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“We especially need imagination in science.
It is not all mathematics, nor all logic,

but it is somewhat beauty and poetry.”

Maria Montessori
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Résumés
Role de la sélénoprotéine P et de la glutathion peroxydase 3 dans le phénotype des

macrophages et la régénération musculaire

Apres une lésion musculaire, la réparation du tissu est régulée par différentes cellules et
notamment par les macrophages qui orchestrent a la fois la réponse inflammatoire et la
résolution de l'inflammation, permettant la régénération tissulaire. Apres une lésion, les
macrophages pro-inflammatoires activent la prolifération des cellules myogéniques et
phagocytent les débris cellulaires. Ce processus cellulaire promeut I’activation d’un état anti-
inflammatoire des macrophages qui stimule la fusion des cellules myogéniques. Les effecteurs
grace auxquels les macrophages anti-inflammatoires ont des effets pro-myogéniques sont peu
décrits. Grace a un transcriptome/sécrétome comparant les protéines sécrétées par les
macrophages humains pro et anti-inflammatoires, nous avons identifi€ deux molécules
antioxydantes : la sélénoprotéine P (SEPP1) et la glutathion peroxydase 3 (GPX3) dont les
fonctions restent faiblement caractérisées dans la biologie musculaire et I'inflammation. Nos
résultats montrent que GPX3 et SEPP1 sont impliqués dans la fonction anti-inflammatoire des
macrophages, dans la stimulation des dernieres étapes de la myogenese. In vivo, ces deux
sélénoprotéines sont nécessaires a 'homéostasie du muscle squelettique. En utilisant un modele
de 1ésion du muscle squelettique d'animaux dépourvus de sélénoprotéine dans les macrophages
(modele LysM“* Sepp1""), nous avons constaté que I’absence de SEPP1 perturbe le passage
d’un phénotype pro-inflammatoire vers un phénotype anti-inflammatoire au cours de la
régénération musculaire.

Ainsi, nous avons mis en évidence pour la premiere fois le role des sélénoprotéines sécrétées
par les macrophages dans la réparation des tissus, établissant un lien entre molécules

antioxydantes et résolution de l'inflammation.
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Role of selenoprotein P and glutathione peroxidase 3 in macrophage phenotype and

skeletal muscle regeneration

Tissue repair after skeletal muscle injury is supported by various cells and notably by
macrophages that orchestrate both the inflammatory response, the resolution of inflammation
and the recovery phase allowing tissue recovery. After injury, pro-inflammatory macrophages
activate myogenic cell proliferation and phagocyte debris. At the time of resolution of
inflammation, macrophages switch their phenotype to acquire an anti-inflammatory state,
which stimulates the fusion of myogenic cells into multinucleated myofibers. The effectors by
which anti-inflammatory macrophages sustain their pro-myogenic effect are poorly known.
Thanks to a transcriptomic/secretomic screen comparing the secretome of pro- and anti-
inflammatory human macrophages, we identified two anti-oxidant molecules that are two
selenoproteins: selenoprotein P (SEPP1) and glutathion peroxidase 3 (GPX3), which functions
remain poorly characterized in both muscle biology and inflammation. Macrophage-derived
GPX3 and SEPPI are involved in the function of anti-inflammatory macrophages in the
stimulation of the late steps of myogenesis. In vivo, these two selenoproteins are necessary for
the homeostasis of skeletal muscle. Moreover, using a skeletal muscle injury model of animals
lacking selenoprotein within macrophages (LysM<*Sepp 1™ model) we found that the absence
of SEPP1 impaired the transition from a pro to an anti-inflammatory phenotype during skeletal
muscle regeneration.

Thus, we have demonstrated for the first time the role of selenoproteins secreted by
macrophages in tissue repair establishing a link between antioxidant molecules and

inflammation resolution.
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Introduction des travaux de thése

Mon travail principal de these porte sur I’interaction des macrophages provenant de la moelle
osseuse, présents dans le microenvironnement du muscle squelettique pendant 1I’inflammation
au cours de la régénération musculaire. Notre équipe a souligné 1I’importance des macrophages
au cours de I'inflammation musculaire, notamment dans les modeles de régénération et de
pathologies musculaires (Saclier et al., 2003 ; Arnold et al., 2007 ; Arnold et al., 2015 ; Varga
and Mounier et al., 2016 ; Mounier et al., 2013 ; Juban et al., 2018).

Des nombreuses fonctions biologiques contribuant a I’homéostasie musculaire ont été décrites,
comme par exemple I’induction de la prolifération musculaire par les macrophages pro-
inflammatoires médié par les cytokines IL-6, IL1-B3, IL-13 et TNFa (Saclier et al., 2013). Les
macrophages anti-inflammatoires peuvent également contribuer a I’homéostasie du muscle
squelettique en soutenant la fusion des cellules précurseures myogéniques par la sécrétion des
molécules, comme TGFf et GDF3 (Saclier et al., 2013 ; Varga and Mounier et al., 2016).
Récemment, a I’aide d’un transcriptome provenant des macrophages pro et anti-inflammatoires
humains, notre équipe a identifié la présence de nouvelles molécules exprimées par les
macrophages. Parmi celles-1a, les deux sélénoprotéines plus exprimées (sélénoprotéine P et
glutathion peroxydase 3) ont été identifi€ comme des molécules sécrétées a ’aide d’un
sécrétome virtuel qui permet la détection de peptides signaux. Ainsi, nous avons étudié le role
des sélénoprotéines pendant les étapes de la myogenese et de la régénération du muscle
squelettique.

Nous avons montré que ces molécules agissent sur le phénotype des macrophages in vitro et in
vivo et que par conséquent les fonctions des macrophages en absence des sélénoprotéines ont
été perturbées, altérant la myogenese et la régénération musculaire. Ainsi, dans cette étude nous
avons démontré pour la premicre fois le rdle autocrine de molécules sécrétées par les
macrophages : la sélénoprotéine P et la glutathion peroxydase 3. De plus, comme il a été
mentionné précédemment, au cours de I’inflammation du muscle squelettique deux phénotypes
de macrophages ont été identifié jusqu’a présent : pro-inflammatoire et anti-inflammatoire.
Cependant, de fagon originale, ce travail évoque la présence d’une troisiéme population de
macrophages présente tout au long de la régénération musculaire, appelé de population
intermédiaire. De plus, en absence de la sélénoprotéine P ce nouveau phénotype de macrophage
décrit est perturbé pendant 1’inflammation du muscle squelettique, soulignant 1I’importance de

ces molécules a ’homéostasie musculaire.
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Une deuxieme étude a été réalisée afin d’étudier le role trophique d’autres molécules, qui
constituent la matrice extracellulaire. Ces molécules appelées glycosaminoglycanes sont
présentes pendant la régénération du muscle squelettique et régulent le processus de
différenciation des myoblastes en myotubes (Barbosa et al., 2005). Cependant, les interactions
entre ces molécules et le microenvironnement du muscle squelettique restent encore mal
décrites. En utilisant un modele de régénération musculaire et un composé d’agent régénératif
(RGTA) dont les glycosaminoglycanes ont été synthétisés, nous avons démontré que ces
molécules interagissent avec les cellules endothéliales, favorisent leur maturation et soutenant
la fusion de myocytes pour former des nouveaux myotubes in vitro ainsi que des myofibres in
Vivo.

Dans une troisieme étude présentée dans cette these, cette fois-ci méthodologique, nous avons
proposé un nouvel outil pour quantifier I’aire de section transversale du muscle squelettique de
facon semi-automatique en utilisant le logiciel Image J, qui a été utilisé pour les analyses des
deux premieres études de ma these.

Ces études ont contribué a I’amélioration de la compréhension des interactions cellulaires
pendant la régénération musculaire, 1) par I’identification et la caractérisation du role indirect
de molécules secrétées par les macrophages, ii) par la caractérisation du role trophique de
molécules synthétiques, qui interagissent avec les cellules endothéliales, sur le muscle
squelettique et iii) par le développement d’un nouvel outil méthodologique qui optimise le

temps d’analyse de 1’aire des fibres musculaires.
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1. Le muscle squelettique et les étapes de la myogenese

1.1 Constitution générale du muscle squelettique et I’impact des nouveaux concepts

Le muscle squelettique est composé d’une série de fibres musculaires constituées de
myofibrilles. Ces fibres, ou cellules musculaires, sont longues et multinucléées. Aux extrémités
de chaque muscle squelettique, un tendon relie le muscle a 'os. Ce tendon se connecte
directement a 1'épimysium ou a I'enveloppe de collagene externe du muscle squelettique. Sous
I'épimysium, les fibres musculaires sont regroupées en faisceaux appelés fascicules (Figure 1).
Ces faisceaux sont entourés d'un autre revétement protecteur en collagene. La disposition des
fibres musculaires entre les tendons permet la transduction de force du muscle a l'os (Lieber
and Friden, 2000). En plus des myofibres, le muscle squelettique contient également d'autres
composants cellulaires qui soutiennent et régulent la fonction musculaire. Parmi ceux-ci se
trouve le systeéme vasculaire contenant les cellules endothéliales, les péricytes et les cellules
sanguines (Bentzinger et al., 2012). Le systeme vasculaire assure un apport en nutriments et en
oxygene tandis que les cellules du systteme immunitaire provenant du sang phagocytent les
débris cellulaires et soutiennent la régénération musculaire apres une lésion. Cette régulation
sera détaillée plus tard. D’autres composants cellulaires qui contribuent a la biologie musculaire
sont les fibroblastes (qui composent la matrice extracellulaire), la population de cellules
souches (qui contribuent a la régénération musculaire) et les nerfs (qui sont essentiels a la
contractilité¢ musculaire) (Kuang and Rudnicki, 2008). Comme les muscles squelettiques sont
composés principalement de matériel contractile, il n’est donc pas surprenant que la grande
majorité des études sur le muscle squelettique se concentrent sur ses propriétés contractiles.
Cependant, les éléments comme le tissu conjonctif et les vaisseaux sanguins peuvent fortement
influer la biologie musculaire.

La matrice extracellulaire musculaire (ECM) est subdivisée en tissus conjonctifs endomysial
(autour de la cellule musculaire), périmysial (autour des faisceaux de cellules musculaires) et
épimysial (autour du muscle entier) (Eisenberg, 1983). Cependant, des travaux utilisant la
microscopie électronique démontrent qu’un réseau d’ECM entoure les fibres musculaires de
facon non linéaire, sans respecter cette subdivision (Trotter et al., 1992 ; Purslow et al., 1994).
Ainsi, ’ensemble du réseau de la matrice extracellulaire acquiert une géométrie responsable du
développement de la force. La discussion centrale de ce travail est basée sur le fait que cette
nouvelle géométrie du réseau d’ECM soit plus importante a la transmission de la force que les

propriétés constitutives des fibres de collagéne, un composant de cette matrice. Cependant,
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étant donné que plusieurs muscles n'ont pas été étudiés au méme niveau de détail, il n'est pas
clair si ce niveau d'organisation non linéaire est typique de tous les muscles.

Des nouveaux concepts concernant I’interaction cellulaire et le microenvironnement
musculaire ont été également proposés. Le traitement avec différents composants de ’ECM a
été étudié afin de comprendre son soutien a la réparation du tissue musculaire. En effet, il a été
montré que I’injection intramusculaire d un agent régénératif (RGTA), constitué de composants
de 'ECM, comme les glycosaminoglycannes mimétiques, trois jours aprés une lésion a
augmenté le nombre de noyaux et de capillaires dans les myofibres en régénération. Ceci
indique que I’administration de RGTA stimule la myogenese et 'angiogenese, accélérant ainsi
la régénération du muscle squelettique (Bouviere and Trignol et al., 2019). Dans ce contexte,
une autre €tude utilisant des modeles in vitro montre que les cellules endothéliales et les
myoblastes peuvent interagir de maniere paracrine (Christov et al., 2007). De plus, de facon
tres élégante, il a ét€ démontré par notre équipe que le systéme angiopoiétine Ang/Tie, I'un des
principaux systemes moléculaires régulant 1'homéostasie vasculaire, induit les cellules
myogéniques vers 1’état de cellule de réserve (i.e. quiescence) in vitro et qu’Angl/Tie-2 est
également exprimé par les cellules satellites quiescentes dans le muscle squelettique in vivo
(Abou-Khalil et al., 2009). Ces analyses ont ainsi identifi€ un nouveau role du systeme Ang/Tie
dans l'auto-renouvellement des cellules souches musculaires. Les capillaires sont également
nécessaires pour le recrutement de cellules du systeéme immunitaire au cours de la régénération
musculaire. Le role de ces cellules sur I’homéostasie du muscle squelettique sera discuté dans
les prochains chapitres. En plus des vaisseaux sanguins, les nerfs sont également nécessaires au
muscle squelettique notamment grace a leur fonction impliquée dans la contraction. Par
exemple, pour qu'une fibre musculaire squelettique puisse se contracter, elle doit recevoir une
impulsion d'une cellule nerveuse, un processus dépendant des nerfs. En outre, cette contraction
musculaire provoquée par le systtme nerveux présente la capacité de modifier le profil

métabolique musculaire.
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Figure 1 : Schéma illustrant les composants d'un muscle

A. Les revétements du tissu conjonctif : I'épimysium, le périmysium et 1'endomysium sont
continus jusqu’au tendon. Les fibres musculaires sont maintenues ensemble par le
périmysium dans des groupes appelés fascicules.

B. Le schéma montre le bras en coupe transversale. L’image illustre les relations entre les
fascias superficiels et profonds et les muscles ainsi que d’autres structures du plan de

coupe.
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1.2 La composition des myofibres influencant les propriétés musculaires métaboliques

Chaque myofibre contient des myofibrilles composées de sarcomeres en série, constitués
d'actine et myosine qui interagissent entre elles pour réaliser la contractilit¢ musculaire. Un
composant majeur de la myosine est la chaine lourde de la myosine (MyHC), avec des
isoformes ayant différentes activités ATPase qui dictent les caractéristiques de contraction de
la myofibre. En effet, le contenu en isoforme de MyHC est la base de la classification des
myofibres a contraction lente (de type I), ou a contraction rapide (de type IIA, IIX ou IIB). Les
myofibres utilisent également différentes stratégies métaboliques pour répondre a leurs besoins
en ATP. Les types I et ITA utilisent le métabolisme oxydatif, étant riches en mitochondries et
de taille réduite pour une diffusion efficace de nutriments a partir des nombreux capillaires qui
les entourent. De plus, ces fibres ont un apport faible mais régulier en ATP par rapport aux
fibres ayant un métabolisme principalement glycolytique, ce qui leur confere une résistance
élevée a la fatigue. En revanche, les myofibres de type rapide IIB sont plus grosses et
principalement glycolytiques. Elles peuvent rapidement produire des niveaux élevés d'ATP en
utilisant des réserves de glycogene indépendantes de l'oxygene (Jensen and Dahl, 1995).
L’inconvénient est que ces réserves s'épuisent rapidement et que cela entraine la fatigue. Les
myofibres oxydatives sont recrutées lors d’un effort de longue durée puisque la production
d’ATP est stable, tandis que les fibres glycolytiques sont recrutées lors d’un effort de courte
durée grice a son activité d’ ATPase élevée et par conséquent une production d'ATP plus rapide
par rapport aux myofibres oxydatives (Figure 2) (Schiaffino et al., 2010).

Ainsi, les différents profils métaboliques, glycolytiques et oxydatifs, constituent la plasticité du
muscle squelettique qui contribue a la régénération, I'hypertrophie et I’homéostasie musculaire.
Cette contribution peut étre par I’interaction avec des facteurs de régulation myogénique ou des
molécules sécrétées, en agissant sur la fonction du muscle. Par exemple, il a été démontré, chez
les souris adultes, que I’inactivation du gene du facteur de régulation myogénique 4 (MRF4)
engendre des distributions similaires de myofibres de types I, IIA et IIB. Cependant, la force
musculaire était réduite chez ces souris (Zhang et al., 1995). De plus, il a été démontré que le
lactate, une molécule qui module I’expression protéique de MyoD, induit I’hypertrophie
musculaire des myotubes in vitro (Tsukamoto et al., 2018).

Le muscle sécrete des molécules, appelées myokines, qui ont la capacité d’interagir avec ces
facteurs de régulation myogénique. Les myokines sont des cytokines synthétisées et libérées
par les myocytes lors de la contraction musculaire. Elles sont impliquées dans la régulation

autocrine du métabolisme du muscle squelettique en modulant leur activité biologique et leur
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fonction, en particulier dans la masse et la fonction musculaire. Parmi ces myokines, la
myostatine, 1’irisine, I'interleukine 6 (IL-6) et le BNDF (Brain-derived neurotrophic factor)
régulent 1’hypertrophie musculaire. Le mécanisme d’action est déja bien documenté. Ces
molécules inhibent la voie de signalisation mTOR (Han et al., 2013 ; Han et al., 2018), activent
la signalisation d’IL-6 (Reza et al., 2017) et contrOlent ’activation de la voie de I'insuline,
PI3K-Akt (Al-Khalili et al., 2006) ainsi que la voie de I’AMPK (Matthews et al., 2009). De
plus, une autre étude démontre la capacité de I’isoforme alpha 1 de ’AMPK a limiter la
croissance du muscle par inhibition de la voie mTOR médiée par la phosphorylation du facteur
d’élongation eucaryote 2 (Mounier et al., 2009), soulignant 1’importance de déterminer le
mécanisme par lequel les molécules peuvent réguler les voies de signalisation de croissance
cellulaire.

