera
éventuellement réutilisé pour une nouvelle synthése de GABA (Testore et al. 1999). Le
succinate créé peut aussi intégrer le cycle de Krebs aussi appelé cycle de 1’acide citrique. Une
infime fraction du succinate est produite par la SSADH cytosolique (I’enzyme étant
minoritaire dans le cytoplasme). Les mutations dans les régions codantes ou non-codantes du
géne entrainent la production d’'un ARNm non-fonctionnel et conduisent a une maladie rare
autosomale récessive métabolique de dégradation de 1’acide 4-aminobutyrique caractérisée
par une accumulation de GABA et d’acide 4-hydroxybutyrique. Néanmoins, ces
accumulations sont aussi retrouvées dans de nombreuses maladies neurologiques dont les
phénotypes sont modérés ou séveres, dont les retards mentaux, l’ataxie et les crises
convulsives, sans qu’il y ait de dysfonction du gene. La souris déficiente en ALDHS5A1
présente des niveaux ¢élevés de GABA et d’acide 4-hydroxybutyrique dans 1’urine, le foie et le
cerveau. Elle développe une ataxie, un faible poids, une myoclonie et des crises convulsives
avec un statut épileptique semblable a celui observé chez les patients humains déficients en
ALDH5AL.

326. La famille des ALDHG6

L’ALDHG6AI1 est un tétramére mitochondrial dont les sous-unités font 57,8kDa, aussi
connu sous le nom de méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase (MSDH). Elle catalyse
la décarboxylation oxydative du malonate et du méthylmalonate en acétyl-CoA et propionyl-
CoA. Elle est aussi impliquée dans le catabolisme de la valine et de la pyrimidine. Elle oxyde
de facon irréversible la décarboxylation du malonate et du méthylmalonate semialdehyde en
acetyl et propionyl-CoA. A la différence de la majorité des ALDH humaines qui catalysent
I’oxydation des aldéhydes de facon irréversible en acides carboxyliques correspondants,
I’ALDH6A1 génere un produit CoA thioester. Elle posséde une fonction enzymatique
estérase lui permettant d’hydrolyser 1’acétate p-nitrophényle pour générer I’acétyl-CoA, lui-
méme utilisé dans le cycle de Krebs.

Un défaut d’activité ALDH6A1 entraine des niveaux ¢€levés de [-alanine, d’acide 3-

hydroxypropanoique et des deux isoméres d’acides 3-amino et 3-hydroxyisobutyrique dans
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I’urine. Il en résulte un retard du développement. Néanmoins, seuls quelques cas ont été
recensés (Gibson et al. 1993 ; Gray et al. 1987 ; Pollitt et al. 1985).

327. La famille des ALDH7

L’ALDH7AL1 aussi connue sous le nom de I’Antiquitine, est trés ubiquitaire. Elle est
retrouvée dans le cytosol, le noyau et les mitochondries. Elle partage 60% d’homologie avec
la « protéine de 26 grammes du pois vert de jardin » (« 26g garden green Pea ») impliquée
dans la régulation de la pression de turgescence dans le régne végétal. Leur proximité suggere
un role dans la régulation de la pression de turgescence cellulaire humaine. Toutefois, son role
exact n’est pas encore identifié. Elle pourrait jouer un rdle dans la détoxification des
aldéhydes générées lors du métabolisme de I’alcool puisqu’elle partage 69% d’homologie
avec I’ALDH2 (faible affinité pour 1’acétaldéhyde) et lors de la péroxydation des lipides.
L’ALDH7AL1 est trés impliquée dans le développement oculaire et dans la morphogenése

chez le poisson-zebre ou elle participe a la formation des nageoires (Babcook et al. 2014).

328. La famille des ALDHS

L’ALDH8AL1 est une enzyme homotétramérique cytosolique dont les sous-unités font
53,4kDa. C’est le quatrieme membre des ALDH intervenant dans le métabolisme de I’AR, a
partir de I’oxydation du rétinaldéhyde. Elle a une préférence pour le 9-cis-rétinal (40 fois plus
d’activité) par-rapport au tout-trans-retinal, contrairement aux autres isoenzymes impliquées
dans la biosynthése de I’AR (Lin et al. 2003).

329. La famille des ALDH9

L’ALDH9A1 est une enzyme cytosolique homotétramérique, dont les sous-unités font
53,8kDa et aussi connue sous le nom y- triméthylaminobutyraldéhyde déshydrogénase. Elle
est extrémement étudiée pour sa fonction supposée dans la synthese alternative du
neurotransmetteur GABA majoritaire dans le cerveau des mammiféres (Gibson et al. 2005).
(Km = 5-14 uM) a partir de I’oxydation du 4-aminobutyraldéhyde (Kinkonyogo et Pietruszko,
1996).

Elle catalyse aussi I’oxydation de 1’aldéhyde bétaine en bétaine qui peut servir comme un
groupe méthyle donneur pour la biosynthése de méthionine. La bétaine joue aussi un role
osmoprotecteur pour la cellule (Vaz et al. 1999). Elle pourrait étre impliquée dans la

régulation de 1’osmolarité rénale (Grunewald et Eckstein 1995). ALDH9A1 est impliquee
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dans une étape de la biosynthése de la carnitine, un transporteur des acides gras activés a
travers la membrane interne de la mitochondrie pour la B-oxydation (Vaz et al. 1999 ; Vaz et
al. 2000).

3221. La famille des ALDH16

L’ALDH16A1 code pour une protéine humaine de 802 acides aminés dont la fonction
reste inconnue bien qu’elle ne semble pas avoir d’activité catalytique (Vasiliou et al. 2013).
Ce membre découvert plus récemment contient 2 domaines de site actifs aux ALDH, 4
domaines transmembranaires et un domaine spirale-enroulé. Chez la grenouille, et chez des
invertébrés (acnidie plissée, anémone de mer, oursin, urochordés) ou des bactéries, la protéine
contient une cystéine importante pour la catalase (Cys-302) absente chez les mammiferes
(Vasiliou et al. 2013).

3222. La famille des ALDH18

Le géne ALDH18A1 code pour une enzyme de la membrane interne des mitochondries.
Les monomeres de 87,1kDa utilisent I’ATP ou la NAD(P)H pour des activités enzymatiques
comme la y-glutamyl kinase ou la y-glutamyl phosphate réductase (Smith et al. 1980).
L’ALDH18A1 est aussi connue sous le nom de Al-pyrroline-5-carboxylate synthetase
(P5CS). Elle fait partie des 7 enzymes qui synthétisent de facon synchrone I’arginine et la
proline a partir du glutamate précurseur endogéne. Elle catalyse aussi la réduction du L-
glutamate en acide glutamique y-sémialdéhyde (Hu et al. 1999). Une dysfonction de la P5CS
entraine une maladie génétique associée a une hyperélasticité de la peau, une cataracte et un
retard mental (Aral et al. 1996). Elle pourrait étre bénéfique dans certaines approches

thérapeutiques ou dans le traitement de certaines maladies.

La présentation de la superfamille des ALDH humaine renseigne sur le niveau de
complexité qui peut se mettre en place entre les différents membres pour assurer soit des
fonctions spéficiques soit des fonctions communes, en fonction de 1I’étape de développement

embyonnaire ou de la situation physiopathologique (Tableau 3).
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eeeTmes Localisation Fonctions, syndromes Localisation
ALDH Localisation tissulaire subcellulaire Substrat préféré cliniques ou‘ fnaladles chromosomique
associees
Foie, Reins, Erythrocytes, Sensu_)llltea I”alcool,
. Alcoolisme, Syndrome
WSS SRUEIETIES, Pavimens: Rétinaldéhyde de Parkinson associé
ALDHI1A1 Seins, Estomac, Mucoses, Cytoplasmique Y . 9021.13
, . dans des souris
Cerveau, Pancréas, Testicules, g
Ovaires déficientes en
ALDH1A1 et ALDH2
Augmentation du risque
ALDH1A2 Testicules, Foie, Reins Cytoplasmique Rétinaldéhyde des défauts dans le tube 15921.3
neural
Reins, Muscles squelettiques,
Poumons, Seins, Testicules, . Rétinaldéhyde Létalité embryonnaire
ENUNEOAR Mucose gastrique, Glandes CieplEsiie des animaux knockout UZE8
salivaires
Foie, Reins, Ceeur, Muscles
ALDH1B1 squelettiques, Cerveau, Prostate, Mitochondriale Aldéhydes aliphatiques Inconnu 9911.1
Poumon, Testicules, Placenta
Défauts de formation du
. q q tube neural, Diminution
ALDHIL1 Foles, i::ztst’i l\:lj::cles Cytoplasmique o ti’?rgs %j?c_)foli - du folate hépatique dans 3021.3
quetettia YICLTANYCIOTONAUE o faible fertilité dans les
souris KO
ALDHI1L2 Inconnue Mitochondriale Inconnu Inconnu 12923.3
Foie, Reins, Cceur, Muscles Acétaldéhyde, 4-
squelettiques, Poumons, rétine, . . hydroxy-2-nonenal (4- A
ALDH2 (G, PaTEEsS, PeNER, Mitochondriale HNE), Malondialdehyde Voir Figure 24 12q24.2
Rate (MDA)
Mucose gastrique, Cornée,
Seins, Poumons, Rétine, . Aldéhydes aromatiques Cataracte dans les
ALDEBA (Esophage, Glandes salivaires, Gt et aliphatiques animaux modeles Hefpiil2
Peau
Foie, Rein, Cceur, Muscles Sl St
ALDH3A2 squelettiques, Poumons, Microsomique Aldéhydes gras Y log 17p11.2
p Larsson
Cerveau, Pancréas, Placenta
Inconnu mais locus
Reins, Poumons, Pancréas, . associ¢ a une
ALDH3B1 Placenta Cytoplasmique Inconnu schizophrénie 11913
paranoiagque
ALDH3B2 Glande parotide Cytoplasmique Inconnu Inconnu 1113
Foie, Reins, Cceur, Muscles
ALDH4A1 squelettiques, Cerveau,' Mitochondriale (}Iu_tamlate 0+ Hyperprolinémie de 1p36
Placenta, Poumons, Pancréas, sémialdéhyde type Il
Rate
ANUDERN] Fole, Re|n§, ST M et Mitochondriale Succinate semialdéhyde EEIe 4.' 6p22
squelettiques, Cerveau hydroxybutyrique
Retard du
. . développement,
SEDHGOT IReits, LT, C(E.ur’ Mlselles Mitochondriale Malonate semialdéhyde Anomalies 14g24.3
squelettiques B N L
métaboliques, acidémie
méthylmalonique
Foie feetal, Rein, Ceeur, Hseastio dEnenekt ok
ALDH7A1  Poumon, Cerveau, Ovaires, i, Cytoplasmiaue Acide TT-aminoadipic I’; pri dox‘?ﬁe o 5031
Cochlée, Rate, corde spinal it q semialdéhyde p)_/’ Py q
associé a I’ostéoporose
adulte
ALDHS8A1 Foie, Reins, Cerveau, Seins, . - .
Testicules Cytoplasmique Rétinaldéhyde Inconnue 6g23.2
Foie, Reins, Ceeur, Muscles l;g:{er;]c;ﬁh::sn;:t::inz :g
AUDEER] et G Cytoplasmique i & dyskinésie tardive chez 1g23.1
Pancréas, Glandes surrénales, P q y-aminobutyraldéhyde 4 | - ges.
i es patients
Moelle épiniére . A . .
schizophrénes japonais
ALDH16A1 (EeE Cytoplasmlque_et e Association possible 19q13.33
Transmembranaires avec la goutte
Reins, Ceeur, Muscles Hyperammoniémie,
ALDH18A1 squelettiques, Pancréas, . . Glutamate [+ Hypoprolinémie,
Testicules, Prostate, Rate, MlieEmisliEts sémialdéhyde Neurodégénérescence, HoepRn s
Ovaires, Thymus Cataracte

Tableau 3 : Caractéristiques principales des 19 ioenzymes d’ALDH humaines. Tableau réalisé a partir des
données de Normam et Sladek 2002 ; Pors et Moreb 20014.
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33. Les fonctions des ALDH

331. Les fonctions catalytiques particuliéres

Outre leurs fonctions de métabolisation d’aldéhydes et de détoxification, certaines
isoenzymes présentent des activités catalytiques particulieres. Les ALDH1Al, ALDHI1L1,
ALDH2 et ALDH9AL peuvent ainsi intervenir dans la bioactivation des nitrates organiques
grace a leur activité enzymatique estérase (c’est une fonction particuliérement importante
pour ’ALDH2, vue plus haut) (Blatter et al. 1992 ; Marchitti et al. 2008) tandis que
I’ALDHI1A1, ’ALDHI1BI1 et I’ALDH?2 ont aussi une activité réductase pour le nitrate.

La voie de signalisation de I’AR joue un réle important aussi bien dans les cellules
souches musculaires embryonnaires (Chanda et al. 2013) que dans les cellules cancéreuses
(Qiu et al, 2015) (Figure 25). En effet, I’AR et ses dérivés, le tout-trans-RA (ATRA), le 9-
cis-RA et le 13-cis-RA, sont impliqués dans la régulation génique, dans la morphogenese et
dans le développement (Appel et al. 2003 ; Duester et al. 2003 ; Zhao et al. 1996).
L’alimentation est la seule source de vitamine A (ou rétinol, nom dérivé alccolique et
appelation habituelle) possible pour les animaux qui sont incapables de la produire. Elle
provient de la vitamine A préformée ou de caroténe convertis dans I’organisme selon 1’origine

alimentaire animale ou végétale :

- La vitamine A issue des aliments d’origine animale (principalement le beurre, les ceufs, le
lait, la viande, certains poissons) est I’'une des vitamines A les plus actives : la vitamine A
préformée ou rétinol.

- La vitamine A issue des fruits et légumes comme les épinards, les amarandes, les
mangues, les tomates, les carottes ou les Iégumes jaunes comme le potiron, est appelée
« caroténoide provitamine A ». Le B-caroténe est le plus important pour 1’alimentation

humaine et le plus aisément converti en rétinol.

Les cellules épithéliales de I’intestin absorbent le rétinol et les [3-caroténes produits par
I’organisme ; elles oxydent les B-caroténes en rétinaldéhydes, forme plus solubles, avant de
les réduire en rétinol. L’ensemble du rétinol est ré-estérifié et incorporé aux lipoprotéines
chylomicrons qui passent dans la circulation lymphatique avant de rejoindre la circulation

génerale (Blomhoff et al. 1994). La plupart des chylomicrons sont transportés vers le foie, le
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principal organe de stockage du rétinol (Hussain et al. 1991) bien que certains tissus en
captent quelques-uns via leurs récepteurs de surface cellulaire pour une action rapide des
rétinoides (Blomhoff et al. 1992).

Dans le plasma, le rétinol se lie au Retinol Binding Protein 4 (RBP4) pour activer son
récepteur « Stimulated by retinoic acid » a la surface des cellules (STR6). Liposoluble et
insoluble dans I’eau, le rétinol se lie a des des protéines de transport Cellular retinol binding
protein (CRBP), dans le cytoplasme des cellules cibles (Folli et al. 2002). Les CRBP vont
ensuite délivrer le rétinol a I’alcool déhydrogénase (ADH) aussi appelée retinol
dehydrogénase pour 1’oxyder en rétinaldéhyde. Cette réaction est réversible grace a des
déshydrogénases de rétinol (RDH). De plus, le rétinol lié au CRBP peut aussi étre catalysé par
la rétinol acyltransférase (LRAT) pour étre stockée sous forme estérifiée. Cette action est
aussi réversible puisque 1’ester de rétinol est catalysé par des hydrolases d’ester de rétinol
(REH) (Chen et al. 2003a). Le rétinaldéhyde est ensuite oxydé de facon irréversible en acide
rétinoique par les aldéhydes déshydrogénases de la famille ALDH1A (ALDH1AL,
ALDHI1A2, ALDH1A3) et ’ALDH8AI1, aussi appelées Rétinaldéhyde déshydrogénases
(RALDH). L’ AR produit lie son récepteur Cellular Retinoic Acid Binding Protein (CRABP),
migre dans le noyau pour lier ses récepteurs pour activer la transcription de ses genes cibles.
Des enzymes telles que les cytochromes P450 hydroxylases (CYP26) sont chargées de
dégrader I’acide rétinoique (Petkovic et al. 2001) pour maintenir un taux plasmique d’AR
humain autour de 1 & 2.10M (De Leenheer et al. 1982 ; Napoli et al. 1986). Néanmoins, il
est possible que dans certains tissus ce taux soit beaucoup plus élevé du fait de la présence

d’enzymes impliquées dans la synthése de I’AR.

Deux récepteurs de la superfamille des récepteurs d’hormones nucléaires - les récepteurs
a I’acide rétinoique (RAR) et les récepteurs rétinoides X (RXR) - permettent 1’induction
génique a partir de la voie de signalisation des retinoides. Le muscle squelettique est une cible
de la voie de signalisation des rétinoides et exprime des récepteurs RAR et RXR. L’AR est un
morphogene indispensable au cours de I’embryogenese musculaire, ou sa synthese est régulée
spatialement et temporellement, et parce qu’elle induit ou régule la synthése de protéines

régulatrices de la myogenése comme MyoD ou myogénine (Froeschlé et al. 1998).
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Figure 25 : Régulation et fonctions des ALDH dans les cellules souches normales ou cancéreuses. Plusieurs
ALDH participent au métabolisme de I’acide rétinoique (RA), un facteur qui intervient directement dans
I’autorenouvellement, la différenciation ou la résistance tumorale des cellules souches normales (SC) ou
cancéreuses (CSC). Le rétinol est absorbé par les cellules qui le métabolisent en rétinal lorsqu’elles expriment la
famille des ALDH1 (ALDHI1A1, ALDH1A2, ALDHI1A3, ALDHIBI1) ou ’ALDH8AI1. RA est capable de lier
ses dimeres de récepteurs (RAR ou RXR), d’étre transloqué au noyau pour activer la transcription de ses génes
cibles dont le RARP. Dans les cellules qui expriment des récepteurs a I’cestrogéne (ERa), RA peut s’y lier
conjointement avec le RXR pour induire c-MyC et la cycline D, des génes impliqués dans la prolifération
cellulaire et tumorale et 1’inhibition de I’apoptose. ALDH1A1 est aussi capable de participer a la détoxification
des aldéhydes toxiques comme les espéces activées de I’oxygene (ROS). Figure adaptée de Tomita et al. 2016.

332. Les principales fonctions non-catalytiques

Nous avons vu plus haut que quelques ALDH jouent des roles dans la structure et
I’homéostasie du systeme oculaire (Figure 26). Certaines protéines des sous-familles
ALDHI1A1 et ALDH3AIl, en plus d’une activit¢ de détoxification d’aldéhydes toxiques
formés par I’impact des rayons UV solaires avec le systeme oculaire, jouent un role
directement structural. Ces protéines en effet sont hydrosolubles et participent a la
transparence des lentilles (cornée, cristallin). L’ALDH3A1 est le filtre majeur d’absorption
des UVR, qui peuvent induire des inactivations enzymatiques, des défauts de repliements (de
configuration 3D), et des aggrégations non naturelles (Estey et al. 2007), dont les
conséquences peuvent conduire a 1’accumulation de protéines aggrégées observables lors de
la formation de la cataracte (Bloemendal et al. 2004). De plus, le NAD(P)H produit par le
métabolisme de I’activité des ALDH contribue comme antioxydant dans ce systeme. En effet,
il absorbe directement les radiations UV et constitue I’agent de réduction utilis¢ pour la

régenération des antioxydants tels que le gluthation (Lessen et al. 2008).
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Plusieurs ALDH ont été identifiees comme des protéines de liaison pour des composés
endogenes ou exogénes. L’ALDHI1A1 est ainsi capable de se lier aux androgeénes, a
I’hormone thyroidienne et au cholestérol (Chen et al. 2011). Elle interagit aussi avec des
médicaments tels que la quinolone, la daunorubucine et les flavopyridoles (Chen et al. 2011).
De telles interactions moléculaires sont probablement médiées par des domaines spirales-
enroulées, des motifs d’oligomérisation trés stables, retrouvés dans de nombreuses protéines
de régulation génique, de communication cellulaire, de fusion membranaire et d’extrusion de
médicaments (Mason et al. 2004). Ces domaines sont formés par les résidus 81-89, 114-144 et
172-183 de I’ALDHIAILl. D’autres ALDH comme I’ALDH3A1 et I’ALDHI16A1 en

contiennent également.

Oxydation@les@aldéhydes * Osmorégulation
Hydrolyse®esisters

Réduction@leshitrates —-I Croissanceltellulaire

Fonction@atalytique

Antioxydant@ndirect@arda@énération@leofacteurNAD(P)H

Antioxydant@lirectisemblableFalafGSH)

Fonctionfon-catalytique Absorptionfdesadiations@lItraviolettes

Liaison®irect@ux@|déhydes®ndogenes/exogenes

Figure 26 : Principales fonctions catalytiques et non-catalytiques des ALDH. Figure adaptée de Vasiliou et
Norbert 2005.

34. Les cellules ALDHP" dans les différents tissus

341. Les cellules ALDH dans les tissus hématopoietiques

Les cellules ALDH®" de la moelle osseuse ou du sang de cordon représentent environ 1%
des cellules mononucléées (Christ et al. 2007 ; Gentry et al. 2007) alors qu’elles sont 10 fois
moins nombreuses dans le sang périphérique non-mobilisé (0,1%). Elles présentent des
capacités fonctionnelles de cellules souches hématopoiétiques (CSH). In vitro, les cultures
donnent plusieurs lignages a court terme (myéloide, lymphocytaire, érythrocytaire,
mégacaryocytaire) et révelent la présence de progéniteurs a fort potentiel prolifératif a long

terme. In vivo, des cellules ALDH®" injectées dans des souris immunodéficientes irradiées
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mortellement participent aux reconstructions myéloides rapidement, et lymphoides plus
tardivement (Christ et al. 2007 ; Gentry et al. 2007 ; Pearce et al. 2007 ; Storms et al. 1999 ;
Storms et al. 2005).

Plusieurs populations de cellules ALDH® peuvent étre distinguées sur la base
d’expression de marqueurs extracellulaires (principalement, CD34 et CD133). Dans le sang
de cordon ou de la moelle osseuse, les cellules ALDH+/CD34+ présentent une forte activité
proliférative et un potentiel de différenciation myéloide in vitro; elles contribuent a la
reconstitution médullaire in vivo. Liu et al. (2010) ont démontré la possibilité de
differenciation de cellules ALDH+/CD34+ en lymphocytes T. De plus, chez certains patients,
la rapidité et ’efficacité de greffe médullaire a court et a long terme dépend de la dose de
cellules ALDHB'/CD34+ transplantées. Les cellules ALDH"/CD34+ correspondent a une
population au potentiel de différenciation myéloide restreint mais riche en progéniteurs
lymphocytaires capables de se différencier en cellules Natural Killer (Pearce et al. 2005 ;
Storms 2005). Il apparait donc un schéma dans lequel les cellules humaines expriment le
CD34 et les ALDH dans les premiéres étapes de différenciation myéloide avant que
I’expression des ALDH ne s’éteigne pour permettre une différenciation lymphocytaire.
L’injection d’une dizaine de cellules ALDH+/CD34- est capable de reconstituer I’ensemble
de I’hématopoiése chez la souris a long terme (Mirabelli et al. 2008 ; Pearce et al. 2007 ;
Storms et al. 2005). Ce résultat pointe ’efficacité particuliére qui correspondrait a une
population primitive. Plus récemment, I’étude de cellules Lin-/ALDH+/CD133+ quiescentes
et positives a 95% pour le CD34, a confirmé un caractere primitif par la reconstitution totale
de I’hématopoicse a long terme lors d’expériences de transplantations secondaires en série
(Boxall et al. 2009 ; Hess et al. 2006 ; Hess et al. 2008).

L’inhibition de I’activité des ALDH1A dans les cellules humaines de la moelle osseuse
ou dans le sang de cordon ombilical CD34+/CD38-/Lin- entraine la formation d’une plus
forte proportion de cellules primitives CD34+. La voie de I’AR est importante pour la
differenciation des cellules hématopoiétiques (Chute et al. 2006), mais le role précis des
différentes isoenzymes est encore controverse.

Les populations ALDH®" issues de la moelle osseuse (Gentry et al. 2007 ; Keller et al.
2009), de sang périphérique (Povsic et al. 2009) ou de sang de cordon (Nagano et al. 2010 ;
Sondergaard et al. 2010) renferment également des progéniteurs non-hématopoiétiques, tels
que les progéniteurs endothéliaux ou les cellules souches mésenchymateuses multipotentes.
L’hétérogénéité en cellules primitives et la richesse des potentiels de différenciation

présentent un réel potentiel thérapeutique, qui a été testé in vivo dans plusieurs modeéles
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expérimentaux. Ainsi, la transplantation de cellules ALDH®" issues de sang de cordon dans un
fémur fracturé murin induit une réparation rapide des tissus osseux (Nagano et al. 2010).
L’injection intraveineuse de cellules ALDH®" humaines médullaires dans des modéles
d’ischémie périphérique murine induit la restauration du flux sanguin et augmente la densité
des capillaires sanguins (Capoccia et al. 2009 ; Keller et al. 2009). L’administration
intraveineuse de cellules ALDH®" de sang de cordon dans un modéle murin d’infarctus du
myocarde induit une augmentation significative de la densité capillaire au niveau de la zone
infarcie, bien qu’aucune cellule ALDH®' n’ait suivi de différenciation cardiaque et que seules
quelques-unes aient intégré le tissu vasculaire (Sondegaard et al. 2010). Dans tous les types
d’ischémie, le potentiel thérapeutique des cellules ALDHB" humaines est lié a un recrutement
temporaire au site d’hypoxie et a un effet trophique pro-angiogénique sur les tissus en
régénération. Enfin, I’administration de cellules ALDH®" humaines de sang de cordon dans un
modele murin de dégénérescence hépatique favorise I’hépatogénése par un effet trophique
(Zhou et al. 2009).

342. Les cellules ALDH dans le cancer

L’environnement des tumeurs cancéreuses est composé de cellules hétérogénes dans
lesquelles une petite population de cellules est capable d’augmenter Sses capacités
d’autorenouvellement, d’initiation de tumeur, de propagation, de résistance au traitement et de
récurrence a la maladie. Elles ont été appelées Cellules Souches Cancéreuses (CSC).
Certaines ont une ou plusieurs activités ALDH (Tanei et al. 2009) qui leur permettent de
résister a certains traitements par des agents anti-cancéreux. L’activit¢ ALDH devient un
marqueur fiable, indicatif, de la présence de cellules souches au sein de tissus présentant des
transformations malignes. 1l a été proposé, dans certains cas, que la présence de certaines
isoenzymes puisse étre utilisée comme une aide au pronostic (Ginestier et al. 2007).

Ainsi de nombreuses CSC de tumeurs solides (notamment sein, poumon, foie, colon,
pancréas, ovaires, téte, cou, et prostate) présentent une forte activité ALDH (Alison et al.
2010), ou une expression abondante de certaines isoenzymes. La détection des isoenzymes est
souventréalisée par des techniques d’histologie, qui permettent de mettre en rapport les
protéines suspectées, et la localisation anatomique. Cependant, la situation peut s’avérer
complexe, puisque des contributions de multiples isoenzymes d’ALDH distinctes peuvent €tre
observées en fonction du tissu tumoral consideré (Douville et al. 2009 ; Ginestier et al. 2007 ;

Marcato et al. 2011). Quasiment toutes les isoenzymes ont été corrélées a des types de cancers
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(sein, prostate, colon, rectum, estomac, oesophage, pancréas, vessie, poumon, systeme
hématopoiétique) et il est encore nécessaire de bien définir la nature de I’isoenzyme
responsable de la forte activité ALDH dans chaque type de cancer (Pors et al. 2014).

343. Les cellules ALDH dans les autres tissus

a) Les cellules ALDH dans le systéeme nerveux

Chez la Souris ou le Rat, différentes populations cellulaires ALDH®" ont été identifiées a
partir de neurosphéres ou de tissu neural (cerveau, moelle épiniere) (Corti et al. 2006) et de
différentes sous-populations de cellules souches neurales issues de la zone sous-ventriculaire
cerébrale ou de la moelle épiniere, distinguées sur la base de I’expression du CD133, et de
CD15 (Obermai et al. 2010). La transplantation de cellules ALDH®" dans le ventricule latéral
du cerveau de souris a suggéré des capacités de migration et d’intégration. Certaines cellules
se sont engagées dans différents lignages neuronaux avec une activité fonctionnelle propre a
leur localisation anatomique. Par ailleurs, la transfusion de cellules ALDH®" de la moelle
¢épiniére dans le canal neural de modeles murins d’amyotrophie spinale (SMA) a généré des
motoneurones fonctionnels localisés dans la moelle épiniére ventrale. Ceci retarde la
progression de la maladie et augmente la durée de vie des souris. Les cellules ALDHE
neurales pourraient donc constituer un nouvel outil d’étude dans le traitement de certaines

maladies neurodégénératives (Corti et al. 2008).

b) Les cellules ALDH dans le pancréas

Une forte activité de "ALDHIA1 a été retrouvée dans des cellules pancréatiques
humaines en développement. Celles-ci expriment aussi des marqueurs de cellules souches
comme les facteurs de transcription endocrine et des marqueurs extracellulaires (CD117 ou c-
kit et CD133). Lors de la différenciation, I’activit¢ de ’ALDH1A1 diminue. L’inhibition
pharmacologique de cette activité dans les cellules des Tlots au stade foetal conduit a une
diminution de la différenciation des cellules endocrines et une augmentation de 1’apoptose
cellulaire (Li et al. 2014). Ceci peut étre compensé par un co-traitement avec des agonistes
des récepteurs RAR/RXR. De plus, I’inhibition par siRNA de I’ALDHIA1 diminue
I’expression des RAR et induit de I’apoptose cellulaire par la suppression de la voie des
phosphoinositide 3-kinas (PI3K) et 1’activation des cascades de signalisation. Plus
récemment, des cellules B-pancréatiques ont été isolées sur la base de 1’activité ALDH,

mettant en évidence I’importance des isoenzymes ALDH1A3 et ALDH1B1. Les cellules
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centroacineuses ALDHB" murines isolées a partir de pancréas sains expriment des marqueurs
embryonnaires et forment des pancréatophéres capable de différenciations exocrine et
endocrine spontanées (Rovira et al. 2010 ; lonannou et al. 2013).

c) Les cellules ALDH dans la prostate

Les cellules ALDH®" humaines et murines issues de 1’épithélium prostatique générent des
canaux luminaux et basaux fonctionnels aprés transplantation in vivo dans des capsules
rénales (Balber et al. 2011 ; Yao et al. 2010).

334. Les cellules ALDH dans les muscles squelettiques

Intrigué par les descriptions de progéniteurs identifiés au sein de certains tissus par ce
nouveau marqueur, le laboratoire d’accueil a recherché et identifié¢ des progéniteurs présentant
une forte activité ALDH, au sein des muscles squelettiques et cardiagues humains.
Caractérisés par un petit diamétre, ils représentent 2 a 4 % des cellules mononucléées
obtenues a partir d’une dissociation enzymatique a la collagénase d’une biopsie de muscle
tenseur du Fascia Lata. Deux sous-populations peuvent étre distinguées sur la base de
I’expression ou ’absence d’expression du marqueur extracellulaire CD34 (Figure 25). Ces
sous-populations présentent des capacités de différenciation distinctes in vitro. Les cellules
ALDH+/CD34+ représentent environ deux tiers des cellules musculaires a activité ALDH et
sont des précurseurs de cellules adipogéniques et ostéogéniques au contraire des cellules
ALDH+/CD34- qui se différencient en cellules myogéniques ou ostéogéniques.

Des injections des deux sous-populations obtenues aprés tri par cytométrie de flux
(FACS) dans des muscles de souris immunodéficiences, apres necrose musculaire et
irradiation pour créer localement une dégénérescence musculaire, ont mis en lumiere une
capacité des cellules ALDH+/CD34- a proliférer puis a participer a la régénération musculaire
avec une tres bonne efficacité tandis que les cellules ALDH+/CD34+ ont majoritairement

disparu ou sont restées dans I’endomysium (Vauchez et al. 2009).
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Figure 27 : Caractérisation des cellules ALDH positives musculaires par cytométrie de flux et capacité de
régérénération. Les cellules musculaires mononuclées obenues apres dissociation enzymatique d’une biopsie
sont incubées en présence d’Aldéfluor, et d’un anticorps dirigé contre un marqueur transmembranaire, CD34,
couplée a I’allophycocyanine (APC). Le déplacement de fluorescence identifie la population ALDH positive (B)
puisqu’elle est perdue lors de la pré-incubation d’un inhibiteur de ’activité des ALDH, le DEAB (A). Quatre
sous-populations sont distinguées (D) ALDH-/CD34+ (G1), ALDH+/CD34+ (G2), ALDH+/CD34- (G3) et
ALDH-/CD34-(non marquées) par-rapport a I’isotype contréle (C). Alors que les cellules en G3 sont capables
d’entamer un programme de différenciation in vitro et de participer a la régénération musculaire dans une souris
immunodéprimée in vivo (F), les cellules en G2 sont des progéniteurs adipeux in vitro, qui disparaissent ou
demeurent dans 1’endomysium in vivo (E). Les noyaux humains sont détectés en fluorescence rouge, les
mitochondries humaines en vert et la laminine délimite les membranes des fibres musculaires et nerveuses.
Figure adaptée de Vauchez et al. 20009.

Jean et al. (2011) et El Hedadad et al. (2012) ont décrit une catégorie de myoblastes issue
de cultures primaires de muscles squelettiques humains présentant une forte activité ALDH
(identifiée par 1’ Aldefluor) qu’ils ont attribuée a ’ALDH1A1 (El Hedadad et al. 2012 ; Jean
et al. 2011). Cette activité ALDH conférait a ces cellules un avantage de survie en réponse
aux stress oxydatifs induit in vitro ou apres transplantation cellulaire in vivo. Des résultats
similaires ont été retrouvés a partir de myoblastes murins par une autre équipe (Vella et al.
2011). Toutefois, les myoblastes triés sur la base d’une faible ou forte activit¢ ALDH

présentaient les mémes capacités de différenciation myogéniques in vitro. Il semblerait donc
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qu’en culture, des cellules musculaires expriment des ALDH, identifiées par 1’Aldefluor, et
que ces cellules voient ainsi leurs capacités de survie augmentées. Les travaux de 1’équipe
d’accueil, et ceux rapportés ci-dessus, suggerent donc qu’au sein du tissu musculaire d’abord,
puis en culture primaire ensuite, des isoenzymes ALDH jouent des ro6les dans la
différenciation ou la survie cellulaire. Néanmoins, il se pourrait que 1’activité ALDH ait une
fonction distincte en fonction que son expression soit intrinséque ou induite. Peu d’¢léments
nous renseignent concernant la présence de ces cellules ALDH, leur nature, ou les types des

isoenzymes exprimées.
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Etude 1

Contexte, présentation du travail, objectifs

Différentes approches de thérapie cellulaire ont ét¢ mises en ceuvre au cours des deux
décennies passees dans la perspective du traitement des myopathies et des cardiopathies. Des
résultats mitigés ou décevants ont amené a remettre en question la nature des cellules
employées, avant méme que de s’attaquer aux voies d’administrations de ces cellules. De
nombreuses équipes ont entrepris I’identification et la caractérisation de progéniteurs
myogéniques, a partir du muscle squelettique ou d’autres tissus, ce qui a amené a la
découverte, par exemple, des mésoangioblastes de la famille des péricytes. Le laboratoire
d’accueil, intrigué par I’utilisation d’un nouveau réactif, 1’ Aldefluor®, pour I’identification de
cellules dites souches au sein des tissus hématopoiétiques, a identifié des populations de
cellules myogéniques dans les tissus musculaires (Vauchez et al. 2009). L’aldéfluor® est un
réactif permettant de caractériser certaines activités enzymatiques ALDH. Cependant, la
spécificité de 1’ Aldéfluor® n’est pas connue, ou est au mieux controversée. Dans ce contexte,
il semblait intéressant de caractériser, d’une fagon aussi exhaustive que possible (mais dans
les limites des possibilités offertes par un contrat doctoral), a la fois les cellules exprimant ce
marqueur, ainsi que les différentes isoenzymes qu’elles contenaient. Dans le but d’utiliser
ultérieurement ces populations de cellules pour des expériences de régéneération, pour les
connaitre et les identifier de maniére fonctionnelle, il semblait également intéressant de
rechercher des marqueurs associés a ces populations. Enfin, dans la mesure du possible, le
role des isoenzymes d’ALDH dans la régénération musculaire pouvait commencer d’étre
abordé. La trés grande majorité des études présentées ici a été réalisée a 1’aide de matériels
issus de Primates, humains et non humains. Cette source possede I’immense avantage de
faciliter, par la suite, la transposition des découvertes a des domaines precliniques et
cliniques ; elle présente cependant 1’inconvénient important de la variabilité biologique,
auquel nous nous sommes heurtés fréquemment. Plusieurs aspects de l’existence et des
propriétés des cellules exprimant les ALDHs ont donc été considérés, ainsi que précisé ci-

dessous.
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Les populations de cellules ALDH+ persistent-elles en dépit du

vieillissement ?

Au cours du vieillissement, et de maniére accélérée dans certains cas pathologiques, les
cellules responsables de la régénération décroissent en nombre, ou en capacité régénérative,
ou leur équilibre de capacités prolifératives-régénératives est altéré. L’ampleur de ce
phénomene est peut-étre différente de celle qui est observée pour des progeéniteurs classiques
(cellules satellites, myoblastes). L’obtention de biopsies humaines a partir de sujets de
différents ages permettrait d’évaluer les richesses relatives en progéniteurs, aux différents
ages de la vie. Une condition essentielle est que la méthode de préparation des cellules soit
assez standardisée, et que les biopsies proviennent du méme territoire musculaire. Il est
possible de se focaliser sur un seul marqueur mais cela risque d’étre insuffisant. Nous avons
vu précédemment que les ALDH+ sont radicalement différentes selon qu’elles expriment le
CD34 ou pas. 11 serait donc intéressant d’étudier les sous-populations et leurs rapports entre
elles, qui peuvent refléter les conversions qui se déroulent au sein du tissu dans des situations

normales ou pathologiques.

Les populations de cellules ALDH+ sont-elles affectées par une pathologie

musculaire ?

Les populations des cellules exprimant ’ALDH peuvent étre déséquilibrées dans ces
pathologies, que cela soit une cause ou une conséquence de celles-ci. Parmi les principales
insuffisances marquant ces pathologies, il faut souligner la sénescence ou I’incapacité des
progéniteurs et le développement de la fibrose. Ces causes pourraient étre reflétées par la
nature et la proportion de cellules exprimant ’ALDH au sein des tissus. On pourrait ainsi
s’attendre a ce que, dans des tissus tres atteints, la proportion de progéniteurs musculaires
diminue, et que la proportion de cellules a caractere fibro-adipeux augmente. Les équilibres
des sous-populations pourront donc étre étudiés. Le sujet s’adressera au premier chef au cas
de la DMD et pourrait dans I’avenir étre comparé a la situation dans d’autres pathologies
telles que la DMFSH, la DMOP... Enfin, des mod¢les animaux existent et dans certains cas

des biopsies peuvent étre obtenues, en particulier chez le Chien GRMD.

Trouve-t-on également ces cellules ALDH dans différents territoires ?

La richesse en progéniteurs peut étre liée au territoire étudié. Il a été rapporte que les

cellules satellites par exemple étaient plus nombreuses dans les muscles lents que dans les
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muscles rapides. Cela peut se comprendre du fait de la position, de la fonction, de 1’origine
anatomique et embryologique des groupes musculaires. Cette richesse peut étre explorée si
des biopsies de différents territoires peuvent étre obtenues. S’il ne peut en étre question chez
I’Homme, cette recherche est faisable chez les Primates non-humains (Macaques), dont des
prélevements post-sacrificiels sont disponibles. Outre un intérét fondamental, la richesse
relative d’un territoire donné peut étre indicatrice du territoire a prélever pour des approches

de thérapie cellulaire.

Peut-on identifier des marqueurs associés ?

La caractérisation de marqueurs, dont au moins une partie est extracellulaire, améliore
I’identification des cellules, permet éventuellement de créer des sous-populations qui peuvent
étre comparées entre elles. La caractérisation phénotypique est un bon complément de la
recherche histologique, car elle apporte une dimension quantitative, en permettant de chiffrer
le nombre absolu de cellules positives (le cas échéant) et la proportion que cela représente au
sein d’un groupe donné (une biopsie...). Cela permet aussi le cas échéant de comparer des
tissus différents, ou, pour un tissu donné, des origines anatomiques différentes. Ainsi, 1’étude
présentée ici a été menée dans le muscle squelettique humain, mais une étude similaire a
laquelle j’ai participé a été menée en paralléle dans le muscle cardiaque de Primate. Enfin, des
marqueurs qui apparaitraient en situation pathologique pourraient faire 1’objet d’une
recherche distincte, le cas échéant. Certains marqueurs sont tres standardises, et disponibles
parfois en grade clinique. Le phénotypage par cytométrie permettrait la sélection ultérieure de
ces populations, qui pourront étre testées et comparées pour leurs capacités myogéniques (ou

cardiogéniques, ostéogéniques, adipogéniques...).

Quielles sont les isoenzymes exprimées par les cellules musculaires ?

Parmi les 19 isoenzymes exprimées chez I’Homme, quelles sont celles qui seraient
présentes dans les tissus musculaires, et susceptibles d’y jouer des rdles soit spécifiques
(différenciation musculaire) soit moins spécifiques (augmentation de la survie) ?
L’ Aldefluor® ne peut pas réellement renseigner sur ces points. Ces isoenzymes peuvent étre
identifiées, a I’intérieur des cellules perméabilisées, par des anticorps visualisés par
fluorocytométrie de flux, cytofluorescence, ou immunofluorescence. Ces méthodologies
seront utilisées pour tenter de définir des populations d’intérét a partir de biopsies dissociées

ou de cultures (formant des populations désorganisées), et de localiser les positions
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anatomiques de ces cellules au sein du tissu musculaire organisé. En particulier, I’analyse
histologique permettra a la fois d’identifier les protéines exprimées, et I’emplacement des

cellules qui les expriment (ce qui peut étre un premier renseignement sur leur fonction).

Quels sont les niveaux d’expression des différentes isoenzymes ?

Le caractére qualitatif de I’analyse d’expression génique confirme ou infirme les
observations realisées au niveau protéique, et son caractere quantitatif permet de comparer
simultanément plusieurs tissus ou variétés de cellules, et de suivre I’évolution des expressions
au cours du temps du développement, de la régénération le cas échéant, ou apres implantation
de cellules. Cependant cette méthode restera globale (entre nos mains) car nous ne maitrisons
pas les techniques spécifiques d’analyses de cellules isolées. Nous nous attendons a ce que
certaines isoenzymes émergent, mais beaucoup d’isoenzymes pourraient étre exprimées

compte-tenu de la diversité de leurs fonctions.

Peut-on modéliser les évolutions des isoenzymes d’ALDH en situation
myogénique ?

Le role des ALDH dans la myogénese n’est pas réellement connu. Si 1’acide rétinoique
est probablement impliqué, I’isoenzyme responsable n’est pas connue (1A1, 1A2, 1A3, 3B1,
8ALl ...) et d’autres isoenzyme peuvent également intervienir. Certaines étapes peuvent étre
modélisées en culture, a partir de biopsies humaines ou de Singe. La présence d’isoenzymes
ALDH, I’expression et I’activité des isoenzymes, peuvent étre suivis par les différentes
méthodes mises en place précédemment, éventuellement liées a des marqueurs
extracellulaires de lignage. Les mesures peuvent étre faites en phases de prolifération, a
I’issue desquelles le caractére myogénique est marqué, ou en phases de différenciation. Les
mesures de cytométrie peuvent s’accompagner de mesures par Q-PCR, qui sont plus globales,

mais qui peuvent rester précises dans la mesure ou les populations sont trés homogénes.
L’ensemble des résultats obtenus en travaillant sur I’axe 1 de ce travail de these, réalisé

pour tenter d’apporter des éléments de réponses aux différentes questions énoncées ci-dessus,

a permis d’écrire I’article présenté ci-apres, dont la soumission sera faite trés prochainement.
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Abstract

Aldehyde deshydrogenases (ALDH) are involved in metabolism and detoxification of
aldehydes, they play important roles in cell survival and differentiation and are considered a
marker of stem cells detectable using the fluorescent substrate Aldefluor. Skeletal muscle
tissue contains a population of ALDH*/CD34" cells harboring high myogenic capacities
amenable to use in cell therapy. Exploring the presence of these cells in distinct
physiopathological contexts, we observed their persistence in human and non-human primates
and dogs through ageing and muscular dystrophy. Phenotypic characterization indicated that
ALDH'/CD34 cells are mainly associated with the extracellular markers CD9, CD36,
CD49a, CD49c, CD49f, CD106, CD146, CD184, delineating the most myogenic populations.
Histological and cytological analysis identified cell populations expressing isoenzymes
(ALDH1Al1, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3Al1l, ALDH3A2, ALDH3B1,
ALDH3B2, ALDH4A1, ALDH7AL, ALDH8AL), and analysis of gene expressions suggested
that, at least, ALDH1Al, ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2, ALDH3A2, ALDH7AL,
ALDH8AL and ALDH9AL1 isoenzymes are involved in muscle homeostasis in situ or in vitro.

This study therefore unveils the importance of the ALDH family in skeletal muscle

physiology.
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Introduction

Aldehyde dehydrogenases (ALDH) constitute a large family of enzymes that forged their
diversity throughout evolution (Black 2009; Jackson 2011). In Man, 19 isoenzymes arbor
different functions involved in ontogenesis, development, regeneration, homeostasis (Balber;
Jackson 2011, 2015; Ma; Marchitti; Sobreira; Vasiliou; Yoshida). While most ALDH catalyze
the transformation of aldehyds into the corresponding carboxylic acids, some also present
structural or non-enzymatic activities (Jackson 2015, Vasiliou). Substrate specificities dictate
the role of ALDH isoenzymes towards detoxification of endogenic or xenogenic aldehyds
resulting from catabolic reactions or oxidative stress, or towards the production of essential
molecules such as retinoic acid (ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDHI1BI1,
ALDH8A1) (Vasiliou), gamma aminobutyric acid (ALDH5A1) (Marchiti), betaine
(ALDH9AL1) (Marchitti, Sladek). The protection against oxidative stress may be conferred
directly by the ALDH enzyme, or indirectly through the production of retinoic acid able to
activate other detoxifying enzymes such as Gluthation peroxidase (El Haddad). Both activities
confer resistance against cytotoxicity, mutagenicity, genotoxicity and carcinogenesis but they
may be responsible also for the resistance of some cells expressing ALDHs against
chemotherapeutic agents that confer them a status of cancer stem cells (Moreb). The
localization of several ALDHSs isoenzymes within adult tissues and their evolution during
ageing are far from exhaustive yet, although some studies have focused on specific tissues in
normal or pathologic conditions (pancreas, breast, colon, brain) (loannou, Nguyen, revoir les
refs).

The coordinated expression of some ALDHs (namely ALDHs 1A1, 1A2, 1A3, 1B1, 8A1) is
finely tuned during ontogenesis as it precedes the production of retinoic acid involved in the
formation of several tissues such as skeletal and cardiac muscles, pancreas, lungs, breast,
colonic, hematopoietic and prostatic cells... (Babcock, Begemann, Dey, Dolle, Fan, Froeschle,
Gentry, Hamade, loannou, Keegan, Mic, Niederreither, Rodriguez-Guzman, Unguryte). Their
activity and efficacy depend on the cellular environment, on the presence of upstream and
downstream enzymatic partners, on specific substrates (Napoli) and may be partly
interchangeable (Niederreither). Several isoenzymes (especially ALDH1A3) are also involved
in the maintenance or expansion of cancer stem cells or cancerous tissues (Marcato, Muzio,
Pors, Saw, Sladek).

The fluorescent Aldefluor reagent (ALDF) has been developed to allow the identification and
selection of cell populations expressing some ALDHs (Balber, Stroms). Upon oxidation,

Aldefluor becomes hydrophilic and is trapped within cells which can be discriminated using
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flow fluorocytometry or fluorescence microscopy. This reagent is widely used to identify
populations of stem cells from various tissues (Corti, Dolle, Gentry, Konninkx, Roehrich,
Rovira, Storms, Unguryte), including skeletal muscle (Jean, Vauchez, Vella). The exact
nature of isoenzymes able to metabolize the Aldefluor, however, is partly unknown, the
selectivity being controversial. Most studies agree about the reactivity of ALDH1ALl and
eventually ALDH1A2 and/or ALDH1A3 (Balber, Jean, Marcato, Moreb, Unguryte), other
claim for the oxidation of ALDF by ALDH2, ALDH3A1, ALDH9A1 (Levi, Marcato), and
even ALDH4A1, ALDH6AL, ALDH 7A1 (Marcato). Therefore, a selection based on ALDF
shows functional efficacy and may be sufficient to produce cell populations as therapeutic
tools, but it remains pragmatic on the mechanistic point of view.

The skeletal muscle tissue gathers several cell populations devoted to different functions
(strength, resistance, elasticity, perfusion...) (Bentzinger) implying that processes of
homeostasis and regeneration may be displayed, but the role played by specific ALDHs in
these mechanisms is still poorly documented (Sladek), while the expression of some
isoenzymes has been reported at the RNA level at the time of their discovery (Aral,
Chambliss, Chang, Hong, Hu, Lin, Stewart). Likely, several ALDH isoenzymes are expressed
successively or simultaneously in different cell types constituting the muscle tissue according
to their functions. Previously, we described well-defined sub-populations of SSC'°/ALDH®
cells extracted from dissociated biopsies of skeletal and cardiac muscles of mice, dogs,
primates (including Human) (Vauchez). Two main sub-populations were discriminated
according to the co-expression of CD34 marker. Upon sorting, ALDH*/34" cells from skeletal
muscle developed in vitro as a population of CD56" myoblasts able to form myotubes and
participated efficiently to muscle regeneration in vivo in SCID mice, while ALDH*/CD34"
cells did not. No study, however, documented the persistency of these cell types with ageing,
or in pathological conditions such as Duchenne muscular dystrophy (DMD), although several
progenitors are reputed to decrease under these conditions (Dimmeler, Povsic, Verdijk). Also,
no study identified the different isoenzymes expressed in parallel by muscle cells in vivo and
in vitro at the protein and mMRNA levels, excepted for ALDH1AL (Sterrenburg, Jean).

In this study, we first assessed the content and characteristics of ALDF-positive cell
populations harvested from healthy patients of different ages, and we extended the
characterization of extracellular markers associated with expression of ALDH activity. We
compared the richness of different muscle territories harvested from young healthy non-
human primates (NHP). Then we paralleled the proportions of ALDF-positive cells extracted

from muscles of DMD patients, of healthy donors, and of the Golden Retriever dog model
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(GRMD) of the disease. While no significant variation was observed with ageing or between
anatomical territories, important changes were manifested between healthy and pathological
tissues. ALDF-positive cells were associated to several markers, some of which are predictive
of myogenicity. In a second step, we identified the isoenzymes expressed in Primate muscles
both ex vivo upon dissociation and in vitro under conditions of proliferation and
differentiation. These characterizations called for flow fluorocytometry, quantitative PCR and
immunohistofluorescence to account for protein and gene expression. A large panel of
isoenzymes are expressed by myogenic and non-myogenic cells extracted from skeletal
muscles, while quantitative and qualitative variations were observed in pathological

conditions.
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Results
Assessment of cells metabolizing ALDF.
In the first part of the study, we assessed the contents and characteristics of skeletal muscle

cells defined as ALDH-positive on the basis of their capacity to metabolize ALDF.

Does ageing impact the proportion of ALDF* cells?

Muscle biopsies were collected as surgical wastes from several patients undergoing hip
replacement and dissociated by mechanical and enzymatic treatments. In this cohort, the
proportion of males and females was equivalent (24 women, 25 men). This kind of surgery is
typically performed as a consequence of hip ageing, therefore the number of biopsies from
young donors was lower than that from old or very old patients. Nevertheless, the cohort
extended from 28 to 93 years-old, and three groups were constituted according to ages of
donors: 28-48 years, 51-69 years, over 70 years. The presence and proportion of cells
metabolizing ALDF were analyzed in presence (Figure 1A) and in the absence (figure 1B) of
the inhibitor DEAB, and in association of CD34 when any (Figure 1C). Variability was noted
in the proportions of ALDF* cells, especially in the groups of patients aged of more than 50
(Figure 1D-F). Interestingly, however, the proportions of ALDF-positive cells did not change
significantly over the years, whether associated to CD34 or not (Figure 1E, F). No significant
difference was noted according to gender (Figure 1G). When splitted into its two components,
ALDF*/CD34* and ALDF*/CD34", the proportion did not change significantly in these
healthy patients free from myopathic pathologies. Finally, the ratio of the ALDF*/CD34"
cells, considered as the most myogenic ones, over the total ALDF" positive cells, was slightly
increased in the youngest patients but stable beyond 50, however the slopes of the curve did

not show significant difference (Figure 1H, I).

Does anatomical origin influence the proportions of ALDF™ cells?

We next investigated whether differences in cell populations would be observed among
anatomical territories. Muscle biopsies of similar sizes were obtained from NHP Macacca
fascicularis at the time of their necropsy, and we compared the populations of ALDF* cells,
associated or not with CD34 (Figure 2A), contained in the following groups: diaphragm
(Dia), pharyngeal constrictors (Pha), masseter (Mas), paravertebral multifidus spinae (Para),
biceps brachii (Bic), tibialis anterior (Tib), gastrocnemius (Gas), vastus medialis (Vas).
Although the initial proportion of total ALDF" cells was higher than that observed in Human

and reached 8.51 */- 0.97%, we did not observed significant differences, but only slight trends
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between muscle groups (Figure 2B, C). Hence, the groups could be ranked according to
decreasing mean proportion as: Dia > Tib > Pha > Para > Mas > Bic > Vas > Gas. The
population of ALF/CD34" cells represented the majority, as in Human patients (6.35 +/-
1.68%, i.e. 75% of all ALDF") and the groups could be ranked as: Dia > Tib > Pha > Para >
Vas > Bic > Gas > Mas. The population of ALDF*/CD34- represented the minority (1.81 +/-
0.58%, i.e. 25% of all ALDF") and the groups were ranked as: Mas > Tib > Gas > Bic > Dia >
Vas > Pha > Para. The embryologic origin of these muscles, i.e. somatic or facial, did not
influence significantly the proportions of ALDF* cells. Interestingly, the two muscle groups
containing the highest proportion of ALDF*/CD34- cells and the lowest proportion of
ALDF*/CD34" (considered as being respectively myogenic and non myogenic in Humans)
were the diaphragm and the masseter, which are not postural or locomotor muscles.

Does a pathologic condition change the proportion of ALDF™ cells?

The stable situation observed above was drastically modified when studying muscle tissue
prepared from DMD patients who underwent orthopedic spine surgery. In these patients,
muscle function is highly altered and muscle tissue is replaced by adipo-fibrotic infiltration.
Paravertebral muscle biopsies from these young patients (n = 9; median age 15.4 y.0) were
compared to those harvested from young healthy patients (n = 5; median age 13.75 y.0)
operated for idiopathic scoliosis. The proportion of ALDF" cells was dramatically increased
in DMD patients, essentially due to the increase in ALDF*/CD34" population (Figure 3A)
which was mainly considered as non-myogenic, Meanwhile, the proportion of ALDF*/CD34-
population remained stable, and as a consequence the ratio of the ALDF*/CD34- cells over
the total ALDF" cells, was decreased.

GRMD dogs are a large animal model of DMD, because of a lack of dystrophin, and they
develop the progressive myopathy on both clinical and histological aspects. Here again, the
proportion of ALDF" cells extracted from Biceps femoris biopsies dramatically increased (n =
4) as compared to control dogs (n = 4), due to the combined increase in the ALDF*/CD34"*
and ALDF*/CD34- populations (Figure 3B). It should be noted that GRMD dogs are still
young animals who, at time of surgery, still present ongoing muscle tissue remodeling, which
is not the case in DMD patients who suffer from fixed, established myopathy. Hence the
increase in the population of ALDF*/CD34- in GRMD dogs may reflect the ongoing

regenerative activity of the muscle tissue.
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Are there extracellular markers associated with the populations of ALDF* cells?

To refine the identification of human cell populations and, if any, define markers allowing the
selection of the most myogenic ones, we analyzed the presence of several extracellular
antigens alone and / or in association with ALDF*/CD34* or ALDF*/CD34- clusters. Figure
4A exemplifies the steps followed to evaluate the proportions of populations and sub-
populations illustrated by the labeling of CD9. Triple labeling identifies cells metabolizing
ALDF (FL1 channel, X axis), expressing CD9 (FL2 channel, Y axis), and/or CD34 (FL4
channel, Y axis). Cell populations are first defined by ALDF metabolism and CD34
expression, then the expression of CD9 or CD49e is investigated among cells within these
populations. Figure 4B shows that the expression of several antigens may discriminate the
populations (n = 7). Hence, The ALDF/CD34" cells are frequently expressing CD10
(CALAA), CD49e (Integrin alpha5), CD140b (PDGF beta receptor), while the ALDF*/CD34-
cells are preferentially associated with CD9 (MRP-1), CD31 (PECAM), CD36 (PAS V),
CD49a (integrin alphal), CD49c (integrin alpha3), CD49f (integrin alpha6), CD71
(transferrin receptor), CD106 (VCAM), CD140a (PDGF alpha receptor), CD146 (MCAM),
CD184 (CXCR4). Of note, ALDF*/CD34- cells are frequently associated to some myogenic
markers (such as CD9, CD106, CD184) but not all since CD56 (NCAM) is expressed by a
minority of them. Finally, some markers do not look exclusive of one population, e.g. CD29,
CD44, CD47, CD61, CD105, CD143, CD309 are expressed by similar percentages of
ALDF*/CD34* and ALDF*/CD34- cells.

The characterization was repeated with cell populations extracted from DMD patients
biopsies, focusing on the most discriminating markers identified above (CD9, CD10, CD31,
CD36, CD49c, CD49e, CD49f, CD140b, CD146, CD184, Figure 4C). No major differences
were observed between control muscles extracted from TFL and paravertebral biopsies,
excepted for the population of ALDF*/CD34-/49f" cells that was decreased in the
paravertebral samples. However, differences were observed between control (n = 4) and
DMD (n = 5) paravertebral biopsies. All CD9* populations were increased in DMD biopsies;
Total CD49e were increased in DMD biopsies. As above, extracellular markers were
associated to ALDF" DMD cell populations, whether associated to CD34 or not. In these
DMD samples, ALDF*/CD34- cell populations are mainly associated to CDCD9, CD10,
CD31, CD36, CD49c, CD49f and CD146. ALDF*/CD34-/CD31" and ALDF*/CD34-/CD49¢e*
populations were increased in DMD biopsies. Only one population, ALDF*/CD34-/CD184*

cells, was increased in control biopsies as compared to DMD.
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Expansion of ALDF" populations in culture

We analyzed the expression of ALDF and of the CD56 myogenic marker in cultures of
human cells upon expansion to third passage. The proliferation was obtained in a medium
previously described (Vilquin) (custom modified MCDB-120 supplemented with SVF, bFGF,
dexamethasone and gentamycin). As soon as in first passage (7 days in culture), the majority
of cells were ALDF*, whatever the age of donors, and the proportion raised close to 100% in
second (14 d) and third (21 d) passages. These proportions were paralleled regarding the
expression of CD56 (95% in second passage) (Figures 5A, B). As a consequence, most cells
were both positive for ALDF and CD56.