D’autres molécules sécrétées, comme les sélénoprotéines, peuvent également agir sur cette
régulation hypertrophique. En effet, les niveaux génique et protéique de la sélénoprotéine W
(SelW) sont augmentés lors de la différenciation des précurseurs myogéniques. L'analyse de la
séquence du promoteur SelW a identifi€ un site de liaison pour MyoD appelé E1, suggérant que
le géne SelW peut étre activé par la liaison de MyoD a E1 au cours de la différenciation précoce
des cellules musculaires (Noh et al., 2010). De plus, le sélénium, présent dans le milieu des
myoblastes de poulet, augmente I'expression génique de Selw ainsi que celle de Myf-5, MRF4
et de la myogénine dans ces cellules. D’autre part, le sélénium est également impliqué dans la
différenciation des précurseurs myogéniques, suggérant un lien entre sélénium,

sélénoprotéines, MRFs et différenciation cellulaire (Wu et al., 2012).
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Figure 2 : Les différents types de fibres musculaires (Rowe et al., 2014)

Les fibres glycolytiques et oxydatives présentent un profil morphologique, métabolique et
fonctionnel différents.

Les fibres glycolytiques contiennent des faibles quantités de myoglobine, densité capillaire et
mitochondriale par rapport aux fibres oxydatives. Cependant, les fibres glycolytiques ont une
aire augmentée. Concernant le profil métabolique, malgré la faible quantité de triglycérides, les
fibres glycolytiques présentent une quantité d’enzymes glycolytiques et de glycogene plus
important que les fibres oxydatives. Les fibres glycolytiques développent également plus de
force par rapport aux fibres oxydatives. En revanche, elles sont peu recrutées pendant un effort

long durée.
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1.3 Les voies de signalisation impliquées dans la myogenese

La fusion des cellules souches musculaires est un événement indispensable a la régénération
des muscles squelettiques. De nombreuses protéines ont été impliquées dans la fusion des
cellules musculaires (ou myoblastes). Cependant, le mécanisme griace auquel la fusion des
myoblastes est déclenchée et coordonnée dans le muscle fait ’objet de débat. Chez la souris,
des expériences de perte de fonction de Myomaker et Minion - Myomerger ont révélé que ces
protéines sont nécessaires a la fusion musculaire (Quinn et al., 2017). De plus, des cellules
myosine positives mononucléées ont été détectées au cours du développement dans les deux
souches de souris invalidées pour Myomarker ou pour Minion-Myomerger, indiquant que ces
animaux présentent une capacité de différenciation et que la perte de ces genes ne régule pas
directement la différenciation, soulignant son importance sur la fusion (Zhang et al., 2017).

La voie mTOR est également essentielle au processus myogénique in vivo et in vitro. La
rapamycine, une molécule qui inhibe mTOR est capable d’inhiber in vitro la différenciation des
cellules musculaires ainsi que la régénération des muscles squelettiques (Pallafacchina et al.,
2002 ; Ge et al., 2009), démontrant son importance dans la myogenese. Pour démontrer le role
spécifique de mMTORCI, un mutant de mTOR résistant a la rapamycine (RR-mTOR) a été utilisé
a la fois dans la lignée musculaire C2C12 et chez la souris. En présence de rapamycine, les
cellules musculaires exprimant le mutant RR-mTOR étaient capables de se différencier et les
muscles entiers se régénéraient normalement, indiquant que l'effet de la rapamycine était
spécifique a sa capacité a inhiber mTOR (Erbay et al., 2001 ; Shu et al., 2002 ; Ge et al., 2009).
La signalisation WNT/B-caténine est également importante dans le processus de myogenese.
Cette signalisation controle diverses étapes de la myogenese en régulant des molécules
spécifiques. Il a été identifié qu'un blocage de la signalisation WNT/-caténine dans les cellules
en prolifération diminue leur activité proliférative, sans induction de la mort cellulaire, par la
régulation des genes impliqués dans le cycle cellulaire (Ccna2 et Cdc25c). Pendant la
différenciation musculaire, I'inhibition de la signalisation WNT/p-caténine bloque la fusion des
myoblastes par l'inhibition du gene homologue de la famille Fermitin 2 (Fermt2) (Suzuki et al.,
2015). Le blocage de la signalisation WNT/-caténine dans les myofibres différenciées entraine
une altération du maintien de leur structure par le complexe cadhérine/B-caténine/actine, qui
joue un réle crucial dans la connexion du cytosquelette d'une myofibre a la matrice
extracellulaire. Ainsi, la signalisation WNT/B-caténine régule la prolifération cellulaire, la

fusion des myoblastes et leur homéostasie, en ciblant des molécules spécifiques.
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Figure 3 : Les étapes de la myogenese (Séguin, 2014)

La progression des cellules satellites (SC) de la quiescence a la différenciation terminale.
Les SC au repos expriment Pax7. Lors de l'activation, les SC expriment également Myf5/MyoD
qui régulent leur prolifération. De plus, les précurseurs musculaires au cours de la prolifération
peuvent conserver 1'expression de Pax7 en régulant négativement Myf5/MyoD et en sortant du
cycle cellulaire afin de retourner en quiescence. Ce processus est appelé auto-renouvellement.
Dans le cas des cellules qui continuent le cycle de différenciation, elles expriment Myf5/MyoD,
régulent négativement 1’expression de Pax7 et positivement celles de MRF4/Myogénine. La
différenciation terminale se produit lorsque les cellules myogéniques fusionnent pour former

une nouvelle fibre musculaire.
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2. La régénération musculaire et la réponse inflammatoire orchestrées par les

macrophages

La myogenese, le processus de génération du muscle squelettique, s’initie au cours du
développement embryonnaire. Dans le muscle squelettique adulte, ce processus est présent a la
suite d'une 1ésion. Dans le cas de la régénération musculaire, ce processus dépend de I'activation
de cellules souches musculaires, appelées cellules satellites, susceptibles de se différencier en
nouvelles fibres. Les cellules satellites sont activées, proliferent et fusionnent entre elles ou
avec les fibres existantes pour réparer le tissu et rétablir 'homéostasie. Les cellules souches
musculaires (MuSC), situées a l'extérieur du sarcolemme et a l'intérieur de la lame basale,
peuvent étre identifiées grace a l'expression d'un certain nombre de marqueurs génétiques
distinctifs tel que le facteur de transcription Pax-7. Une fois dans le cycle cellulaire, les MuSC
expriment une série de facteurs de transcription spécifiques : les facteurs de régulation
myogéniques (MRF), une classe de facteurs de transcription qui régulent la myogenese post-
natale. (Zhao et al., 2004). Les MuSC en expansion expriment Myf5 et MyoD (Relaix and
Zammit et al., 2012), un déterminant fort de leur nature myogénique. Apres la phase
d'expansion, les MuSC quittent le cycle cellulaire et régulent négativement l'expression de Pax7
et de MyoD tout en augmentant celle de Myogénine, considérée comme un marqueur de
différenciation myogénique terminale irréversible. Ensuite, les myocytes différenciés sont
capables de fusionner ensemble et avec des fibres musculaires préexistantes pour reconstituer
des myofibres fonctionnelles. Au moment de la fusion, les MuSC différenciées commencent a
exprimer la machinerie sarcomérique des protéines nécessaires a la contraction. Avant de
quitter le cycle cellulaire pour se différencier, un sous-ensemble de MuSC en expansion se
renouvelle automatiquement en diminuant I'expression de MyoD et en augmentant celle de
Pax7, revenant ainsi a un état de quiescence. L'équilibre entre I’auto-renouvellement
symétrique et la division de ces cellules de facon asymétrique joue un rdle sur I’homéostasie
musculaire (Feige et al., 2018). Il a été¢ démontré que les divisions asymétriques de cellules
souches sont régulées par la dystrophine et que ces divisions compromettent les étapes de la
myogenese (Dumont et al., 2015). Une molécule impliquée dans ce processus est la Wnt7a,
agissant sur la voie de signalisation de la [-caténine qui active la transcription de génes cibles
(Dierick et Bejsovec, 1999). Wnt7a se lie au récepteur Frizzled7 et stimule la division
symétrique des cellules satellites permettant ainsi 1’augmentation du réservoir de ces cellules

(Le Grand et al., 2009).
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2.1 Le mécanisme de la régénération

Le muscle squelettique, chez les mammiferes, a la capacité de se régénérer suite a diverses
blessures, telles que les traumatismes mécaniques, le stress thermique, 1’ischémie, les
conditions pathogenes et les agents myotoxiques. Les agents myotoxiques sont capables de
détruire l'intégrité de la membrane plasmique et de la lame basale de la myofibre, ce qui entraine
un afflux de calcium extracellulaire (Horn et a.,2017), la dégradation des protéines musculaires
et enfin la nécrose (Gutiérrez et al., 1990). Cette premiere réponse a une lésion tissulaire
caractérisée par la dégénérescence musculaire, induit I'activation d'une inflammation aigué, qui
est caractérisée cliniquement par le gonflement du muscle squelettique et la formation
d'hématomes (Alessandrino et al., 2013). Cette inflammation aigu€ présente deux étapes
distinctes : la phase initiale intrinseque et la phase de dégénérescence extrinseque. La phase
intrinseque est la conséquence d’un envahissement du site 1ésé par des cellules sanguines (i.e.
neutrophiles et macrophages) et se caractérise par une réponse tissulaire trés rapide qui peut
étre observée des les premicres heures. L’augmentation du calcium intracellulaire induite par
la 1ésion est responsable de I’inhibition de I’activité des mitochondries qui se désintégrent ainsi
que d’autres organites comme le réticulum endoplasmique. Le calcium active également des
enzymes protéolytiques qui dépolymérisent les microtubules. L’élévation des enzymes
musculaires qui s’infiltrent dans la circulation est un paramétre biochimique indiquant une
destruction musculaire. Puis, la phase de la dégénérescence extrinseque est développée. Au
cours de cette phase, en conséquence de la rupture des phospholipides membranaires, des
¢léments intracellulaires sont relargués. Par exemple, I’ADN, les débris extracellulaires, les
protéines de choc thermique et les protéines associées a la chromatine HMGBI1. Ces molécules
sont appelées « damage-associated molecular patterns » (DAMPs) ou encore alarmines. Ces
chémoattracteurs libérés sur le site de l'inflammation, stimulent les cellules du systeme
immunitaire qui délivrent de I'histamine, de la sérotonine et des prostaglandines entrainant une
importante dilatation et perméabilité des vaisseaux sanguins. La sécrétion de plusieurs
cytokines comme le tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), le macrophage-inflammatory
protein 2 (MIP-2) et le cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC) permet le
recrutement des monocytes et des neutrophiles circulants (Bentzinger et al., 2013 ; Soehnlein
etal., 2010). Les macrophages sont également nécessaires a la réponse inflammatoire apres une
Iésion musculaire (Chazaud et al., 2009). Ces cellules sont capables d’exprimer d’autres

cytokines comme I’IL-1B et IL10, afin d’obtenir un phénotype respectivement pro ou anti-
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inflammatoire pour soutenir la prolifération et la fusion des précurseurs myogéniques (Arnold

et al., 2007).

2.2 Les signaux de recrutement et d’activation des macrophages

Le processus inflammatoire est généralement bien orchestré, impliquant a la fois des signaux
qui initient et maintiennent l'inflammation et des signaux qui arrétent ce processus. Un
déséquilibre entre les deux signaux laisse I'inflammation non contrdlée, entrainant des 1€sions
cellulaires et tissulaires. Les macrophages sont des composants majeurs du systtme des
phagocytes mononuclés, constitués des cellules d'origine médullaires, des monocytes sanguins
et des macrophages tissulaires. Provenant du sang, les monocytes migrent dans divers tissus ou
ils se différencient en macrophages (Arnold et al., 2007 ; Theret et al., 2019). Au cours de
I'inflammation, les macrophages présentent trois fonctions principales : la présentation
antigénique aux cellules T, la phagocytose et I'immunomodulation par la production de diverses
cytokines et facteurs de croissance comme les interleukines et I'IGF1 (Fujiwara et al., 2005).
Pendant ce processus, les macrophages acquierent différents phénotypes nécessaires a la
résolution de l'inflammation. Les signaux d'activation de ces phénotypes comprennent par
exemple les cytokines, les lipopolysaccharides bactériens et les protéines de la matrice
extracellulaire. Etant donné que les macrophages produisent un large nombre de molécules qui
ont des effets biologiques sur l'inflammation, les interventions thérapeutiques ciblant les
macrophages et leurs produits peuvent ouvrir de nouvelles voies pour contrdler les maladies
inflammatoires. Il est donc essentiel de comprendre de facon détaillée leur recrutement et action
dans l'inflammation tissulaire. Afin de clarifier les différents stimulus et leur influence sur la
biologie des macrophages il est possible de les catégoriser en deux classes : « Danger signals »
(DS) ou « homeostatic, metabolic and modulatory signals » (HMMS).

Les DS incluent les composants microbiens tels que les agents pathogeénes comme le LPS qui
atteint des sites intracellulaires ou ils ne sont pas normalement présents (i.e. I’ADN de virus
dans le cytoplasme des cellules infectées) et aussi des molécules endogenes dont la présence a
des niveaux élevés dans le milieu extracellulaire dénote une perte locale de I’intégrité cellulaire
ou tissulaire. Le site cellulaire de détection initiale d'un signal de danger spécifique varie, ce
qui reflete différentes voies d’entrée du pathogene et, par conséquent différents récepteurs de
reconnaissance. Alors que les récepteurs Toll-like (TLR) transmembranaires peuvent étre
associés a la surface de la cellule (i.e. TLR4) ou aux endosomes (i.e. TLR3, détectant ' ARN

apres absorption du virus dans les phagosomes), un panel de capteurs comprenant 1'hélicase
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RIG-I et la GMP-AMP synthase cyclique (cGAS) spécifique de 'ADN détecte la présence
anormale de ces acides nucléiques dans le cytoplasme, afin de stimuler la réponse des
macrophages.

Les signaux de danger endogenes sont collectivement signalés par des alarmines comme la
protéine de chromatine HMGBI1 ainsi que I'ATP extracellulaire, qui sont activement libérés
pendant une 1ésion stérile et déterminent des réponses inflammatoires (Sowinska et al., 2019).
L'exposition de macrophages a des signaux de danger endogenes doit étre considérée comme
un événement exceptionnel déclenchant une intervention d'urgence visant a éliminer les
envahisseurs, a réparer les tissus et a restaurer 'homéostasie.

Une situation conceptuellement trés différente est la stimulation des macrophages par une large
gamme de HMMS. L'exposition des macrophages a ces stimulus a une incidence sur leur
capacité a réagir aux signaux de danger. Un exemple peut €tre fourni par la réponse aux corps
apoptotiques : bien que leur ingestion par des monocytes recrutés dans un environnement
entraine une inflammation supplémentaire, leur ingestion par les macrophages tissulaires est
généralement immunologiquement silencieuse. La réponse aux HMMS est large et comprend :
a) les métabolites et les nutriments des cytokines immunomodulatrices, b) les corps
apoptotiques et ¢) les signaux mécaniques (Figure 3).

En ce qui concerne les cytokines immunomodulatrices, certaines jouent un role important et
bien caractérisé dans la biologie des macrophages. L'IL-4 et 1'lL-13 par exemple modulent la
fonction des macrophages dans les tissus, notamment le tissu adipeux, ou ils contrdélent
l'inflammation en stimulant la production de catécholamines par exemple (Qiu et al., 2014). De
plus, la pré-exposition a I'lL-4 module la capacité des macrophages a réagir a une infection
induite par un agent pathogene via la sécrétion d’autres molécules comme FIZZ1/RELMa
(Loke et al.,, 2002), offrant ainsi un exemple paradigmatique de la maniere dont le
conditionnement tissulaire peut réguler les réponses générées par la reconnaissance des
« signaux de danger ». Parmi les stimulus métaboliques et les nutriments contrdlant la biologie
des macrophages, I'heme libéré lors de I'élimination des érythrocytes déclenche la formation
d’un phénotype de macrophages spécialisé via l'induction du facteur de transcription SPI-C
(Haldar et al., 2014), tandis que l'acide rétinoique favorise la production de macrophages
péritonéaux via l'induction du facteur de transcription GATAG. Les acides gras peuvent
également moduler 1’activation des macrophages dans 1’obésité, médié par I’IL-4 (Rosas et al.,
2014 ; Chawla et al., 2011). Le lactate est un autre exemple d'un métabolite produit localement,
capable d’induire l'expression de certains geénes dans les macrophages essentiels a la croissance

tumorale. De plus, le succinate produit lors de I'activation des macrophages par le LPS, stabilise
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le facteur induit par I’hypoxie HIF1o augmentant ainsi la production d'IL-1 3 (Tannahill et al.,
2013), soulignant I'importance de ces molécules pour la régulation de genes dans les
macrophages.