These results were confirmed by fluorescence microscopy (Figure 5C) showing the
fluorescence emitted by myogenic cells in proliferation and myotubes upon differentiation in
presence of ALDF in vitro. Taken together, these results suggest that several isoenzymes are
increased in culture, at least the ones metabolizing ALDF, and may be therefore involved in

myogenesis and/or cell survival in vitro.

Myogenic capacities of ALDF* sorted cell populations.

Several populations of ALDF* cells were defined by the expression of specific extracellular
marker (Figure 4). NHP cells were extracted, reacted in ALDF reagent, labelled using
antibodies directed against CD9, CD10, CD49e, CD56, and FACS-sorted. These markers are
especially associated with at least 30% of ALDF*/CD34" or ALDF*/CD34- cells. Moreover,
ALDF*/CD34" and ALDF*/CD34- cells were sorted as historical controls (Vauchez). Selected
cells were grown, expanded once for amplification, then committed to differentiation. Upon
methanol fixation, the proportions of myogenic cells, and the fusion indexes were counted
after desmin immunostaining (a cytoskeletal marker of myogenic cells, both myoblasts and
myotubes). Depending on the associated extracellular marker, the proportions of unfused cells
and the percentages of cells participating to fusion, and the numbers of nuclei per myotube
were changing (Figure 6A). Indeed, the culture performed from CD34" and CD49e™ cells
were the less myogenic ones and contained the smallest number of myotubes. On the
opposite, the cultures associated to CD9", CD56", CD34- were the most myogenic. Cultures

performed from CD10 cells presented intermediate values of myogenicity (Figure 6B).
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Characterization of ALDH isoenzymes.

Identification of the isoenzymes expressed by mononucleated cells extracted from biopsies.
ALDF substrate may be metabolized by several, although not identified isoenzymes, and
some isoenzymes are unable to metabolize ALDF thus escaping this detection. Therefore we
attended the identification of the main isoenzymes, on the proteic side, using 12
commercially-available antibodies. Muscle biopsies were processed from healthy and DMD
donors, NHP, healthy and GRMD dogs.

Two major groups of isoenzymes could be constituted, based arbitrarily on the proportion of
cells stained (Figure 7A). In the first group, less than 5% of the extracted cells were labelled,
and this group included ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH3B2,
ALDH4AL. In the second group, more than 5% (even up to 20%) of the extracted cells were
stained, and the group included ALDH2, ALDH3A1, ALDH3B1, ALDH7A1, ALDHS8AL.
Because the percentage of ALDF" cells extracted from a biopsy rarely exceeds 5%, it is likely
that the isoenzymes in the group of ALDH2, ALDH3A1, ALDH3B1, ALDH7A1, ALDH8A1
do not metabolize efficiently ALDF. Similar results were obtained from healthy Human, Dog
(not shown) and NHP samples (Figure 7B). ALDH2, ALDH7A1, ALDH8AL were increased
in TFL muscle biopsies as compared to paravertebral muscles. ALDH3AL was increased in
paravertebral muscle. A few differences were noted, upon study of cells extracted from DMD
patients and GRMD dogs (not shown due to the lack of controls of the same age). Essentially,
ALDH1A1 and ALDH2 were increased in DMD samples.

Identification of the isoenzymes expressed by myogenic cells in culture.

As observed with ALDF* populations in culture, the proportion of cells expressing one or
several ALDH isoenzymes increased in culture. Notably, ALDH1A1, ALDH2, ALDH3A2,
ALDH3B1, ALDH7A1 and ALDH8AL were increased considerably in human cell cultures,
reaching up to 90% of cells, whether produced from healthy or DMD muscle biopsies (Figure
8A). The proportions of cells expressing other isoenzymes were more variably increased :
ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH3Al, ALDH3B2, ALDH4A1. The situation is still more
dramatic in cultures of NHP, since almost all isoenzymes were found drastically increased,
excepted ALDH1A3, ALDH3B2, ALDH4AL1 (Figure 8B).

The cellular localization of the isoenzymes was assessed using immunocytofluorescence.
Healthy human cells were grown in proliferation or in differentiation medium, fixed and
stained for the expression of isoenzymes showing the strongest expression using flow

cytometry (9 isoenzymes selected), and for the myogenic marker desmin. In proliferating
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cultures, most isoenzymes labelled both myogenic and non myogenic cells (Figure 9A), and
none seemed restricted to non-myogenic cells. Most presented a cytoplasmic staining, while
other showed a nuclear (ALDH3A2) or a perinuclear staining (ALDH3B1, ALDH3B2). In
differentiating cultures (Figure 9B), most isoenzymes labeled preferentially the myotubes, but
sometimes with a very weak inensity (ALDH2, ALDH7A1) and sometimes strongly
(ALDH3A1, ALDH3B2, ALDH9A1). Qualitative changes were noted between proliferating
and differentiating cultures. Under differentiation, ALDH1A1 stained only myotubes and no
non-myogenic cells; ALDH2 staining was dramatically reduced and appeared mainly
nuclear ; ALDH3A2 was no longer expressed in cytoplasm but was concentrated in nuclei ;
ALDH3B1 stained only myotubes ; the staining intensity of ALDH7A1 was low ; the staining
intensity of ALDH9A1 was dramatically increased. Changes in staining patterns and

intensities suggest some roles for several isoenzymes in the course of differentiation in vitro.

Histological localization of cell populations expressing isoenzymes.

While several isoenzymes can be detected upon extraction of muscular cells, this does not
imply a myogenic capacity. We attempted the localization of different sub-populations by
immunohistology using snap-frozen muscle biopsies of healthy patients, with a focus on
isoenzymes first detected by cytofluorimetry. Cryostat sections were immunolabelled to
assess the presence of isoenzymes and the position of the cells relative to muscle fibres and
basement membranes or microvasculature. Laminin staining was used to delineate the basal
lamina of muscle fibers and DAPI staining to ascertain the presence of nuclei. As expected,
cell populations could be observed at several sub-anatomical places (Figure 10), and labeling
was sometimes reminiscent to the observations in cell culture. ALDHs reported to be
especially or exclusively expressed in mitochondria were more difficult to localize in
histological sections (e.g. ALDH2, ALDH7AL...). In some instances also some isoenzymes
seemed diffusely expressed within the cytosol of the giant muscle fibers, making difficult to
identify specific localizations and expressions.

ALDH1A1 was expressed by single cells located in the endomyisum, or close to the muscle
fibers. ALDH2 was expressed by several types of endothelial-like cells either neighboring
fibers or grouped as small vessels (arterioles, veinules) where they participated to the inner
layer. As endothelial cells are numerous within the muscle tissue, their association with
ALDH2 expression may explain the high proportion of ALDH2-positive cells obtained by
cytometric analyzes. ALDH3AL1 was expressed as a diffuse endomysial labeling, and stained

nuclei essentially located inside fibers. ALDH3A2 was expressed in several (but not all)
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nuclei, inside and outside the muscle fibers, as previously observed in cell culture. ALDH3B1
was expressed by rare endomysial structures, and in nuclei inside the muscle fibers.
ALDH3B2 was principally expressed in endomysial structures, delineating small arterioles
and veinules-like vessels between fibers. Some positively labeled cells where in a position
reminiscent of satellite cells (i.e. below the basal lamina) that could not be confirmed in the
absence of a labeling of the muscle fiber membrane. ALDH7AL was expressed by single
endomysial cells, however the labeling was essentially cloudy and of low intensity.
ALDHB8AL1 was mainly expressed in endothelial-like cells involved in the formation of small
vessels (arterioles, veinules). ALDH9AL1 was expressed by small vessel-like structures
between fibers, and by structures overlapping nuclei. Immunosatinings with antibodies
directed against, ALDH1A2, ALDH1B1, ALDH4Al1, ALDH5A1, ALDHG6AL1 were not
informative (although some of these antibodies were useful in cell laeling in the context of

folw cytofluorimetry).

Expression of isoenzymes at mRNA level

The study of isoenzyme expression at the protein level, assessed using antibiodies, was
completed by the quantifications of mMRNAs by Q-PCR. These were extracted from crude
human muscle biopsies, dissociated muscle cells, proliferating and differentiating cells in
culture (Figure 11).

Expression of isoenzymes in crude tissues.

Human Muscle (n=4), liver and kidney (n=2) biopsies were analyzed concomitantly for the
expression of the genes coding for the 18 isoenzymes (Figure 11A). As expected, the liver
contains the highest levels of ALDH isoenzymes, followed by the kidney. Almost all
isoenzymes are also expressed in skeletal muscle tissue, at various levels. ALDH2 is the most
expressed, followed by ALDH1A1, ALDH1B1 (both involved in retinoic acid metabolism),
ALDH3A2, ALDH5A1, ALDH6AL, ALDH9AL. Some isoenzymes are expressed at very low
levels (ALDH1L2, ALDH3AL, ALDH3B1, ALDH3B2). This profile is clearly dstinct from

that of liver and kidney and may serve to characterize the skeletal muscle.

Expression of isoenzymes by dissociated muscle cells.

Dissociated muscle cells (n=4) mainly express ALDH1Al1, ALDH2, then ALDH9AL,
ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH6AL, ALDH7AL, ALDH1B1, ALDH4AL1 (Figure
11B). This profile is slightly different from that observed in crude muscle, and it should be
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noted that most isoenzymes involved in retinoic acid metabolism are among the most
expressed (ALDH1A1l, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH1B1). Of note, ALDH1L1 is no longer
expressed in the dissociated cells, suggesting that this isoenzyme is mainly located in muscle

fibers, and then lost upon their dissociation.

Expression of isoenzymes in cell cultures.

As for muscle tissues and cells, most isoenzymes are detected at various levels (Figure 11C).
ALDH1Al, ALDH1B1, ALDH9A1, ALDH7ALl, ALDH2 and ALDH3A2 are the most
expressed, but the profile may change between proliferation and differentiation. ALDH1A1
and ALDH1L1 decrease upon differentiation, while ALDH2 increases, suggesting a role for
these isoenzymes during the formation or the stabilisation of myotubes. ALDH3B2 and
ALDH8AL could not be detected but they were already weakly expressed in the other

preparations. All these observations suggest different potential roles for these isoenzymes.
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Discussion

This study reports the presence of ALDH-expressing cells in skeletal muscle in control and
pathological situations. It is both performed on the side of ALDF, a convenient marker for the
purpose of functional exploitation of myogenic progenitors, and on the side of isoenzymes
expression in view of delineating fundamental aspects of muscle homeostasis.

We first investigated the presence and proportions of these populations of cells able to
metabolize ALDF within cohorts of healthy donors. Some variations were noted between
patients, although most results were grouped. The clinical and physical conditions of the
patients, donors of muscle wastes at the time of hip surgery, and their associated pathologies
(diabetes, obesity...) were unknown and may account for these variabilities. We observed a
slight trend towards decrease with ageing, although not significant. While it was reported that
circulating progenitors are generally decreased with ageing or in pathological conditions (e.g.
in association with cardiovascular diseases), (Dimmeler, Povsic), our situation resembles the
absence of decrease observed in populations of medullary cells expressing ALDH (Povsic
2010). The skeletal muscle tissue may constitute a protective niche for ALDH cells, as does
the medullar environment. Oxidative remnants and aldehyds normally progressively
accumulate during ageing but their detoxification would protect ALDH-expressing cells as
compared to ALDH-negative cells such as hematopoietic cells or circulating endothelial
progenitors (Dimmeler 2008), as suggested in several models (Brocker, Jean, Vasiliou, Vella).
Indeed ALDHs may exert direct or indirect intracellular protective effects. Several
isoenzymes have dedicated substrates (e.g. ALDH2 metabolizes acetaldehyds and 4-hydroxy-
2-nonenal, ALDH7A1 detoxifies peroxidated lipids...), therefore the diversity of isoenzymes
allows metabolizing several substrates, and several isoenzymes may be expressed by a single
cell population, as observed in our results in primary cultures. Overall their efficacy against
oxidative stress has been demonstrated in a variety of models and tissues (Bell, Brocker, Dey,
Jean, Vasiliou, Vella, Zhou). In an indirect manner, the production of active metabolites such
as retinoic acid by dedicated isoenzymes (ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH1B1,
ALDHB8AL) may trigger the expression of detoxifying cascades such as gluthation peroxidase,
superoxide dismutase (Bell, EI Haddad) in autocrine or paracrine fashions. Retinoic acid may
indeed diffuse in vitro and in vivo from a small subset of ALDH" cells, thus extending a
protective area around small territories or niches. Paracrine mechanisms are also used upon
cardiogenic differentiation in vivo (Keegan, Niederreither, Xavier Neto), and several
isoenzymes exert complementarities as their coordinated expression is necessary to fulfill

these physiological functions (Kumar, Wang, Xavier-Neto).
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The proportions of ALDF* cell populations were compared between muscle groups in NHP.
Although the animals were of the same origin, same gender and similar age, variabilities were
important and precluded the observation of a significant difference between muscle groups
involved in different physiological functions (positioning, breathing, jawing, swallowing) or
of different embryological origins (trunk, head and neck). Of note, Pax7 cells proportions
would not differ between territories (Xu). Some trends could still be drawn, e.g. these results
suggest that the lowest proportion of ALDF*/CD34- population relates to the paravertebral
muscles, as suggested earlier in Humans (Vauchez). These results suggest that, in the purpose
of cell therapy approaches, several muscle territories could be envisaged as equivalent sources
of donor cells.

The situation in healthy donors contrasts strikingly with the strong increase in the proportion
of ALDF-positive cells observed in biopsies from DMD patients and GRMD dogs, thus
underlining the important remodeling undergoing in muscular dystrophy. Biopsies from DMD
patients were obtained as surgical waste at the time of orthesis placement, i.e. at a time when
muscle regeneration has been exhausted by the cycles of the disease and a fatty fibrotic tissue
is replacing the healthy one. The population of ALDF*/CD34" cells may be involved in
fibrotic replacement during regeneration, as it was associated previously to a mesenchymal-
like behavior (Vauchez). This imbalance is also observed in biopsies from GRMD dogs,
which are obtained at earlier stages of the disease while muscle is still vigorously
regenerating. Whether the population imbalance participates actively to the extension of the
disease, or is the final reflect of muscle remodeling, is unknown at this point. Interestingly,
the population of ALDH/34- cells, which is supposed to be myogenic, is not drastically
depleted in human patients nor in GRMD dogs. This observation may constitute an important
clue for the future use of this population in therapeutic perspective. The evaluation of the
differentiation capacities of ALDF*34- cells extracted from dystrophic patients remains to be
established.

In culture, the proportion of cells exhibiting high ALDF metabolism increased dramatically,
either observed in single cells by flow fluorocytometry or in myotubes by live microscopic
examination, and most frequently these cells demonstrated high myogenic commitment such
as expression of CD56 and ability to fuse. These observations are supported later on by the
identification of several individual isoenzymes expressed in culture, and they suggest an
important role played by enzymes of this family in muscle cell proliferation, regeneration and
differentiation. A similar trend is observed in some tissues (i.e. pancreatic cells, cardiac cells,

hematopoietic cells) (Gentry, loannou, Roehrich) but not all (cartilage) (Urytige).
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ALDF metabolism, however, is not a pure marker of myogenicity, because subsets of ALDF*
cells did not co-express myogenic markers. This underlines a first limitation of the use of
ALDF alone to characterize or prepare myogenic populations, and this mandated the search
for associated markers directed against extracellular antigens.

Among freshly dissociated cells, we have observed previously that a specific population of
ALDF" cells, i.e. ALDF'/CD34- was much more myogenic than the ALDF*/CD34"
counterpart (Vauchez). In this instance, the selection of the population was based on a
negative criteria (absence of a marker), which is less reliable and comfortable than selection
based on pure positive selection. In the present study, dissociated cells were prepared using
only cell culture-grade collagenase and no extra trypsin. This methodology yielded higher
amounts of cells (data not shown) and may spare some extracellular domains of antigens
expressed by the cells. Several markers could be associated to populations of dissociated
muscle cells, some of which being especially linked to ALDF*/34" or ALDF*/34-
populations. The markers mainly associated to ALDF*/CD34" were CD10, CD49¢, CD140b.
Even more were mainly associated to ALDF*/34-: CD9, CD31, CD36, CD49a, CD49c,
CD49f, CD71, CD106, CD140a, CD146, CD184. Of note, CD9, CD49c, CD49f, CD106,
CD146, and CD184 have been previously associated to cells presentic myogenic capacities,
whether myogenic or perivascular (Boldrin, Brzoska, Cerletti, Cerletti, Dellavalle, Tachibana,
Przewozniak, Wilschut). Strikingly, the association between ALDF and CD56, considered as
a marker of satellite cells and myoblasts, was not constant in preparations of Human
dissociated cells, but was more frequent in preparations of non human primate cells.

In a next step, we compared the myogenic capacities of some populations selected on the
basis of their association with ALDF (CD9, CD10, CD34, CD49, CD56). Our results
suggested that selected populations could be ranked, in decreasing order of myogenicity, as
CD9">CD34->CD56">CD49e">CD10">CD34*. Therefore, cell selections based on the
metabolism of ALDF and the positive expression of specific markers (CD9, CD56, CD49¢)
may allow to prepare cell populations, in a way that may be amenable to preclinical and
clinical applications (use of FACS, or magnetic bead selection...). These results also
consolidate and extend our previous observation regarding the existence of distinct muscle
cell sub-populations distinguishable on the basis of ALDF metabolism. They provide new
cellular candidates for testing of myogenic integration in vivo.

The use of ALDF reagent allows selecting populations of myogenic cells. However, the exact
nature of isoenzymes able to metabolize ALDF is not known, and may depend on the tissue
and cell population. Indeed, ALDF was thought to be metabolized by ALDH2, ALDH3AL1,
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ALDH9A1 (Levi, Marcato), ALDH1Al (Balber, Jean, Marcato), ALDH1A2, ALDH2
(Moreb), ALDH1A2, ALDH1A3 (Unguryte), ALDH1A3 (Balber, Marcato), ALDH1B1,
ALD4Al, ALDH6A1, ALDH7A1l (Marcato) but several of the evidences provided were
indirect ones. ALDF characterization does not allow describing all populations expressing
various ALDH isoenzymes contributing to the detoxification of aldehyds and derivatives,
although this resistance would play important roles in muscle biology, in regeneration, and in
the survival of cells in the context of cell therapy approaches. Moreover, ALDF is a small
soluble molecule that remains trapped in living cells and, as it is not a protein, cannot be
cross-linked and fixed using classical protocols, hampering the co-localization of ALDF and
other intracellular markers. To have a broader picture about the presences and roles of ALDH
in skeletal muscles, we attempted the characterization of several isoenzymes in different
situations : in crude skeletal muscle tissue, in muscle cells obtained after tissue dissociation
and elimination of fibers, and in primary cultures on third passage. Some discrepancies were
noted between the results of protein detection (cytofluorimetry, cytofluorecence,
immunohistology) and mRNA expression (Q-PCR), that may be due to the nature and
sensitivities of the reagents and methodologies. Nevertheless, overlapping of the results was
most frequently encountered, at least on the qualitative point of view. Of note, ALDH1B1,
ALDHI1L2, ALDH2, ALDH4A1, ALDH5A1, ALDH6A1, ALDH18A1 and to some extent
ALDHT7AL are expressed in the mitochondrial compartment, not in cytosol (Pors 2014), and
may be more difficult to identify by immunohistology and even cytofluorimetry than by Q-
PCR.

In crude human skeletal muscle tissues, isoenzymes ALDH1Al, ALDH2, ALDH3AL,
ALDH3A2, ALDH3B1, ALDH3B2, ALDH7Al, ALDH9A1l were identified both by
histological and Q-PCR methodologies, although at lower levels by histology regarding
ALDH1A1, ALDH2 and ALDH7ALl. ALDH1B1, ALDH5A1, ALDH1L1 were observed at
mRNA level but not by immunocytology. Conversely ALDH8AL provided nice
immunohistology but was nearly absent as assessed by Q-PCR. Our data confirm, overall, the
initial Northern blot expression studies that reported the presence in crude skeletal muscle
tissue of ALDH1A1l (Stewart 1996), ALDH1L1 (Hong 1999), ALDH2 (Stewart 1996),
ALDH3A2 (Chang 1997), ALDH4A1 (Hu 1996), ALDH5A1 (Chambliss 1995), ALDH9A1
(Lin 1996), ALDH18A1 (Aral 1996). At variance, we also observed the expression of
ALDH1A3, ALDH1B1, ALDHG6A1, likely because of methodological refinements since the

early description, or due to the difference in tissue source.
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In dissociated muscle cells, ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A2,
ALDH3B2, ALDH4Al, ALDH7AL1 were identified both by cytofluorimetry and Q-PCR
methodologies. ALDH1B1, ALDH6A1, ALDH9A1 were observed at mRNA level but not by
cytofluorimetry (as observed above regarding ALDH1B1). ALDH3A1l, ALDH3BI,
ALDH8AL1 were identified by cytofluorimetry but not by Q-PCR (as observed above
regarding ALDH8AL). We noticed that ALDH1A2, and ALDH1A3 were increased (relatively
to the reporter gene) in dissociated cells, sugesting that these isoenzymes maybe more
relevant to mononucleated cells. Conversely, ALDHI1L1, ALDH2, ALDH3Al and
ALDH3B1 are decreased in the mononucleated cell population, suggesting that these
isoenzymes are involved in the homeostasis of muscle fibers, which are destroyed upon
dissociation.

Primary cultures were highly enriched in myogenic progenitors expressing CD56. In these
cultures, isoenzymes ALDH1Al, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A2, ALDH3Bl1 and
ALDH7AL were identified by cytofluorescence and Q-PCR. As observed above, ALDH1B1,
ALDH6AL and ALDH9A1 were identified by Q-PCR but not by cytology and conversely
ALDH1A2, ALDH3AL, ALDH3A2, ALDH3B2, ALDH4A1, ALDHB8AL were identified by
cytofluorimetry but not by Q-PCR (as observed above regarding ALDH3A1 and ALDH8AL).
These results suggest that several isoenzymes are increased in culture, and may be therefore
involved in myogenesis and/or cell survival in vitro. Expansion of cells expressing ALDF or
specific isoenzymes while keeping a progenitor status have been also observed in cultures of
pancreatic beta cells (lonanou, Rovira, Liu) or of cardiac resident progenitors (Roehrich).
Conversely, ALDH activity progressively declined in primary cultures of human articular
chondrocytes, although it is considered a characteristic marker of collagen-1l1 producing
chondrocytes upon initial dissociation. (Unguryte). As previously described by other groups,
ALDH1A1 was expressed in our primary muscle cultures (Gonnet, Jean, Sterrenburg, Vella).
But we also noticed the strong increase in ALDH1B1 and the moderate increases in
ALDH7AL and ALDH9AL in primary cell cultures when compared to isolated monoucleated
cells, sugesting that these isoenzymes maybe positively involved in myogenesis in vitro.
Meanwhile, ALDH2 was decreased and ALDH1A2 almost cancelled in culture, then may not
be specifically involved in myogenesis, but rather in homeostasis of other cell types. Little is
known regarding the nature and chronology of involvement of the isoenzymes during
myogenesis, that we have modelized using cultures of human muscles. Retinoic acid should
be involved (Duester, Froeschlé, Hamade, Keegan, Mic, Ryan, Zhao), however several

isoenzymes may participate to its production and regulation (ALDH1Al, ALDHI1A3,
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ALH1B1, ALDHB8A1L), and may compensate each other as illustrated in knock-out animal
models (Fan, Kumar, Niederreither).

Histological analysis suggested that isoenzymes were located in different structures. Cells
expressing isoenzymes were located in the endomysium (ALDH1A1, ALDH2, ALDH3B1,
ALDH7AL), or close to muscle fibers in position reminiscent to capillaries (ALDH2,
ALDH3B2, ALDH9AL1), or associated to small veinules or arterioles (ALDH2, ALDH3B2,
ALDHB8AL). Frequently, isoenzymes labelled nuclei, preferentially inside muscle fibers
(ALDH3AL, ALDH3B1), or outside the fibers (ALDH9A1) or both (ALDH3A2). A nuclear
localization has been previously observed with ALDH3A1 and ALDH7A1 isoenzymes,
where it would directly participate to cell cycle regulation, resistance to DNA damage,
facilitation of repair and reduction of apoptosis (Marchitti). Nuclear localizations therefore
suggest unique roles in cellular physiology played by some ALDH isoenzymes.

Taken together, these results suggest that, supplementary to ALDH1A1 that was previously
described, several isoenzymes take part to skeletal muscle homeostasis, being present in both
myogenic and non-myogenic cells, and to muscle regeneration in culture, and would help
defining an identity card of this tissue. Minimally, ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2,
ALDH3A2, ALDH7A1, ALDHB8AL and ALDH9A1 deserve future investigations, given their
high expression level and association to muscle structures and cells, ex vivo and in vitro.
They may also exert complementary roles.

Specific roles of some isoenzymes have been pointed in dedicated tissues, but the skeletal
muscle has been rarely investigated if any (excepted for Northern blot analysis several years
ago). ALDH1AL1 is involved in the metabolism of retinoic acid, then indirectly in several
embryological pathways such as formation of neural, hematopoietic or cardiac tissues, and
myogenesis (Gonnet, Jean, Sterrenburg, Vella). It participates to the metabolism of
acetaldehyde and peroxidized lipids (Marchitti). ALDH1A3 is also involved in the
metabolism of retinoic acid and especially involved in cardiopulmonary system formation
during embryogenesis. It is involved in the formation and maintencne of ocular systems
(retina, crystallin) through enzymatic and non-enzymatic functions. The Roles of ALDH1B1
are being unveiled more recently. ALDH1BL1 is involved in the formation, maintenance and
expansion of pancreatic progenitors (loannou), and therefore may be linked to the metabolism
of ALDF by subsets of pancreatic cells (Rovira). ALDH1B1 is now recognized as involved in
the metabolism of retinaldehyde and acetaldehyde (Singh, Stagos). Wether a parallel can be
drawn between its unique role in pancreas development and regeneration and the roles in

skeletal muscle suggested by our studies is unknown yet. ALDH2 plays important roles in
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detoxification of acetaldehyde, and several mutations have underlined its role in intolerance to
alcool in numerous populations (Chen). ALDH2 is involved in the metabolims of nitric oxid,
hence plays roles in vascular adaptation and reactivity (Chen) and protection of large vessels
against ischemia especially in the heart. In our hands, cells expressing ALDH2 are mainly
located inside vessel walls, or in positions reminiscent to that of endothelial cells. The
expression of ALDH2 by endothelial cells would explain the high proportionof ALDH2" cells
extracted from muscle biopsies, and the relative decrease in their proportion in culture under
myogenic conditions. ALDH3A2 is involved in the oxidation of fatty aldehydes and,
indirectly, in stabilisation of cellular lipid membranes. ALDH7A1 is involved in the
formation of zebrafish eyes and fins (Babcock) through the proliferation of progenitors,
together with ALDH2, and ALDH1A2 (Begemann). The role of ALDH7AL1 is crucial for the
scavenging of peroxidized lipids (Brocker), semialdehydes, acetaldehyde, benzaldehyde. It is
involved in the production of osmolytes (Brocker). ALDH8AL is involved in retinaldehyde
metabolism, specifically the 9-cis retinal, and in oxidation of aliphatic aldehydes and
glutaraldenyde. ALDH9ALlis involved in oxidation of gamma-aminobutyraldehyde to
GABA, and oxidation of DOPAL and acetaldehyde. All these isoenzymes are expressed in
various types of cancers through the participation to survival, maintenance and proliferation

of cancer stem cells.

Further studies are mandated to associate these isoenzymes to a capacity to metabolize ALDF.
One may anticipate that, if a given isoenzyme is present in a proportion of cells that exceeds
by far the proportion of cells labelled using ALDF in a given tissue, this isoenzyme should
not be naturally recognized by ALDF in this tissue. As shown in Figures 7, 8 and 11, at least
ALDH2, ALDH7A1 and ALDHB8A are expressed in two to three times more cells than the
proportions labelled using ALDF, suggesting that these isoenzymes are not naturally reacting
with ALDF substrate in muscle cells. Conversely, ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1AS,
ALDH3A2, ALDH3B2, ALDH4AL1 are expressed at levels compatible with the percentage of
cells metabolizing ALDF. This approach helps to discard some isoenzymes, however it is not
sufficient to certify the recognition of all other isoenzymes that are present in smaller
proportions, because several isoenzymes can be present simultaneously within the same cells,
in which case the reactivity becomes additive.

This study was hampered by some technical or methodological limitations. They were
represented by the biological variability of the skeletal muscle samples, extracted from human

patient whose status were, intrinsically, variable. These limitations were also represented by
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the small sizes of the samples, compared to the high number of isoenzymes to evaluate. They
were also met using some of the antibodies showing varialbel reactivities between
methodologies (flow cytometry, immunohistology, cytofluorescence). This study, however, is
the first to assess the presence and putative role of the ALDH isoenzymes family in skeletal
muscle in situ and in vitro. Through their presence within several populations in the tissue,
their expression in native condition and in culture, their presence in all muscle groups, and
their persistence with ageing and in pathological conditions, ALDH isoenzymes are proposed
to play roles in skeletal muscle homeostasis. Furtheromore, ALDF* cell populations, in
association with dedicated markers, may constitute new promising candidates for regenerative

therapy approaches.
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Materials and Methods

Biological samples

Skeletal muscle samples were obtained as post-surgical res nullus via the Tissue Bank for
Research (Myobank) of the French Association against Myopathies (AFM), in agreement
with the French bioethical law (Law n°® 94-654 of the 29 July 1994, modified the 22 January
2002) upon informed consent. The healthy donors were adults, they had no clinical signs of
muscular disease, and they underwent uneventful hip surgery allowing harvesting tensor facia
latae (TFL) samples. Males and females of similar ages were equally represented. Samples
were provided in transport medium (DMEM supplemented with Gentamycin) for use as fresh
tissue for dissociation and culture, or snap-frozen in isopentan cooled in liquid nitrogen for
immunohistochemical analysis, or shap frozen in liquid nitrogen for analysis of RNA
expression. Pathological paravertebral samples were obtained from young boys presenting
with DMD, aged 13-16 year and undergoing spinal orthesis surgery. Healthy controls for this
group were young patients of both genders presenting with idiopathic scoliosis. Human liver
and kidney samples were provided snhap-frozen in liquid nitrogen upon necropsis by the
Department of Neuropathology R. Escourolle.

Samples of Biceps femoris muscles were obtained from Golden Retriever Muscular
Dystrophy (GRMD verifier 1’utilisation antérieure de 1’abréviation) and healthy dogs were
provided by Ecole Nationale Vétérinaire (Alfort). Macaque biopsies were obtained from
Macaca Fascicularis by the Institut du Cerveau et de la Moelle (Paris) and harvested from
several distinct anatomical localizations. Dogs and monkeys were obtained at the time of

sacrifice of these animals involved in unrelated protocols.

Muscle dissociations

The human muscle biopsies were processed within 24 hours after collection due to a
shortened transportation procedure. They were sliced, finely minced and digested for 1 hour
at 37°C using 0.2% type Il collagenase (Worthington) in DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum. Mechanical dissociation was completed by passage of the cell dissociate
through a 10 ml pipette, and an 18G needle. The suspension was filtrated through 100 then
40um cell strainers (Becton-Dickinson). The resulting cell suspensions were centrifuged,
washed, and frozen in a medium containing 10% DMSO, 20% Defined fetal bovine serum
(DFBS, Hyclone) and 70% DMEM for later use. NHP muscle biopise were dissociated within

12h after collection.
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Cell cultures and expansion

Upon thawing, the dissociated cells were washed once in PBS supplemented with 2% DFBS,
then seeded in 25cm2 flasks (100-200 mg of the initial suspension) in the proliferation
medium containing : 80% of modified MCDB medium (custom-made by Hyclone-Perbio),
20% DFBS, 25ug/ml Gentamycin (Gibco), 10 ng/ml human recombinant bFGF (R&D), 1uM
dexamethasone (Merck). After the medium were changed on the following days, cultures
were grown for 10-15 days to reach 60% confluence, then cells were harvested by
trypsinisation and further expanded before reaching 80% confluence for three passages.

Aliquots were analysed for ALDF activity, CD56 expression, or differentiation studies.

ALDF and Extracellular markers characterisation by Flow cytometry

Following thawing and washing, cell suspensions were incubated with the ALDF substrate
Aldefluor® (1uM) for 20 min (human and NHP cells) or 30 min (dog cells), at 37°C
(Stemcell Technologies). Controls were obtained by prior incubation of cells with 50mM of
the specific ALDF inhibitor DEAB. Cells were centrifuged, kept on ice, labeled with
antibodies directed against extracellular markers (Supplemental Table 1) and analyzed by
flow fluorocytometry (Facscalibur, BD) using the Cell Quest Software.

Cell surface antigens were detected by incubation with Allophycocyanin (APC) - labeled
CD34, Becton-Dickinson, or Phycoerythrin (PE) — labeled CD9, CD10, CD29, CD31, CD36,
CD45, CD47, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49¢, CD49f, CD56, CD61, CD71, CD105,
CD106, CD140b, CD146, CD184, CD309) (1/100, 15 minutes, 4°C, BD). Cells were
analysed using FACSCalibur (BD) and the CellQuest Software (3.10° to 10* events analysed).
Non-specific fluorescence was determined using negative isotype controls (BD). Cell viability

was ascertained by propidium iodide exclusion.

Cell sorting and myogenesis differentiation assay

Aldefluor® labeling was used for cell sorting in combination with labeling of CD34 (see
below). Populations were sorted using a BD FACSAria cell sorter on the basis of ALDF
activity, APC — labeled CD34, and PE — labeled CD9, CD10, CD49e or CD56. Cells were
seeded into into 12-wells plates, grown for one week in proliferation medium and expanded.
Upon reaching confluence, differentiation was induced using DMEM (Invitrogen)
supplemented with 10% Horse serum (AbCys). Four to five days later, cells were
permeabilized using methanol (-20°C, 10 min). The expression of desmin in commited

myoblasts and differentiated myotubes was assessed using anti-desmin mAb (clone D33,
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1/300, 1 hour, RT, Dako) followed by goat anti-mouse 1gG Ab (Alexa Fluor 568, 1/1,000, 1
hour, RT). Nuclei were labelled with DAPI in mounting medium (Vectashield * DAPI,
ADbCys).

Muscle subcellular localization of ALDH isoenzymes by immunohistofluorescence

Six pum transverse cryostat sections were prepared from samples frozen in isopentane and
fixed (Paraformaldehyde, 10 minutes, -20°C), permeabilized (0,1% saponine in PBS, 10 min,
RT) and nonspecific labelling was blocked using 10% Goat serum in PBS (30 min, RT,
Hyclone-Perbio). Human ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A1L,
ALDH3A2, ALDH3B1, ALDH3B2, ALDH4A1, ALDH7ALl, ALDH8A1l and ALDH9A1
were labelled using Rabbit monoclonal or polyclonal Ab (1/100 — 1/500, overnight, 4°C,
supplemental table 2). Then sections were incubated with a mouse polyclonal anti-laminin Ab
(2/200, 1 hour, RT, Abcam), followed by goat anti-mouse immunoglobulin G (IgG) Ab
(Alexa fluor 488, 1/400, 1 hour, RT, Abcam) to delineate skeletal muscle fibers. Nuclei were
labelled with DAPI in mounting medium (Vectashield, AbCys). Negative controls were
obtained by omitting primary Abs. Sections were observed using a Zeiss fluorescence
microscope, images were captured using a Sony CCD cooled camera and the Metaview®

software and final figures were made using Adobe Photoshop®.

Localization of ALDH isoenzymes in primary cell cultures

The cell layers were washed in PBS, fixed in PFA (4% in PBS, 10 min, RT), permeabilized
using triton (0.2% in PBS, 10 min, RT), rinsed in PBS and incubated using rabbit Ab directed
against isoenzymes as above followed by the secondary Goat anti-Rabbit Ab linked to a
fluorophore (Alexa 568, 1/300 in PBS, 30 min at 4°C). Simultaneously, cells were incubated
with mouse anti-desmin Ab (1/300, 1 hour, RT, Dako), followed by goat anti-mouse IgG Ab
(Alexa fluor 488, 1/400, 1 hour, RT) to define the myogenic structures. Nuclei were labeled
using DAPI. Images were captured using a Sony CCD cooled camera and the Metaview®

software and final figures were made using Adobe Photoshop®.

MRNA expression analysis by Q-PCR

The primers were designed using the OLIGO Primer Analysis Version 7, with a size between
18-23 NT, annealing temperature of 60°C (Supplemental Table 3). Primers were designed
containing an intron sequence for specific cDNA amplification, and reactions were performed

with appropriate negative template-free controls.
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Total mMRNA were isolated from snap frozen tissue biopsies (100mg) or cell pellets (100 000
cells at least) using Trizol. Concentration and purity were evaluated with NanoDrop® ND-
1000 Spectrophotometer (labtech).

First-strand cDNA was synthetised in using 250 ng of total MRNA and 1 uL random hexamer
primers supplemented with RNAse free water to 12 uL. Mixes were incubated 65°C for 5 min
to eliminate secondary structures. Reactions were performed (10 min at 25°C, 50 min at 37°C
and 15 min at 70°C) using Reverse Transcription Reagents (Reaction Buffer, Riboblock
RNAse Inhibitor 20 U/uL, dNTP 10mM and RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase)
(Invitrogen).

Quantitative PCR was carried out in 384 wells dishes on cDNA products 1/25 in duplicate
using SYBR Green (Roche) for LightCycler® 480 with the following parameters using 1 pM
of each couple of primers: initial enzymatic activation for one step cycling (95 °C, 5 min),
then 40 cycles denaturation (95 °C, 30 sec) and annealing / extension (60 °C for 15 sec, 72°C
for 15 sec) for 40 cycles. Srp72 was used as the reference gene.

The ratio between the amounts of a target gene and the endogenous reference gene was
determined then compared between samples. The amplification efficiencies between genes
were compared by preparing a dilution series for genes from cDNA samples. Each dilution
series was amplified in RT-gPCR and the Ct values obtained were used to construct standard
curves for targets. The amplification efficiency (E) for each target was calculated according to

the following equation: E = 100 — 1 (where S = slope of the standard curve).
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Figure Legends

Figure 1. Flow cytometry characterization of ALDF*/CD34* and ALDF*/CD34-
populations of cells extracted from patients of different ages. Dissociated cells from
human TFL muscle biopsies were incubated with Aldefluor substrate in presence of DEAB
inhibitor (A) or in its absence (B), then with APC-labeled anti-CD34 (C). Representative
cytograms are shown. The specificity of Aldefluor signal is ascertained by the pre-incubation
of test tubes with the inhibitor DEAB (A). The expression of CD34 can be represented as a
function of ALDF" cells, providing an upper right quarter containing the ALDF*/CD34" cells,
and a lower right quarter containing the ALDF*/CD34 cells, in which the proportions can be
estimated (C). Three cohorts of patients have been designed according to their ages (24-48 y ;
51-69 y ; 71-93 y), and results have been plotted accordingly. No significant difference was
observed between cohorts in the proportions of total ALDF (D), of ALDF*/CD34* (E) or
ALDF*/CD34 (F), nor in the ratio of these populations (H), although a non-significant
tendancy was observed towards a decrease (1). No significant difference was demonstrated
between the cohorts of men and women (G). Datas are percentages (mean, SD) of cells
positive for the indicated marker.

Figure 2. Flow cytometry evaluation of cell populations extracted from distinct
anatomic territories. Cells were dissociated from muscle biopsies harvested from several
territories of non-human primates (Macaques) of similar ages (n=7). Cells were incubated
with Aldefluor substrate then with APC-labelled anti-CD34 allowing distinguishing the
Macaque cell populations, i.e. ALDF*/CD34" in upper right quarter and ALDF*/CD34" in
lower right quarter (A). The contents in total ALDF" (B) and in ALDF'/CD34 (C)
populations were compared and presented variations, and no significant difference between
muscle groups could be established. N indicates the number of samples for each muscle

group.

Figure 3. Flow cytometry evaluation of cell populations extracted from healthy and
DMD patients, and from control and GRMD dogs. Cells were dissociated from muscle
biopsies harvested from healthy (n=9) and DMD patients (n=5) (panel A) or control (n=4) and
GRMD dogs (n=4) (Panel B). Cells were incubated with Aldefluor substrate and APC-labeled
anti-CD34 allowing distinguishing ALDF*/CD34* and ALDF'/CD34 populations.
Representative cytograms are shown, mean and SD are plotted on histograms (right panels).
Total ALDF" cells are increased in DMD patients and GRMD dogs (p<0.01), the
ALDF*/CD34" population is significantly increased in DMD patients (p<0.05) but not in
GRMD dogs, while the ALDF*/CD34- population is significantly increased in GRMD dogs
(p<0.05) but not in DMD patients.

Figure 4. Identification of markers associated with ALDF* cell populations.
Dissociated cells from Human control TFL muscle biopsies were incubated with Aldefluor
substrate, then with APC-labeled anti-CD34 antibody and a second PE-labeled marker. Panel
A shows the example of CD9 analysis. The first cytogram defines the CD9 population. The
second cytogram defines the ALDF'/CD34" and ALDF'/CD34  populations. The
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ALDF*/CD34" population is projected on the CD9 population in the third cytogram, showing
an equivalent distribution in CD9* and CD9" cells. The ALDF*/CD34  population is projected
on the CD9 population in the fourth cytogram, showing the main distribution in CD9" cells.
This was repeated for all markers. The values associated to the combinations are translated in
histograms and data are percentages (mean, SD) of positive cells for the indicated markers.
Panel B analyzes cells from TFL muscles of healthy controls (n=7). The proportion of a
dedicated marker among the whole content of mononucleated cells is presented in grey. The
proportions of cells expressing a dedicated marker within the ALDF*/CD34" population and
within the ALDF*/CD34- population are presented in blue and in green, respectively. This
representation suggests that, for example, CD9 and CD184 are especially co-expressed with
ALDF'/CD34" cells from skeletal muscles. Panel C compares some selected markers
expressed by cells extracted from healthy (blue, n=4) and DMD (red, n=5) paravertebral
muscles. For each marker, the 3 sub-populations are individualized (all cells, ALDF*/CD34",
ALDF*/CD34). Significant differences were observed regarding DMD cell populations
expressing CD9, CD31, CD49e, and healthy cell populations expressing CD184.

Figure 5: Expression of ALDH activity in culture. Cells were extracted from muscle
biopsies of human donors of different ages and grown in culture in proliferating medium.
Seven, 14 and 21 days after onset of cultures, ALDH expression was assessed using Aldefluor
and the percentage of myogenic cells assessed using PE-labelled anti-CD56 antibody. In
panel A, increased proportions of cells express ALDF and CD56 over time, and a few cells
remain CD56"/ALDF". This behaviour is observed whatever the ages of donors (panels B and
C). The microscopic cytofluorescence observation of cultures following induction of cell
differentiation indicates that Aldefluor is also oxidized and accumulates in both myoblasts
and myotubes (which cannot be analyzed by flow cytometry due to their size) (Panel D).

Figure 6 : Isolation and differentiation of sorted ALDF sub-populations. Non human
primate cells (n=4 animals) were incubated with Aldefluor substrate, then with APC-labeled
anti-CD34 antibody and a second PE-labeled marker : CD9 (n=4), CD10 (n=2), CD56 (n=4)
or CD49e (n=4), then sorted using a FACSDiva. The selected populations were grown in
culture in proliferating medium for 2 passages (top panel), then differentiated, fixed and
labelled for desmin expression (green) and DAPI staining (blue) (middle panel). Fusion
indexes were calculated (n=4 fields per well). Cells selected on CD9 and CD56 were the most
myogenic, while cells selected on CD49e were significantly the less myogenic (p<0.01)
(bottom panel). Datas are presented as mean and SD.

Figure 7 : identification of isoenzymes expressed by cells freshly dissociated from (A)
Human TFL and (B) non-human Primate vastus lateralis muscles. Cells were fixed using
PAF and permeabilized using saponin, then incubated with antibodies directed aginst the
ALDH isoenzymes indicated, then incubated with a secondary antibody labelled with FITC,
and analyzed by flow cytofluorimetry. The baseline was obtained by omitting the first
antibody. Some isoenzymes are expressed by a few cells, while other are expressed by larger
populations. Datas are presented as mean and SD (n=4).
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Figure 8 : Identification of isoenzymes expressed in primary muscle cell cultures.
Cells were extracted from muscle biopsies of human donors (n=3) and non human primates
(n=3) and grown in culture in proliferating medium for 2 passages. Cells were harvested,
fixed using PAF and permeabilized using saponin, then incubated with antibodies directed
aginst ALDH isoenzymes, then a secondary antibody labelled with FITC, and analyzed by
flow cytofluorimetry. The control was obtained by incubations without the first antibody and
allowed drawing the gate for chracterization of positive cells. (A) Representative cytograms
of human cells show the different populations according to their expression of isoenzymes.
(B) Cytograms summarize the isoenzymes expressed by human and non human primate cells.
Datas are presented as mean and SD.

Figure 9 : Immunocytological phenotyping of primary muscle cells in culture. Human
cells were extracted from TFL muscles of healthy donors and grown in culture in proliferation
medium (2 passages, panel A) or in proliferation (2 passages) then in differentiation medium
(4 days, panel B). Cells were fixed using PAF and permeabilized using saponin, then
incubated with antibodies directed aginst ALDH isoenzymes, and desmin, then incubated
with labelled secondary antibodies. Nuclei were stained using DAPI (blue). In proliferation
(A), the number of cells expressing isoenzymes (red, first column) generally exceeded the
number of cells expressing desmin (green, second column) (ALDH3A2, ALDH3B2,
ALDH7A1, ALDH8A1, ALDH9A1, arrows) excepted for ALDH1A1 where some desmin”®
cells were negative for the isoenzyme. ALDH3A2 stained strongly some nuclei. Following
differentiation (B), myotubes were generally labelled with a stronger intensity than
mononucleated cells (ALDH3AL, ALDH3B1, ALDH9AL1). The intensities of ALDH1A1 and
ALDH2 labeling were decreased as compared to cells in proliferation. Several nuclei stongly
expressed ALDH3A2, suggesting a translocation from cytoplasm to nucleus. Original
magnifications: 40X.

Figure 10 : Immunohistological localization of isoenzyme-expressing cells in situ on
cryostat sections. Human skeletal muscle sections were fixed with PAF and labeled for
expression of several isoenzymes (red) and laminin delineating the basal lamina of muscle
fibers (green). Nuclei are stained in blue with DAPI. Pictures were obtained by confocal
microscopy. Representative pictures are shown, inserts delineate higher magnifications. Most
cells express isoenzymes in their cytoplasm, excepted for ALDH3AZ2 labeling that is
concentrated in most but not all nuclei. Most labelled cells are located in the endomysium, but
some are also associated to vessels (ALDH2, ALDH3B2, ALDH8A1, ALDH9AL). Some
isoenzymes look more diffusely expressed in the endomysial tissue (ALDH3A1, ALDH8AL).
Original magnification: 40X (100x for inserts).

Figure 11. Expression of isoenzymes mRNAs in skeletal muscle tissue and cells. (A)
The expression of isoenzymes was assessed and compared in human muscle (green, n=2),
liver (red, n=2) and kidney (blue, n=2) biopsies by Q-PCR, underlining the presence of
ALDH1Al, ALDH1B1, ALDHI1L1l, ALDH2, ALDH3A2, ALDH5A1, ALDH6AL,
ALDH9AL. (B) The expression was analyzed in the total population of freshly dissociated
cells from human biopsies highlighting the presence of isoenzymes involved in the
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metabolism of retinoic acid (ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH1B1), and of
ALDH2, ALDH3A2, ALDH6A1, ALDH7Al and ALDHY9AL. (C) The expression was
analyzed and compared in primary cell cultures in proliferation and in differentiation (n=4),
underlining the presence of ALDH1Al, ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2, ALDH3A2,
ALDH7A1L, ALDH9AL. No significant differences were observed between the proliferation
and differentiation stages. Datas are presented as mean and SD.
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Figure 10 Etienne et al. 2016

-157 -



80

A

Figure 11 Etienne et al. 2016
-158 -

|
bo%, .“ 2 d
@ H— &\0» %\W\
g, 3 H— b £ i — % —
T 2 2 He %, & & a o _m 2
i m | % = = = = &,
. &WQVV m N.V’
R “, H
dm\ %
— % ﬂ %, -
Yy
P— v@% QOV
0\ I (2
_“ Py & “ NV‘ _
[ v@% Y
e % ! %
H——— sv& =Y Hl
_ %% %0\
N _ . |
% &
| 0\} &0 _
" s&o I Vv.
Ho %va m avvw,
%
=y ;o =
i K2 [ Nv..‘a i
2, %
| £y QV
A‘O»V b
- “ —
| —— nwv nww\o
_ OVV VV‘ -
| .
| GVN\W\Q i O&s
o % Q\V‘
e eee————— ), H _
% NN
o OVV \W\O ol
— — = %
— avN‘w\QV TJI AQV‘N.
| (3
& \v& —
LA I (4
K &
L, ® L % a—
[ )
QO»V ) |—— I — (4
T — ' [ ——= " s
] svwv _ _ _ _ | — vww\o
© g g 2 g 8 g ° *» e g 8 g g8 g 8 ° * N g ® © v o«
o

uoissadxa YN YW anne;y uoissaldxa yNYw anne;py uoissaadxa YNYW aAnedy

<
-
o



Tables

Table 1 Reference of markers used in the study

CD / alternate name(s)/ (function) Clone #
CD9/ TSPAN29 / (cell adhesion and migration) M-L13
CD10/ CALLA / (neutral endopeptidase) HI110a
CD29/ ITGB1/ (cell adhesion) MAR4
CD31/PECAM-1/ (component of endothelial cell intercellular junctions ) WM59
CD34 / gp105-120, Sialomucin / (cell-cell adhesion factor) 581
CD36 / FAT / (receptor for selective cholesteryl ester uptake) CB38
CD44 [ HCELL / (cell adhesion and migration) 515
CD45 / LCA / (tyrosine phosphatase) HI130
CD49a / ol integrin / (cell-surface receptor for collagen and laminin) SR84
CD49c / 03 integrin C311.1
CD49e¢ / a5 integrin C3I.1
CD49f / 06 integrin GoH3
CD56 / NCAM / (cell—cell adhesion) My31
CD61 / B3 integrin VI-PL2
CD71 / Transferrin receptor protein 1 M-A712
CD105 / Endoglin / (part of the TGF beta receptor complex) 166707
CD106 / Vascular cell adhesion protein 1/ (cell adhesion) 51-10C9
CD140a / PDGF Receptor a aR1
CD140b // PDGF Receptor b 28D4
CD143 / Angiotensin-converting enzyme BB9
CD146 / MCAM / (marker for endothelial cell lineage) P1H12
CD184 / CXCR4 / (receptor specific for stromal-derived-factor-1 SDF-1) 12G5
CD309 / Flk-1/ (vascular endothelial growth factor receptor 2) 89106
Mouse 19G1, MOPC-21
Mouse 19G1, MOPC-21
Mouse 1gG2a X39
Mouse 1gGap, 27-35
Mouse IgM, « G155-228
Desmin D33
Laminin ?27?

All antibodies from BD Pharmingen, excepted for CD105 and CD309 from R&D System, and

Desmin and Laminin from Dako System.
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Table 2 : Antibodies directed against isoenzymes

Isoenzyme | Species | Clone Reactivity Provider

Hu, Ms, Rat,

ALDH1Al | Rabbit Ab23375 Dog, Goat, Shp Abcam

ALDH1A2 | Rabbit sc-367527 Santa Cruz

ALDH1A3 | Rabbit AP7847a |Hu, Ms, Rat Abgent

ALDH1B1 | Goat

ALDH?2 Rabbit 3221-S Hu, Ms, Rat Epitomics

ALDH3AL1 | Rabbit sc-67309 Ms, Rat Santa Cruz

ALDH3AZ2 | Rabbit Ab113111 |Hu, Ms, Rat Abcam

ALDH3B1 | Rabbit AP8706c |Hu Abgent

ALDH3B2 | Rabbit

ALDHA4AL | Rabbit ADb59011 | Hu, Ms, Rat Abcam

ALDH7AL | Rabbit 2300-1 Hu, Ms, Rat Epitomics

ALDHBS8AL1 | Rabbit sc-130686 |Hu, Ms, Rat Santa cruz

ALDH9A1 | Rabbit AP7850a |Hu, Ms, Rat Abgent
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Table 3 : Human primers

h/ALDH1Al F: GGCCCTCAGATTGACAAGGA
R: ATGATTTGCTGCACTGGTCC
h/ALDH1A2 F: AAGCTGGGACTGTTTGGATCA
R: TACTCCCGCAAGCCAAATTC
h/ALDH1A3 F: ACGGTCTGGATCAACTGCTA
R : CCGTCCGATGTTTGAGGAAG
h/ALDH1B1 F: AGACGGTCACCATCAAGGTT
R: AGCATTCGTCAAGGTGGTTG
h/ALDH1L1 F: AGACCTTCCGCTACTTTGCT
R : ATGATGCCACAAACCCCAAC
h/ALDH1L2 F: GCTTTCCAAAGGGGGTCATC
R :GCTAACAGCACAGCTCTTCAT
h/ALDH2 F: GGGAGAGCCAACAATTCCAC
R:CCACTCCCCGACATCTTGTA
h/ALDH3A1 F: ATCGCCTGGGGGAAATTCAT
R: AGTCCCGGGATTTCTTAGCA
h/ALDH3A2 F:TTGGTACTTCCCAGGGCTAC
R :GGTCAAGTCCTTGAGTCCCA
h/ALDH3B1 F:CTTTTGGAGGAGTGGGTGC
R: GCGTTGAGCTTCTCCATCC
h/ALDH3B2 F: CCACTACCCACCCTATACCG
R: GTGAGTTGGGAGCATAAGCC
h/ALDH4A1 F: AGCCTCTGGAACCAATGACA
R : CACCTGGACGGACAGACAG
h/ALDH5A1 F: GACGAAGCACCTTCCTTTCC
R:ATAGCTTCCCAGTGGCTCAA
h/ALDH6A1 F: TCACCGCTTTTGGTTGATCC
R: TGTGGGATAAAAGAGGGGCT
h/ALDH7A1 F:GGTTGCCCTTGGATCTGTTC
R: TGAACTTTGCCCAGCTCTCT
h/ALDH8AL F: GCAGGGAACACTGTGATAGC
R :GGTGGAACACCTGCTTTATCC
h/ALDHY9A1 F: AGACGACATGACCTGTGTGA
R: CCGTTGGATGTCCCTGGTAA
h/ALDH18A1 F: CCTGCAGGGGGTAAATGTTATT
R: TCACAGACTGCTGATCTCCG
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Expériences complémentaires

Des variations inter-individuelles nombreuses sont apparues au cours de 1’étude I, aussi
bien avec les échantillons humains que de primates non humains (PNH). Etant donné le
traitement rapide des biopsies de PNH aprés prélévement (dans 1’heure qui suivait), il nous
apparaissait que I’influence éventuelle de 1’état de conservation de 1’échantillon sur la
présence et les capacités des 2 sous-populations de cellules musculaires ALDH+ était tres
faible. Les variations observées peuvent donc étre intrinseques aux patients et modéles étudiés
et pourraient renseigner sur leur état physiopathologique. Afin de mener des études encore
plus standardisées, nous avons donc utilisé des Souris modeles (BL6 et mdx) pour apprécier
I’effet du vieillissement et/ou de 1’atteinte pathologique représentée par 1’évolution de la
DMD dans ce modele animal, sur la présence de cellules ALDH+ dans le mucle cardiaque et

squelettique.

Les populations ALDH humaines et de Macaque sont-elles identiques aux

populations ALDH murines ?

Le marquage concommitant par 1’Aldéfluor® et le marqueur transmembranaire CD34
nous a permis d’identifier au moins deux sous-populations de cellules musculaires en
cytométrie de flux : des progéniteur myogéniques (ALDH+/CD34-) et des progéniteurs non
myogéniques (ALDH+/CD34+) que nous avons pu suivre en fonction de I’age des patients ou
de l’atteinte par la DMD. Une différence majeure est apparue d’emblée dans le protocole
utilisé chez la Souris par-rapport a celui utilis¢ chez ’'Homme et le Macaque. En effet, le
marqueur CD34 est beaucoup plus pléiotrope chez la Souris et identifie aussi bien des cellules
hématopoietiques que musculaires. Il n’est donc malheureusement pas aussi fiable dans ce
modele pour séparer les sous-populations.

Nous avons donc choisi de suivre I’évolution de I’ensemble de la population ALDH
musculaire.

Nous avons observé que les muscles quadriceps des souris contrdles ou mdx de 10
semaines ou de 80 semaines contiennent les mémes pourcentages de cellules ALDH positives
(Figure 28). Le vieillissement naturel ou pathologique ne semble donc pas affecter la
présence des cellules d’intérét. Néeanmoins, ce pourcentage augmente de fagon significative
au sein des souris mdx dés 10 semaines et se maintient au cours du vieillissement (80

semaines), par comparaison aux contréles d’ages respectifs.
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Nous nous sommes aussi intéresses au muscle diaphragme, I’un des muscles les plus
préecocément et profondément affectés au sein de ce modéle. Contrairement au muscle
quadriceps ou nous avions noté une augmentation, ici, nous avons observé une diminution
significative du pourcentage de cellules ALDH chez les souris mdx de 10 semaines
comparées aux souris controles du méme age (Figure 28).

Avec la méme approche a été conduite dans le muscle cardiaque. Elle nous a permis de
mettre en évidence une augmentation significative des cellules ALDH postives uniquement
dans les muscles cardiaques des souris mdx agés, contrairement a 1’augmentation observée
des le plus jeune &ge dans le muscle des souris mdx (Figure 29).

L’ensemble de ces résultats doit cependant étre confirmé en augmentant le nombre de

souris.
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Figure 28 : Caractérisation des cellules ALDH+ dans des muscles de quadriceps et de diaphragme de
souris contrdles et mdx. (A) En utilisant la cytométrie de flux et le susbtrat fluorescent des ALDH,
I’ Aldéfluor®, le pourcentage de cellules ALDH dans le muscle quadriceps de jeunes souris contrbles (10
semaines, n=3) a été comparé a celui des muscles de souris agées (80 semaines, n=3). Les différences sont non
significatives (NS). Des résultats similaires ont été obtenus avec de jeunes souris mdx (10 semaines, n=3) ou
agées (80 semaines, n=3). Néanmoins, le pourcentage de cellules ALDH est significativement différent entre les
jeunes souris controles et mdx et cette différence se maintien au cours du vieillissement. a,c p<0,01; b,d
p<0,001. (B) Contrairement au muscle de quadriceps, ou le pourcentage de cellules ALDH positives augmente
dans les souris mdx, dans le muscle de diaphragme, ce pourcentage diminue significativement (p<0,05) dans une
jeune souris de 10 semaines par-rapport au controle de méme age.
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Figure 29 : Caractérisation des cellules ALDH+ dans des muscles cardiaques de souris controles et mdx.
En utilisant la cytométrie de flux et le susbtrat fluorescent des ALDH, 1’Aldéfluor®, le pourcentage de cellules
ALDH dans le muscle cardiaque de jeunes souris contr6les (10 semaines, n=3) a été comparé a celui de muscle
cardiaue de souris agées (80 semaines, n=3). Les différences sont significatives uniquement chez la souris mdx
&gé de 80 semaines par-rapport au contrdle 4gé de 80 semaines ou de la souris jeune de 10 semaine. p<0,01.