Une autre réponse a HMMS sont les corps apoptotiques normalement générés pendant les
processus de développement et de remodelage des tissus. Ils sont reconnus par des récepteurs
exprimés par les macrophages recrutés en réponse a ces signaux et présentent également un
potentiel d’activation des macrophages selon leur état préexistant (Hochreiter and
Ravichandran, 2013 ; Taylor et al., 2005). L'étirement mécanique cellulaire, induit par des
biomatériaux constitués de matrice extracellulaire dans les tissus affecte également la fonction
des macrophages, favorisant un programme d’expression génique analogue au phénotype M2,

ainsi que la sécrétion réduite de cytokines inflammatoires (MacWhorter et al., 2013).

Homeostatic, metabolic and modulatory signals
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- Overlapping but distinct
7 gene expression programs
and function

Tissue- and - Conditioned by local and
condition-specific systemic stimuli
macrophages - Genomic regulatory landscape
specified by general macrophage

lineage-determining TFs and

DANGER SIGNALS tissue macrophage-specific TFs

- Distinct inflammatory gene
< expression programs
Activated - Genomic regulatory landscape
macrophages including constitutive enhancers
and latent / de novo enhancers
determined by stimulation

Figure 4 : Les différents stimulus d’activation de macrophages

(Glass and Natoli, 2016)

L'interaction entre les signaux homéostatiques du tissu et les signaux de danger dans le
controle de la fonction des macrophages. Les macrophages tissulaires sont exposés a des
signaux, provenant du microenvironnement, qui activent ou répriment leurs programmes
d'expression génique ainsi que leur fonction, ce qui entraine 1’expression de geénes

inflammatoires dans différents tissus. *TF = facteur de transcription.
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Ces signaux peuvent déclencher l'activation sélective d'un nombre limit€ de voies de
signalisation et de facteurs de transcription distincts, notamment les membres de la superfamille
des récepteurs nucléaires. Plusieurs membres de cette famille, y compris le récepteur aux
glucocorticoides et le récepteur-y activé par les peroxysomes (PPARY), fonctionnent comme
des facteurs de régulation qui suppriment les activités de transcription NF-»B et d'autres
facteurs de transcription pro-inflammatoires par des mécanismes directs et indirects (Glass and
Saijo, 2010 ; Uhlenhaut et al., 2013). Des études récentes indiquent qu’il est également probable
que plusieurs récepteurs puissent étre activés simultanément dans un type de cellule particulier,
permettant des schémas de régulation plus complexes (Rosas et al., 2014 ; Okabe and
Medzhitov, 2014 ; Gosselin et al., 2014). En effet, par exemple, il a ét€ montré que dans le cas
du gene codant pour iNOS, sa répression synergique est régulée par les agonistes du récepteur
des glucocorticoides et du PPARY (Figure 4). Cette régulation est médiée par NF-»B et NCoR
(Ogawa et al., 2005 ; Pascual et al., 2005). Ensemble, ces observations indiquent que des
combinaisons de récepteurs nucléaires pourraient servir a intégrer des voies de signalisation

locales et systémiques impliquées dans le changement de phénotype des macrophages.
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Figure 5 : Répression de la transcription génique du profil pro-inflammatoire de

macrophages médié par le récepteur aux glucocorticoides et PPARy

(Glass and Ogawa, 2006)

Les récepteurs aux glucocorticoides exprimés de maniere constitutive régulent I'expression des
genes en réponse aux hormones circulantes. Le PPARY a une expression inductible et ses
activités de transcription sont régulées par les métabolites intracellulaires produits localement,
comme les éicosanoides. En agissant par des mécanismes distincts qui convergent sur des génes
cibles, le récepteur aux glucocorticoides et le PPARy peuvent fonctionner de maniere
synergique pour réprimer les réponses inflammatoires, modulant le changement de phénotype

des macrophages.
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2.2.1 Les cytokines

Parmi les nombreuses cytokines produites par les macrophages au cours de l'inflammation,
capables de les activer en pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires, l'interféron gamma (IFN-
v) et I'interleukine 10 (IL10) sont deux des plus étudiées grace a leurs effets modulateurs sur

ces cellules.

2.2.2 Le paradigme du profil inflammatoire médié€ par I'IFN-y et I'IL10

L'TFN-y en tant que cytokine agit en association avec d'autres cytokines présentes dans le
microenvironnement local. L'effet combinatoire entre 1'FN-y et d'autres cytokines joue
probablement un role dans le résultat final de la stimulation par I'IFN-y. En effet, il a été
démontré que 1'IFN-y et le TNF-o agissent en synergie dans 1’augmentation d’expression
d’iNOS dans les macrophages. Salim et collaborateurs ont disséqué les roles de chaque cytokine
et montrent que le TNF-a est responsable de I’induction rapide d'iNOS, alors que I'lFN-y régule
la production de I’oxyde nitrique (NO) en modulant les concentrations de ce produit (Salim et
al., 2016). Dans ce contexte, I'lFN-vy induit dans les macrophages non seulement la production
de NO mais aussi des chimiokines comme CCL-3, par l'activation du facteur de transcription
STATI1 (Wang et al., 2018). Lors de la fixation de I'IFN-y a son récepteur, la phosphorylation
de JAK1 et de JAK2 est activée, ainsi que la phosphorylation du site de fixation de la molécule
STAT]1 sur la chaine IFN-yR1 (Figure 7). Cette fixation entraine la phosphorylation de la
molécule STAT1 qui s’homodimérise et traverse la paroi nucléaire pour se fixer sur les sites
GAS (IFN-vy activation sequence) permettant la régulation de I’expression de nombreux geénes
cibles qui régulent les effets biologiques médiés par STATI1. Parmi ses génes cibles, sont
présents pS3 et p21, BCL6 (B cell lymphoma 6) ou STAT1 lui-méme ce qui permet une
amplification de ses effets biologiques (Ramana et al., 2000; Saha et al., 2010). Une étude a
démontré que les genes induits par STAT1 sont capables de médier les effets inhibiteurs de
I’IFN-vy sur la migration des macrophages et que cet effet inhibiteur est complétement abrogé
chez les macrophages déficients pour Statl. De plus, une autre étude a démontré que Stat3 est
nécessaire pour maintenir la motilit¢ de macrophages, confirmant les hypotheses sur
I’interaction entre IFN-y et la voie des STATs (Dallagi et al., 2015). Cependant, de facon
paradoxale, cette méme voie de signalisation peut également moduler un autre phénotype de
macrophage (Figure 5). C’est le cas une fois que l'interleukine 10 se lie a son récepteur.

L’autophosphorylation conduira a l'activation du facteur de transcription STAT3 et sa liaison
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induira une inhibition de l'expression des cytokines pro-inflammatoires afin d’activer la
machinerie génique anti-inflammatoire (Niemand et al., 2003). Le profil génique de
macrophages activés par I'IL-10 pendant 2 ou 7 jours in vitro a été analysé et comprend
plusieurs récepteurs comme les récepteurs de reconnaissance formyl peptide receptor 1
(FMLP), Toll-like receptor 1 (TLR1), Toll-like receptor 8 (TLR8) et macrophage receptor with
collagenous structure (MARCO) ; les récepteurs de cytokines Interleukin 21 receptor (IL-
21R), Interleukin 2 receptor, alpha (IL-2RA) ; les récepteurs de chimiokines Chemokine (C-
X3-C) receptor 1 (CX;CR1) (Park-Min et al., 2005). Malgré les résultats de régulation
transcriptionnelle de genes, d’autres études démontrent que le traitement avec IL10 pendant 5
jours ou 16 heures est aussi capable d’augmenter I’expression protéique du récepteur appelé
Hemoglobin-haptoglobin scavenger receptor (CD163) dans les macrophages (Porcheray et al.,
2005 ; Tran et al., 2015), suggérant que la régulation de CD163 dans les macrophages est
indépendante du temps d’administration d’IL10. Cependant, il a ét€ démontré que 1’expression
génique du CDI163 a été indétectable apres 8h d’administration. Cela suggere que 1l'induction
de CD163 par I'IL-10 est due, a la régulation post-transcriptionnelle caractérisée par une
augmentation d'ARN et une synthese de protéines (Sulahian et al., 2000), soulignant le fait que
les niveaux protéiques sont plus fiables pendant I’évaluation de populations de macrophages.
De facon intéressante, il a été montré que les macrophages qui expriment CD163 ont également
exprimé CD206 (Zeyda et al., 2007 ; Tang et al., 2013 ; Shaul et al., 2010). De plus, ils sécretent
de I’'IL10, antagonistes du récepteur de I’IL-1, producteurs de la chemokine ligand 18 (CCL18)
et présentent une grande capacité de phagocyter les cellules apoptotiques (Zizzo et al., 2012).
Comme I’expression de CD163 n’est pas limitée aux macrophages anti-inflammatoires, il ne
doit pas étre utilis€ comme seul marqueur pour identifier cette population de macrophages
(Barros et al., 2013), suggérant I’emploi de ces deux marqueurs (CD163 et CD206) afin de
caractériser le statut anti-inflammatoire des macrophages de facon robuste. L’ensemble de ces
résultats démontre que les cytokines en question peuvent réguler le profil des macrophages afin
d’acquérir un phénotype pro ou anti-inflammatoire. Cependant, grice a leur plasticité cellulaire
les macrophages peuvent obtenir d’autres profils métaboliques induits par différentes voies de

signalisation cellulaires au cours de 1’inflammation.
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Figure 6 : Les profils pro et anti-inflammatoires des macrophages médiés par I’IFN-y ou

I'IL10

IFN-y : La liaison de ’IFN-y a son récepteur qui se dimérise a IFGNR-1 et a IFGNR-2. Les
JAK s'autophosphorylent puis phosphorylent le domaine cytoplasmique de I'TFNGRI
provoquant la formation et la phosphorylation du dimere STATIlo. Le dimere STATla se
dissocie du récepteur et forme un homodimere pour une translocation nucléaire via les IRFs

pour l'activation de genes spécifiques.
IL10 : L’IL10 se lie a son récepteur que se dimérise a IL10OR1 et a IL10R2. Le récepteur associé

a JAK1 phosphoryle STAT3, qui se dimérise puis transloque dans le noyau pour stimuler la

transcription des genes.
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2.3 Les différents phénotypes de macrophages dans le processus inflammatoire

Les macrophages, une population hétérogeéne de cellules immunitaires, possédent des fonctions
spécifiques dans les réponses a I’inflammation selon les différents phénotypes. Ces profils
dépendent de la plasticité de ces cellules spécialisées dans la détection des signaux, provenant
du microenvironnement, qui modifient leurs propriétés. Bien qu'il soit clair que les phénotypes
de macrophages sont difficiles a classer due aux nombreuses voies de signalisation utilisées
pour chacun d’entre eux, ils peuvent étre simplifiés en deux extrémes : un profil pro-

inflammatoire et un profil anti-inflammatoire.

2.3.1 Macrophages pro inflammatoires (M1) et anti-inflammatoires (M2)

Basé sur cette définition, les macrophages M1 sont capables de déclencher et de maintenir des
réponses inflammatoires, en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires, en phagocytant les
cellules apoptotiques et en induisant le recrutement d'autres cellules immunitaires dans le tissu
enflammé. D'autre part, les macrophages M2 favorisent la résolution de l'inflammation,
stimulent le dépot de collagene et libérent des médiateurs anti-inflammatoires. Le métabolisme
cellulaire accompagne ces changements phénotypiques et fonctionnels des macrophages.

En particulier, les macrophages M1 utilisent principalement la glycolyse (Hard et al., 1970 ;
Fukuzumi et al., 1996) et présentent des particularités pour le métabolisme du cycle de Krebs
qui entrainent une accumulation d’itaconate (un composé microbicide) et de succinate (Meiser
et al., 2016). L'exces de succinate conduit a la stabilisation du facteur induit par I’hypoxie
(HIF1a) qui active la transcription des genes glycolytiques, maintient ainsi le métabolisme
glycolytique des macrophages M1 (Tannahill et al., 2013 ; Jha et al., 2015 ; Galvan-Pena et
O'Neill, 2014). D’ autres études démontrent également que les macrophages pro-inflammatoires
utilisent la glycolyse et la voie du pentose phosphate (PPP) qui est présent dans le cytosol et
comprend deux phases distinctes (Baardman et al., 2018). Dans la phase oxydative, l'énergie
issue de la conversion métabolique du glucose-6-phosphate en ribulose-5-phosphate est utilisée
pour la réduction de NADP + en NADPH. Le NADPH est ensuite utilisé par plusieurs enzymes
dont la NADPH oxydase, qui génere des especes réactives de I'oxygene (ROS), pour phagocyter
les agents pathogenes. De plus, les niveaux élevés de NADPH offrent une protection contre le
stress oxydatif, en fournissant un pouvoir réducteur par la production de l'antioxydant
glutathion. Cependant, cette affirmation est encore objet de débat alors qu’une récente étude in

vivo démontre que les macrophages ne produisent pas de ROS apres I’inflammation musculaire

47



induite par une lésion stérile. De plus, les profils d'expression des génes impliqués dans la
réponse au stress oxydatif dans ces cellules n'indiquent aucune réponse antioxydante (Le Moal
etal., 2018).

Les cellules M2 sont dépendantes de la phosphorylation oxydative (OXPHOS), source des
substrats pour les complexes de la chaine de transport d'électrons (ETC) qui est le moyen
principal de génération d'ATP. De plus, les macrophages pro et anti-inflammatoires sont
caractérisés par des voies spécifiques qui régulent le métabolisme des lipides et des acides
aminés et modifient leurs réponses. Toutes ces adaptations métaboliques sont fonctionnelles
pour soutenir les activités des macrophages et pour maintenir leur polarisation dans des
contextes spécifiques. De nouvelles informations sur la régulation des macrophages ont été
découvertes par Van den Bossche et collaborateurs (Van den Bossche et al., 2016). Dans cette
étude, 1l a ét€ observé qu’une fois que le macrophage s’engage a devenir M1, il ne peut pas étre
reprogrammé pour devenir M2 en réponse a I’'IL4. Cependant, l'inverse ne serait pas vrai : le
M2 peut étre converti en un M1 par 1'ajout de LPS. La reprogrammation métabolique de la
fonction des macrophages pourrait avoir un impact sur la manipulation thérapeutique des
macrophages dans une inflammation tissulaire. En effet, 'inhibition de la SDH ou de I'enzyme
PKM?2 peuvent promouvoir un phénotype M2 en réponse au LPS (Palsson-McDermott et al.,
2015). L’ AMPK est une autre molécule du métabolisme cellulaire qui peut réguler la transition
du phénotype pro vers anti-inflammatoire in vivo (Mounier et al., 2013).

Les macrophages anti-inflammatoires M2 sont également divisés en 3 sous-ensembles : M2a,
M2b et M2c basés sur des profils d'expression génique in vitro (Martinez and Gordon, 2014 ;
Martinez et al, 2008 ; Mantovani et al., 2004). Le sous-type M2a est induit par 1'1L-4 et I'IL-13.
Ces deux cytokines peuvent réguler négativement |’expression des médiateurs pro-
inflammatoires de macrophages tels que la production d'IL-1f, de TNF-a, d'TL-6, d'TL-12 et
d'IFN-vy. De plus, des études in vitro ont indiqué que I'IL-4/I'L-13 pouvait également réguler
les molécules du MHC-II, les intégrines béta 2 et le MMP-1 et que les cellules M2a expriment
également des protéines qui favorisent la fibrogenese, la réparation des tissus et la prolifération
(Novak et al., 2013 ; Chizzolini et al., 2000 ; Gratchev et al., 2001). D’autre part, le profil M2b
est induit par le ligand d'IL-1R ou par I'exposition au LPS. Les M2b sont caractérisés par une
faible production d'IL-12 et d'IL-10, un profil de cytokines qui favorise la réponse immunitaire
Th2 (Anderson et al., 2002). Le sous-type M2c est induit par I’'IL-10, le TGF- ou les
glucocorticoides et se caractérise par une réduction d’expression des cytokines pro-
inflammatoires et une activité accrue de piégeage des débris. Wang et collaborateurs on décrit

un autre sous-type de M2 a savoir, le macrophage M2d, caractérisé par une faible production
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d'IL-12 et une forte production d'IL-10 présentant certaines caractéristiques des macrophages
associés aux tumeurs (TAM) (Wang et al., 2010). Dans ce contexte, une récente étude de
I’équipe de Ido Amit a également décrit une nouvelle population de macrophages anti-
inflammatoires présentes dans 1’inflammation induite par 1’obésité. Ces macrophages utilisent
Trem2 pour le retour a I’homéostasie du tissu. L’absence de ce récepteur conduit a
I’hypertrophie des adipocytes ainsi qu'a une hypercholestérolémie systémique, une

accumulation de graisse corporelle et une intolérance au glucose (Jaitin et al., 2019).