Des ALDH sont-elles impliquées dans la régenération musculaire ?

Indépendamment du caractere purement myogene, la régénération musculaire implique,
nous I’avons vu, de nombreux acteurs cellulaires, tels que les cellules inflammatoires, les
cellules angiogéniques, des cellules mésenchymateuses, des fibroblastes... Cette régénération
pourra étre étudiée de maniere plus globale en utilisant des modéles animaux. Des cycles de
dégenérescence peuvent étre induits par des agents myonécrosants, forcant a une réparation
aigle. Il existe aussi des modeles ou la dégénérescence est chronique, spontanée, et peut étre
étudiée de maniére longitudinale (souris madx).

Nous avons commencé a rechercher I’implication des cellules ALDH et des isoenzymes
d’ALDH dans I’homéotasie musculaire. Pour cela, nous avons utilisé des souris dites
«mdxd4cv » plus atteintes sur le plan histologique que les souris mdx classiques. Apres
injection de notexine dans les msucles gastrocnémiens, des préléevements ont été effectues a 1,
5 et 12 jours, pour collecter un eventail d’information sur le processus de régénération. Un
jour apres injection de notexine, nous avons mis en évidence une diminition significative du
pourcentage de cellules ALDH+ dans les muscles gastrocnémiens, par-rapport a une situation
d’homéostasie contrdle. Au bout de 5 jours, ce pourcentage revient a la normale puisque nous
n’avons pas observé de différence sginificative sans injection de notexine, 5 ou 12 jours apres
injection (Figure 30). Dans une prochaine expérience, il faudrait surement avoir des muscles

de souris contréles (pas de fond mdx) et testé des temps plus rapprochés pour mieux analyser
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les variations des populations ALDH tout au long de la régénération musculaires (1 jours, 2

jours, 3 jours apres régéneration).

Des isoenzymes des ALDH jouent-elles un roéle dans la prolifération et la

différenciation des cellules myogéniques ?

En nous basant sur les expériences d’inhibitions permettant de mettre en évidence les
spécificités du marquage ALDH, nous pouvons inhiber I’activité des ALDH, bien que nous ne
sachions pas encore précisément lesquelles. En effet, le DEAB et le disulfuram sont des
molécules pharmacologiques efficaces pour ciber les cellules ALDH+ puisque leur addition
inhible le métabolisme de 1’Aldéfluor, ainsi qu’attesté par 1’absence de déplacement de
fluorescence en cytométrie de flux. Malheureusement, la nature de toutes les isoenzymes
ciblées par ces molécules n’est pas encore connue. Ainsi nous devons reconnapitre en
préalable : que la nature des isoenzymes reconnues par 1’Aldéfluor n’est pas connue avec
précision ; et que la nature des isoenzymes ciblées par les principaux inhibiteurs n’est pas
connue de maniére exhaustive.

Nous avons cependant commencé a éetudier la réponse cellulaire a ces molécules a des
doses différentes pour établir une courbe dépendant de la dose (Figure 32). Nos résultats,
encore tres préliminaires, ne nous ont pas encore permis de pointer un role des ALDH dans la
prolifération des cellules myogéniques alors que d’autres études ont mis en évidence une
diminution de la différenciation myogénique par ajout d’AR dans le milieu de culture ou par
extinction de 1’expression spécifiique de ’ALDH1A1 (El Heddad et al. 2012). L’une des
différences majeures peut résider dans les milieux de prolifération utilisés dans nos études

respectives.
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Figure 30 : Evolution des cellules ALDH au cours de la régénération musculaire. Aprés avoir confirmé par
des marquages a I’hématoxyline-héosine, nous avons recherché par cytométrie de flux, la présence de cellules
ALDH a différents temps de régénértion musclaire (0, 1, 5, 12 jours apres injection de notexine). Une diminution
significative de cellules ALDH est retrouvée dés le premier jour de ce processus et revient a la normale au bout
de 5 jours.
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Figure 31 : Evolution des niveaux d’ARNm au cours de la régénération musculaire. Différents temps de la
régénération musculaire, apres injection de notexine dans le muscle gastrocnémien, ont été investigué un
potentiel réle des ALDH dans ce processus, au sein de souris mdx4cv (n=2). Dans le contréle (sans injection de
notexine) et aprés 12 jours de régénération, les ARNm d’isoenzymes d’ALDH majoritaires sont les ALDH1AL,
ALDH2 et ALDH6AI1. Elles semblent donc étre impliquées dans 1’homéostasie tissulaire. Aucun ARNmM
d’isoenzymes n’a été observé comme augmenté dans les premiers jours aprés régénération, comme il a été
démontré pour les cellules myogeniques Pax7 positives.
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Figure 32 : Effets de molécules pharmacologiques sur la prolifération cellulaire des cellules myogéniques.
48h apres ensemmencement des cellules dans une plaque de 395 puits (5.103/puits), et 24h de traitements de
différentes concentrations en inhibiteur (DEAB, DSF) ou activateur de les ALDH, la fluorescence a été mesuré.
Elle est proportionnelle & la quantité de cellules présentes dans le puit, ce qui permet d’évaluer la toxicité et
I’effet sur la prolifération des composés pharmacologiques en fonction de la concentration. (n=4 par condition).
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Discussion

Les cellules satellites sont considérées comme les principaux progéniteurs myogéniques
dans les muscles adultes, mais leur utilisation en thérapie cellulaire se heurte a plusieurs
limitations et leur efficacité est limitée a la colonisation de petits territoires. Les péricytes (ou
les mésangioblastses) n’ont pas encore fait la preuve de leur efficacité, de leur biodisponibilité
et de leur innocuité chez les patients. Ces constats ont amené plusieurs équipes a rechercher

de nouveaux candidats cellulaires aptes a la différenciation myogeénique in vitro et in vivo.

Dans le systeme hématopoiétique, des progéniteurs ont été découverts, sur la base de
I’expression d’un marqueur de Dl’activit¢ ALDH, I’Aldéfluor®, et de I’absence ou de la
présence du marqueur CD34. En se basant sur la méme technique, le laboratoire d’accueil a
découvert des cellules a activité ALDH dans les muscles cardiaques et squelettiques. Deux
sous-populations distinctes ont pu étre mises en évidence : alors que les cellules
ALDH+/CD34- (25% des cellules ALDH) sont des progéniteurs myogéniques capables
d’entamer un programme de différenciation in vitro et in vivo, les cellules ALDH+/CD34+ se
différencient en cellules adipogéniques et chondrogéniques mais pas musculaires (Vauchez et
al. 2009). Au cours de mon travail de thése, j’ai donc évalué la présence de ces cellules dans
différents contextes physio-pathologiques et établi une carte des marqueurs
transmembranaires et des isoenzymes exprimées dans le but de sélectionner la meilleure
population myogénique. Ce travail a été réalisé dans une double perspective : (i) définir les
contenus, natures et roles éventuels jouées par les ALDHs au sein des muscles squelettiques
humains, et (ii) définir des populations cellulaires pouvant ultérieurement présenter un intérét

thérapeutique.

Principales limites de I’étude

Au cours de cette étude, nous nous sommes heurtés a certaines limites, parfois
frustrantes, qui pouvaient étre d’ordres méthodologiques, techniques et conceptuelles.

Une limite importante a été représentée par la nature biologique du matériel utilisé pour
nos recherches, a savoir essentiellement des tissus provenant de Primates humains, de
Primates non humains et de Chiens. A la différence des Souris, ces espéces ne sont pas
congeniques, leurs fonds génétiques sont variables, d’un individu a I’autre. De plus, chez

I’Homme, des pathologies sous-jacentes (diabéte, obésité, pathologies cardio-vasculaires) ou
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des habitudes de vie (tabagisme) peuvent étre sources de variabilités or celles-ci ne nous sont
pas connues. Les &ges des patients étaient souvent avancés, justifiant les interventions
chirurgicales au décours desquelles nous pouvions obtenir des déchets opératoires
musculaires. Par nature également, ces biopsies étaient de taille limitée, fournissant donc peu
de cellules, parmi lesquelles les cellules progénitrices sont rares, ce qui pouvait rendre
certaines expérimentations délicates (cytométrie, tri cellulaire, analyses de différenciation,
extraction d’ARNs pour Q-PCR...), et certains résultats difficiles a interpréter. Des
limitations ont également été rencontrées dans I’utilisation de certains anticorps, quelques-uns
ne permettant pas d’obtenir un marquage probant, ou satisfaisant, parfois en désaccord avec
les résultats d’analyses d’expression par Q-PCR. Dans certains cas, des marquages positifs en
cytométrie de flux s’avéraient bien plus délicats en immunohistofluorescence, et vice-versa,
sans qu’une explication puisse étre avancée. Ces anticorps ont été testés dans des conditions
classiques de fixation et perméabilisation (PAF, ou PAF-triton, ou méthanol). Certaines de
ces limitations ont été exacerbées de maniére intrinséque au projet: les isoenzymes
constituant une grande famille, il fallait tester de nombreuses conditions expérimentales, a
I’aide de tissus uniques et en petites quantités... ce qui nous a parfois amenes a écarter
d’emblée les isoenzymes les moins représentées lors des analyses. Le petit nombre de cellules
rendait aussi un peu plus aigu le probléme de spécificité, lié aux débris musculaires produits
par la dissociation du tissu. En immunohistofluorescence, certains marquages pouvaient
présenter un bruit de fond important, et le choix d’espéce productrice des anticorps était
restreint.

Les cultures cellulaires n’ont pas représenté une limitation au sens strict, puisque nous
disposions de milieux particulierement efficaces pour la promotion de la myogénése, et
validés antérieurement dans des expériences cliniques. Nos échecs de culture ont été assez
peu nombreux, qu’il s’agisse d’étudier la prolifération ou la différenciation. 1l faut cependant
garder a I’esprit que la culture en elle-méme perturbe (ou sélectionne) le comportement
cellulaire, en particulier aux niveaux d’oxygéne ambiants. Il est nécessaire de recourir a des
milieux particuliers permettant 1’enrichissement ou un certain degré de sélection, a I’aide de
cytokines ou d’hormones, ce qui peut introduire des biais conceptuels dans les stimulations
d’expression des isoenzymes ou marqueurs.

Enfin, des limitations conceptuelles sont nécessairement rencontrées : le domaine est
encore peu exploré, et les candidats sont nombreux (19 isoenzymes chez ’Homme). Le fort
regain d’intérét pour les cellules exprimant les ALDH aussi bien dans le contexte des

recherches sur et contre le cancer que sur les cellules souches, permet de mettre en évidence
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progressivement leurs fonctions, mais aussi différents variants possibles, des combinaisons
rares de monomeres, des compensations entre isoenzymes... qui pourront peut-étre remettre
un jour en questions certaines des observations de ce travail. Pour tenter de cerner au mieux
ces systemes, nous avons donc associé¢ plusieurs approches, bien conscients qu’aucune n’est
parfaite ou complete : (i) recherche de I’activité enzymatique (Aldefluor®), (ii) identification
de marqueurs associés et, dans certains cas, (iii) capacités myogéniques in vitro, (iv)
recherche des isoenzymes exprimées, (v) analyse des expressions des génes les codant, (vi)

localisation des populations in situ, (vii) évolutions en culture.

Présence de progéniteurs dans des contextes physiopathologiques

particuliers

Nous avons recherché la présence de populations cellulaires exprimant I’ALDH (capables
de métaboliser 1’Aldefluor®), au sein de biopsies musculaires de patients, et rangés par
groupes d’ages croissants. Avec 1’avancée en age, nous observons une légére tendance a la
baisse de proportion des cellules ALDH+/34- (les plus myogéniques), sans que cela soit
significatif. De plus, la variabilité était importante. Globalement, ces populatiuons se
maintiennent donc malgré une tendance a la diminution des progéniteurs musculaires et une
augmentation des progéniteurs non-musculaires. Ces résultats pourraient rejoindre plusieurs
études, parfois controversées ou contradictoires, qui pointent tantét une persistance des
cellules satellites au cours du vieillissement tantot leur diminution (Chakkalakal et al. 2012 ;
Conboy et al. 2003 ; Shefer et al. 2010). Il est remarquable que, dans certains tissus tels que le
cartilage, une baisse des progéniteurs du cartilage a activité ALDH a pu étre associée a
I’avancée en age (Unguryte et al. 2015), alors que ceci n’est pas constaté dans notre étude.
Cette différence peut étre dle aux structures des cohortes, mais elle peut étre le reflet de
I’inégalité des patients devant la rapidité du développement de la sarcopénie.

Il est généralement rapporté une diminution de la fréquence des progéniteurs circulants
avec I’avancée en age ou le développement de certaines pathologies (Dimmeler et al. 2008).
Cependant, nos résultats se rapprochent davantage de ceux observés concernant les
progéniteurs médullaires exprimant les ALDH (Povsic et al. 2010). Il est tout a fait
concevable que les cellules exprimant les ALDH soient intrinsequement protégées contre
différents produits toxiques ou issus du stress oxydatif dont les effets s’accumulent avec 1’age.
Cet effet protecteur a été observé dans d’autres modéles non liés au vieillissement (Bell et al.

2012, Brocker et al. 2011, Dey et al. 2015, Jean et al. 2011, Vasiliou et al. 2013, Zhou et al.
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2009). De maniére indirecte, la production d’AR par certaines isoenzymes déclenche
I’expression de cascades de détoxification (production de glutahtion peroxidase, de
superoxide dismutase...) (Bell et al. 2012, El Haddad et al. 2012) qui peuvent se mettre en
place de maniere autocrine ou paracrine. L’expression de ces ALDH par ces populations
cellulaires pourraient leur conférer un statut plus privilégié, dont on retrouve une contrepartie
morbide mais réelle dans le statut particulier des cellules souches cancéreuses exprimant les
ALDH.

Puis, nous avons choisi d’étudier la présence de nos cellules d’intérét dans les muscles de
patients atteints de DMD. Ici, au contraire, une augmentation drastique (3 fois le pourcentage
retrouve en conditions normales) des cellules a activité ALDH est principalement associée a
une augmentation des progéniteurs ALDH+/CD34+, dont le caractére non myogénique a été
montré précédemment et qui pourraient participer au développement du tissu fibro-adipeux.
Récemment en effet, des progéniteurs fibro-adipogéniques ont été identifiés chez I’Homme,
sur la base de I’expression de CD34, de CDI15, et de CD140a (Arrighi et al. 2015), et
présentent la capacité de se différencier en cellules adipogéniques, ou fibrogéniques,
particulierement dans des environnements de régénération musculaire. De maniere
surprenante, nous avons observé un relatif maintien de la proportion des cellules myogéniques
ALDH+/CD34- parmi I’ensemble des cellules extraites de ces biopsies. Néanmoins, des
variabilités importantes ont été observées. Elles peuvent étre le reflet de 1’atteinte musculaire
des patients, bien qu’ils aient tous été dans un stade avancé nécessitant le recours a une
intervention chirurgicale. Ce résultat est surprenant et les capacités myogéniques de cellules
ALDH+/34- devraient étre comparées a celles issues de tissus non pathologiques du méme
age dans I’avenir. Si I’efficacité de cette population se maintient, elle pourrait devenir un
atout ou un candidat intéressant pour des stratégies de thérapie cellulaire, les cellules satellites
étant généralement considérées comme sénescentes dans ces environnements de régénérations
répetées. Des résultats similaires ont été retrouvés dans les deux animaux modeles de la DMD
les plus utiliseés, la souris mdx et le chien GRMD. Chez le Chien, la proportion de cellules
ALDH+/34- est augmentée, par rapport a des animaux contrbles (la variabilité reste
importante), peut-étre parce que ces animaux, au moment du prélévement, sont encore trés
jeunes, comparativement a des patients atteints de DMD et parce que leurs tissus musculaires
sont encore en pleine phase de régénération et remodelage. Cependant, on note également une
importante augmentation de la population ALDH+/34+.
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Localisation dans différents groupes musculaires chez le Singe.

Nous avons recherché la présence de cellules a activitt ALDH dans des biopsies de
muscles issus de primates non-humains (Macaca Fascicularis) majoritairement impliqués dans
la locomotion ou le maintien de la posture (biceps, gastrocnémien, paravertébral, quadriceps,
tibial antérieur) mais aussi dans la mastication et la déglutition (masséter, pharyngé), ou la
respiration (diaphragme). Malgré une tendance pointant un enrichissement difféerent, tous les
groupes de muscles semblent contenir un pourcentage de cellules a activité ALDH équivalent.
Ainsi, tous les muscles pourraient constituer des sources équivalentes de cellules dans le cadre
d’approches de thérapie cellulaire. Ce résultat semble en accord avec une étude (Xu et al.
2015) qui a mis en évidence des proportions de cellules exprimant Pax7 a peu pres
équivalentes dans les différents territoires explorés chez I’Homme. Les résultats concernant
les cellules satellites sont un peu plus controverses dans la littérature, la richesse étant peut-
étre liée a la nature des fibres musculaires en jeu. Il serait donc intéressant de comparer a
présent les potentiels d’auto-renouvellement, de prolifération et de différenciation des cellules

myogéniques ALDH issues de ces différents territoires.

Augmentations des activités ALDH en culture primaire.

I1 est & noter qu’en culture primaire myogénique, une forte augmentation de la proportion
de cellules métabolisant 1’ Aldéfluor® est observée rapidement. Cette augmentation sera aussi
observée concernant différentes isoenzymes, au niveau proteique et génique. Ceci suggere
une implication, une régulation de I’expression des ALDH en culture de cellules musculaires,
que ces isoenzymes soient impliquées dans la différenciation par la voie de ’AR, ou dans la
survie par leurs actions détoxifiantes. Des observations similaires ont été réalisées dans
d’autres tissus (cellules pancréatiques, cardiaques, hématopoiétiques) (Gentry et al.2007 ;
loannou et al. 2013 ; Roehrich et al. 2013) mais pas toutes (cartilage) (Unguryte et al. 2015).
L’expression de ALDH1A1 a déja été décrite par d’autres en culture cellulaire et nos données
la confirment (Jean et al. 2011 ; Vella et al. 2011 ; Gonnet et al. 2008 ; Sterrenburg et al.
2004). Nous avons aussi observé une forte augmentation de ALDH1B1 et une augmentation
modérée de ALDH7AL et ALDH9A1, ce qui suggere une implication de ces isoenzymes dans
la myogénése. Par contraste, ALDH2 et ALDH1A2 sont diminuées ou abolies. Leur
implication dans 1I’homéostasie globale du muscle pourrait donc s’expliquer par leur
expression par des types cellulaires distincts des cellules myogéniques (cellules endothéliales,

péricytes). Peu de choses sont connues concernant 1’éventuelle implication des ALDH dans la
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myogénése. L’AR est impliqué (Duester et al. 2003 ; Duester et al. 2008 ; Froeschlé et aL.
1998 ; Keegan et al. 2005 ; Hamade et al. 2006, Mic et aL. 2004 ; Ryan et al. 2012 ; Zhao et
al. 2009), mais plusieurs isoenzymes participent a sa formation et a sa régulation (ALDH1A1,
ALDH1A3, ALH1B1, ALDH8AL), et pourraient se compenser ou se complémenter, comme
cela a été montré dans des modeéles animaux (Fan et al. 2003, Kumar et al. 2012 ;
Niederreither et al. 2002).

Dans ces cultures extrémement myogeéniques, certaines cellules, cependant, peuvent
exprimer CD56 sans métaboliser 1’Aldéfluor®. Ceci souligne une premiere limitation de ce

réactif, I’ Aldéfluor, dont on ne connait pas exactement toutes les cibles.

Recherche et comparaison de marqueurs associés.

La recherche de ces marqueurs avait deux objectifs principaux. Le premier, est de
participer a la caractérisation des cellules, d’établir, si possible, une carte d’identité¢ de
populations, ainsi qu’il est réalisé pour d’autres types cellulaires tels que les cellules souches
mésenchymateuses par exemple. Le second est de faciliter, ultérieurement, les approches de
sélections des populations. La combinaison de marqueurs permet une plus grande spécificité
des sélections. Jusqu’a présent, la population la plus myogénique se définissait par un critére
négatif, a savoir I’absence de marqueur CD34 (ALDH+/CD34-) ; il est préférable de
caractériser des cellules par la présence d’un antigéne plutdét que par son absence. Enfin, la
présence d’un marqueur extracellulaire permet de mettre en oeuvre des tris a 1’aide de billes
magnétiques couplées a des anticorps, ce qui est moins dommageable pour les cellules que le
tri par cytométrie de flux, dans une veine liquide sous pression.

Les principaux marqueurs associés aux cellules ALDH+/CD34+ étaient CD10, CD49%e,
CD140b. Un nombre plus important est associé aux cellules ALDH+/34-: CD9, CD31,
CD36, CD49a, CD49c, CD49f, CD71, CD106, CD140a, CD146, CD184. Il faut noter en
particulier que CD9, CD49c, CD49f, CD106, CD146, et CD184 ont été associes
précédemment a des capacités myogéniques (Boldrin et al. 2010 ; Brzoska et al. 2006 ;
Cerletti et al. 2006, Cerletti et al. 2008, Dellavalle et al. 2007, Przewozniak et al. 2013,
Sherwood et al. 2004, Tachibana et Hemler 1999, Wilschut et al. 2011).

Nous avons comparé les capacités myogéniques in vitro de cellules exprimant CD9,
CD10, CD34, CD49e, CD56, triées par cytométrie de flux, comme preuve de concept de cette
possibilité d’améliorer tris et identifications. Les capacities myogéniques (indice de fusion) se
sont établies dans cet ordre: CD9+>CD34->CD56+>CD49e+>CD10+>CD34+. Dans I’avenir,

il sera intéressant de tester egalement les capacités myogéniques des autres candidats,
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particulierement ceux exprimant CD36, CD49f, CD106, CD146, CD184 (les autres
marqueurs  étant habituellement liés & des caractéristiques endothéliales ou

mésenchymateuses).

Comparaison avec les cellules progéniteurs « classiques ».

Nous avons tenté egalement de comparer la présence de nos cellules myogéniques ALDH
avec les cellules satellites, qui expriment habituellement CD56. Néanmoins, les anticorps
testés présentaient des marquages non specifiques trés importants en cytométrie de flux,
vraisemblablement non représentatifs. De maniére irréguliére, variable, une petite population
de cellules ALDH+/CD56+ a été retrouvée au sein des cellules musculaires humaines, et plus
fréeguemment au sein des cellules dissociées de Primate non humain. Ces résultats
contredisent en partie nos observations initiales (\Vauchez et al. 2009), qui considéraient que
les cellules ALDH+/CD34- n’exprimaient pas le CD56. Dans notre présente étude, un
protocole de dissociation enzymatique plus doux que précédemment a été utilisé, évitant
I’action prolongée de la trypsine et protégeant mieux les marqueurs transmembranaires, ce qui
pourrait expliquer ce marquage d’une partie des cellules. Néanmoins, toutes les cellules
myogéniques ALDH+/CD34- ne sont pas CD56+ ce qui peut laisser présumer qu’une sous-
population de cellules CD56 seulement métabolise 1’Aldéfluor. Les cellules satellites, nous
I’avons vu, sont trés hétérogénes en terme des marqueurs de surface et de capacités de
différenciation. Nous pourrions dans 1’avenir tenter de comparer ces populations ou utiliser de
nouveaux outils et modeles pour relier ’expression d’un phénotype myogénique et

I’expression de certaines isoenzymes.

Caractérisation des isoenzymes exprimees par les populations.

L’utilisation de 1’Aldéfluor®, nous 1’avons vu, est commode, rapide, et relativement
efficace ; cependant, la nature des isoenzymes réactives n’est pas réellement connue, et sujette
a controverse, et probablement dépendante du type cellulaire étudié (Balber 2011 ; Jean et al.
2011 ; Levi et al. 2009 ; Mercato, Moreb et al. 2012 ; Unguryte et al. 2015). Nous avons donc
abordé la caractérisation directe des isoenzymes, en utilisant des anticorps, et I’analyse de
I’expression génique. Quelques discordances ont été relevées entre les résultats de ces études,
qui peuvent étre dues aux réactifs (anticorps), aux sensibilités des méthodes, a la différence de
nature des informations (les anticorps reconnaissant les protéines, la Q-PCR analysant

I’expression des genes), ou a la localisation des informations (certaines isoenzymes,
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ALDH1B1, ALDH1L2, ALDH2, ALDH4Al, ALDH5A1, ALDH6A1l, ALDH18A1,
ALDH7AL, sont concentrées dans les mitochondries et de ce fait sont plus difficiles a
visualiser qualitativement et quantitativement) (Pors 2014). Mais ces résultats nous
permettent de dresser une premiere « carte d’identité » des tissus et cellules musculaires, a
1’état natif, a I’état dissocié, et en culture.

L’étude histologique suggere que les isoenzymes sont exprimées dans des cellules faisant
partie de différentes structures. Certaines cellules sont dans I’endomysium (ALDHIAI,
ALDH2, ALDH3B1, ALDH7AL), ou proches des fibres musculaires et ressemblant a des
capillaires (ALDH2, ALDH3B2, ALDH9A1), ou associées a de petites veinules ou artérioles
(ALDH2, ALDH3B2, ALDHS8AI1). L’association au noyau est fréquente (ALDH3Al,
ALDH3A2, ALDH3B1, ALDH9AL). La localisation nucléaire des ALDH (ALDH3AL,
ALDH7AL) participerait directement a la régulation du cycle cellulaire, a la résistance aux
endommagements de I’ADN, a la réduction de I’apoptose (Marchitti et al. 2008), et plaiderait
en faveur d’un réle important joué dans la physiologie cellulaire.

Ces résultats suggerent donc que, en plus de ’TALDHI1A1 déja décrite précédemment,
plusieurs ioenzymes prennent part a ’homéostasie musculaire, en étant exprimées dans des
cellules myogéniques et non myogéniques. Au minimum, les isoenzymes ALDH1AL,
ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2, ALDH3A2, ALDH7Al1l, ALDH8Al and ALDH9Al
mériteront des études plus détaillées, compte-tenu de leur haut niveau d’expression et de leur
association a des structures musculaires ex vivo et in vitro. Elles pourraient aussi exercer des

fonctions complémentaires.
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Perspectives

Les études présentées ici ouvrent des perspectives, dans différentes directions, que I’on
s’intéresse a la biologie fondamentale du muscle, a sa réparation, aux approches de thérapie
cellulaire, ou a différents aspects des ALDHSs. A I’issue de ce travail, certaines peuvent méme

paraitre un peu frustrantes... et pourront étre développées par des successeurs au laboratoire.

Quelles pourraient étre les capacités fonctionnelles des populations

d’ALDH extraites dans différents contextes physiopathologiques ?

Notre étude a déemontré la présence, voire la persistance, de populations de cellules
exprimant les ALDHSs, aussi bien dans différents territoires musculaires chez le Primate non
humain, que chez les sujets humains jeunes et ages, et méme atteints de DMD. Les marqueurs
associes ne sont pas altérés. Cependant, les capacités fonctionnelles de ces cellules peuvent
avoir changé subtilement au cours du vieillissement, ou lors de 1’évolution de la maladie,
comme il semble que ce soit le cas pour les cellules satellites. Les cultures cellulaires réalisées
a partir de ces biopsies ne dévient pas dramatiquement en fonction de 1’age, mais ces biopsies
ont des contenus hétérogenes. Il serait par conséquent tout a fait intéressant de trier les
populations de cellules ALDH+, afin de comparer en culture leurs paramétres de croissance et
de différenciation. Compte-tenu de la faible taille des biopsies récoltées, et du petit nombre de
cellules contenues, cela nécessiterait de miniaturiser les outils expérimentaux (rendant
difficile la mise en ceuvre de la cytométrie et de la Q-PCR), cependant ces données seraient
tres instructives concernant la disponibilité de progéniteurs myogéniques efficaces au sein de
tissus de patients DMD, ou de patients agés, dans des perspectives de thérapie cellulaire

autologue ou apres correction génique in vitro.

Pourrait-on comparer les populations exprimant des ALDH avec d’autres
catégories de progéniteurs myogéniques ?

Les cellules ALDH sont des progéniteurs myogéniques a fort potentiel in vitro et in vivo.
Il semblerait pertinent de les comparer aux progéniteurs connus. Cependant des données sont
contradictoires, concernant 1’expression par ces cellules de marqueurs réputés myogéniques,
tels que CD56, Pax7, CD49g. Il semble qu’une petite sous-population de cellules ALDH+
exprime le CD56, mais cela ne semble pas constant d’une biopsie a 1’autre, et surtout cela ne

semble pas avoir la méme importance d’une espéce a I’autre (cette population étant surtout
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présente chez le Macaque). Les reésultats ont été inconstants en utilisant CD49g. Le marquage
de Pax7 requiert la fixation et la permeéabilisation des cellules ce qui n’est pas compatible
avec 'utilisation de 1’Aldéfluor. Certains marqueurs peuvent aussi apparaitre au cours de la
différenciation, ou disparaitre, en particulier chez le Chien, ou des isoformes différentes de
CD56 semblaient exprimées entre un statut de cellule quiescente et un statut de cellule en
prolifération. Enfin, cela semble dépendre des anticorps utilisés. Nous avons tenté cette
comparaison au cours de notre étude, mais sans succes probant. L’analyse de
cytofluorescence aprés cytospin, la miniaturisation des analyses par Q-PCR pourraient étre
des pistes techniques a explorer. Dans des cas trés particuliers, tels que I’expression de Pax7,
on pourrait tirer partie de 1’apparition de nouveaux outils et modeles. En effet, il existe des
modeles de souris exprimant un marqueur fluorescent vert GFP sous contr6le du promoteur
de Pax7. Et récemment, un réactif de type Aldéfluor a été mis au point émettant dans le
spectre rouge (non disponible commercialement). Il devrait étre possible d’analyser ainsi

conjointement ces différents marqueurs et de trier des sous-populations dans I’avenir.

Les populations identifiées pourraient-elles avoir un intérét thérapeutique ?

Comment se comportent-elles in vivo ?

Les capacités de distribution et migration des cellules vont limiter ou promouvoir leur
utilisation thérapeutique potentielle. Les myoblastes migrent peu, et ne sont pas capables de
franchir les barriéres vasculaires, ce qui limite leur emploi a des indications localisées. Par
contre, les mésoangioblastes (péricytes) sont réputés migrer au travers des vaisseaux, au
moins dans certains modéles animaux ; toutefois, employés chez I’'Homme, ils ont entrainé
des résultats plutot mitigés. Il sera important, chaque fois qu’un nouveau type de progéniteur
sera mis en évidence, que des tests soient réalisés concernant leurs aptitudes a la migration, au
franchissement endothélial, a la colonisation du tissu musculaire. Ce principe vaut pour les
populations cellulaires exprimant les ALDH, arborant des marqueurs spécifiques (par
exemple, CD9, CD10, CDI184...). Plusieurs voies peuvent étre testées et comparées
(intramusculaire, intraveineuse, intra-artérielle). Le territoire musculaire peut étre intact, ou en
phase de régénération induite (par l’injection d’un agent myonecrosant), ou spontanee
(utilisation d’un mode¢le animal de myopathie dégénérative). Les cellules pourront étre suivies
par I’utilisation d’un anticorps caractéristique d’espéce (dans le contexte de la greffe

xénogénique) ou apres incorporation d’un marqueur ou d’un radio-ttraceur.

-177 -



Les ALDHs participent-elles a la myogénese in vivo, lors du développement,

de la croissance et de la régénération ?

Certaines ALDH sont impliquées dans le développement (stades embryonnaires et fétaux,
et probablement également post-nataux) par leur role dans le métabolisme de I’acide
rétinoique. Certaines isoenzymes dans certains modeles sont déja réputées associées a des
voies ou facteurs (ALDH1A2 dans le cceur et le muscle squelettique, ALDH2 dans le ceeur,
ALDH7A1 dans la myogénese chez le Poisson) mais ce domaine est encore peu exploré. Les
outils dont nous disposons pourraient nous permettre d’explorer 1I’implication de certaines
isoenzymes dans le développement musculaire squelettique. L’implication peut étre étudiée in
situ sur coupes de tissus humains ou animaux a différents stades, a 1‘aide d’anticorps. La co-
expression au niveau cellulaire pourrait étre étudiée en cytométrie, aprés perméabilisation, la
Q-PCR étant une méthode plus globale. L’avenir des ces marquages pourrait résider dans les
nouvelles méthodologies de CyTOF (un appareillage est en cours de développement sur le
site hospitalier). Il existe également quelques modeéles animaux mutés dans lesquels des
isoenzymes ont été inactivees. Dans ces modeles, certains tissus ont été analysés
(principalement le cceur) mais pas nécessairement les muscles squelettiques. L’implication
des isoenzymes peut étre aussi étudiée dans des modeéles de régénération musculaire, induite
par un agent myonécrosant, ou spontanée du fait d’une maladie. Un inhibiteur des ALDH
disponible en clinique, le Disulfiram, pourrait €tre utilisé afin d’antagoniser la régénération, le
cas échéant. Enfin, nous pourrions ¢étudier 1’évolution des populations et isoenzymes en

fonction de la croissance, dans des mod¢les animaux (souris, de la naissance a 1’age adulte).

Ces caracterisations pourraient-elles s’étendre a d’autres tissus ?

Les ALDH ont été décrites dans un nombre important de tissus, mais pas toujours de
maniere trés précise, en particulier en ce qui concerne la nature des isoenzymes exprimées. Le
foie et le rein en contiennent beaucoup, au titre d’organes de détoxification. Mais dans de
nombreux tissus les cellules ont été mises en évidence et associées a un role progéniteur
(systeme nerveux central ; moelle osseuse ; foie ; pancréas...). De plus, ces cellules pourraient
appartenir a la catégorie des cellules souches cancéreuse, dont la découverte au sein des tissus
est souvent de mauvais augure, et a ce titre, elles font I’objet de recherche de traitements
(utilisations d’antagonistes de 1’acide rétinoique ou d’inhibiteurs d’ALDH) complémentaires
des chimiothérapies. Bien que la recherche avance vite (Pors et al. 2014), les isoenzymes

impliquées ne sont pas encore toutes connues, et certaiens catégories de tumeurs n’ont
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semble-t-il pas encore été répertoriées. Les outils que nous avons utilisés peuvent étre
améliorés (la batterie d’anticorps n’est pas tout a fait compléte) mais pourraient étre utilisés
pour des caractérisations systématiques.

Ces outils de caractérisation, d’extraction, de tri, pourraient aussi étre mis a profit, pour
explorer plus finement les capacités de progéniteurs contenus dans différents tissus.

De telles approches ont commencé d’étre abordées, a propos du tissu cardiaque. Ainsi,
dans I’article présenté en annexe (auquel j’ai contribué et qui est en phase de finalisation), des
cellules exprimant les ALDHs ont été identifiées dans différentes structures cardiaques
(oreillettes, parois des ventricules, septum) et une caractérisation de marqueurs associés a été
réalisée. La nature des isoenzymes reste inconnue. En revanche, ces cellules n’ont pas semblé

détenir de capacité cardiogénique in vitro.

Les cellules ALDH peuvent-elles avoir d’autres capacités de
différenciation ?

Dans ce méme article (voir paragraphe ci-dessus), nous avons pu déclencher un début de
différenciation cardiogénique au sein de populations de cellules ALDH+/CD34- issues de
muscles squelettiques, et non de muscle cardiaque. Ces cellules sont capables de s’incorporer
au sein du tissu cardiaque de souris saines. Les isoenzymes impliquées ne sont pas connues. |l
faut noter cependant que 1’acide rétinoique est impliqué dans plusieurs voies de
différenciation, dont la myogénése squelettique et la myogénese cardiaque, et nous avons vu
au cours de notre étude que les isoenzymes participant a la syntheése de 1’acide rétinoique sont
particulierement exprimées par les cellules ALDH musculaires initiales et/ou en culture
(ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH1B1, ALDHB8AL). Tout un travail de caractérisation et de
proposition mécanistique reste donc a réaliser dans ce domaine.

La présence de cellules cardiogéniques dans le tissu musculaire squelettique a été
démontrée ou suggérée par plusieurs équipes, dont celle d’Anne Fernandez. Au cours de ce
doctorat, une petite collaboration a été entreprise entre nos laboratoires, malheureusement elle
n’a pas pu mettre en évidence de lien entre les cellules ALDH musculaires et les cellules

cardiogéniques produites in vitro.
Quels sont les roles joués par des isoenzymes individuelles ?

Certaines isoenzymes d’ALDH sont liées a des maladies génétiques (souvent

métaboliques et/ou touchant la sphére neurologique), ou a des déficits enzymatiques
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tolérables chez ’Homme (probléme de métabolisation de I’alcool dans des populations
asiatiques). Par ailleurs, certaines isoenzymes sont impliquées dans le métabolisme de 1’acide
rétinoique et joueraient un réle prépondérant au cours de la morphogénése dans de nombreux
tissus. Certaines isoenzymes sont aussi plus particulierement dédiées a un métabolisme
particulier dans un territoire donné (cristallin). Dans les situations qui nous intéressent, nous
ne savons pas encore si des isoenzymes particuliéres sont impliquées de maniére
prépondérante dans la myogénése ou la cardiogénése, et leurs homéostasies, et nous ne
disposons que de pistes de recherche a I’issue de cette étude. Les formes ALDHIAI,
ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH7AL sont citées chez la Souris et les poissons. Des
animaux mutants ont été générés, menant dans certains cas a des déficits ou des
malformations, surtout cardiaques (ALDH1A2, ALDH1A3). L’identification d’isoenzymes
particuliéres au sein des cellules musculaires initiales, puis au sein de cellules myogéniques
en culture, peut nous conduire a tenter de caractériser davantage le role de telle ou telle
isoenzyme. Ces approches sont basees sur les caractérisations antérieures, en couplant
I’expression d’isoenzymes données a des marqueurs de voies moléculaires ou de
différenciation (expression de Pax7, de MyoD, de CD56, de CD31). Ces études peuvent
inclure des manipulations d’inhibition spécifiques de certaines isoenzymes ciblées (utilisation
de siRNA), des analyses d’expression en présence de molécules agonistes ou antagonistes

(acide rétinoique, DEAB, DSF).

Pourrait-on appréhender plus finement certains mécanismes moléculaires
de la myogénése ?

L’activité de certaines ALDH meéne a la synthése d’acide rétinoique. En paralléle a des
¢tudes d’expression des genes et des protéines, le blocage de D’activit¢ globale, ou le
mimétisme de la voie rétinoique, pourraient éclairer sur le role de I’ALDH (en général) sur la
myogénese, sur ses versants de prolifération et/ou de différenciation. Des modeles cellulaires
de prolifération ou de différenciation pourraient étre soumises a 1’action d’inhibiteurs tels que
le disulfiram, ou le DEAB, ou de I’AR lui-méme. La capacité de prolifération, la vitesse de
prolifération, 1’expression d’ALDH, les natures des isoenzymes, la proportion de cellules
exprimant des marqueurs myogéniques, pourraient €tre déterminées a I’aide des outils que

nous avons utilisés.
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Abstract (250 words):

Cell therapy approaches are developed in the indication of heart failure to circumvent the cardiac
remodeling and improve local contractility. Several cellular candidates have demonstrated limited
efficacy due to poor survival and integration in vivo. Aldehyde deshydrogenases (ALDH) constitute a
family of intracellular enzymes involved in metabolism and detoxification of aldehydes through
oxidation and promote cell survival. Some ALDH isoenzymes produce the retinoic acid involved in
cardiogenic differentiation pathways. ALDH is considered a marker of several stem cell types,
detected using the fluorescent substrate Aldefluor. Within primate skeletal muscle tissues, we
previously identified an ALDH'/34 population presenting a myogenic capacity in vitro and
participating to muscle regeneration in vivo upon intramuscular administration. We first extended
the phenotypic characterization of non-human primate ALDH+ cells, highlighting their association
with CD9, CD10, CD29, CD36, CD44, CD49a, CD49c, CD49e, CD56, CD106, CD146, CD184. Based on
their stemness and versatility, we designed a combination of cytokines including BMP2, BMP4, IGF1
and bFGF which committed ALDH*/CD34" cells into cardiogenic-like cells expressing GATA4 and
NKx2.5 in vitro. Upon transplantation of induced cells from non Human Primates into the
myocardium of immunodeficient mice, we observed their presence one month later, based on the
expression of donor-specific antigens within the recipient environment. Some of these cells

expressed markers of cardiomyocytes and presented a cardiac-like morphology. This experimental
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setting would represent a first proof of the usefulness of ALDH" progenitors to promote myocardial

repair in the context of heart failure.

Introduction

Cell transplantation is actively investigated as a strategy to improve cardiac structure and function in
the indication of heart failure, which becomes one major cause of morbidity and mortality in the 21°
century (Berry). A variety of cells have been contemplated up to clinical trials, mainly in the setting of
ischemic cardiomyopathy (Menasche 2011), including skeletal myoblasts, bone marrow mononuclear
cells, circulating endothelial progenitor cells, mesenchymal cells, cardiac progenitors of cardiac
origin. Crude preparations or cells expanded and committed in vitro were used. Despite encouraging
results, trials failed to illustrate the ability of transplanted cells to differentiate In vivo into
cardiomyocytes, suggesting that the improvements in myocardial efficiency were mainly due to
paracrine effects (Menasche 2011; Murry 2006; Perez-llzarbe 2011). Their real efficacy is presently
under scrutiny at the fundamental and clinical levels (Van Berlo et al., Nowbar et al.). The clinical use
of Embryonic stem cells is still limited by their allogenicity, stability, and extent of terminal
differentiation, which may be challenged by their selection and their combination with biomaterials
(Menasche et al. 2014, 2015). All these limitations mandate the identification of new cell types with
cardiogenic capacities.

Although conceptually challenging and intriguing, the presence of cell populations presenting
cardiogenic capacities within the skeletal muscle tissues has been suggested by different groups,
most studies being based on rodent cells [Abdel-Latif, Arsic, Clause, Shibuya, Winitsky]. In some
studies, specific treatments of cells are required to coax a cardiogenic differentiation, for example,
co-cultures on mouse cells, three-dimensional gel bioreactor, formation of myospheres [Arsic, lijima,
Nomura, Poulet, Tamakil. In most studies, the expression of cardiac markers has been assessed in
vitro only, without further functional evaluation in vivo. Very few studies addressed the cardiogenic
differentiation of Primate skeletal muscle cells in vivo. One report used expanded cells and a
treatment with retinoic acid [Invernici], however the number of cells produced was limited. One
report is based on the selection of Human muscle CD34" cells, which however did not directly
differentiated into cardiac tissue [Proksch].

Aldehyde dehydrogenases (ALDH) are intracellular enzymes involved in oxidation of aldehydes into
the corresponding acids. They detoxify biogenic and xenobiotic aldehydes, conferring resistance to
some anti-cancer drugs (Balber; Jackson et al.; Sobreira et al.) and a survival advantage when
confronted to oxidative stress in vitro or in vivo (Jean et al.; Vella et al; El Haddad et al.). Several

isoenzymes are involved in the production of retinoic acid from retinal, and therefore play a pivotal
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role in retinoid-dependent differentiation pathways (Sobreira et al.; Lewandoski et Mackem; Keegan
et al.). ALDH are markers of functional activity and are expressed by primitive progenitors identified
in bone marrow (Gentry et al.; Lioznov et al.), umbilical cord blood (Gentry et al.; Hess et al.; Storms
et al.), peripheral blood (Lioznov et al.; Fallon et al.; Povsic et al.), neural, liver, pancreatic, epithelial,
angiogenic (Capoccia et al.; Corti et al.) and cardiac tissues (Konninckx et al.; Roehrich et al.),
suggesting tissue-oriented differentiation capacities of ALDH-positive cell subsets. Based on CD34 co-
expression, we identified previously two populations of cells exhibiting ALDH activities within human
skeletal muscle biopsies (Vauchez et al.), and illustrated that ALDH*/CD34" cells have a myogenic
capacity in vitro and In vivo, while ALDH*/34" cells have a non myogenic mesenchymal profile. The
ALDH*/34 cells of skeletal muscle could be considered as a tool for cell therapy of degenerative
diseases, raising the question of a cardiac counterpart. To assess whether the differentiation of
ALDH" populations may be coaxed by the environmental cues or by culture conditions, as observed
using embryonic or mesenchymal stem cells (Bartunek et al., Behfar et al.), we established and
compared the phenotypes of non-human primates cell populations extracted from cardiac and
skeletal muscle biopsies. We capitalized on the expression of ALDH by the selected progenitors to
produce the retinoic acid involved in heart and/or skeletal muscle patterning and development
[Keegan]. We report here the use of a defined cocktail of cytokines consisting of bFGF, BMP-2, BMP-4
and IGF-1, that enabled the commitment of ALDH*/CD34 populations of cells into cardiomyocyte-like
lineage by enhancement of the expression of cardiac differentiation factors such as GATA-4, Nkx2.5
and Islet-1. Then, we assessed and compared their integration capacities within immunodeficient
mouse myocardium. The cell populations from skeletal muscle fragments displayed the capacity to
form cardiomyocyte-like cells in vivo after transplantation, while the populations from the cardiac

muscle fragments did not.

Materials and Methods

Muscle biopsies : sources and processing

Macaque biopsies were obtained from Macaca Fascicularis or Macaca Mulatta at the time of
sacrifice of these animals which were involved in unrelated protocols. Muscle biopsies were sliced,
finely minced and digested for 1 hour at 37°C using 0.2% type Il collagenase (Worthington) in DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum. Mechanical dissociation was completed by passage of
the cell dissociate through a 10 ml pipette, and an 18G needle. The suspension was filtrated through
100 then 40um cell strainers (Becton-Dickinson). The resulting cell suspensions were centrifuged,

washed, and frozen in a medium containing 10% DMSO, 20% FBS and 70% DMEM for later use.
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Characterization and quantification of ALDH-expressing cells using Aldefluor reagent and
cytofluorimetry

Following thawing and washing, cell suspensions were incubated with the ALDH substrate Aldefluor®
(1uM) for 20 min, at 37°C (Stemcell Technologies). Controls were obtained by prior incubation of
cells with 50mM of the specific ALDH inhibitor DEAB. Cells were centrifuged, labeled with antibodies
directed against extracellular markers (Supplemental Table 1) and analyzed by flow fluorocytometry
(Facscalibur, BD) using the Cell Quest Software. Aldefluor® labeling was also used for cell sorting in

combination with labeling of CD34 using a PBS buffer containing 2% FBS and 100uM Verapamil.

Phenotyping of cell populations using antibodies directed against extracellular markers

Extracellular markers were detected by incubations with allophycocyanin (APC)-conjugated
antibodies (CD34, CD45, Becton-Dickinson), or Phycoerythrin (PE)-conjugated antibodies (CD9, CD10,
CD29, CD31, CD36, CD44, CD47, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, CD56, CD61, CD71,
CD105, CD106, CD133, CD140a, CD140b, CD143, CD146, CD172a, CD184, CD309) at 1/30 (15 min, 4
°C). Non-specific fluorescence was determined using isotype controls (BD). Cells were analyzed by

flow fluorocytometry (Facscalibur, BD) using the Cell Quest Software.

Cell sorting
Following incubation in presence of Aldefluor reagent, then incubation in presence of the anti-CD34
antibody labelled with APC (clone 563, BD), cells were sorted on the basis of both ALDH activity and

expression of CD34 using a Vantage SE DiVA (Becton Dickinson).

Cell cultures

Sorted cells were centrifuged, washed and seeded in 6-wells, 12-wells or 24-wells plates depending
on their initial number. The cells were induced into the cardiac lineage in a proliferation medium that
typically contained 80% modified synthetic custom-made MCDB120 medium (Hyclone), 20% fetal
bovine serum (Hyclone), Gentamycin (25ug/ml), and 10 ng/ml of each human recombinant
cytokines: bFGF (R&D systems, Lille, France), BMP-2 (Sigma), BMP-4 (R&D systems) and IGF-1 (R&D

systems). The medium was changed daily.

Flow cytometry analysis of differentiating cells

At various times after setting of the cultures (24 hours, 48 hours and 72 hours), the cell layers were
washed in PBS, fixed in paraformaldehyde 4% in PBS (PFA 4%) 10 min at room temperature,
permeabilized using triton (0.2%) 10 min at room temperature, rinsed in PBS and incubated using

one antibody directed against a transcriptional factor involved in cardiac differentiation such as Islet-
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1 (Rabbit polyclonal, Abcam), Nkx2.5 (clone H-114, Santa Cruz) and GATA-4 (clone H-112, Santa Cruz).
Cells were first incubated with the primary Rabbit antibody (Islet-1, Nkx2.5 or GATA-4, 1/50, 90 min
at 4°C) followed by the secondary Goat anti-Rabbit antibody linked to a fluorophore (FITC, 1/100 in
PBS, 30 min at 4°C) and analyzed by FACS as above.

Preparation of cells and their transplantation into mouse myocardium

The cells treated for 48 to 72h as above were harvested using trypsin-EDTA (0.025%, Invitrogen),
suspended in PBS supplemented with 0.5% bovine serum albumin (BSA, Sigma) and kept on ice until
injection. All experimental procedures were performed on female age-matched mice according to
the guide for the care and use of laboratory animals published by the NIH (publication No. 85-23,
revised 1996). Immunodeficient animals (RAG mice and NOD-SCID mice) were anaesthetized using
ketamine (75 mg/kg) and xylazine (15 mg/kg) and ventilated (MiniVent, Type845; Hugo Sachs
Elektronik, Germany). Upon small left thoracotomy at the level of the 5th intercostal space, 10 000 to
150 000 treated cells were injected at four sites on the anterior-lateral wall of the left ventricle under

a total volume of 40ul, using a Hamilton syringe and a 32G needle.

Histological characterization of cell integration

The animals were sacrificed 3 to 4 wks after transplantation under general anesthesia. Hearts were
snap frozen in liquid-nitrogen-cooled isopentane and serial cryosections (7 um) collected in a
transverse orientation from apex to basis, in order to ensure a complete overview of cell distribution.
Implantation of primate cells in host muscles was evaluated by species-specific labeling of the
primate protein lamin A/C (Vector, clone 636 not staining the mouse antigen). Connexin 43 (Rabbit
polyclonal, Sigma) staining delineated the membrane of cardiomyocytes. Cardiac troponin | and [-
actinin (clone EA-53, Sigma) stained the cytoplasm of cardiomyocytes. Fast skeletal myosin heavy
chain (Clone My32, Sigma) stained skeletal muscle fibers and not the cardiac cells. Secondary
antibodies were coupled to Alexa fluorophores (350, 488, 568) (1/400 in PBS for 1h). Cells were
mounted with Vectashield. Negative controls were obtained by substitution of the primary Ab with
fetal bovine serum. Cells were observed using an inverted microscope equipped with fluorescence

(Olympus Optical Co).

Results

Phenotypic characterization of muscle cells

The mechanical and enzymatic dissociation of cardiac and skeletal muscle tissues provided cell

suspensions, of which small proportions expressed ALDH activity as observed using the Aldefluor
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reagent (Figure 1A; right panel). The co-expression of CD34 or its absence delineated two sub-
populations. The relative proportion of total ALDH+ cells varied according to the anatomical origin of
the tissue, from 2.77 % in the Macaque Ventricle to 9% in the Macaque atrium, while ALDH+/CD34-
cells represented 12% to 30% of the total ALDH+ cells (Figure 1; left panel). Skeletal ALDH'CD34" cells
predominantly exhibited SSC'°* and FSC'®" characteristics, while Atrium ALDH*CD34" cells constituted
a subset with intermediate-to-high SSC and FSC characteristics. Ventricular ALDH'CD34" cells
exhibited more heterogeneous SSC and FSC properties without forming a defined population (Figure
1; left panel, population in red).

The cells were characterized using one or several markers (listed in Supplemental Table 1), alone or
in association with Aldefluor (Figure 2). We noted that the association was never complete, i.e. only a
proportion of the ALDH" cells expressed a given marker. For example, a minority of ALDH'/CD34 cells
(i.e. between 10 to 50%) extracted from skeletal muscle were associated to the following markers (in
ascending order): CD71 < CD36 < CD140a < CD106 < CD61 < CD143 < CD31 < CD49c < CD105 < CD146
< CD309 < CD49%e < CD140b < CD49a while the majority (i.e. more than 50%) were associated with
one of the following markers (in ascending order): CD44 < CD184 < CD10 < CD56 < CD9 < CD29
<CD47.

Differences were noted between cell suspensions, depending on the anatomic origin and the
combination of markers under scrutiny. Among tissues, the ALDH*/CD34" populations are the more
homogenous, since they are frequently associated to the expression of CD49e (integrin alpha 5) and
CD140b (PDGF beta receptor), with or without CD10 (CALLA) and CD106 (VCAM-1). The ALDH*/CD34
populations present common general features such as the expression of CD29 and CD44 in all tissues,
but they are associated with specific features in skeletal muscle tissue such as expression of CD9
(MRP-1), CD56 (NCAM), CD184 (CXCR4), CD10 (CALAA), completed with CD31 (PECAM), CD36
(PASIV), CD49a (integrin alphal), CD49c (integrin alpha3), CD49f (integrin alpha6), CD71 (Transferrin
receptor), CD106, CD140a (PDGF alpha receptor) and CD146 (MCAM). Therefore, ALDH'/CD34
populations from cardiac and skeletal origin seem differentially defined, suggesting differential
biological properties or functions. A few markers would typically allow to discriminate the
ALDH*/CD34 cells such as CD9 and CD184 (Figure 1; down panel), because most of CD9 or CD184
cells are ALDH'/CD34 and vice-versa. Some cells also harbor non-exclusive markers, such as CD10 or
CD56 (Figure 1; down panel) which label most ALDH*/CD34 cells but also ALDH" cells and would not
allow selective sorting.

Among markers, the combination of integrin isoforms within the whole family (CD49) helps
differentiating cells from distinct origins. While expressed on 20-30% of cells extracted from
ventricles and auricles, CD49a and CD49f are mainly expressed by ALDH*/CD34" cells and CD49e by

ALDH*/CD34" cells extracted from skeletal muscles (Figure 2).
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Cardiogenic commitment of selected cell populations

The cells extracted from skeletal muscle biopsies were treated using one or several cytokines (bFGF,
IGF-1, BMP-2, BMP-4) for 12 to 72h, before being analyzed for the proportion of cells expressing
cardiac markers (GATA-4, Nkx2.5, Islet-1) using flow cytometry, as presented in Figure 3. These cells
were ALDH' CD34 selected initially.

In selected cells, the addition of recombinant BMP-2 modifies the proportion of cells expressing the
cardiac marker GATA-4. The addition of bFGF, BMP-2 and IGF-1 led to a 30 times increase in the
proportion of cells expressing the cardiac marker NKx2.5 (Figure 3A, in presence of bFGF alone). The
addition of BMP-4 modifies the proportion of cells expressing the cardiac marker Islet-1 (Figure 3C).
Higher percentages of cells expressing the cardiac markers are obtained when the cocktail is
renewed every day than when it has been added only once at the onset of cell culture and the

absolute number of cells expressing cardiac markers is increased with time in culture.

Preparation, implantation and integration of committed cells

Following selection by flow cytometry on ALDH/CD34 expression, cells were induced in culture,
harvested, gathered and concentrated, then injected within the myocardial tissue of
immunodeficient recipient animals. Thirty days (Figure 4) after transplantation, animals were
sacrificed, their hearts were processed and the presence of cells harboring specifically non-human
primates proteins was demonstrated within the mouse tissue using immunohistological procedures.
We observed that cells prepared from skeletal muscles implanted as concentrated clusters, or in a
more dispersed manner within the grafted areas, as attested by the specific staining of Macaque
nuclei using anti-laminA/C antibody (Figure 4). A few days after injection, within delays from 2 days
to 2 months, the injected cells expressed markers typical of structure (troponin, actinin) or function
(connexin 43) of cardiomyocytes. The cardiac protein alpha-actinin was expressed in the cytoplasm
of both mouse (recipient) cardiac cells, and Macaque (donor) cells. A majority of cells in the same
area expressed the Cardiac Troponin | marker. Mouse and Macaque cells also expressed the cardiac
membrane marker connexin-43 that normally warrants electrical coupling between cardiac cells
(Figure 4). Some Macaque cells (stained by the specific anti-lamin A/C) exhibited striations
characteristic of a sarcomere and of the establishment of a contractile apparatus. Some of these cells
were undistinguishable from the resident murine cardiomyocytes that still constituted the majority
of the murine heart tissue. Meanwhile, a small number of Macaque cells expressed a fast isoform of
skeletal myosin heavy chain, a marker of differentiated skeletal muscle cells (Figure 4; down panel).

Implanted cells were observed at different sites within mouse myocardium, reflecting the multiple
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injection trajectories used for cell implantation. These results suggest the preferential commitment
of the cytokines-induced skeletal muscle derived cells into cardiomyocyte-like cells In vivo.

Strikingly, the cells not originating from skeletal muscles, i. e. cells extracted from auricles or
ventricles, or ALDH/CD34" cells, and the skeletal muscle cells that were not incubated with the
cytokines, did not implant in such a successful manner (Supplementary Figure S2). When a few
Macaque cells were observed within the mouse cardiac tissue, they did not express cardiac-specific
markers, suggesting their lack of cardiogenic capacity. The several conditions tested for implantation
of the cells, and their results in terms of engraftment and presence of cells harboring cardiac markers

are summarized in Table 1.

Discussion

The production of bona fide cardiac progenitors is explored tremendously in the clinical perspective
of regenerative medicine. The usefulness of several candidates is frequently limited by the easiness
of procurement and characterization, the capacity of being expanded ex vivo, the failure of these
cells to differentiate in vivo into mature cardiomyocytes. Being abundant, the skeletal muscle tissue
has been investigated by different groups for the production of cardiogenic cells. Most studies were
done in rodents using markers that do not have real counterpart in primates (i.e. Sca-1 antigen) or
that do not label the same cell types (i.e. CD34). Several procedures were based on low adherence
capacities (Arsic et al.; Winitsky et al.). Specific treatments were frequently required to coax a
cardiogenic differentiation, for example, co-cultures on mouse cells (lijima et al.), three-dimensional
or cardiosphere cultures, formation of myospheres (Arsic et al.; Poulet et al. ; Tamaki et al.).
However, the expression of cardiac markers has been assessed in vitro, without experimental
evidence of integration in vivo upon intramyocardial implantation (Arsic et al., lijima et al., Poulet et
al.). In vivo, a treatment with retinoic acid produced a limited number of cells (Invernici et al.), or
selected Human muscle CD34" cells grown in culture did not differentiate into cardiac tissue (Proksch
et al.). In the absence of prior cardiogenic induction, skeletal muscle progenitors participate to
neoangiogenesis, and reduce fibrosis through the formation of myotubes or small muscle fibers
which do not differentiate into bona fide cardiomyocytes nor constitute electromechanical junctions
(Leobon et al.). Their healing activity is exerted through paracrine mechanisms (Perez-llzarbe et al.).