Pro-inflammatory Anti-inflammatory

Figure 7 : Signatures moléculaires et métaboliques de l'activation des macrophages

Les macrophages pro-inflammatoires induisent 1’activation de voies spécifiques par I’activation
de facteurs de transcription tels que NF-xB, STAT1, STAT3, AP-1, SREBP-1 et HIF1a, qui
déclenchent I’expression de marqueurs tels que iNOS, COX-2, CD80, CD86 et MHC-II et la
libération d’IL-1p, TNF-a, IFN-vy, IL-6, IL-12 et IL-23. Les cellules sont soumises a une
reprogrammation métabolique vers la glycolyse, la voie du pentose-phosphate et la synthese

des acides gras. L'itaconate est produit a partir de citrate et présente une fonction

antibactérienne. Les macrophages anti-inflammatoires sont caractérisés par l'expression
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d'ARGl1, de FIZZ1, de SOCS1, de CD206, de récepteurs de I'adénosine (A2R), ILIRII et par
la production de cytokines telles que TGF-3, IL-10, IL-4, IL-13, IL-8 et VEGFA. Leur profil
est principalement contrdlé par 1'activité des facteurs de transcription STAT6, GATA3, PPARY
et LRX. Ces cellules présentent un métabolisme centré sur la phosphorylation oxydative
(OXPHOS), I'oxydation des acides gras et la glutaminolyse, qui génere le catabolisme du

tryptophane avec libération de kynurénine et une syntheése de polyamines (Viola et al., 2019).

2.3.2 Macrophages Mox (M-o0x)

Récemment, une nouvelle population de macrophages a été décrite. La découverte a permis de
conclure que les phospholipides oxydés sont des inducteurs d’un nouveau phénotype de
macrophages, les M-ox, dont la polarisation est médiée par le facteur de transcription Nrf2
(Kadl et al., 2010). En absence de Nrf2, les macrophages ont une régulation du statut redox
compromise, indiquant que ce phénotype dispose d’un pouvoir anti-oxydant important. De plus,
il a été constaté que les macrophages M-ox représentent 30% de tous les macrophages dans les
Iésions athérosclérotiques avancées, suggérant une spécificité de cette population lors des
maladies inflammatoires. D’autre part, les M-ox présentent de faibles capacités de
chimiotactisme et de phagocytose et sont générés in vitro a partir des macrophages M1 et M2
différenciés avec le stimulus des cytokines comme I’IFNy, ajoutant une preuve supplémentaire

de la plasticité des macrophages dans I’inflammation.

2.3.3 Macrophages associé€s a I’hémorragie (M-ha)

Les macrophages associés aux hémorragies (M-ha) ont été récemment proposés (Boyle et al.,
2009 ; Boyle et al., 2011) et semblent étre liés aux macrophages M-ox. Les monocytes humains
peuvent étre différenciés in vitro en macrophages M-ha en utilisant le complexe
hémoglobine/haptoglobine (Hb/Hp) ou des globules rouges oxydés, ce qui conduit a la
régulation de CD163, HO-1 et IL-10 de manicre dépendante de Nrf2. Ces sous-types de
macrophages résistent a I’accumulation lipidique et régulent le contenu intracellulaire en lipides
via I’induction de transporteurs impliqués dans I’efflux de cholestérol (Finn et al, 2012). Les
M-ha constituent la premiere ligne de défense contre les dommages induits par les érythrocytes

sénescents et le fer et présentent ainsi un effet athéroprotecteur.

50



2.3.4 Macrophages dérivés de la chimiokine 3 (M-DC)

La population des macrophages dérivés de la chimiokine 3 (M-DC), a été identifiée en 1997.
Cette cytokine est synthétisée tardivement dans le processus de différenciation des
macrophages et des niveaux importants de l'expression ne s’observe qu'aprés 6 jours de
différenciation de ces cellules (Godiska et al., 1997). Ce mode d’expression contraste avec la
plupart des autres chimiokines, comme MCP-1 qui sont rapidement induites apres une
inflammation (Chantry et al, 1998). La fonction chimioattractante de M-DC sur le recrutement
de cellules Th2 a été également démontré. M-DC se lie a CCR4, qui est exprimé par les cellules
Th2 (Imai et al., 1998 ; Imai et al., 1999). Ensuite, les cellules T produisent principalement des
cytokines IL-4 et IL-5 (Imai et al., 1999). Les résultats de cette étude corroborent la conclusion
formulée par Gonzalo et al. (1999) et Vestergaard et al. (1999) ou il a été démontré que les M-
DC étaient impliqués dans l'inflammation des voies respiratoires allergiques médié par les
lymphocytes T. De plus, il a été également rapporté le recrutement des lymphocytes T CD3 et
CD4 positifs dans le thymus, grace a la présence abondante des cellules €pithéliales ou cette
nouvelle population est fortement exprimée (Chantry et al., 1999). Ainsi, la plupart des études
menées a ce jour ont porté sur 'implication du M-DC dans la migration des autres cellules
immunitaires notamment des lymphocytes. Cependant, des modeles d’études in vitro et in vivo
ont permis de conclure que les M-DC attirent également les monocytes (Gonzalo et al. 1999 ;
Godiska et al., 1997). Le fait que le recrutement et I'activation de monocytes dans des foyers
infectieux soient capables d’agir sur I'élimination des bactéries (Aderem et al., 1999) suggere
que les M-DC pourraient jouer un rdle crucial dans I'immunité innée lors d’autres infections
comme le sepsis. En outre, les expressions de I'ARNm et des protéines pour le M-DC a partir
de monocytes en culture ont été induites par IL-4 et IL-13 (Andrew et al., 1998). L'IL-4 et I'lL-
13 sont connus pour exercer des effets bénéfiques dans les modeles expérimentaux de sepsis
via une modulation de la production de cytokines/chimiokines inflammatoires (Baumhofer et
al., 1998 ; Muchamuel et al., 1997). Ainsi, il est suggéré que la chimiokine CX3C inductible
par 1TL-4 et 1'IL-13 exprimés par les M-DC pourraient contribuer a l'immunité innée, par le
recrutement de monocytes et de lymphocytes T au cours des inflammations séveres et des

infections.
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2.3.5 Macrophages anti-athérogeniques (M4)

Les macrophages dépendant de CSF/CXCL4, découverts en 2010 par Gleissner et
collaborateurs ont été appelés M4 (Gleissner et al., 2010). Il a ét¢ démontré que ces
macrophages se caractérisent par un profil de transcrits mixtes, mais unique, comprenant des
augmentations de I’expression de CD86 et de TNF-a (analogues a M1), CD206, CCL18 et
CCL20 (analogues a M2) et des niveaux inférieurs de pentraxine 3 (PTX3), CD36 et IL-10
(type M2). Bien que ces cellules aient une faible activité phagocytaire, la fonction des
macrophages M4 reste mal comprise.

Jusqu'a ce jour, les phénotypes de macrophages discutés n’ont pas ét€ détectés dans un cadre
d’inflammation stérile en réponse a une lésion musculaire in vivo. Dans ce contexte, I’objectif
du prochain chapitre est d’aborder les principaux roles de macrophages au cours de

I’inflammation musculaire.
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Figure 8 : Diversité de phénotype des macrophages dans I’inflammation

(Gleissner et al., 2012)

Les monocytes se différencient en fonction du microenvironnement. Ainsi, les facteurs de
croissance, les chimiokines ou les lipoprotéines présents dans le microenvironnement peuvent
induire des spécifiques populations des macrophages. Les fleches en pointillés indiquent un

monocyte/macrophage en différenciation, tandis que les fleches pleines indiquent la
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polarisation des macrophages. Une différence importante entre différenciation et polarisation
est le fait que la polarisation soit un processus réversible tandis qu’une différenciation il semble

étre irréversible (Porcheray et al., 2005).

2.4 Role des macrophages dérivés de la moelle osseuse dans la résolution de 1’inflammation

musculaire

Une 1ésion stérile du muscle squelettique déclenche une réaction inflammatoire caractérisée par
une invasion rapide et séquentielle de populations de cellules du systtme immunitaire qui
persistent pendant la régénération et la croissance musculaire. Le processus de régénération
comprend une phase pro-inflammatoire initiale caractérisée par la libération de cytokines et de
chimiokines qui favorisent I'infiltration de ces cellules immunitaires sur le site de la 1ésion afin
d'éliminer les débris cellulaires. Les neutrophiles constituent la premiere population de
leucocytes dans les tissus endommagés. Ils apparaissent moins de 2 heures apres une 1ésion
musculaire, atteignant un maximum de concentration entre 6 et 24 heures apres une blessure et
diminuent rapidement. Ils libérent des enzymes protéolytiques qui contribuent a la lyse des
membranes musculaires (Zerria et al., 2006). I1 a également ét€ suggéré que les neutrophiles
phagocytent les débris tissulaires et activent les cellules satellites (Teixeira et al., 2003). Des
résultats récents ont indiqué que les effets des neutrophiles sur le muscle squelettique pourraient
dépendre du type de 1ésion. En effet, une 1€sion n’a pas été capable de stimuler I’infiltration a
long terme des neutrophiles, différemment d’une 1ésion induite par des produits microbiens
(Dumont et al., 2008). Apres l'invasion des neutrophiles, les macrophages s'accumulent et
deviennent la population leucocytaire dominante (Chazaud et al., 2014). Ils sont dérivés de
monocytes sanguins qui traversent la barriere endothéliale de vaisseaux jusqu'au tissu 1ésé
(Johnson-Léger et al., 2000). Grace au marqueur Ly6C il a été observé que seuls les monocytes
Ly6C provenant de la circulation sanguine s'infiltrent dans la zone musculaire 1€sée (Arnold et
al., 2007). Les macrophages phagocytent les cellules apoptotiques ainsi que les débris
cellulaires et produisent un ensemble de signaux impliqués dans l'activation des précurseurs
myogéniques, le remodelage de la matrice et la formation de vaisseaux (Chazaud et al., 2003 ;
Saclier et al., 2013).

Des études in vivo ont montré que les macrophages jouent un rdle central dans le processus de
réparation musculaire (Mounier et al., 2013 ; Dumont et al., 2010 ; Varga et al., 2013; Bosurgi
et al., 2012). En effet, les données de plusieurs modeles de Iésions musculaires (ischémie des

membres postérieurs, brilure induite par le froid, injections d'agents myotoxiques) indiquent
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qu’un défaut sur le recrutement des macrophages induit un retard de la régénération (Chazaud
etal.,2014 ; Dumont et al., 2010 ; Arnold et al., 2007 ; Mounier et al., 2013 ; Perdiguero et al.,
2011), caractérisé par la persistance d’adipocytes intramusculaires, des myofibres
centronucléées et la fibrose. Arnold et collaborateurs ont identifi€ une population de monocytes
circulants recrutés qui se différencient en macrophage pro-inflammatoire en arrivant sur le site
1ésé (Arnold et al., 2007) contribuant a la prolifération des précurseurs myogéniques. Les
macrophages résidents contribuent également a ce processus. Ils sont présents dans le muscle
associé au tissu conjonctif épimisial (également appelé fascia) et sécretent des chimiokines,
telles que MCP1/CCL2, qui attirent les monocytes du sang (Brigitte et al., 2010). En effet,
I'expression du récepteur MCP1/CCR2 sur les cellules dérivées de la moelle osseuse est
essentielle a la régénération du muscle squelettique. Une étude a démontré qu’en absence de ce
récepteur les souris présentaient une déficience du recrutement des macrophages ainsi que de
la résolution de la nécrose, apres une 1€sion induite par la cardiotoxine (CTX) (Warren et al.,
2005 ; Martinez et al., 2010). De plus, il a ét€¢ démontré que CXCL16 régule l'entrée de
monocytes/macrophages dans le muscle 1ésé (Zhang et al., 2009). L’inhibition de la voie
CXCL16 a entrainé I’infiltration persistante des neutrophiles et un défaut du recrutement des
macrophages. Par conséquent, il a €t€é observé une inflammation persistante pendant la
régénération musculaire en absence de cette population. Bien que 1'identification des différents
phénotypes des macrophages in vitro soit bien décrite, les populations présentes in vivo au cours
de I’inflammation du muscle squelettique semblent ne pas avoir les mémes caractéristiques.
Cela est di au fait que les macrophages sont exposés a un microenvironnement plus complexe
concernant les conditions de culture cellulaire (le stimulus par des concentrations des cytokines
sont bien contrdlées par le manipulateur). Au cours des dernieres années, la caractérisation in
vivo du phénotype des macrophages au cours de la réparation des tissus a fait I’objet d’une
étude approfondie. Cette population est différente des populations canoniques M1 et M2. Ils
sécretent des signaux inflammatoires, tels que TNFa, IL-18, MCP1 et contribuent au processus
de phagocytose des cellules myogéniques apoptotiques ou nécrotiques, ce qui induit le
changement de phénotype des macrophages pro vers un phénotype anti-inflammatoire. Ce
phénotype contribue a atténuer la réponse inflammatoire musculaire en sécrétant du TGFf et
de 1'[L-10. De plus, ils agissent sur la différenciation et sur la fusion des progéniteurs
musculaires en sécrétant des cytokines qui ont un role trophique, telles que IGF1 et IL-10
(Arnold et al., 2007 ; Saclier et al., 2013). En outre, récemment, la GDF3 a été décrite comme
une nouvelle molécule sécrétée par les macrophages anti-inflammatoires jouant un réle sur la

fusion de cellules musculaires (Varga et Mounier et al., 2016). Dans ce contexte, une nouvelle
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nomenclature a été proposé par notre équipe, appelée Ly6C* pour la population pro-
inflammatoire et Ly6C- pour la population anti-inflammatoire (Varga et al., 2016 ; Theret et al.,
2019). Des caractéristiques concernant ces populations pendant la régénération ont été
également décrites dans cette étude. En effet, les macrophages Ly6C (pos) présentent un profil
inflammatoire indépendant de I'IFN-y (voie canonique de M1) et expriment des protéines de
phase aiglie comme Lcn2, Lrgl, Hp et Saa3. En revanche, les macrophages Ly6C (neg),
associées au profil anti-inflammatoire, sécrétent des molécules impliquées dans les
communications intercellulaires, notamment les molécules liées a la matrice comme Bgn et
Postn (Varga et al., 2016). De plus, les études ont démontré que les monocytes Ly6Cneg ne
sont jamais recrutés dans un muscle en régénération (Arnold et al., 2007) comme dans d'autres
tissus (Chazaud, 2016). Cela s’est confirmé dans un modele génétique dépourvu de monocytes
Ly6Cneg (nur77 KO) qui présentent une réponse inflammatoire et une régénération musculaire
normales (Varga et al., 2013). Dans les tissus au repos, les monocytes Ly6Cneg contrdlent
I'intégrité de ’endothélium avec les neutrophiles, en remplacant les cellules endothéliales
endommagées (Carlin et al., 2013). Ainsi, les deux sous-populations de monocytes en
circulation ont des roles spécifiques : Ly6Cneg dans les vaisseaux et les monocytes Ly6Cpos
infiltrant les tissus endommagés.

Ainsi, la réponse des macrophages au niveau moléculaire apres une lésion tissulaire est associée

a une signature spécifique a chaque étape de la réparation tissulaire.

2.5 Mécanismes moléculaires controlant 1’activation des macrophages apres une Iésion
musculaire

Les voies cellulaires et moléculaires impliquées dans la régulation du phénotype des
macrophages au long de la régénération musculaire ont été étudiées ces dernieres années. Il a
été démontré que la protéine de liaison aux éléments de réponse a 'AMPc (CREB) était un
facteur de transcription important pour la régulation des genes comme IL-10 associé au
phénotype anti-inflammatoire. De plus, il a été identifié qu’aprés une lésion musculaire,
I’activité phagocytaire des débris cellulaires par les macrophages anti-inflammatoires a été
préservée alors que les fibres musculaires présentaient un défaut de régénération, ce qui suggere
que la persistance d’un seul profil de macrophages (les anti-inflammatoires) dans le muscle 1€sé
n'est pas suffisante pour une régénération efficace (Ruffell et al., 2009).