Stem cells from alternative compartments of the body have been tested, but the results of clinical
trials have been disappointing or controversial (Van Berlo et al.; Menasché 2011; Nowbar et al.).
Because of their paucity, mesenchymal stem cells require bone marrow aspiration and long-term
expansions. Nevertheless, upon treatment with cytokines the MSC may differentiate into cardiac-like

(non-beating) cells in vitro and in vivo (Bartunek et al.).
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Striated muscles contain several ALDH+ cell populations.

ALDH is a functional marker, which depends on cellular activity and viability, thus conferring an
advantage over extracellular markers. We identified cell populations expressing ALDH activity in
dissociated cardiac and skeletal muscles of human and non human primates, and other animal
species (Mouse, Dog, data not shown) thus confirming and extending previous results from our
group and others although with slight variations, (Jean et al., Konnincks et al., Roehrich et al.,
Vauchez et al., Vella et al.). These results open the way to the exploration of the role and regulation
of these cell types in normal or pathological contexts.

Differential co-expression of several extracellular markers was observed. Based on the functional,
discriminative role of CD34 observed in populations extracted from human skeletal muscle, we
identified populations associating defined markers with the expression of ALDH and the presence of
CD34 [ALDH'/CD34"] or its absence [ALDH'/CD347]. At variance with a previous study, we avoided
incubation of dissociated muscles fragments into trypsin to be more protective regarding the cell
surface. Some markers are regularly expressed on ALDH- cells (such as the endothelial marker CD31),
and some are consistently or preferentially expressed on ALDH+ cells (such as CD9, CD10, CD36,
CD44, some CD49, CD140b, CD184...).

In a given muscle tissue, some differences are observed between populations on the basis of CD34
co-expression. The ALDH*/CD34" population is generally associated to the expression of CD49e and
CD140b. The ALDH/CD34 population harbors common markers (CD10, CD44) and some that are
more exclusively observed in skeletal muscle (CD9, CD56, CD184). These data suggest that sub-
populations of ALDH" cells may be further enriched by positive or negative selection using flow-
cytometry-based sorting, or, in the perspective of clinical developments, using immunomagnetic
selection methodologies. In this perspective, the ALDH*/CD34 cell populations associated to one or
more of the following markers: CD9, CD10, CD44, CD56 and CD184, would be of special interest.

In a previous study, differences in the proportions of cell populations were observed between
paravertebral and quadricipital muscle sources. Here, we also observed differences in nature and
proportions of cell populations extracted from cardiac or skeletal muscles, the highest percentages of
ALDH+ cells being observed in the auricular tissues. Taken together, these differences may reflect the

commitment capacities in vitro or In vivo.

ALDH+ cells may be committed towards a cardiogenic fate in vitro.

To substitute to the use of cardiomyocytes feeders (Konninckx et al.), several growth factors,
cytokines or combinations have been proposed to trigger the cardiogenic commitment of

progenitors of various origins (Bartunek et al., Behfar et al., ), or sustain its continuum, taking clues
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from early cardiomyogenesis. In this study, we capitalized on the expression of ALDH by the selected
progenitors to participate to the production of the retinoic acid involved in heart and/or skeletal
muscle patterning and development (Keegan et al.). A preferential cardiogenic commitment was
induced using the minimal combination of members of BMP family (BMP2, BMP4) and IGF-1, such as
set up previously by different groups (Bartunek et al., Behfar et al.) allowing the expression and
nuclear translocation of cardiogenic factors. bFGF was added to favor and sustain proliferation over
terminal differentiation. In vitro, we observed evidences of cardioinstructive commitment, through
the expression of the precocious markers NKx2.5 or GATA4 by significant proportions of cells.
Terminal differentiation was not observed in these short-term experiments in vitro, i.e. we did not
observe the specific architecture of isolated cardiomyocytes, nor a spontaneous contractile activity
such as the one obtained in embryoid bodies. We hypothesized that such an immature level of

differentiation would promote higher yields of survival of the cells upon intracardiac injection.

Some populations of committed ALDH" cells differentiate into cardiogenic cells in vivo.

Among all combinations tested, only the transplantation of ALDH+/CD34- cells dissociated from
skeletal muscle tissue and committed towards cardiogenic fate for 48h using the dedicated cocktail
of cytokines allowed the implantation of cardiac-like cells that were expressing both donor-specific
and cardiac-specific markers. Hundreds to thousands cells were observed at the injection site, but
were not disseminated through the whole myocardium.

Indeed, these cells were injected into the heart of healthy animals, i.e. into an environment that was
not favorable to regeneration, as a recent infarction scar could be. Interestingly, in the absence of
cardiogenic induction conferred by the dedicated cocktail of cytokines, the transplantation of
ALDH+/CD34- cells extracted from skeletal muscle did not yield cardiac-like cells In vivo, but
prompted the formation of some myotubes expressing the specific fast isoform of Myosin heavy
chain. Therefore, the initial differentiation capacity of these ALDH+/CD34- cells remains the
formation of skeletal muscle structures in the absence of specific induction, as observed previously
(Vauchez). In this study, the ALDH" cell populations extracted from macaque skeletal muscle that
show cardiogenic efficiency do not co-express CD34". In a previous set of experiments, we observed
that ALDH*/CD34 cells participated to skeletal muscle regeneration without pretreatment, while
ALDH*/CD34" cells harbored adipogenic and osteogenic differentiation capacities in vitro. These
mesenchymal-like capacities have been also observed in ALDH*/CD34" cells extracted from cardiac
tissue by Koninckx et al. in Humans and by Roehrich et al. in Mouse. Que PEUT ON EN CONCLURE?
Chez la Souris le CD34 est un marqueur plus large (Reohrich) mais chez I’'Homme (Koninckx) ?

The transplantation of cells dissociated from cardiac tissues (ventricles, auricles) did not yield

cardiac-like tissue, despite incubation of ALDH*/CD34 cells in the dedicated cocktail of cytokines,
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although some of them could be observed in interstitial spaces, suggesting that the cells from these
environments did not retain the capacity to form contractile tissue. Whether these cells participate
to angiogenesis, stromal support or conduction tissue is unknown yet. The reason for this lack of
efficacy could lie in the nature of the cell populations, or in the balance of expression of ALDH-coding

isoenzymes.

Limitations of the models and future prospects.

Some limitations of the present model may be pointed. The state of maturation of the cardiac-like
cells, their contractility, the electrophysiological properties and electrical coupling with neighboring
cells are not known yet, neither in vitro nor in vivo. Beyond this proof of concept, allogenic or
syngenic transplantation models should be set to avoid the molecular inter-species barriers that may
hamper proper integration or maturation of the Macaque cells within murine tissue. Also, while
these cells are prepared from a rich source of relatively easy access (i.e. a skeletal muscle biopsy)
that was considered and used in previous clinical trials, the capacity of the progenitor cells to sustain
long-term expansions is not known yet, neither their capacity to support the cell injection procedures
that are frequently detrimental to several cell types (Skuk et al.). Finally, the study of the functional
ability deserves the use of animal models of cardiopathies, either post-ischemic or genetic ones.
Nevertheless, this is the first report of the preparation, implantation, persistency and differentiation
in vivo of a new category of progenitors, which are of easy access and preparation using simple and
reliable reagents. These cells may constitute interesting tools to assess normal and pathological
development, to develop screening platforms, to develop functional studies. It is also conceivable to
assess the production and efficacy of these cells in an autologous fashion, in the perspective of

clinical developments, so as to propose them a place in the armamentarium of cell therapy.
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Figures and tables legends

Figure 1. Flow cytometry characterization of ALDH+/CD34+ and ALDH+/CD34- populations of
Macaque and Human muscle cells.

Dissociated cells from heart and quadriceps muscle biopsies of Macaques (n = 4, aged 5-9 year), and
from Human Fascia Lata muscle biopsies (n = 7, aged 47-63 year) were incubated with Aldefluor
substrate, then with APC-labeled anti-CD34 antibody and a second PE-labeled marker.
Representative cytograms are shown. In (A), the expression of CD34 is represented as a function of
ALDH" cells, providing an upper right quarter containing the ALDH*/CD34" cells (green color), and a
lower right quarter containing the ALDH*/CD34 cells (red color), in which the proportions of cells can
be estimated. In (B), the assigned cell populations are projected according to their side scatter (SSC)
and forward scatter (FSC). Skeletal ALDH" CD34" cells were the most homogenous population. In (C),
the expression of CD184 (left) and CD56 (right) PE-labeled markers is represented as a function of
SSC (left panel) and ALDH" cells (right panel). Most CD184+ cells belong to the ALDH+/CD34-
population, therefore this marker is almost exclusive. In comparison, only a small proportion of the
CD56+ cells belong to the ALDH+/CD34- population, ascribing a non-exclusive role to this marker.

Datas are percentages (mean, SD) of cells positive for the indicated marker.

Figure 2. Flow cytometry phenotypic characterization of muscle cells populations.

As in Figure 1, the cells enzymatically dissociated cells were incubated with Aldefluor substrate, then
with APC-labeled anti-CD34 antibody and a second PE-labeled marker. The values associated to the
combinations of these markers by the cells are translated in histograms. The proportion of a
dedicated marker among the whole content of mononucleated cells is presented in yellow. The
proportions of cells expressing a dedicated marker within the ALDH+/CD34+ population and within
the ALDH+/CD34- population are presented in green and in red, respectively. This representation
suggests that, for example, CD9 and CD184 are especially co-expressed with ALDH+/CD34- cells from
skeletal muscles, while CD49e and CD140b are frequently associated to the ALDH+/CD34+

populations. Data are percentages (mean of 4 animals, SD) of positive cells for the indicated markers.

Figure 3. Stimulated expression of cardiac differentiation factors by cytokines.
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In A, enzymatically-dissociated Macaque muscle sorted ALDH+/CD34- cells were grown with or
without daily stimulation by the cocktail (BMP-4, BMP-2, IGF-1 and bFGF) during 72 hours before
analysis by flow cytometry using anti GATA-4, Nkx2.5 or Islet-1 antibodies. FSC was plotted as a
function of the fluorescence associated to these markers. Populations of cells expressing the cardiac
markers were observed in presence of bFGF alone, bFGF + BMP-2, bFGF + IGF-1, BMP-2 + IGF-1 +
bFGF, bFGF + BMP-2 + IGF-1 + BMP-4 (Independent experiments). Datas are percentages (n = 3) of
cells positive for the indicated marker. In B, a single stimulation was achieved and the cells were fixed
to slides, labeled with anti GATA-4, Nkx2.5, Islet-1, TBX-5 or Mef2c antibodies. Scale bar:

In C, non-sorted Macaque muscle cells were stimulated (or not) with the factors for 48 hours, then
labeled with antibodies directed against GATA-4, Nkx2.5, Islet-1, Tbx5 or MEF2C and analyzed by
FACS. The percentages of cells (mean, SD) expressing a cardiac marker with and without treatment

are plotted.

Figure 4. In vivo engraftment of selected and stimulated Macaque muscle ALDH"/CD34 cells.
Enzymatically-dissociated Macaque ALDH*/CD34™ muscle cells were sorted on the basis of both ALDH
positivity and lack of CD34 expression. The cells were grown in culture in presence of the cocktail for
48 hours or 72 hours before intramyocardial implantation into NOD-SCID immunodeficient mice.
Four weeks after transplantation, the presence of Macaque-specific antigens (lamin A/C) and cardiac
(top panels) or skeletal (bottom panel) muscle markers were assessed by immunohistofluorescence
on heart sections. Several cells, in many fields, harbored specific Lamin A/C-positive nuclear
membranes (green, white arrowheads), detected in association with specific cytoplamsic markers of
cardiomyogenic differentiation such as Connexin-43 (blue, arrows) and alpha-actinin (red). Low,
intermediate and high magnifications are presented. The increased magnification allows comparing
the lamin A/C-positive cells with neighboring, murine cardiomyocytes, underlining their similar
morphologies and expression of Cx43 and alpha actinin. In (B), the almost complete absence of the
fast skeletal myosin isoform labeling suggested that the newly implanted tissues were not skeletal
muscle in nature. Scale bars: 10um to 100um. IL FAUT PRECISER QUELLE BARRE POUR QUELLE
IMAGE.

Supplementary Table 1.

List of the antibodies used in this study.

Supplementary Table 2. Engraftment of heart or skeletal muscle cells in immunodeficient mice.
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Figure 3
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Figure 4
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TableRL3

BD

CD9 / TSPAN29 / (cell adhesion and migration) M-L13 MsIgG;, k  PE 555372 Pharmingen™
BD

CD29/ ITGB1/ (cell adhesion) MAR4 Ms 19Gy, PE 555443 Pharmingen™

BD

CD34 / gp105-120, Sialomucin / (cell-cell adhesion factor) 581 Ms 1gG;, k. APC 555824 Pharmingen™

BD
CD44 [ HCELL / (cell adhesion and migration) 515 Ms IgM, « PE 550989 Pharmingen™

BD

CDA47 / (involved in the increase in intracellular calcium concentration) B6H12  MslgG;, x  PE 556046 Pharmingen™

BD
CD49b / a2 integrin DX5 Ms IgM, k PE 553858 Pharmingen™

BD

CD49d / o4 integrin L25 Ms 1gGa, k  PE 340976 Pharmingen™

BD

CD49f / a6 integrin GoH3 Ms1gG;, k. PE 555736 Pharmingen™
BD
CD61/ B3 integrin VI-PL2  MslgG;, k.  PE 555754 Pharmingen™

CD105 / Endoglin / (part of the TGF beta receptor complex) 166707 Ms1gG, k. PE FAB10971P R&D Systemsi

CD133 AC133 PE  130-080-801 Miltenyi ™

Ms 19Gy, «

BD

CD140b // PDGF Receptor b 28D4 Ms 19Gy, k  PE 558821 Pharmingen™

BD

CD146 / MCAM / (marker for endothelial cell lineage) P1H12 MsIgG,, «  PE 550315 Pharmingen™

BD

CD184 / CXCRA4 / (receptor specific for stromal-derived-factor-1 SDF-1) 12G5 Ms 19G,, k  PE 555974 Pharmingen™

BD

Mouse 19G;, MOPC-21  MslgG;,«  PE 555749 Pharmingen™

BD
Mouse 19G,, X39 Ms 19G,, k  PE 349053 Pharmingen™

BD
Mouse IgM, k G155-228 Ms IgM, k PE 555584 Pharmingen™
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Table 2

Cardiomyogenic

Species  Origin  Cell Phenotype Number of cells Graft Yield differentiation Number of host mice
Human  atrium ALDH"* cells 5.10* 0 negative 2 RAG
ventricle  ALDH" cells 9.10* less than 0,01% positive 2 RAG
Macaque ventricle Total 1lg 0 negative 2 RAG
ALDH"* cells 1,5.10° less than 0,01% positive 2 NOD SCID
Mice  ventricle ALDH" cells 5.10% to 1,5.10° less than 0,01% positive 4 SCID, 4 RAG mice
Cardiac . .
Species  Origin  Cell Phenotype Induction Number of Graft Yield Caydmmypggmc N.ur.nber O.f
cells differentiation recipient mice
(days)
Human atrium ALDH+ cells 3 5,10° 0 negative 2
ventricle ~ ALDH* cells 3 2,10° less than 0,01% negative 3
Macaque ventricle  ALDH® cells 3 9,10* less than 0,01% positive 2
ALDH"34 cells 5 1,10° less than 0,01% negative 2
Ex vivo . . .
Species  Origin Cell expansion Cardl_ac Graft Yield Ca_rdlomy_og_enlc Number of recipient mice
Phenotype Induction differentiation
(days)
+
Macaque Skm ALDH cells 0 no - - 5 NOD-SCID
(Frozen)
+oq
ALDH" 34 3 no + (0.05%) - 3 NSG
cells
+oq
ALDH" 34 2 yes + (8-20%) + 3 NSG
cells
tog
ALDH* 34 3 yes + + 2 NSG
cells
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> Uinsuffisance cardiaque est un probleme
majeur de santé publique et différentes
approches de thérapie cellulaire sont expérimen-
tées pour améliorer la fonction de myocardes
défaillants. De nombreux types cellulaires ont
été utilisés (myoblastes squelettiques, cellules
hématopoiétiques, endothéliales ou mésen-
chymateuses, cellules d’origine cardiaque...),
plus souvent dans des indications d’insuffisance
post-ischémique que de cardiomyopathie dila-
tée génétique. Il est en effet plus aisé de cibler
une zone de réparation localisée que I"ensemble
du tissu myocardique. De nombreux essais cli-
niques ont fait état de résultats fonctionnels
de faibles ampleurs mais encourageants, dont
I'interprétation est souvent limitée par la taille
des cohortes et les variabilités biologiques liées
aux patients et aux candidats cellulaires. Ces
essais ont aussi mis en lumiére des mécanismes
d’action inattendus, qui changent les concepts
et méthodologies de traitement. €n effet, les
bénéfices proviendraient de sécrétions de fac-
teurs trophiques, plutot que d’une intégration
structurale des cellules au sein du myocarde. Par
conséquent, les nouvelles générations d’essais
visent a accroitre la taille et "lhomogénéité des
cohortes de patients afin d’améliorer la puis-
sance statistique. Par ailleurs, des études misent
sur ’accompagnement et/ou le conditionnement
des cellules a 'aide de biomatériaux et/ou de
cocktails de cytokines, en vue d’améliorer leur
survie et leur fonctionnement. €n paralléle, de
nombreuses recherches en bio-ingénierie s’inté-
ressent au soutien des cellules, au maintien de
la structure du myocarde, a la fabrication ex vivo
de tissu cardiaque de substitution, et finalement
a la possibilité de remplacer les cellules par leurs
produits actifs de sécrétion. Plusieurs dispositifs
devraient émerger de ces recherches, dont le
choix sera guidé par I'indication médicale. <
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Thérapies
cellulaires
des cardiopathies

€volution
du paradigme

Jean-Thomas Vilquin, Jessy Etienne

Centre de Recherche en Myologie,
Sorbonne Universités,
UPMC-Inserm UMRS 974, CNRS
FRE 3617, Institut de Myologie,
Groupe Hospitalier Pitié-
Salpétriere, Paris, France.

jt.vilqguin@institut-myologie.org

€Epidémiologie, contexte médical et social

Uinsuffisance cardiaque (IC) représente I'une des principales causes
de morbidité et de mortalité au xx€° siecle dans les pays développés.
€n Europe, I'lIC est responsable de 5 % des admissions hospitalieres
en urgence, et représente environ 10 % de I'occupation des lits. Le
pronostic de cette maladie est sombre, puisqu’un patient sur cing
décedera dans "année suivant son diagnostic, et le taux de déces a
5 ans est de plus de 50 %. Ainsi, en France, prés de 500000 personnes
présentent une insuffisance cardiaque, on dénombre environ 120000
nouveaux cas et 32000 déces chaque année, et les colts représentent
1-2 % du total des dépenses de santé. Les approches pharmacolo-
giques (inhibiteurs de I’enzyme de conversion, béta-bloquants...), la
revascularisation, la réadaptation cardiovasculaire ont considéra-
blement amélioré ce pronostic, mais restent des traitements sympto-
matiques, et les échappements ne sont pas rares. La transplantation
cardiaque, qui constitue une solution ultime, est limitée par le nombre
réduit de donneurs. Les approches de thérapie génique n’ont pas
apporté tous les résultats escomptés. Les dispositifs d’aide mécanique
ont des indications restreintes, et les nouvelles technologies de cceurs
implantables sont encore en cours de développement.

Lune des causes principales de I’IC est I’ischémie myocardique.
L'hypoxie puis la réponse inflammatoire entrainent la perte rapide
et irréversible des cardiomyocytes adultes. Il n’existe pas, dans le
muscle cardiaque, un stock important de cellules souches répara-

Vignette (©safaravector/FOTOLIA.COM).



trices, a I'inverse de I"abondance des cellules satellites présentes
dans les muscles squelettiques. C’est donc un tissu fibreux cicatriciel,
non contractile, qui va remplacer progressivement des portions de
myocarde, entrainant un remodelage local puis global, une baisse
de la fonction contractile, un effondrement progressif de I'efficacité
hémodynamique.

Les cardiomyopathies dilatées non ischémiques (CMD) sont égale-
ment a Iorigine d’IC réfractaires progressives. Elles sont définies par
une dilatation des cavités ventriculaires associée a une altération
de la fonction contractile du myocarde. Leur étiologie n’est pas tou-
jours expliquée, mais une origine génétique peut étre établie dans un
nombre croissant de cas. Les genes identifiés a ce jour codent des
protéines structurales du cytosquelette ou du sarcolemme (myo-
sines, actines, troponine T, desmine, sarcoglycans, lamines, dystro-
phine...) [1]. Certaines pathologies neuromusculaires sont associées
a une atteinte cardiaque évoluant vers une forme de CMD accompa-
gnée d’insuffisance cardiaque grave, responsable en définitive du
déceés du patient myopathe. Il existe moins d’options thérapeutiques
pour les CMD que pour les pathologies d’origine ischémique. Les
CMD constituent environ 50 % des indications de transplantation
cardiaque, et sont associées a des taux élevés de morts subites par
arythmies ventriculaires.

Les mécanismes endogénes de régénération ne sont pas suffisants
pour assurer la réparation de myocardes massivement endommagés,
et cette constatation a amené de nombreuses équipes a tenter des
approches de médecine régénérative, visant a repeupler ou revitaliser
par des cellules des zones myocardiques Iésées. Ces approches sont
actuellement essentiellement basées sur la thérapie cellulaire, elles
visent a remplacer les tissus fibrosés par des équivalents possédant
des propriétés plus élastiques, a restreindre le remodelage, a restaurer
une contractilité myocardique, a augmenter "angiogenese, a améliorer
les conditions de survie des cellules localement présentes, a moduler
les réponses inflammatoires, ou a recruter des cellules progénitrices
locales ou circulantes. Ces approches thérapeutiques sont donc basées
sur la restauration de fonctions nécessaires aux patients, plutdt que
focalisées sur un type cellulaire en particulier. Ceci explique que de
nombreux types cellulaires ont été proposés pour remplir ces offices,
mais dont la pertinence clinique ultime a souvent été limitée par le
manque de caractérisation phénotypique, les difficultés d’obtention,
d’expansion, d’administration ciblée, d’intégration au sein du tissu
cardiaque, et finalement le manque d’efficacité biologique avérée in
vivo (Figure 1).

Uindication clinique peut dicter le choix d’un type cellulaire, ou
d’un contexte immunologique. Ainsi un traitement préventif de I’IC
en phase aigué de "ischémie myocardique fera appel a des cellules
rapidement mobilisables, ne nécessitant pas de longs délais de
cultures. Les traitements en phase chronique permettent I’utilisation
de nombreux types cellulaires. Les approches autologues sont théo-
riquement préférées afin d’éviter les risques de rejet immunologique
et de limiter les risques bactério-virologiques, mais les approches
allogéniques ont pris progressivement une place importante dans
cet arsenal. De nombreux essais cliniques sont en cours, soulignant

m/s hors série n® 2, vol. 32, novembre 2016

encore, pour 'instant, I’absence de consensus quant
au choix d’un candidat idéal.

Types cellulaires envisagés et/ou utilisés

Les cardiomyocytes

Dans des modéles animaux, le transfert de cardio-
myocytes feetaux permet une reconstitution histolo-
gique et fonctionnelle de la zone nécrosée. Cependant,
I’extraction directe de cardiomyocytes adultes est tres
difficile, leur capacité proliférative et d’intégration
disparait trés peu de temps apres la naissance chez les
mammiferes, et cette source de cellules n’est donc pas
utilisable dans des perspectives cliniques.

Les cellules souches cardiaques

Plusieurs équipes ont identifié indépendamment de
petits nombres de cellules souches cardiaques, pré-
sentes dans le myocarde, et dont les phénotypes
peuvent varier d’'une étude a I'autre. Un turn-over des
cellules cardiaques existe en effet, mais il est extréme-
ment faible.

Des cellules responsables de la cardiomyogéneése ont été
identifiées chez I’embryon et le jeune animal par I’ex-
pression du gene Isletl. Ces cellules sont impliquées dans
la formation du champ secondaire cardiaque, du tissu de
conduction, et du tissu vasculaire lors du développement
[2]. €lles peuvent étre multipliées in vitro sur un substrat
d’origine cardiaque, pour se différencier en cardiomyo-
cytes fonctionnels. Cependant, cette population présente
une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle, sa
localisation anatomique empéche son prélévement chez
le patient selon une modalité autologue.

Les populations de cellules c-Kit* présenteraient une
fréquence de 1/10 000 et reconstitueraient les myo-
cardes endommagés en participant a la fois a I"angio-
genese et a la cardiogénese. Il est difficile de les
produire rapidement et en grand nombre, et leurs
caractéristiques phénotypiques ne sont pas conservées
en culture. Elles ont fait "objet de nombreuses contro-
verses : leur rGle dans la cardiogenése serait trés mino-
ritaire [3] et un essai clinique les utilisant a fait objet
d’une enquéte.

Les populations de cellules Sca-1* représenteraient
jusqu’a 20 % des cellules non contractiles du myocarde,
certaines peuvent se différencier en cardiomyocytes,
cependant le marqueur Sca-1 est essentiellement murin
et son équivalent humain est encore énigmatique. Dans
la plupart des cas, leur différenciation cardiaque est
tributaire d’un environnement cellulaire cardiaque.

Les mésangioblastes sont une catégorie de péricytes
ou de cellules périvasculaires et ont été décrites dans
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Figure 1. Types cellulaires testés en clinique, mécanismes discutés, et effets recherchés.

des compartiments cardiaques, mais ont surtout été étudiées dans le
contexte de la régénération musculaire squelettique.

Il 'est possible de produire a partir de tissu cardiaque adulte des struc-
tures cellulaires appelées cardiosphéres. Ces amas, issus de cultures
réalisées dans des conditions particulieres, contiennent des cellules
présentant des caractéristiques proto-cardiogéniques, mais surtout
mésenchymateuses si I'on se fonde sur les marqueurs qu’elles expri-
ment préférentiellement. Les propriétés essentiellement trophiques de
ces cellules ont été mises a profit au cours d’essais cliniques.

Il existe également, au sein du cceur adulte et en particulier au niveau
des oreillettes, des populations de cellules exprimant des enzymes
de la famille des aldéhydes déshydrogénases. Ces populations sont
impliquées dans la détoxification des aldéhydes, favorisant la survie
cellulaire en conditions hostiles, mais aussi dans le métabolisme de
I’acide rétinoique, un acteur majeur des différenciations myogéniques
et cardiogéniques [4, 5, 6]. Ces populations cellulaires, cependant,
expriment surtout des phénotypes mésenchymateux, mais améliorent
la fonction cardiaque dans des modéles animaux.

Les cellules souches hématopoiétiques

Ces cellules progénitrices peuvent étre obtenues en quantités impor-
tantes & partir de biopsies médullaires (créte iliaque) ou de sang péri-
phérique. La rapidité de préparation et la relative facilité d’obtention,
au chevet du patient, ont motivé leur utilisation dans de nombreux
protocoles cliniques. Cependant, plusieurs études ont établi la restric-
tion de différenciation de ces cellules vers la voie hématopoiétique,

m/s hors série n® 2, vol. 32, novembre 2016

et les modestes bénéfices fonctionnels observés sont
attribués a des mécanismes paracrines. Des cellules
hématopoiétiques peuvent étre mobilisées par le G-CSF
pour une récupération dans le sang circulant. Le sang
de cordon, qui peut étre préparé a I'issue d’accouche-
ments, est également considéré actuellement comme
une source potentielle intéressante pour ses nom-
breuses composantes, les cellules hématopoiétiques,
endothéliales, et mésenchymateuses.

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)

Ces cellules ont été décrites a partir du comparti-
ment médullaire, mais peuvent étre obtenues a partir
d’autres tissus. €n particulier, une fraction stromale
du tissu adipeux, abondant et facile d’acces, contient
également des cellules proches des CSM qui présentent
des capacités angiogéniques plus marquées. Les CSM
ont des capacités de différenciation établies, qui ont
suscité des études trés avancées de leur potentiel
régénératif (formation d’os ou de cartilage), et des
capacités plus controversées ont été revendiquées
(participation & I'angiogénése, & la myogénése, &
la cardiogénése). Elles sont également étudiées et
utilisées pour leurs propriétés immunomodulatrices,
dont les mécanismes commencent a étre élucidés.
Enfin, lorsqu’elles ne se différencient pas de maniere
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terminale, elles participent au soutien stromal, en sécrétant des fac-
teurs trophiques de différentes natures (cytokines, protéines, ARNs),
solubles ou contenus dans des microvésicules [7]. Cependant, leur
utilisation directe pour la réparation cardiaque dans des modeles
animaux s’est parfois heurtée a la formation de tissus osseux ecto-
piques, et au risque de micro-embolisation lorsqu’elles sont injectées
par la voie coronaire.

Une nouvelle modalité d’utilisation de ces cellules a donc été déve-
loppée, basée sur ’engagement cardiogénique avant injection. La
différenciation des cellules cardiaques passe par différente étapes,
au cours de la cardiogenese, et ces étapes ont été décortiquées et
modélisées in vitro. Des progéniteurs mésodermiques embryonnaires
forment un mésoderme cardiaque, puis des progéniteurs cardiaques,
puis des cardiomyocytes immatures, enfin des cardiomyocytes termi-
naux, mettant en ceuvre plus de 25 genes. Parmi ceux-ci, GATA4, NKx2.5
et Tbx5 ont des schémas d’expression caractéristiques, et leur induc-
tion a été testée a I'aide de nombreuses molécules. Ces recherches
ont identifié des cocktails (activateurs et inhibiteurs de la voie wnt,
protéines BMP, FGF, IGF1) qui, utilisés de maniére séquentielle, per-
mettent de produire des progéniteurs cardiaques immatures, a partir
de CSM (Figure 2).

Cette approche d’un conditionnement des CSM in vitro est a 'origine
de nouveaux essais cliniques [8] mais I’échec récemment rapporté de
I’essai randomisé (CHART-1) qui a évalué ces CSM « cardiopoiétiques »
pose la question de leur réelle efficacité.

Les cellules endothéliales

L'utilisation de précurseurs endothéliaux a été proposée dans le but
d’augmenter I’angiogenése locale ou de soutenir d’autres types cel-
lulaires greffés en paralléle. Les progéniteurs endothéliaux peuvent
€tre préparés a partir de moelle osseuse, de sang périphérique, et
des méthodologies ont été développées pour les multiplier en culture.
Elles sont tres étudiées, en thérapie cellulaire, principalement pour le
traitement de pathologies vasculaires telles que I'ischémie de membre
inférieur liée au diabeéte.
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Les myoblastes

Lutilisation des myoblastes a initialement reposé sur
leurs capacités a former, in situ, du tissu musculaire
squelettique fonctionnel. Ces cellules sont obtenues en
grandes quantités a partir de biopsies musculaires, par
expansion des cellules satellites qui sont les cellules
souches résidentes des muscles squelettiques. Leur
utilisation dans diverses indications d’IC s’est traduite
par des bénéfices fonctionnels mitigés et transitoires,
médiés par des mécanismes paracrines mais non struc-
turaux.

Les cellules souches embryonnaires (ES)

Ces cellules pluripotentes peuvent, a priori, se diffé-
rencier dans la plupart des types cellulaires d’un orga-
nisme. Leur différenciation en cardiomyocytes est de
mieux en mieux maitrisée. Les rendements de différen-
ciation et la maturation pourront étre encore améliorés
en combinant des substrats synthétiques, un condition-
nement par des contraintes mécaniques, ou la stimu-
lation électrique. Les cellules €S engagées présentent
des caractéristiques biochimiques et électrophysiolo-
giques proches de celles de cardiomyocytes adultes.
Dans des modeles d’IC post-ischémique, incluant les
primates non humains, des cellules implantées en zone
cicatricielle se différencient en cardiomyocytes et par-
ticipent a la régénération histologique et fonctionnelle
de I'organe [9]. Cependant, I'efficacité de ce type
cellulaire peut étre liée a I'indication, donc a Ienvi-
ronnement tissulaire ot ces cellules sont implantées.
L'intégration peut étre tres mauvaise, dans des modeles
de CMD génétique, ol le tissu cardiaque reste compact
[10]. Sur le plan clinique, P'utilisation des cellules €S
peut étre limitée par plusieurs aspects : la possibilité de
séparer, avec un trés haut rendement et une tres haute
spécificité, les cellules prédifférenciées, afin de parer
a la formation de tissus tumoraux ; le caractére immu-
nogéne a présent bien reconnu de ces cellules [11] qui
sont forcément utilisées dans un contexte allogénique ;
dans certains cas, des considérations éthiques liées a
I’obtention et a la préparation de lignées humaines;
leur capacité de maturation terminale in vivo.
L'utilisation de ces cellules dans un contexte clinique
est donc conditionnée par une série d’étapes et de
contraintes a respecter pour garantir la sécurité des
patients. Une banque de cellules doit étre consti-
tuée, standardisée, et les caractéristiques des cellules
doivent en &tre validées. A partir de celles-ci, une
spécification cardiaque doit étre mise en ceuvre, et
également validée. Puis, une purification poussée des
cellules cardiogéniques doit étre réalisée, dans le but
d’éliminer les cellules non engagées et susceptibles de
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différenciations non souhaitées. Enfin, il ne faut pas sous-évaluer la
variabilité biologique et des réactifs [12- 15]. La validation de ces
étapes est réalisée en concertation avec les agences réglementaires.
Ces obstacles ont été récemment surmontés, ce qui a permis le lan-
cement d’un nouveau type d’essai clinique, appelé ESCORT, évoqué
ci-apres.

Les cellules souches induites pluripotentes (cellules iPS) suscitent un
grand intérét car elles peuvent étre obtenues par I'introduction d’une
série de genes a I’intérieur de cellules somatiques adultes, c’est-a-
dire dans un contexte potentiellement autologue. Ainsi reprogram-
mées, elles présentent un grand nombre des caractéristiques des cel-
lules €S, notamment la capacité de différenciation cardiomyogénique.
Le développement de ces cellules en est encore a ses débuts mais les
résultats sont prometteurs chez le primate non-humain. Des progres
sont réalisés concernant la nature des reprogrammations (pour éviter
des événements d’intégration de séquences proto-oncogenes) et leur
différenciation terminale, mais leur stabilité doit étre contrélée avant
une utilisation clinique.

Mécanismes d’action des candidats cellulaires

Les concepts liés aux mécanismes d’action des cellules proposées ont
évolué, avec les mesures de leur efficacité, de leur survie et de leur
capacité d’intégration... Initialement, ces cellules étaient supposées
apporter un bénéfice structural, contractile, et dans certains cas la
différenciation directe en cardiomyocytes intégrés au tissu cardiaque
était espérée. De nombreuses études ont mis en évidence des amélio-
rations modestes de I’efficacité contractile, mais il est apparu que ces
bénéfices étaient vraisemblablement liés a des effets de sécrétions
paracrines. La production de cytokines, de facteurs de croissance,
d’exosomes et de microparticules stimule I’angiogenése locale,
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par de nombreux types cellulaires incluant les cellules
€S, les iPS, les CSM, les myoblastes, notamment aprés
activation. Captés par les cellules, ils leur apportent
des informations, et font ainsi partie d’un réseau de
communications intercellulaires. Des études ont montré
que ces vésicules amélioraient a elles seules la fonction
cardiaque, 'angiogénese locale, la survie des cellules ;
ces effets sont médiés en partie par des miARN [17,
18]. Les vésicules produites par des cellules engagées
dans la cardiogenése (cardiosphéres, cellules iPS et
€S induites) sont plus efficaces que celles produites
par des cellules engagées dans d’autres voies (fibro-
blastes) (Figure 3).

La compréhension des mécanismes d’action n’est pas
sans importance pour la mise en ceuvre de nouvelles
stratégies, et peut entrainer un changement du para-
digme de traitement [16]. €n effet, si les cellules ne
s'intégrent pas, il peut étre possible d’utiliser indiffé-
remment des cellules autologues et allogéniques. £t si
les cellules n"agissent que par leurs sécrétions, peut-
étre peut-on se passer des cellules pour nutiliser que
les sécrétions ?

Essais cliniques
De nombreux essais cliniques ont été réalisés depuis

une quinzaine d’années, essentiellement dans les indi-
cations de I’IC post-ischémique, utilisant différents



types cellulaires, et sous la promotion d’acteurs académiques ou
privés. Les essais ouverts de phase | ont généralement fourni des résul-
tats tres enthousiasmants, des essais de phase Il leur ont succédé et
se sont conclus par des résultats mitigés. Plusieurs types cellulaires,
dans différentes indications, font actuellement I'objet d’essais de
phase Ill. Plusieurs milliers de patients ont été inclus, donnant lieu a
de trés nombreuses études.

Ainsi, pour ne citer que les essais a grands effectifs, I’efficacité des
CSM (d’origine médullaire ou adipeuse) a été éprouvée au cours des
essais APOLLO, C-Cure, CHART I, MESAD, POSEIDON, PRECISE, PRO-
METHEUS, REGENT, RENEW, SEED-MSC, STROMACELL, TRIDENT... Les cel-
lules d’origine médullaire ont été testées au cours des essais ASTAMI,
BAMI (en cours), BONAMI, BOOST, FOCUS, FINCELL, HEBE, REPAIR-AMI,
TAC-HFT... Les cellules d’origine cardiaque (cardiosphéres, cellules
c-kit+) ont été testées dans les essais ALCADIA, DYNAMIC, CADUCEUS,
SCIPIO, TICAP. Les myoblastes ont fait principalement I’objet de I’essai
MAGIC [19].

Des méta-analyses, dédiées a des indications, a des types cellulaires
ou a des voies d’administrations particuliers, ont été menées, regrou-
pant parfois plus de 40 études et plus de 2500 patients [20-23].
Ces analyses, globalement, notent une absence d’augmentation de
la surmortalité des patients, mais aussi (et pas toujours) une légére
amélioration de la fraction d’éjection du ventricule gauche (de 2.5 &
5.5 % selon les études) et une limitation du remodelage, une amélio-
ration variable de la qualité de vie des patients. €lles donnent aussi
des résultats contradictoires, suggérant des bénéfices seulement
dans certaines indications (différenciant par exemple I'indication
d’ischémie chronique de la situation d’infarctus aigu). Généralement,
ces analyses mettent en évidence de grandes hétérogénéités entre les
essais, les cohortes, les méthodologies d’inclusion et de mesures, et
elles soulignent la nécessité de réaliser des cohortes plus larges, plus
homogeénes, et, idéalement, randomisées. De maniére plus inquié-
tante, I’étude DAMASCENE [24] établit une corrélation positive entre
les biais relevés par une lecture attentive, et I'efficacité revendiquée,
et plaide pour une rigueur accrue.

Uapplicabilité, la pertinence thérapeutique de ces approches sont
beaucoup moins explorées dans les indications d’IC non-ischémique
pour des raisons conceptuelles, médicales et techniques. La nature
progressive de ces atteintes, I’extension de la fibrose et du remode-
lage, rendent le ciblage d’une zone spécifique plus difficile que lorsqu’il
s’agit d’une cicatrice d’ischémie clairement délimitée. Alors qu’il est
relativement aisé de créer des modeles expérimentaux d’IC post-
ischémique par des ligatures coronaires chirurgicales, peu de modeles
pertinents ont été développés qui miment la physiopathologie des
CMD non ischémiques. Enfin, les mécanismes thérapeutiques a I’ceuvre
dans les indications ischémiques ne sont pas forcément les mémes que
dans les CMD non-ischémiques. Une synthése récente [25] répertorie
une quinzaine d’études cliniques de différentes envergures. La plupart
rapportent une amélioration de la fraction d’éjection ventriculaire
gauche (de 3 a 11 %), une amélioration des scores cliniques et de la
qualité de vie des patients, une absence d’effet sur la surmortalité,
mais une incidence plus élevée de troubles rythmiques. Ici encore, de
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fortes hétérogénéités sont notées concernant les cri-
teres d’inclusion, les procédures, les mesures. Plusieurs
essais sont en cours : ALLSTAR, IMPACT-DCM, ixCELDCM,
MiHeart, NOGA-DCM, POSEIDON-DCM, REGENERATE-DCM,
Revascor...

De maniére générale, "hétérogénéité des études est liée
notamment a la variabilité présentée par des patients
ayant des caractéristiques et des parcours de vie dif-
férents : citons les co-morbidités associées, le degré
de sédentarité, le genre, I'dge, la présence d’un taba-
gisme, la nature des Iésions myocardiques, les traite-
ments pharmacologiques associés... L'hétérogénéité
peut aussi étre liée aux cellules puisque le nombre de
cellules disponibles, leur physiologie et leur activité, la
nature de la délivrance, le nombre de doses... peuvent
varier. Il sera nécessaire dans I’avenir de constituer
des cohortes de patients plus importantes, et plus
homogenes tant du point de vue de I'indication et des
qualités des types cellulaires, que du point de vue de
I’état physiologique des patients.

Quel modéle immunologique, quel modéle
économique ?

Le développement de traitements ne peut échapper a
une étude des modeles économiques qui pourraient étre
mis en ceuvre pour en assurer une dissémination [26].
€n plus des acteurs académiques, de certaines grandes
institutions ou de grands hopitaux, de nombreuses
compagnies privées sont ou se sont impliquées dans
ces recherches de thérapie cellulaire de I’IC; citons
par exemple : Aastrom, Aldagen, Amorcyte, Angio-
blast, Arteriocyte, Baxter, Biocardia, Bioheart, Caprico,
Celyad, Cytori, Genzyme, Harvest-Tech, Miltenyi, Osiris,
Stempeutics, TCA, Teva Pharmaceuticals, Theravitae...
Le point le plus délicat est représenté par la production
de cellules de qualité clinique. Le colt de production
est lié au nombre d’étapes et a la quantité de matériels
et réactifs nécessaires a la réalisation et a la validation
d’un lot. Le risque, et sa maftrise, son liés au nombre de
lots produits par unité de temps. On peut donc opposer
deux stratégies basées sur I'utilisation de cellules allo-
géniques, ou de cellules autologues.

Les cellules allogéniques sont produites a partir d’un ou
plusieurs donneurs sains, définis par certains critéres
(Gge, état de santé, activité et disponibilité des cel-
lules...). Les cellules sont produites a grande échelle et
constituent un lot unique faisant 'objet des contrdles
de qualité. Puis elles sont conservées en petits ali-
quotes, et utilisées au moment des besoins. Une pro-
duction peut suffire a plusieurs centaines de patients,
et la production a grande échelle est économique sur le
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Figure 4. Modalités de délivrance des cellules.

plan des réactifs et des installations. Le différentiel de colit devient
trés intéressant, par rapport au colit de production de cellules autolo-
gues, lorsque le nombre de patients a traiter dépasse les 200000 [26].
Cependant, les cellules allogéniques sont, par définition, immunogenes
pour le receveur, qui devra recevoir une immunosuppression colteuse
et risquée pour en éviter le rejet. Si la persistance des cellules n’est
pas recherchée a long terme, mais seulement pour un temps corres-
pondant a la synthese de facteurs a effet paracrine, I'immunosup-
pression pourra étre plus limitée, et par conséquent mieux tolérée. Le
développement d’une sensibilisation immunitaire du receveur, lors de
la premiére injection, empéche les possibilités de ré-administration
ultérieure des mémes cellules allogéniques (un lot provenant d’un
donneur différent pourrait théoriquement étre utilisé).

Les cellules autologues sont produites a partir du donneur lui-méme.
Selon le type cellulaire considéré, la préparation peut prendre plus
ou moins de temps, et de longues cultures cellulaires ne peuvent étre
entreprises si le traitement doit étre réalisé trés rapidement. Chaque
production est donc considérée comme un lot indépendant, qui doit
étre qualifié individuellement, et dont la qualité intrinseque dépend
de chaque donneur. Les risques sont augmentés, ainsi que les dif-
ficultés logistiques et les colits. Dans un certain nombre de cas, les
productions peuvent échouer pour des raisons inhérentes aux patients
ou a la qualité de leurs cellules. 'avantage de I'approche autologue
est qu’elle évite les risques de rejet, et donc a la fois les colits et
les risques liés a I'immunosuppression, tout en permettant les ré-
administrations des mémes cellules en cas de nécessité. L'approche
autologue est donc intéressante dans le cas ou les cellules sont admi-
nistrées plusieurs fois, justifiant la production en grandes quantités et
générant des économies d’échelle.

Des études précliniques et cliniques récentes suggéerent une efficacité
clinique comparable des CSM autologues et allogéniques [27, 28]. il
s’avere qu’un effet transitoire est suffisant, les cellules allogéniques
pourraient prendre le dessus sur les applications autologues pour des
questions de colt et de simplicité de mise en ceuvre. Nous verrons un
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peu plus loin qu’il est méme possible, dans I’avenir,
que la présence-méme des cellules ne soit pas une
condition absolue... ce qui changerait tout a fait le
paradigme de préparation de ces produits biologiques.

Délivrance des cellules, biomatériaux,
et suivi des cellules

Outre les questions biologiques, la thérapie cellulaire
se heurte a des questions de délivrance des cellules.
La technique de transfert de cellules la plus utilisée
jusqu’a présent repose sur des injections en des sites
multiples directement dans une zone ciblée plus ou
moins étendue (Figure 4).

Uinjection peut étre faite manuellement de maniere
sous-épicardique, ou a I’aide de cathéters empruntant
la voie intra-coronaire ou endocardique (plus excep-
tionnellement, la voie rétrograde du sinus coronaire).
Cette modalité d’administration n’est pas tout a fait
satisfaisante pour plusieurs raisons : elle implique
d’abord une trypsination des cellules qui les prive de
leur ancrage naturel a une matrice ; elle projette les
cellules sous pression, et sans protection dans un envi-
ronnement qui n’est pas nécessairement favorable @
leur intégration ; elle est peu précise et difficilement
reproductible ; elle conduit @ une dissémination de
foyers intra-myocardiques potentiellement aryth-
mogenes. Alternativement, les cellules peuvent étre
injectées dans la circulation cardiaque via un cathéter
intra-coronaire, bloqué temporairement par un ballon-
net gonflable. Cette technique ne permet aux cellules
injectées qu’un temps de passage bref dans la circula-
tion et leur réelle rétention est mal connue.
Uutilisation de biomatériaux s’impose progressivement
en adjonction de cellules nues [14, 15]. Les biomaté-
riaux « habillent » les cellules ; ils peuvent les protéger
contre les effets de flux a 'injection ; ils augmentent
la survie et la rétention précoce en fonction de leurs
parametres physico-chimiques ; ils peuvent mimer un
environnement 3D a type de niche, et certains peuvent
étre fonctionnalisés par des facteurs de croissance ; ils
peuvent renforcer la structure méme des parois ou du
myocarde en fonction de leurs propriétés physiques.
Les différents types de biomatériaux sont les polymeres
naturels, les polymeres synthétiques, les tissus décel-
lularisés, voire les feuillets cellulaires (simples ou mul-
tiples) ol les cellules se soutiennent mutuellement et
se complétent fonctionnellement (Jackman, 2015). Les
biomatériaux présentent différentes caractéristiques
sur lesquelles il est possible de jouer selon la néces-
sité biologique, ou l'utilisation envisagée : structure
(porosité ; géométrie du réseau ; fonctionnalisation ;



dégradation) ; élasticité ; capacité d’induction angiogénique ou car-
diogénique ; état physique (liquide, visqueux, semi-solide...).
Plusieurs équipes expérimentent I’application sur les zones patho-
logiques cibles des feuilles de cellules, ou de matrices cellularisées
biodégradables a base d’alginates, de Matrigel, de fibrine, de poly-
saccharides, de gélatine, de collagéene, dans différentes espeéces
animales (Souris, Rat, Cochon d’Inde, Mouton, Macaque) [29]. Cer-
taines matrices favorisent la survie cellulaire et promeuvent I'angio-
géneése locale, et dans des modeles post-ischémiques, ces greffons
améliorent la fonction cardiaque [30, 31]. Des progrés restent a
accomplir concernant I'intégration réelle de ces biomatériaux, leur
vascularisation, leur colonisation par des cellules de I’hote, et réci-
proquement la migration des cellules qu’elles contiennent vers le
tissu cardiaque hote. Ces résultats fondent I'utilisation de matrices
biodégradables. Certains biomatériaux peuvent aussi étre utilisés ex
vivo pour participer a la production de tissu cardiaque, qui pourra
gtre ensuite implanté directement sur la zone a traiter [32]. Lors de
leur conception, il ne faut cependant pas négliger le c6té pratique de
leur utilisation, pour le médecin qui sera amené a les mettre en place.
Des techniques d’imagerie cellulaire ont été développées, ou mises
a profit, pour suivre le destin de ces cellules que I’on voudrait pro-
mises & un engagement cardiaque [33]. Prises dans un état de flux
permanent, il faut pouvoir en suivre I’état, le phénotype, I'activité,
la migration, la différenciation ou la fonction in vitro et in vivo. Ces
méthodes sont souvent complémentaires, directes ou indirectes, soit
pour leurs hautes résolutions mises en ceuvre dans les caractérisations
in vitro (microscopie confocale, & deux photons, & super-résolution,
analyse de seconde harmonique, spectroscopie Raman, imagerie
photo-acoustique...), soit pour leurs capacités d’investigations de tis-
sus épais mises en ceuvre pour le suivi dans I’animal vivant (imagerie
bioluminescente, imagerie par résonance magnétique ou tomographie
par émission de positons, microscopie multimodale, tomographie a
cohérence optique...) [33].

Vers des changements de paradigme ?

Trois constatations majeures, issues de I’expérimentation et des obser-
vations, commencent a s’imposer, et pourraient amener a changer
progressivement de paradigme et de méthodologies : (1) dans de nom-
breuses études, I’effet bénéfique de I'injection des cellules persiste en
dépit du faible nombre de cellules survivantes, en dépit de leur dispa-
rition ou de leur absence d’intégration ; cependant, les cellules qui pré-
sentent un réel phénotype cardiaque, une réelle capacité d’intégration,
sont plus performantes ; (2) I'utilisation de biomatériaux, chez I’animal,
peut améliorer la survie, la rétention et 'efficacité des cellules, et
méme certains biomatériaux sans cellules peuvent se révéler efficaces ;
(3) enfin, les cellules libérent des exosomes et des microvésicules qui
contiennent de trés nombreux composés de différentes natures capables
d’interagir ensemble ou de se compléter, et qui sont probablement a
I"origine de tout ou partie des bénéfices observés.

Une nouvelle catégorie d’essai a été initiée récemment. Dans I’essai
ESCORT de phase I, des cellules €S engagées dans la différenciation car-
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Péricarde

Figure 5. Mise en place sous-péricardique d’un biomatériau.

diogénique et sélectionnées sur cet engagement ont été
incluses dans un gel de fibrine. Au cours d’une opération
de pontage coronaire, cette piece de biomatériel a été
fixée en regard de la zone d’infarctus, puis recouverte
et immobilisée par un lambeau du péricarde entrouvert
du patient. Cette méthode permet de maintenir la piece
en place, et il permet également de la nicher au sein de
tissus vascularisés (Figure 5). Les cellules étant allogé-
niques, les patients regoivent une immunosuppression
transitoire stoppée au bout d’un mois. Les premiers
patients ont été inclus dans cet essai, destiné avant
tout a évaluer la tolérance et la sécurité des procédures
et matériels, et il se déroule a ce jour sans incident [12,
13]. Cet essai est donc particuliérement innovant, car il
repose sur I'utilisation de cellules pluripotentes spéci-
fiées et sélectionnées, en combinaison avec un biomaté-
riau, et il mise autant, sinon davantage, sur la production
de facteurs a activité paracrine par les cellules que sur
leur intégration structurale au myocarde.

S’il s’avere que les exosomes et microvésicules produits
par des cellules engagées sont capables d’améliorer la
fonction cardiaque, il pourra étre légitime de vouloir
substituer I’administration de cellules par I’injection de
microvésicules purifiées. Celles-ci pourraient améliorer,
temporairement, 'efficacité cardiaque, et I'on pourrait
évoquer une stratégie thérapeutique « cell-based, cell-
free » [14, 15]. Cependant, les bénéfices en seraient
probablement transitoires, et nécessiteraient des injec-
tions répétées. Lutilisation de biomatériaux pourrait
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permettre une rétention prolongée de ces microvésicules au site de
greffe. Une alternative consisterait a continuer d’utiliser des cellules,
qui seraient choisies et sélectionnées pour leur capacité de production
continue des vésicules les plus efficaces, et qui seraient implantées au
titre de petites centrales de production.

Conclusions

Ces approches de médecine régénérative cardiaque ont été déve-
loppées, chez ’homme, depuis une quinzaine d’années, a partir de
concepts simples. De nombreux candidats de thérapie cellulaire ont
été testés, avec des résultats mitigés, et il n’existe pas encore de
consensus quant au type cellulaire préférentiel. Une compréhension
plus fine des mécanismes d’action, le suivi des cellules, le dévelop-
pement de biomatériaux, permettent de progresser rapidement tous
azimuts et de développer des concepts puis des approches innovantes.
Un corollaire important de ces travaux dédiés a la santé humaine,
est qu’ils permettent aussi une évolution rapide de la compréhension
de la physiologie, de la biologie des cellules souches musculaires et
cardiaques, et de la régénération musculaire, et qu’ils entrainent le
développement de nouveaux outils. La prudence reste nécessaire, face
aux incertitudes et aux variabilités de la biologie, aux risques d’erreurs
et de mauvaises interprétations, aux excés d’enthousiasme. Les pers-
pectives sont riches et nombreuses, la régénération ou au moins la
préservation myocardiques restent des objectifs raisonnables. ¢

SUMMARY

Cell therapies for cardiopathies: the shift of paradigms

Heart failure is a major concern for public health systems, and several
approaches of cellular therapy are being investigated with the goal of
improving the function of these failing hearts. Many cell types have
been used (skeletal myoblasts, hematopoietic, endothelial or mesen-
chymal progenitors, cardiac cells...), most often in the indication of
post-ischemic heart failure rather than in the indication of genetic
dilated cardiomyopathy. It is easier, indeed, to target a restricted area
than the whole myocardium. Several clinical trials have reported slight
but encouraging functional benefits, but their interpretations were
frequently limited by the small sizes of cohorts, and by the biological
variabilities inherent to the patients status and to the biology of the
cells. These trials also shed light on unexpected mechanisms of action
of the cells, which are changing the concepts and methodologies of
the studies. The functional benefits observed would be due, indeed,
to the secretion of trophic factors by the cells, instead of their true
structural and mechanical integration within the myocardial tissue.
Accordingly, the new generations of clinical trials aim at improving the
size and homogeneity of the patient cohorts to increase the statistical
power. On the other hand, several studies are associating or condi-
tionning cells with biomaterials or cocktails of cytokines to improve
their survival and their biological efficacy. In parallel, bio-engineering
investigates several ways to support cells in vitro and in vivo, to sustain
the architectural structure of the failing myocardium, to produce ex
vivo some true substitutive cardiac tissue, or to purely replace the cells
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by their active secreted products. Several therapeutic

devices should emerge from these researches, and the

choice of their respective use will be ultimately guided

by the medical indication. ¢
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La thérapie cellulaire est une stratégie envisagée pour traiter des pathologies cardiaques (insuffisance
cardiague) ou squelettiques (myopathies), basée sur la médecine régénérative. Les progéniteurs
cellulaires classiquement utilisés tels que les myoblastes (issus des cellules satellites) ou les cellules
mésenchymateuses n’ont démontré qu’une efficacité limitée sur le plan clinique. Dans ce contexte,
notre laboratoire a identifié une nouvelle catégorie de progéniteurs, sur la base de leur activité
enzymatique aldéhyde déshydrogénase (ALDH) mise en évidence par un substrat fluorescent,
1’ Aldéfluor, et en association avec le marqueur transmembranaire CD34. Les ALDH sont en effet
impliguées dans le métabolisme et la détoxification des aldéhydes, et constituent un nouveau
marqueur des cellules souches. Ce travail de thése a permis de caractériser de maniére extensive les
progéniteurs myogéniques (ALDH+/CD34-) et non myogeéniques (ALDH+/CD34+), dans différents
contextes physiopathologiques. Leur présence dans différents muscles de primates humains ou non
humains, leur persistance au cours du vieillissement naturel ou lors d’atteinte par la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD) chez I’Homme et dans des modeles animaux, suggérent une
utilisation possible des cellules ALDH+/CD34- pour des développements thérapeutiques ultérieurs.
L’étude phénotypique révele que des marqueurs transmembranaires sont associés a des sous-
populations de cellules ALDH myogéniques (CD9, CD49c, CD49f, CD56, CD146, CD184) ou non
myogeéniques (CD34, CD49e, CD140b), dont la comparaison permettra de proposer de meilleurs
candidats de thérapie cellulaire. En paralléle, les caractérisations histologiques et cytologiques ont
identifié des sous-populations exprimant les isoenzymes ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3,
ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2, ALDH3B1, ALDH3B2, ALDH4A1, ALDH7A1, ALDHB8AL. Les
analyses d’expression génique réalisées ex vivo et en culture suggérent que les isoenzymes
ALDH1Al, ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2, ALDH3A2, ALDH3B1, ALDH7A1, ALDH8AL, a
minima, sont impliquées dans I’homéostasie musculaire in vivo et in vitro.

Mots clés : [ALDH, DMD, Progéniteurs myogéniques, Thérapie cellulaire]

Characterization of muscle progenitors expressing Aldehyde dehydrogenase (ALDH) in healthy
and dystrophic models, and their change with ageing

Cell therapy is a regenerative medicine strategy considered for the treatment of cardiac or skeletal
muscle diseases such as heart failure and muscular dystrophies. The cellular progenitors used to date
such as myoblasts or mesenchymal stem cells provided mitigated success in clinical trials, thus
mandating the identification and characterization of new categories of progenitors. In this context, our
laboratory has identified new populations of progenitors, based on their Aldehyde Deshydrogenase
activity (ALDH) detectable using the fluorescent substrate ALdefluor, associated with the expression
of the membrane-bound CD34 marker. Indeed, ALDH are involved in metabolism and detoxification
of aldehydes, they play important roles in cell survival and differentiation and are considered a new
marker of stem cells. The present project allowed characterizing extensively the myogenic
(ALDH+/CD34-) and non myogenic (ALDH+/CD34+) progenitors, in several physiopathological
contexts and animal models. The presence of ALDH+/CD34- cells in distinct muscle groups in Human
and non-human Primates, their persistence through natural ageing and despite the ongoing
degenerative process observed in Duchenne muscular dystrophy in Human patients and animal models
suggest their future use for therapeutic applications. The phenotypic characterization indicated that
membrane markers are associated to myogenic (CD9, CD49c, CD49f, CD56, CD146, CD184)or non-
myogenic (CD34, CD49e, CD140b) sub-populations of ALDH cells. The comparison or their
efficacies in vitro and in vivo will allow proposing new candidates for cell therapy. In parallele,
histological and cytological analysis identified cell populations expressing isoenzymes (ALDH1A1,
ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3Al1l, ALDH3A2, ALDH3B1, ALDH3B2, ALDH4Al,
ALDH7A1, ALDH8A1). The analysis of gene expressions suggested that, at least, ALDH1A1L,
ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2, ALDH3A2, ALDH7A1, ALDH8A1 and ALDH9AL isoenzymes are
involved in muscle homeostasis in situ or in vitro. This study therefore unveils the importance of the
ALDH family in skeletal muscle physiology.

Keywords : [ALDH, Cell therapy, DMD, Muscle progenitors]
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