Une autre molécule jouant un réle clé dans la régulation de la transition phénotypique des
macrophages est la MAP kinase phosphatase (MKP-1) (Perdiguero et al., 2011). Les analyses

d'expression génique des macrophages musculaires déficients pour la protéine MKP-1 ont
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indiqué la capacité de cette protéine a contrdler la réponse inflammatoire ainsi que le passage
au phénotype des macrophages anti-inflammatoires via la régulation de la p38 MAPK. De plus,
I’absence de MKP-1 a été corrélée avec une régénération musculaire défectueuse, caractérisée
par une nécrose persistante ainsi qu’une croissance ralentie des myofibres en régénération. Ce
phénotype a pu €tre restauré par une greffe de moelle osseuse, ce qui suggere fortement que la
présence de cette protéine dans les macrophages régule la réparation des myofibres (Perdiguero
etal.,2011). Dans ce contexte, une étude a démontré 1’augmentation d’expression du récepteur
C3ar dans les tissus musculaires 3 jours apres une 1ésion induite par la cardiotoxine (Zhang et
al.,2011). Ce récepteur induit la transcription de genes pro-inflammatoires comme IL-6 et TNF
dans les macrophages, par 1’activation de la voie p38 MAPK (Napier et al., 2016). De plus, il a
été démontré qu’en absence de C3aR les monocytes expriment un niveau réduit de cytokines
pro-inflammatoires comme IL6 et CCL3 et que ce phénotype conduit a une régénération altérée
avec ’accumulation de petites fibres et a une infiltration réduite de monocytes/macrophages
apres la lésion, soulignant I’importance de ce récepteur pour la régénération tissulaire (Zhang
etal.,2017). Dans ce contexte, il a été¢ démontré que les glucocorticoides présentent €également
un role sur la régénération musculaire, médié par les cytokines. En effet, en absence du
récepteur aux glucocorticoides les macrophages présentent un défaut de la répression des
cytokines IL1-B, MCP1, MIP2 et IP10, suggérant un déséquilibre sur I’acquisition du
phénotype anti-inflammatoire (Desgeorges et al., 2019). Récemment, il a également été
démontré que la protéine kinase activée par I’AMP (AMPK) joue un rdle important dans la
régulation des macrophages lors de la régénération du muscle squelettique. L'augmentation de
l'activité de 1'AMPK a été associée a une diminution du statut pro-inflammatoire des
macrophages (Sag et al., 2008). En effet, les macrophages dépourvus d’AMPKa1 ont un retard
d’acquisition du phénotype anti-inflammatoire et présentent également un défaut de leur
activité phagocytique (Mounier et al., 2013). Dans ce contexte, une étude a montré I’implication
de la protéine annexine A1l sur I’activation des macrophages médiée par I’AMPK. L’annexine
Al est déja connue pour ses effets biologiques sur 1’efferocytose des macrophages (Dalli et al.,
2012 ; Scannell et al., 2007). La nouvelle hypothese investiguée et prouvée dans ce travail est
que I’annexine A1 et son récepteur FPR2/ALX peuvent étre le déclencheur de l'activation de
I'AMPK, et donc un facteur majeur du changement de phénotype des macrophages anti-
inflammatoires, favorisant la résolution inflammatoire et la restauration de 1'homéostasie du
tissu musculaire squelettique (Mcarthur et al., 2019). En outre, il a été étudié le role de I’ AMPK

dans I’inflammation chronique causée par la dystrophie musculaire de Duchenne. L'activation
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de I'AMPK diminue I'expression de ltbp4 dans les macrophages pro-inflammatoires (Ly6Cre)
qui par conséquent atténue la production de TGF-B1, réduit la fibrose et améliore la force
musculaire (Juban et al., 2018). Récemment, il a ét¢ démontré qu'une population de cellules T
régulatrices (Treg) infiltrait les muscles 1€sés et soutenait la réparation musculaire en modulant
les différentes étapes du processus de régénération. Par contre, les mécanismes précis et les
molécules potentiellement responsables ne sont pas encore décrits (Burzyn et al., 2013). Dans
ce contexte, une €tude a montré le role des cellules Treg sur le changement de phénotype de
macrophages au cours de la régénération. Leur absence apres la 1ésion musculaire a favorisé la
production d'IFN-vy, ce qui a finalement provoqué la dérégulation de 1’acquisition du phénotype
anti-inflammatoire de macrophages, ainsi que 1I’augmentation de I’inflammation et de la fibrose,
indiquant une réparation musculaire compromise. Cette étude a permis d’identifier une
régulation centrée sur I'IFN-y par laquelle les cellules Treg controlent le changement de
phénotype des macrophages et I’inflammation lors de la régénération du muscle squelettique

(Panduro et al., 2018).

2.6 Cinétique d’activation de macrophages, ses phénotypes et profils métaboliques selon la

durée de la 1ésion

Notre équipe a démontré que dans un modele de lésion induite par la cardiotoxine, les
macrophages dérivés de monocytes circulants infiltrent le muscle en 24 heures. Des le début du
deuxiéme jour, le nombre de cellules Ly6C positives (macrophages pro-inflammatoires)
diminuent jusqu'a l'apparition de cellules Ly6C négatives (macrophages anti-inflammatoires).
Ce processus de polarisation de macrophages pro-inflammatoires vers un phénotype anti-
inflammatoire lors de la phagocytose de débris musculaires nécrotiques fait que ces
macrophages sécrétent du TGF-B1 et inhibent la production de TNF-a (Arnold et al., 2007). A
la fin du quatrieme jour, presque tous les macrophages Ly6C positifs se sont convertis en Ly6C
négatifs (Varga et al., 2016). Il a ét€ démontré que ce changement de phénotype dans le muscle
est une étape clé de la réparation musculaire (Figure 6). Cette séquence d'événements de
l'infiltration de macrophages pro-inflammatoires au changement de phénotype vers un
phénotype anti-inflammatoire semble étre homogene puisqu'il a été décrit apres une Iésion
cardiaque (Nahrendorf et al., 2010), au sein du systéme nerveux central (Michelucci et al., 2009;
Fumagalli et al., 2015), dans le foie (Pellicoro et al., 2014), dans le rein (Ricardo et al., 2008;
Rogers et al., 2014) et dans le muscle squelettique (Arnold et al., 2007; Saclier et al., 2013 ;

Mounier et al., 2013). En effet, au cours de la régénération, les macrophages pro-inflammatoires
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peuvent produire des facteurs de croissance pro-régénératifs tels que I'IGF-1 pour stimuler la
prolifération des cellules souches musculaires. En plus de stimuler la prolifération de cellules
souches musculaires, les macrophages pro-inflammatoires peuvent également inhiber leur
apoptose (Chazaud et al., 2003).

Dans ce contexte, le role des cellules myéloides dans le processus de réparation a été également
mis en évidence par des études de déplétion montrant un retard de la régénération du muscle
squelettique en I'absence de macrophages (Arnold et al., 2007). La perte de CCR2, qui est un
récepteur essentiel pour la polarisation de macrophages pro-inflammatoires, (Dal-Secco et al.,
2015 ; Tacke et al., 2007) provoque une réduction de I'infiltrat de ces cellules inflammatoires
et par conséquent une régénération altérée, suggérant que le recrutement de macrophages pro-
inflammatoires est essentiel pour réparer le tissu musculaire (Lu et al., 2010). En revanche, les
macrophages anti-inflammatoires expriment le récepteur CX3CR1 (un récepteur a la
chimiokine fractalkine, exprimé lors de la régénération musculaire jusqu’a 4 jours post-1ésion)
qui régule les fonctions de phagocytose, la production d'apolipoprotéine E (ApoE), et la
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme I’IL-6 notamment impliquées dans la fusion
des cellules musculaires (Zhao et al., 2016 ; Arnold et al., 2015). Ensuite, lorsque les myofibres
sont completement formées et que le muscle est revenu a son homéostasie d'origine, le nombre
de macrophages se réduit drastiquement selon un mécanisme encore inconnu. Il est supposé
que certains macrophages remontent dans 1’épimysium ou ils sont situés dans un muscle
normal, tandis que d’autres quittent le muscle par la voie lymphatique.

Le changement métabolique des macrophages accompagne la résolution de 1'inflammation. Les
especes réactives d’oxygene sont des médiateurs importants des fonctions des macrophages
lors de la réponse immunitaire (Briine et al., 2013, Forman et al., 2001). Cependant, malgré le
fait que les facteurs induits par 'hypoxie (HIFs) soient des cibles de ROS, il a été démontré par
notre équipe que la suppression des HIF1o ou HIF2a dans les macrophages pro-inflammatoires
n’avait pas de role sur I’acquisition d’un phénotype anti-inflammatoire dans la régénération
musculaire, indiquant que les HIFs dans les macrophages ne jouent pas un rdle crucial lors de
la régénération du muscle squelettique induite par des Iésions tissulaires stériles (Gondin et al.,
2015), suggérant que la régulation de ROS sur les phénotypes des macrophages doit étre encore
elucidée. Dans ce contexte, I’expression des genes associés au stress oxydant a été analysée par
notre équipe dans les macrophages présents au cours de la régénération musculaire. Un
ensemble de 30 genes anti-oxydants a été analysé dans les deux phénotypes de macrophages et

aucune expression différentielle significative a été trouvé parmi ces genes. De plus, la
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production d’une espece dérivée de 1’oxygene appelée anion superoxyde a été évaluée 2 jours
apres une lésion. Aucune différence n’a été observée, suggérant que les macrophages Ly6Cros
(pro-inflammatoire) et Ly6Cr<¢ (anti-inflammatoire) ne produisent et ne sécretent pas de ROS
(Le Moal et al., 2018).

Au cours des dernieres €tapes de la régénération musculaire, les macrophages Ly6Cn e
(macrophages anti-inflammatoires) se caractérisent par une régulation des génes impliqués dans
le métabolisme de la glutamine, associ€é au métabolisme oxydatif, caractéristique des
macrophages M2 in vitro (induit par I’'IL-4). Cependant, les macrophages Ly6C¢ n'expriment
pas les marqueurs M2 canoniques (IL-4) et leur profil d'expression ne correspond a aucun des
états d'activation in vitro testés jusqu'a présent (Jha et al., 2015). En conclusion, 1’analyse
cinétique est tres importante pour identifier I’expression génique dynamique des macrophages
in vivo ainsi que les modifications importantes de leurs métabolismes associées a la

régénération musculaire.
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Figure 9 : Les profils des macrophages pendant la régénération musculaire

(Desgeorges et al., 2019)

Apres la 1€sion, les monocytes infiltrent le muscle endommagé et acquierent un phénotype pro-
inflammatoire Ly6Cr*. Ces cellules sécrétent des cytokines inflammatoires telles que I'IL-1[3
et I'IL-6 et exercent des fonctions spécifiques en stimulant la prolifération des précurseurs
myogéniques (myoblastes) et déclenchent 1'apoptose des fibroblastes afin d'éviter un dépot
excessif de matrice. Lors de la phagocytose, les voies AMPK, CEBPB-CREB et P38/MKP1
sont activées et les macrophages pro-inflammatoires changent leur phénotype vers un
phénotype anti-inflammatoire. Grace a la sécrétion de divers facteurs, parmi lesquels les
cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGFf, les macrophages anti-inflammatoires
interviennent dans la réparation et la régénération des tissus en stimulant la différenciation et la
fusion des myoblastes ainsi que celle des FAP/fibroblastes pour le remodelage de la matrice et

de l'angiogenese.
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3. Le sélénium et les sélénoprotéines

Le sélénium, un oligo-élément essentiel, a ét€ découvert par le chimiste suédois Jons Jacob
Berzelius en 1817. Le sélénium a été reconnu pour la premiere fois comme ayant une
importance biologique au début des années 1930, lorsque sa toxicité a ét€ démontrée chez des
animaux dans certaines zones du Haut-Midwest des Etats-Unis. Dans les années 1950, il a été
démontré que de faibles quantités de 1’élément étaient avantageuses pour les procaryotes, les
rats et les poulets (Pinsent, 1954 ; Schwarz, 1957). L'avantage pour les animaux était la
protection contre les affections pathologiques causées par des carences simultanées en sélénium
et en vitamine E. D'autres recherches ont révélé que plusieurs maladies vétérinaires supposées
étre causées uniquement par la carence en vitamine E étaient en réalité causées par une carence
en sélénium combinée a celle de la vitamine E. Comme la vitamine E est connue pour ses
propriétés antioxydantes, il a ét€ émis 1’hypothese que le sélénium avait également des
propriétés antioxydantes et que ces deux micronutriments pourraient agir en synergie in vivo
pour la protection cellulaire contre les dommages oxydatifs. A la fin des années 1960, d'autres
recherches ont révélé que des rats souffrant d'une carence en sélénium et recevant une quantité
suffisante de vitamine E ont ét€ incapables de grandir normalement par rapport au groupe
contrdle et ne pouvaient se reproduire que si du sélénium leur était fourni (McCoy et al., 1969).
Cela prouvait que le sélénium était un micronutriment essentiel. Cependant, il reste a déterminer
les mécanismes des fonctions biologiques du sélénium in vivo.

Le groupe de recherche dirigé par le professeur Hoeklad a étudié la possibilité que le sélénium
soit nécessaire a la fonction de I’enzyme glutathion peroxydase (GPX). Il a été démontré que
cette enzyme catabolise le peroxyde d’hydrogene et les hydroperoxydes organiques, assurant
ainsi une protection contre les dommages oxydatifs. Leur article novateur publié¢ dans Science
en 1973 montrait que les érythrocytes de rats privés de sélénium étaient dépourvus de I’activité
de la GPX (Rotruck et al., 1973). Ces résultats ont souligné I’importance des recherches visant
a établir les besoins de ce micronutriment pour la consommation humaine et a I’approbation du
sélénium comme un additif alimentaire par la FDA (Food and Drug Administration).

Depuis 1974, 25 protéines contenant du sélénium (i.e. les sélénoprotéines) ont été caractérisées
chez I'homme (et 24 chez le rongeur). En raison du potentiel d'oxydo-réduction du sélénium
sous la forme de sélénocystéine présente dans les sélénoprotéines, une grande partie d’entre
elles possédent des activités antioxydantes. Par exemple, la sélénoprotéine P est responsable du
transport du sélénium du foie vers les tissus extra-hépatiques, mais posseéde également des

propriétés antioxydants grace a son activité peroxydase présente a I’extremité N-terminale
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(Burk et al., 2015). Pourtant, d’autres sélénoprotéines, comme les iodothyronine déiodinases,
possédent la fonction de réguler les niveaux d'hormones thyroidiennes dans les tissus sans avoir
un effet antioxydant cellulaire, suggérant d’autres fonctions biologiques consacrées aux
sélénoprotéines qui non seulement ses propriétés antioxydantes. Au cours des 45 dernieres
années (Hafeman et al., 1974), les nutritionnistes ont essayé de quantifier les effets des apports
alimentaires en sélénium sur l'expression des sélénoprotéines dans les tissus de différentes
especes. Il a ét€ démontré que I’expression des genes, la production de protéines et I’activité
enzymatique des sélénoprotéines sont régulées négativement par la carence en sélénium
alimentaire. Cependant, d’autres sélénoprotéines ont ét€ moins affectée par les apports
alimentaires en sélénium, suggérant que la fonction de certaines sélénoprotéines n’est pas
régulée par le sélénium ingéré (Li et al., 2018 ; Chen et al., 2018 ; Sunde et al., 2016, Huang et
al., 2018). Afin de continuer a évaluer cette question, il a été documenté la présence de deux
enzymes dépendantes du sélénium, les iodothyronines déiodinases de type 1 et de type 2 (DIO
1 et DIO 2) qui sont également des sélénoprotéines, ayant comme fonction principale catalyser
la conversion de la thyroxine (T4) en triiodothyronine (T3) (Schomburg, 2011). Il a été
démontré qu'une carence en sélénium a été capable de réduire l'expression et l'activité de ces
enzymes, ce qui a entrainé a une augmentation de T4 et une diminution du taux de T3. De plus,
des expériences chez des rongeurs nourris avec un régime pauvre en sélénium ont confirmé une
augmentation des taux de T4 et une diminution des niveaux de T3 (Bermano et al., 1995).
Kawai et ses collaborateurs ont récemment vérifié que les enfants porteurs de carence de
sélénium avaient des niveaux élevés de T4 libre qui ont été réduits avec la supplémentation en
sélénium (Kawai et al., 2018). En outre, plusieurs sélénoprotéines ont été caractérisées et
impliquées dans la régulation de 1'état redox et la fonction des thyrocytes (Figure 10), ce que
suggere que différentes sélénoprotéines régulées par le sélénium obtenu par la diete peuvent
étre associées a des maladies hormonales comme I’hypothyroidie et I’hyperthyroidie.

Parmi les sélénoprotéines répondant aux apports alimentaires en sélénium, leurs réponses
varient selon les especes et les tissus. Une notion intéressante est proposée selon laquelle les
sélénoprotéines les moins susceptibles a réduir 1’expression, malgré une carence alimentaire en
sélénium, pourraient avoir des fonctions essentielles pour la survie a court terme, tandis que
celles susceptibles a des modifications n'ont pas de fonctions essentielles mais des avantages a
long terme (McCann et al., 2011). Le sélénium alimentaire n'est pas le seul nutriment qui régule
I'expression des sélénoprotéines. La carence en vitamine E dans l'alimentation a réduit I’activité
d'un total de 10 sélénoprotéines dans le foie, le pancréas et le muscle (Huang et al., 2011, Huang

et al., 2015). De méme, une alimentation riche en matieres grasses a modulé 1'expression des
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genes ainsi que la production de 14 sélénoprotéines dans plusieurs tissus de porc (Zhao et al.,

2015).

MIT

Figure 10 : Les exemples de sélénoprotéines présentes dans les thyrocytes.

(Santos et al., 2018)

La sélénoprotéine P (SEPP) et la glutathion peroxydase 3 (GPx3) sont activement sécrétés par
les thyrocytes. SELENOS et SELENOK jouent un role dans les voies de signalisation dans le
réticulum endoplasmique (ER). Les iodothyronine déiodinases de type 1 et 2 (DIO1, DIO2),
GPx1 et GPx4, la méthionine sulfoxyde réductase B1 (MSRB1), le sélénophosphate synthétase
2 (SPS2) et la thiorédoxine réductase 1 (TXNRD1) sont des sélénoenzymes intracellulaires.
TXNRD?2 et I’isoenzyme GPx4 sont localisées dans les mitochondries. SBP2 est un facteur

responsable du controle de la translocation de la sélénoprotéine.

3.1 Biosynthese de la sélénoprotéine

L'ARN messager (ARNm) d'une sélénoprotéine a deux caractéristiques que les autres ARNm
n'ont pas. La premiere correspond au codon UGA dans le cadre de lecture ouvert (ORF), et la
deuxiéme a une structure en boucle-tige spécialisée dans la région non traduite en 3 (3'UTR).

La structure tige-boucle est connue sous le nom d'élément de séquence d'insertion de
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sélénocystéine (SECIS). Les codons UGA sont connus comme un signal classique de
terminaison de la traduction du ARNm. Par contre, dans le cas de I’ARNm de la sélénoprotéine
les codons UGA possedent la fonction d’insérer une sélénocystéine (Sec) sur son ARNm.
Ainsi, nous pouvons constater que les sélénoprotéines sont des protéines auxquelles les
sélénocystéines (Sec) sont incorporées de maniere co-traductionnelle (un mécanisme qui
permet I’insertion d’un acide aminé dans une protéine toute au cours de sa traduction). De plus,
la Sec synthase (SecS) semble étre le moyen par lequel les sélénocystéines sont synthétisées
chez les eucaryotes.

La SecS est une enzyme qui intervient dans la biosyntheése de la sélénocystéine et possede
comme role principal de convertir le L-séryl-ARNtS en L-sélénocystéinyl-ARNt 5. La
conservation de cette voie globale de la biosynthese de Sec suggere qu’elle est également active

chez d’autres eucaryotes qui synthétisent des sélénoprotéines (Wurth et al., 2014).

3.2. L’incorporation de sélénocystéine dans les sélénoprotéines

L’incorporation de sélénocystéines dans les sélénoprotéines est un processus nécessaire pour

obtenir une protéine fonctionnelle qui dépend de plusieurs facteurs résumés ci-dessous.

3.2.1 L’¢élément SECIS et les partenaires protéiques

Cette séquence d'insertion de la sélénocystéine (SECIS) est un élément important pour la
biosynthese des sélénoprotéines, qui varient d'une sélénoprotéine a ’autre (Figure 7). Sa
présence est obligatoire pour permettre au ribosome de décoder le codon UGA de la Sec
(Walczak et al., 1998). L’élément SECIS n’est pas le seul élément clé pour que I’insertion de
Sec soit effectuée correctement. Certains partenaires contribuent également a ce mécanisme.
Le SBP2 est un exemple de ces partenaires. Sa contribution a I’incorporation de la Sec est diie
a son interaction transitoire avec SECIS et le facteur d'élongation spécifique (eEFSec)
(Copeland et al., 2001). Suite a la découverte de SBP2, un rdle dans le processus d’intégration
de la Sec a été également identifi€¢ pour I’eEFSec et pour la protéine ribosomale L30 (RPL30).
Enfin, la nécessité d’avoir des partenaires protéiques pour que l’incorporation de Sec soit

effectuée semble étre importante (Figure 8).
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Figure 11 : L'élément SECIS suit un consensus d'acide aminé et a une structure secondaire

variable selon les différentes sélénoprotéines. (Olson et al., 2010)

3.3 Sélénium : le micronutriment nécessaire a la sélénoprotéine fonctionnelle

La compréhension de I’incorporation du sélénium dans les sélénoprotéines ainsi que les
implications moléculaires de ce processus a progressé rapidement au cours des dernicres
années. Le sélénium (Se) est présent dans ces protéines sous deux formes (Hatfield et al., 2002).
Pour la premiere forme, le Se est inséré dans la protéine de maniere post-traductionnelle comme
cofacteur dissociable. Cette facon d’insertion est rare et trouvée dans les enzymes bactériennes
(Gladyshev et al., 1996). En ce qui concerne la deuxieme forme, le Se est inséré de maniere co-
traductionnelle dans la protéine comme acide aminé Sec. Ce processus est responsable de la
majorité des effets biologiques du Se (Hatfield et al., 2012). Il reste crucial de corréler cette
incorporation a I’importance d’une sélénoprotéine fonctionnelle, afin d'améliorer la

compréhension de l'expression de ces protéines.
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Figure 12 : Machinerie de la biosynthese de la sélénoprotéine. (Schoenmakers et al., 2016)

Un complexe multipartenaire contenant l'isoforme d'ARNt de la sélénocystéine 1
(TRNAUI1AP), EEFSEC et SECISBP2 sont liés a 1'é1ément SECIS pour médié l'incorporation
de la sélénocystéine (Sec) dans le polypeptide. D'autres facteurs, tels que la protéine ribosomale
L30 (RPL30), le facteur d'initiation de la traduction eucaryote 4A3 (EIF4A3) et la nucléoline

(NCL), régulent également le complexe processus d'insertion de Sec (Schoenmakers et al.,

2016).
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3.3.1 L’importance physiologique de la sélénoprotéine fonctionnelle

La régulation de la fonctionnalité de ces sélénoprotéines reste encore mal connue. Ainsi, I’objet
de ce sous-chapitre est de présenter les principales mutations déja décrites dans le processus de
biosynthese des sélénoprotéines, spécialement la sélénoprotéine P et la gluthation peroxidase
3, leur impact sur la fonctionnalité de ces protéines et les conséquences physiologiques qui en
résultent.

Il a été décrit deux polymorphismes nucléotidiques fonctionnels (SNP) du geéne Seppl. Le
premier est situé dans la région codante du géne qui modifie 1'aminoacide alanine en thréonine
(Ala234Thr). Ce polymorphisme inhibe les taux plasmatiques de sélénium chez 1’adulte sain
méme en présence d’une supplémentation avec du sélénite de sodium (Meplan et al., 2007).
Une autre étude a démontré, en sujets sains, le role de la supplémentation de sélénium sur
I’augmentation des concentrations et de I’activité de la sélénoprotéine dans le plasma, dans les
érythrocytes ainsi que dans les lymphocytes, corroborant les résultats ou le polymorphisme peut
affecter le transport du Se dans les tissus (Clausen et al., 1988). Meplan et collaborateurs
suggerent que ce méme polymorphisme a été associé au risque de cancer colorectal (Meplan et
al., 2010). Cela corrobore d’autres études qui montrent un risque de cancer de la prostate, un
autre cancer hormono-dépendant (Steinbrenner et al., 2013). Le deuxieme polymorphisme
(RS7579) est situé dans larégion 3 "UTR de Sepp 1, important pour 1'insertion de Sec, et module
les concentrations plasmatiques de Seppl (Meplan et al., 2007).

Les polymorphismes du géne Sepp! ont été également étudiés en tant que facteur de risque des
maladies métaboliques inflammatoires. Dans ce contexte, une récente étude a évalué ces
polymorphismes et le risque de diabete gestationnel. Les résultats ont pu conclure que malgré
son effet n’était pas capable de modifier le risque du diabete, I’hémoglobine glyquée, l'insuline
a jeun et les cholestérols totaux étaient plus élevés (Akbaba et al., 2018). En revanche, la
supplémentation alimentaire riche en sélénium pendant huit semaines a réduit la concentration
de cholestérol plasmatique totale chez l'adulte sain et cette réponse a été modulée par Seppl,
suggérant que les polymorphismes peuvent réguler la concentration plasmatique de Seppl
(Donadio et al., 2017). De plus, une autre étude a identifi€¢ une mutation de I’ARN de transfert
(ARNt) qui altere la syntheése de sélénoprotéines démontrant ainsi pour la premiere fois
I'importance de 'ARNt fonctionnel pour leur synthese (Schoenmakers et al., 2016).

Les polymorphismes du géne GPX3 ont été également analysé. Il a été établi que les individus
porteurs de certaines combinaisons d'alleles GPX3 (CCTCCTTC -942,-927, -861, -568, -518,

-302, -284 et 65) présentent un risque plus élevé d'accident ischémique cérébral (Grond-
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Ginsbach et al., 2007) et de thrombose veineuse cérébrale par rapport aux sujets n’exposant pas
ces polymorphismes (Voetch et al., 2007 ; Voetch et al., 2008). En outre, le risque de syndrome
métabolique (SM) a été associé a ces polymorphismes. En effet, il a été démontré que les
concentrations sé€riques de GPX3 sont augmentées chez les sujets souffrant de SM et qu’ils
présentent une élévation de triglycérides. De plus, les trois sites de la région promotrice de
GPX3 (568, 518 et 302) pourraient étre considérés comme des marqueurs génétiques utilisables
dans une population pour de futures études sur les maladies métaboliques (Baez-Duarte et al.,
2014). L’ensemble de ces résultats démontrant I’importance de la sélénoprotéine fonctionnelle

pour ’homéostasie physiologique.

3.4 Les sélénoprotéines eucaryotes

Les sélénoprotéines chez les eucaryotes existent sous différentes formes. Elles sont regroupées
en grande famille contenant du sélénium sous forme de sélénocystéine. Les membres de cette

famille ont des nombreuses fonctions biologiques que seront développées ci-dessous.

3.4.1 Les glutathion peroxydases

Il existe huit glutathion peroxydases (GPX1-GPX8) chez les mammiferes, dont cinq sont des
sélénoprotéines (GPX1, GPX2, GPX3, GPX4 et GPX6). La GPX1 a été la premicre
sélénoprotéine animale identifiée (Rotruck et al., 1973). C’est également la sélénoprotéine la
plus abondante chez le mammifere et qui présente une expression particulierement élevée dans
le foie et les reins. Cette enzyme antioxydante catalyse la réduction de 1'hydroperoxyde
d’hydrogene en eau dépendante du glutathion (Ren et al., 2002). GPX4 a récemment attiré
beaucoup d’attention en raison de sa fonction essentielle. Son inhibition chez la souris, par
exemple, entraine une létalité embryonnaire précoce. De plus, il a été identifié son rdle sur la
mort cellulaire programmé dépendant du fer, appelé ferroptose, en régulant les niveaux
d’hydroperoxyde phospholipidique (Seiler et al., 2008). Fait intéressant, la forme
mitochondriale de cette protéine joue un role dans le sperme mature et participe a la formation
de liaisons disulfure au cours de la spermiogénese (Ursini et al., 1999). Alors que GPX1 et
GPX4 sont exprimées dans toutes les cellules, 'expression de GPX2 est largement limitée au
tractus gastro-intestinal, et la GPX3 est principalement synthétisée dans les reins et sécrétée

dans le sang. GPX3 se localise a la membrane de base des tubules proximaux du rein (Olson et
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al., 2010) et agit dans le milieu extracellulaire en controlant la présence des especes réactives

d’oxygene (Voetsch et al., 2007).

3.4.2 La sélénoprotéine P (Seppl)

La sélénoprotéine P (Seppl) est une sélénoprotéine majeure impliquée principalement dans
deux roles : transporter le micronutriment sélénium aux tissus et agir comme un antioxydant
cellulaire. Le role de transport est assuré par le domaine C-terminal de SEPP1, qui contient 9
résidus de sélénocystéine (Schomburg et al., 2003 ; Hill et al., 2003). Le role antioxydant est
assuré par une seule sélénocystéine dans un motif redox UXXC au niveau de la portion N-
terminale (Burk et al., 2005), un domaine qui a une activité peroxydase (Kurokawa et al., 2014).
De plus, I'importance des fonctions de Seppl est soulignée par le fait que, méme dans des
conditions de carence séveres en sélénium, sa production persiste (Burk et al., 2005). En ce qui
concerne ses fonctions biologiques dans I’inflammation, des études antérieures ont montré que
Seppl est régulé négativement dans les cellules de cancers colorectaux (Al-Taie et al., 2004).
La fonction antioxydante de Seppl suggere également qu’elle pourrait jouer un role dans la
prévention du cancer, en particulier dans le contexte des cancers inflammatoires caractérisés
par une augmentation du stress oxydatif (Dincer et al., 2007). Les dommages induits par le
stress oxydatif augmentent dans le contexte d’inflammations chroniques, pour lesquelles le
stress oxydatif joue un réle majeur (Dincer et al., 2007). Ainsi, la sélénoprotéine P régule les
voies de signalisation cellulaires et protége les cellules des dommages oxydants. Ces
mécanismes ainsi que sa contribution a I’homéostasie cellulaire seront décrits dans le prochain

chapitre.
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Figure 13 : Caractéristiques structurelles des deux domaines de la sélénoprotéine P
(Hatfield et al., 2016)

Le domaine N-terminal, avec un facteur de thiorédoxine (Trx), contient un motif Sec-X-X-Cys,
démontrant une activité peroxydase. Le domaine C-terminal, avec diverses régions Secs, est
connu pour sa fonction de transport du sélénium. La protéine sécrétée contient trois sites de N-
glycosylation sur I’asparagine (Asn) et un site de O-glycosylation sur la thréonine (Thr) qui sert
d’interaction avec ses différents récepteurs (megalin et apoER2). Un domaine de liaison a
I'héparine (HBD) a été identifié ainsi que deux domaines riches en Histidine (His), qui
pourraient potentiellement étre associés a l’interaction avec la matrice extracellulaire. Les
isoformes de Seppl peuvent résulter d'une glycosylation différentielle, d'un clivage

protéolytique ou d'une terminaison de traduction prématurée.
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3.4.3 Les thiorédoxines réductases, la sélénoprotéine de 15 kDa (Sell5), la sélénoprotéine M
(SELM), les déiodinases de type 1 (DIO1), 2 (DIO2) et 3 (DIO3) et le sélénophosphate
synthétase 2 (SPS2)

La forme ancestrale des enzymes glutathions est une protéine contenant la cystéine (Cys) et
I’hypothese actuelle est que Cys a été remplacée par la sélenocyteine (Sec) au cours de
'évolution, ce qui rend ces enzymes de meilleurs catalyseurs. Cependant, d’autres enzymes ont
évolué a partir de ces glutathions pour devenir des thiorédoxines. Les trois thiorédoxines
réductases (TXNRDs) présentes chez les mammiferes sont des sélénoprotéines et le systeme
thiorédoxine (TXN) est dépendant du sélénium. Ces enzymes ont évolué a partir du glutathion
réductase (Sun et al., 2001 ; Sun et al., 1999). TXNRDI1 est une protéine cytosolique et
nucléaire. Sa fonction principale est de maintenir 1'état réduit de la TXN1 en réduisant un
disulfure dans cette protéine de maniere dépendante du NADPH. Un autre membre de la famille
thiorédoxine est la thiorédoxine/glutathion réductase (TGR, TXNRD), impliquée dans la
formation des liaisons disulfure au cours de la maturation du sperme (Su et al., 2005). Le
troisieme et dernier membre de la famille, le TXNRD?2, est une protéine qui maintient le TXN?2
a l'état réduit dans la mitochondrie. De plus, il a été constaté que TXNRD1 et TXNRD?2 sont
essentiels au développement embryonnaire (Conrad et al., 2004 ; Jakupoglu et al., 2005).

Une autre classe de sélénoprotéines sont les oxydoréductases, comme par exemple la SEP15,
un homologue de la SELM, trouvée au réticulum endoplasmique (RE). SEP15 présente
également une activité redox (Dilworth et al., 1982). Comme la majorité des sélénoprotéines,
l'expression de SEP15 est régulée par la concentration de sélénium dans les tissus (Dilworth et
al., 1982).

L'expression de certaines sélénoprotéines telles que la TXNRD1, sont maintenues méme a un
tres faible niveau de sélénium dans l'organisme. Malgré cela, 1’expression d’autres
sélénoprotéines, comme la SEP15, est réduite dans des conditions de faible sélénium
systémique (Self et al., 2000). La Diol, 2 et 3 sont d’autres sélénoprotéines dépendantes de
hautes concentrations de sélénium pour exercer leurs fonctions dans les tissus comme le muscle
squelettique (Bocco et al., 2016). Par exemple, les fibres a contraction lente de type I présentent
une activité de Dio2 cinq fois supérieures a celle des fibres a contraction rapide de type II
(Marsili et al., 2010). En outre, il a ét€ démontré que la génération d’un hormone thyroidienne
appelé triiodothyronine (T3), médiée par la Dio2, est essentielle a la transcription efficace de
MyoD, un régulateur de la différenciation myogénique et de la régénération musculaire

(Dentice et al. 2010). Malgré le fait que ces sélénoprotéines soient bien décrites sur la
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physiologie humaine, il reste encore d’autres qui sont mal caractérisées. C’est le cas de la SPS2
connue seulement pour contribuer a la biosynthése de sélénoprotéines au niveau

transcriptionnel chez les mammiferes.

3.4.4 Les sélénoprotéines W (SelW), V (SelV), T (SelT), et H (SelH), O (SelO) et I (Sell)

La sélénoprotéine W a €té identifiée chez les eucaryotes et méme chez les bactéries. Une étude
a identifi€ sa fonction dans la régulation du calcium dans le muscle squelettique ainsi que dans
la différenciation musculaire (Zhang et al., 2015 ; Yao et al., 2016 ; Noh et al., 2010). SELV
est exprimée exclusivement dans les testicules. Cependant, sa fonction est encore inconnue
(Kryukov et al., 2003). SELT fait partie des premieres sélénoprotéines identifiées par la bio-
informatique (Kryukov et al., 1999) et SELH a ét€ identifiée pour la premiere fois dans le noyau
des cellules des mouches par sa fonction antioxydante dans ce compartiment cellulaire (Martin-
Romero et al., 2001, Kryukov et al., 2003). SelO est une protéine située dans les mitochondries,
largement distribuée avec des homologues chez les animaux, les bactéries, les levures et les
plantes. Cependant, sa fonction biologique, ainsi que celle de Sell située sur la membrane

(Kryukov et al., 2003), n’est pas connue (Han et al., 2014).

3.4.5 Le role des sélénoprotéines K (SelK), S (SelS) et N (SePN) dans la biologie cellulaire

SelK et SelS sont des petites sélénoprotéines trouvées dans la membrane du réticulum
endoplasmique et impliquées dans 1'inflammation et la réponse immunitaire (Fredericks et al.,
2014). Par exemple, l'expression de la sélénoprotéine K est nécessaire a l'efficacité du flux de
Ca?* dans les cellules cancéreuses du mélanome. De plus, la croissance tumorale et le potentiel
métastasique sont dépendants de cette sélénoprotéine. Des rapports récents ont lié SelK a
plusieurs partenaires de liaison, notamment la palmitoyl acyltransférase et des composants de
la voie de dégradation associée a I'ER (ERAD), tels que Derlin-1, p97 et la sélénoprotéine S
(SelS) (Lee et al., 2015 ; Liu et al., 2014). Enfin, SelK intervient dans le flux de Ca* dans les
cellules immunitaires et est la cible des calpaines dans les cellules myéloides, une classe de
protéases impliquées dans la régulation de I'inflammation et la réponse immunitaire. De plus,
les fonctions dépendantes du calcium, y compris la prolifération et la migration des
lymphocytes T et des neutrophiles, ont été également diminuées (Verma et al., 2011).

La SepN est également située dans la membrane du réticulum endoplasmique et connue pour

son role dans la biologie musculaire. Une déficience en sélénoprotéine N est a l'origine de
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maladies neuromusculaires héréditaires, appelés myopathies liées a SepN, caractérisées par une
atrophie musculaire généralis€ée et une faiblesse musculaire conduisant a une insuffisance
respiratoire (Castets et al., 2012). Une étude a aussi démontré que SelN est impliquée dans les
mécanismes de la régénération musculaire par la régulation du maintien des cellules souches
musculaires adultes (Castets et al., 2011). De plus, au niveau cellulaire, des données récentes
suggerent que SelN participe également a 'homéostasie du calcium en régulant l'activité des

récepteurs de la ryanodine (Jurynec et al., 2008).

4. Les effets biologiques de la sélénoprotéine P dans la cellule

4.1 La Sélénoprotéine P comme un antioxydant et un transporteur de sélénium chez les

mammiferes : un événement remarquable pour la biologie cellulaire

I1 a été constaté que Seppl isolée du plasma humain proteége les lipoprotéines de basse densité
(LDL) contre 'oxydation (Traulsen et al., 2003). Dans ce contexte, il convient de mentionner
que Seppl peut se lier a I'héparine de maniere sensible au pH (Arteel et al., 2000). Par
conséquent, il a été émis I'hypothése selon laquelle Seppl pourrait se lier aux protéoglycanes
situés sur la surface endothéliale vasculaire et contribuer a sa protection contre les oxydants
(Arteel et al., 2000). Steinbrenner et collaborateurs ont observé que les cellules prétraitées avec
Seppl étaient protégées des dommages oxydatifs induits par ['hydroperoxyde de tert-butyle. Ce
phénomene est le résultat d’une biosynthése élevée de sélénoenzymes intracellulaires GPx et
TrxR (Steinbrenner et al., 2006), ce qui suggéere que la Seppl absorbée par les cellules traitées
peut étre impliquée dans la synthése d’autres sélénoprotéines. En effet, des récepteurs
médiateurs de 1'absorption cellulaire de Seppl ont déja été identifiés. Par exemple, la forme
Sepp1 N-terminale est absorbée dans le tubule proximal rénal par un récepteur appelé mégaline
(LRP2). De fagon différente, la forme Seppl C-terminale est absorbé par un autre récepteur
appelé récepteur 2 de 'apolipoprotéine E ou ApoER-2 (Olson et al., 2008 ; Olson et al., 2007).
Cette dernicre forme, en plus de sa liaison spécifique a son récepteur, a la fonction de transport
intracellulaire du sélénium, un minéral important pour la biosynthése de sélénoprotéines,
comme évoqué dans le chapitre précédent.

Cette fonction est trés importante parce que la cellule est incapable d’acquérir un apport adéquat
du sélénium sans ce transporteur. En effet, I’inactivation de la forme de Seppl, responsable
pour le transport du sélénium, a déclenché une baisse de la concentration de sélénium dans le

cerveau des souris (Avery et al., 2018). De plus, ces souris ont développé également des l1ésions
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neurologiques graves et sont décédées lorsque la sélénocystéine lyase a ¢été éliminée
simultanément (Pitts et al., 2012). Ainsi, la sélénocystéine lyase protege les neurones du
cerveau dans les cas de carence en sélénium induite par déficience de son transporteur,
probablement en facilitant la réutilisation de leur sélénium. Le testicule, qui produit et exporte
des spermatozoides riches en sélénium, présente une expression ¢levée de ' ARNm d'apoER2.
La moelle osseuse et le placenta ont des cellules immunitaires contenant des sélénoprotéines.
Le mécanisme par laquelle le placenta capte Seppl de la circulation maternelle pour fournir du
sélénium au foetus (Burk et al., 2013) est également médié par ’apoER2. Le cerveau, le muscle
squelettique et d'autres tissus ont des quantités modérées de sélénium. En revanche, 1'expression
de 'ARNm d'apoER2 par le foie et les reins est minime, suggérant un autre mécanisme
d’obtention du sélénium par ces tissus. Comme le principal mécanisme de captation
intracellulaire du sélénium est médié par la sélénoprotéine P et son récépteur apoER2, I’un des
objectifs d’une autre étude était de déterminer la capacité d’une autre sélénéprotéine, la GPX3,
a transporter le sélénium. Des expériences in vivo ont démontré que la suppression de GPX3
n'avait aucun effet sur la concentration de sélénium dans le foie. Cependant, cette suppression
a été capable de réduire la concentration de sé¢lénium dans les reins. Cette réduction de sélénium
a été attribuée a un manque de GPX3 dans le rein. Ainsi, aucune preuve n'a été¢ obtenue dans
cette étude pour la participation de GPX3 dans le transport du sélénium (Olson et al., 2010). En
revanche, dans une autre ¢tude, la délétion de 'apoER2 feetal a diminué de 51% le sélénium
feetal, ce qui a permis de vérifier le fonctionnement du mécanisme de transport du sélénium
placentaire via Seppl-apoER2. Par contre, la suppression de GPX3 de la mére a diminu¢ de
13% le sélénium feetal, mais uniquement dans des conditions de déficit en sélénium, suggérant
l'existence d'un mécanisme supplémentaire de transport du sélénium entre la meére et le foetus

par la GPX3 (Burk et al., 2013).

42 La sélénoprotéine P dans I'inflammation sur la régulation et fonctions cellulaires

immunitaires

Le role de la sélénoprotéine P dans le systtme immunitaire reste encore mal compris.
Cependant, des travaux récents ont démontré son impact sur des macrophages dans un contexte
inflammatoire. Ainsi, il a été vérifi€ qu’a partir d’'un modele de maladie intestinale
inflammatoire, les défenses antioxydantes ont ét€ compromises en raison de carences
nutritionnelles. Le fait que la sélénoprotéine P soit connue pour sa fonction de transporter le

micronutriment sélénium vers les tissus cibles a permis 1’hypotheése concernant la fonction de
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Seppl et I'immunité. En effet, chez la souris Seppl muté qui présente un déficit du transport
du sélénium, I’expression de genes cibles de macrophages M2 a été modulée, suggérant un role
de cette sélénoprotéine dans la polarisation des macrophages et la fonction immunitaire (Barrett
et al., 2015). De plus, le sélénium semble agir sur 1’activation des macrophages et la
phagocytose pour la destruction de la bactérie S. aureus, ce qui suggere qu’une carence
nutritionnelle de ce minéral pourrait entrainer une perte d'activité bactéricide des macrophages
(Aribi et al., 2015). Une autre étude évaluant les phénotypes des macrophages dans
I’environnement tumoral a montré que les macrophages anti-inflammatoires ainsi que les
macrophages associés aux tumeurs (TAM) expriment le gene Seppl de facon tres élevée,
suggérant un rdle de cette sélénoprotéine dans différents phénotypes de macrophages anti-
inflammatoires (Solinas et al., 2010). Carlson et collaborateurs ont également démontré
I’expression des sélénoprotéines dans les macrophages a 1’état basal. De plus, les niveaux
d’especes réactives d’oxygene chez les macrophages dépourvus en sélénoprotéines sont plus
élevés par rapport au controle, ce qui suggere une importante fonction antioxydante de Seppl
afin de maintenir ’homéostasie redox des macrophages. De facon intéressante, ces auteurs ont
vérifié une réduction de I’activité migratoire de ces macrophages invalidés pour seppl,
probablement due a la baisse expression des genes de la matrice extracellulaire (Carlson et al.,
2009). De plus, la technique de séquencage de I’ARN (RNA-Seq et single-cell RNA-Seq) a
également permis la détection d’une forte expression du gene seppl dans les macrophages des
souris athérosclérotiques (Cochain et al., 2018), renforcant I’importance de cette sélénoprotéine

pour le systéeme immunitaire dans 1’inflammation.

4.3 La sélénoprotéine P et le systeme musculaire

4.3.1 Contributions biologiques de la sélénoprotéine P a la physiologie du muscle squelettique

et ses voies de signalisation

Le role biologique des sélénoprotéines, principalement la SelN, dans les cellules du muscle
squelettique a été étudié ces dernieres années. Cependant, il reste a élucider les mécanismes
physiologiques de Seppl.

La seppl est I’'un des geénes les plus exprimés dans des myoblastes primaires isolés de muscles
en régénération (Dell’Orso et al., 2019). En outre, il a été démontré que les myoblastes utilisent
la Seppl du milieu pour la syntheése d’une autre sélénoprotéine, la glutathion peroxydase. Le

mécanisme intracellulaire auquel la Sepp1 utilise pour transporter le sélénium a ces myoblastes
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est dépendant du récepteur ApoER?2. De plus, des expériences ont montré que l'inhibition de
I'apoER?2 et de Seppl inhibait également le transport du sélénium et I'activité de la GPX totale,
respectivement, soulignant le fait que le récépteur ApoER?2 soit crucial pour 1’absorption de la
Seppl et I’'importance de la Seppl pour la fonction de la gluthation peroxydase (Kurokawa et
al., 2012).

En outre, des quantités accrues de Seppl circulantes ont ét€ corrélées a l'inefficacité de
l'entrainement sur la capacité d'endurance chez 'homme, suggérant que les inhibiteurs de I'axe
Seppl-ApoER?2 pourraient agir comme médicaments améliorant l'exercice pour traiter les
maladies métaboliques associées a un style de vie sédentaire (Misu et al., 2017). Une autre
étude a démontré que I’administration de Seppl altere la signalisation de I'insuline dérégulant
le métabolisme de glucose dans les myocytes tandis que sa suppression génétique a été capable
d’améliorer la sensibilité systémique a l'insuline et la tolérance au glucose chez la souris (Misu
etal.,2010). En outre, la Sepp1 régule également I’AMPK par inhibition de sa phosphorylation
dans le muscle (Steinbrenner et al., 2013) et son expression est augmentée 5 jours apres une
lésion induite par cardiotoxine, suggérant un role de la Seppl au cours de la différenciation

musculaire (Castets et al., 2011).

4.3.2 Le paradoxe du profil antioxydant de la sélénoprotéine P

Le role antioxydant de la Seppl dans le muscle squelettique a été étudié jusqu'au présent (Lei
et al., 2016). Cependant, récemment il a été mis en évidence un rdle négatif de ce profil
antioxydant. En effet, il a ét¢ démontré que la fonction antioxydante de la Seppl empéche la
résistance a l'effort physique dans un modele d’exercice. Le mécanisme d’action est médiée par
un nouveau récepteur de la Seppl dans le muscle, le récepteur de lipoprotéine de basse densité
(LRP1). Les souris dépourvues de Seppl présentaient une faible expression de LRP1 et un
phénotype de gain de performance apres un entrainement physique. De facon intéressante la
production de ROS augmentait au méme temps que le gain de force, suggérant que la
signalisation oxydative induite par le ROS est bénéfique au phénotype de force musculaire et
ne peut pas €tre completement réduite par des anti-oxydants (Misu et al., 2017). Dans ce
contexte, un traitement avec une forte concentration de ROS, comme le peroxyde d’hydrogene
(H,0,), a réduit la phosphorylation d’ Akt (connue comme un signal transducteur de I’insuline)
par D’activation de JNK, tandis qu’une baisse de la concentration d’H,O, a activé la
phosphorylation d’ Akt par suppression de 1’activité de la PTP1B, démontrant que la production

de ROS peut exercer un effet positif ou négatif sur la signalisation de I’insuline selon sa
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concentration (Seale et al., 2015). Ces résultats suggerent que la Seppl agit comme un
antioxydant, et que la modulation de ces especes réactives d’oxygene requises pour cette
signalisation peut causer la résistance a I’insuline. De facon similaire, il a ét€ rapporté que les
souris déficientes pour les glutathions peroxydases ont été protégées de la résistance a I’insuline
induite par un régime riche en graisses, soulignant I’importance de ne pas réduire complétement
le stress cellulaire médié par les ROS (Merry et al., 2016).

Seppl peut agir comme une protéine antioxydante via 1’activation des glutathions peroxydases,
contenant du sélénium dans sa structure comme cela a ét€é mentionné dans les chapitres
précédents. Dans ce contexte, une €tude a suggéré que la supplémentation de sélénium a été

associée a ’augmentation du risque de développement du diabéte.

5. Le controle des especes réactives d’oxygene et les effets antioxydants de la glutathion

peroxydase 3

Les niveaux de production d’especes réactives de l'oxygene (ROS) intracellulaires peuvent étre
modifiés par des parametres critiques, notamment l'oxygénation, la disponibilité du glucose et
les facteurs de croissance. L'anion superoxyde (O2%), un exemple d’espece réactive de
I’oxygene a plusieurs sources cellulaires. Il s'agit d'un sous-produit naturel de la chaine de
transport d'électrons dans les mitochondries, faisant partie de 1'oxydation du glucose ou des
acides gras. Il est également produit par des oxydases associées a la membrane, telles que la
NADPH oxydase, ainsi que par le réticulum endoplasmique et les oxydases peroxysomales
(Lassegue et al., 2009). Normalement, le superoxyde est converti en H,O, par les enzymes
superoxyde dismutase (SOD). Le H,O, peut ensuite €tre converti en H,O par des enzymes
comme les GPX (Le Moal et al., 2017). Ces enzymes utilisent le glutathion pour convertir le
H,0,en H,0, produisant ainsi du glutathion oxydé (GSSG). H,O, est également généré dans le
cadre de la signalisation de nombreuses hormones, notamment 1'insuline (Krieger-Brauer et al.,
1992) ainsi que des cytokines telles qu’IL-6 et TNFa (Finkel et al., 2011). L'origine des ROS
peut moduler les voies physiologiques dans un cadre d’homéostasie ou de pathologie. Dans des
états pathologiques, il est suggéré que la combinaison d'une oxydation continue des substrats
énergétiques et d'une dérégulation de nombreuses voies de signalisation submerge le systeme
antioxydant, entrainant un stress oxydatif (Brownlee et al., 2001). Des ROS excessives peuvent
entrainer une dysfonction cellulaire par le biais de mécanismes directs (I’activation ou
inhibition de voies de signalisation cellulaires) et indirects (modification de protéines, de lipides

ou d'ADN, par exemple). Les preuves de cette hypotheése proviennent de nombreuses études
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d'association chez des humains obeses, démontrant des corrélations positives entre les
marqueurs systémiques du stress oxydatif et I’indice de masse corporel (Furukawa et al., 2004).
De plus, il a ét¢ démontré que la production de ROS joue un réle clé dans la médiation de la
résistance a l'insuline induite par le TNFa et les glucocorticoides dans les adipocytes (Houstis
et al., 2006). Des signes de stress oxydatif sont également présents aux stades plus avancés des
maladies métaboliques, comme par exemple la stéatose non alcoolique (Roskams et al., 2003)
et l'athérosclérose (Ohara et al., 1993). Il n’est donc pas surprenant qu’une théorie de
détérioration métabolique induite par le stress oxydatif ait retenu I’attention. Une question
centrale liée a la GPX est de savoir si sa fonction est plus importante dans les états
physiologiques normaux ou dans la protection contre le stress oxydatif en cas de maladie. La
glutathion peroxydase plasmatique (GPX3) est la seul isoforme antioxydante extracellulaire des
sélénoprotéines et le rein présente le plus haut niveau d'expression de 'ARNm de GPX3.1l a
également été démontré que des patients anéphriques (sans rein) présentaient des niveaux
d'activité de la GPX3 plasmatique significativement inférieurs a ceux des témoins sains
suggérant que le rein est la principale source de GPX3 (Freedman et al., 1995) et que 1'activité
de la GPX3 plasmatique est corrélée a une adéquate fonction rénale. En tant que protéine
sécrétée, GPX3 est proposée comme un régulateur majeur des ROS extracellulaires dans le
systeme vasculaire (Ottaviano et al., 2009) en préservant la biodisponibilité de 1'oxyde nitrique
(NO) et en favorisant un environnement anti-thrombotique. Dans ce contexte, des études ont
montré qu'un déficit en GPX3 entrainait une activation accrue des plaquettes et un risque
d'accident vasculaire cérébral et thrombose (Jin et al., 2011 ; Pang et al., 2018), renforcant le
role de la GPX3 dans le maintien de I’homéostasie vasculaire.

Un autre tissu cible des interventions de la GPX3 est le muscle squelettique. Dans un modele
in vitro, il a été démontré que l'acide rétinoique contribue a l'activité de I'aldéhyde
déshydrogénase, connu pour oxyder les produits provenant de la peroxydation lipidique dans
les myoblastes dystrophiques. De plus, la GPX3 a été identifiée comme un gene sensible aux
rétinoides régulant ses effets antioxydants dans les myoblastes humains, ce qui apporte de
nouvelles informations sur la maniere dont les myoblastes orchestrent leur propres protections
(Haddad et al., 2012). Les myotubes expriment également la GPX3 et, dans ces cellules, il
semble avoir un effet sur le récepteur alpha aux estrogeénes. En effet, une étude a montré que
I’invalidation de ce récepteur a réduit I’expression de GPX3 ainsi que son activité redox. Par
contre un remplacement par I’hormone estradiol a été capable d’augmenter son expression dans
le muscle squelettique (Baltgalvis et al., 2010). Dans ce contexte, le niveau d’expression de

GPX3 est plus élevé chez la femme par rapport a I’homme (Borras et al., 2007) et est associé a
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la résistance a I’insuline (Chung et al., 2009) et a I’obésité (Yang et al., 2009). L’activité redox
des sélénoprotéines dans la thyroide peut également contribuer aux dommages causés par
I’H,0,. Une étude a montré que 'ARNm de GPX3 était exclusivement localisé dans les
thyrocytes, présentait les niveaux d'expression les plus élevés par rapport aux témoins et était

régulé négativement dans le cancer de la thyroide.
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Figure 14 : La glutathion peroxidase 3 agissant comme un antioxydant

(Adapté de Le Moal et al., 2017)

La glutathion peroxydase 3 extracellulaire transforme le peroxyde d’hydrogeéne en eau. Cette
étape est importante pour le contrdle de la prolifération et de la différenciation cellulaire
médiées par I’activation de plusieurs voies de signalisation comme la p38, la Notch, ’ERK,
I’Akt, la mTOR et la NF-K3 qui sont régulées par les especes réactives d’oxygene (ROS).

Ainsi, un déséquilibre de production de ROS peut perturber I’homéostasie cellulaire.
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6. La prolifération et la différenciation cellulaire en réponse a la Sepp1 et la GPX3

Des travaux ont évalué les effets de SEPP1 sur la prolifération des cellules de carcinomes
rénaux humains. Dans les cellules sur-exprimant SEPP1, le cycle cellulaire a ét€ arrété en phase
G2/M et par conséquent la capacité de prolifération cellulaire a été inhibée (Liu et al., 2016).
De plus, SEPP1 possede des propriétés d’interaction a I'héparine (Arteel et al., 2000), agissant
en compétition avec le VEGF. La SEPPI est associée a la prolifération des cellules
endothéliales (Burk et al., 1997), ce qui suggere qu’elle exerce certaines actions sur les cellules
endothéliales vasculaires ou sur 1’angiogenese. Ainsi, il a été vérifié que cette sélénoprotéine
contribue a l'inhibition de l'angiogenese dans le diabete de type 2. Il a été démontré que la
SEPP1 atténue la transduction du signal du VEGF dans les cellules endothéliales vasculaires,
ce qui entraine la suppression de la prolifération cellulaire, de la migration et de la formation
de vaisseaux induits par le VEGF (Ishikura et al., 2014). En ce qui concerne la différenciation
cellulaire des préadipocytes, le traitement au TNFa ou avec de I’H,0, a réduit I’expression du
gene seppl. Ce phénomene a entrainé une réduction de 1'activité de la glutathion peroxydase
totale et des cytokines inflammatoires MCP-1 et IL-6. Ces cytokines ont inhibé l'adipogenese
ainsi que la différenciation normale des adipocytes 3T3-L1 via la modulation du stress oxydatif
et de la réponse inflammatoire (Zhang et al., 2011).

De plus, une étude a examiné I'effet de la signalisation redox médiée par la GPX3 sur la voie
de la kinase Erk et a montré que GPX3 inhibait I'activation de la cascade de signalisation
Erk/NF-»B/cyclineB1 en protégeant la MKP3 (une phosphatase spécifique de Erk) des effets
du ROS, démontrant ainsi que la prolifération cellulaire peut étre inhibée par la GPX3 médiée
par des signaux d’oxydo-réduction (An et al., 2018). Dans ce contexte, il a été démontré, dans
des fibroblastes cardiaques, que l'activation de ' AMPK avec I' AICAR a inhibé la synthese de
I'ADN des fibroblastes, le nombre de cellules ainsi que la modulation des cellules en phase S
impliquant leur prolifération et leur croissance. Ces effets ont été médié par ERK et AMPK qui
a réprimé I’activation de la p70S6K, suggérant un crosstalk entre les deux kinases. C'est la
premiere démonstration que I'AMPK pourrait étre une cible d'ERK dans la prolifération induite
par les facteurs de croissance, ce qui pourrait donner naissance a un nouveau mécanisme que
les facteurs de croissance utilisent pour favoriser la prolifération des fibroblastes cardiaques
(Du et al., 2008). I1 a ét¢ démontré également que les ROS sont capables d’activer ces deux
kinases par 1’oxydation des cystéines qui sont présentes sur ces protéines. Par exemple, la
signalisation de ROS inactive la dual-specific phosphatase 3 (DUSP3) par 1’oxydation de la
cystéine 124 provoquant une activation de ERK (Zhang et al., 2016). Dans le cas de ’AMPK,
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les cystéine 299 et 304 sont oxydées par le peroxyde d’hydrogene (Morales-Alano and Calbet
2016), ce qui suggere que la GPX3 peut réguler la prolifération et la différenciation cellulaire

par le contrdle des cystéines des protéines kinases.
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Objectifs de la these
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Les macrophages contribuent a la régénération du muscle squelettique en promouvant la
myogenese grace a leur plasticité qui leur permet d’acquérir différents phénotypes. Les
macrophages pro-inflammatoires sont capables de stimuler la prolifération des précurseurs
myogéniques (i.e. les myoblastes) alors que les macrophages anti-inflammatoires soutiennent
leur fusion. En effet, par exemple, il a été démontré que les macrophages pro-inflammatoires
sécretent des cytokines comme les interleukines 6 et 1, qui régulent négativement la
différenciation des précurseurs myogéniques (Arnold et al., 2007). En revanche, le facteur de
différenciation de croissance-3 (GDF3) sécrété par les macrophages anti-inflammatoires induit
la fusion de myoblastes agissant sur la formation de nouveaux myotubes et par conséquent sur
I’homéostasie musculaire (Varga and Mounier et al., 2016).

Afin d'identifier d’autres molécules sécrétées par les macrophages et d’étudier leurs effets sur
la myogenese, un transcriptome a été réalisé sur des macrophages humains activés par les
cytokines IFNy ou IL10 afin d’obtenir respectivement un phénotype pro et anti-inflammatoire.
L’analyse bio-informatique des geénes plus exprimés par les macrophages anti-inflammatoires
par rapport aux macrophages pro-inflammatoires a permis d'identifier des molécules
potentiellement sécrétées (protéines porteuses du peptide signal de sécrétion) de fagon plus
importante par ces macrophages anti-inflammatoires.

Parmi ces candidats, notre €équipe a pu montrer que la sélénoprotéine P (Seppl) et la glutathion
peroxydase 3 (GPX3) sont environ 5 fois plus exprimées par les macrophages anti-
inflammatoires par rapport au macrophages pro-inflammatoires. De plus, I’expression réduite
de ces genes par ARN interférents dans des cellules musculaires humaines inhibe la fusion
cellulaire (données non publiées). Ces molécules peuvent non seulement réguler les étapes de
la myogenese en agissant directement sur les cellules musculaires, mais elles peuvent aussi
moduler le phénotype des macrophages et par conséquent la résolution de l'inflammation au
cours de la régénération du muscle squelettique.

Ainsi I’objectif principal, de ma these (étude#1) a été d’étudier le role des sélénoprotéines
Seppl et GPX3 dans le phénotype des macrophages lors de I’inflammation stérile au cours de
la régénération musculaire.

Comme un objectif secondaire (étude#2), nous avons étudié le rdle trophique des polymeres
mimétiques Heparan Sulfate (RGTA), dans la résolution de l'inflammation musculaire
(Bouviere and Trignol, 2019). Comme la Sepp! et la GPX3 sécrétés par les macrophages sont
capables de soutenir la myogenese, le but de cette seconde étude était de déterminer si le

traitement avec une troisieme molécule, RGTA, peut également agir sur les étapes de la
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myogenese lors de la régénération du muscle squelettique. Ces deux études ont permis
d’évaluer le role des molécules qui interagissent avec le microenvironnement et contribuent a
la régénération musculaire.

Dans ces deux études, une mesure de la taille de la myofibre a été réalisée pour évaluer
l'efficacité de la régénération des muscles squelettiques. La mesure de la taille de myofibre est
actuellement effectuée manuellement. Ainsi, dans une troisi¢me étude (#3), nous avons
développé et validé une macro sur le logiciel ImageJ afin de mesurer de maniere semi-

automatique la taille de la myofibre. Ce nouvel outil a été€ utilisé pour les études #1 et #2.
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Etude #1
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Matériels et Méthodes
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CONSTRUCTION DES MODELES ANIMAUX

La sélénoprotéine P (Seppl) a deux domaines distincts. Le domaine N-terminal possede une
seule sélénocystéine, dans un motif rédox, de type thiorédoxine capable d’agir comme un
antioxydant cellulaire. Le domaine C-terminal a 9 sélénocystéines et possede la fonction de
transporteur de sélénium pour les tissus. Afin d’évaluer les différentes fonctions de cette
protéine nous disposons des souris génétiquement modifiées, qui ont été élaborés par Raymond
Burk aux Etats-Unis. Le modéle génétique de la sélénoprotéine gluthation peroxydase 3 a été
également obtenu grace a la collaboration avec Raymond Burk. Les souris ont été mis en
accouplement a I’animalerie ALECS (module SPF) placée a Lyon, afin d’obtenir le nombre
nécessaire des males (n = 3 minimum pour chaque expérience).

Construction des modéles murins Sepp1”- et GPX3 : I’obtention de souris invalidées pour
ces genes de facon constitutive et ubiquitaire a été réalisée grace a I’inactivation du geéne sepp/
ou du gene gpx3 (Burk et al., 2009).

Construction du modéle murin Sepp1U4S'U40S : T a sélénocystéine placée en position 40 sur
I’extrémité N-terminale a ét€ remplacée par une sérine, causant la perte de I’activité rédox de
la thiorédoxine. Cependant, le transport du sélénium reste intact (Kurokawa et al., 2014).
Construction du modeéle murin SepplA24-31; [ ’extrémité C-terminal a été tronquée (aa240-
361) en préservant les acides aminés 1-139. Malgré I’effet de la perte du transport du sélénium,
I’activité redox reste intacte (Hill et al., 2007).

Construction du modele murin LysM¢*Sepp1%1: Pour étudier la fonction de la Sepp1 dans
les macrophages chez la souris adulte, une stratégie affinée d’inactivation génique
conditionnelle a été mise au point, reposant sur I’ADN recombinase Cre et ses sites de
reconnaissance (loxP). Pour la mutagenese conditionnelle, le gene cible sepp! a été modifié par
l'insertion de deux sites loxP qui permettent d'exciser le segment du gene flanqué (floxé) par
une recombinaison induite par la Cre. La recombinase Cre est exprimée sous le contrdle du
promoteur du lysozyme M (LysM), activé spécifiquement dans les cellules appartenant a la
lignée myéloide. La recombinase Cre est donc exprimée dans les cellules de la lignée myéloide
ou elle engendre la délétion du geéne seppl flanqué de séquences loxP.

Nous avons utilisé le génotype C57/BL6 (wild-type) comme le controle des modeles murins
Seppl-/-, GPX3, Sepp1V40s/U40s | SepplA240-361 Le génotype LysM**Seppl1™Ma été utilisé comme

le contréle du modele murin LysM¢<*Sepp1™1.
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Heterozygous for gene A conditional knockout

LysM* myeloid cells

—_— —

RN —
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Figure 1: Génération de souris KO conditionnelles spécifiques aux cellules LysM*
utilisant la technologie Cre/loxP (Shi et al., 2018)

La souris transgénique LysM-Cre est d'abord croisée avec la souris homozygote pour le gene
cible (A) flanqué de loxP. Dans cette génération, le géne A est un knock-out hétérozygote
spécifique des cellules LysM*. Un autre croisement de cette génération avec les souris
parentales homozygotes pour le gene A flanqué de loxP conduira a la génération d'environ 25%
d’homozygotes pour le géne A flanqué de loxP et hémizygote/hétérozygote pour le transgene
Cre. Dans cette génération, I'excision médiée par la recombinase Cre provoque l'inactivation

homozygote du gene A spécifiquement dans les cellules LysM*.

LES EXPERIENCES AVEC LES MODELES ANIMAUX

Les expériences ont été effectuées sur des souris GPX3” (perte de 1’activité antioxydante);
Seppl” (perte de D’activité peroxydase et du transport du sélénium); LysM**Seppl®t;
LysM¢“<*Sepp1" (absence de Seppl dans les macrophages); Sepp1Y4¥5'V40S (perte de I’activité
peroxydase) et Seppl*24-3! (perte de I’activité du transport du sélénium) adultes males dgées de
8 a 16 semaines et conformément a la 1égislation frangaise. Pour les expériences de régénération
musculaire, les souris ont ét€ anesthésiées avec de l'isoflurane et le muscle Tibialis Anterior
(TA) a été injecté avec de la cardiotoxine (Latoxan) a 12 uM (50 ul par muscle). Les muscles
ont été prélevés a différents moments apres la 1ésion induite par la cardiotoxine (1, 2, 3,4, 8 et

28 jours apres la Iésion).

90



ANALYSE HISTOLOGIQUE ET IMMUNOMARQUAGE IN VIVO

Une fois prélevés, les muscles TA ont été mis sur un morceau de liege et fixés avec de la gomme
adragante avant d'étre congelés dans de 1'isopentane refroidi avec de l'azote liquide. Les muscles
ont été conservés a -80°C. Ensuite, il a été réalisé des coupes transversales d’une épaisseur de
10 um (cryomicrotome (NX50, Microm)), qui ont été également maintenues a -80°C. Les
coupes de muscles ont été colorés avec une coloration hématoxyline/€osine afin de vérifier si
les muscles avaient au moins 90% de leur surface avec des myofibres en régénération (c'est-a-
dire, avec des noyaux centraux). Afin de détecter la présence de lipides, une coloration avec du
noir Soudan a été effectuée. Les coupes ont été déshydratées dans de I'éthanol a 70% pendant
10 secondes, colorées dans une solution noir Soudan (#199664-25G, Sigma-Aldrich) pendant
2 heures, Hemalun (MHS80, Sigma-Aldrich) pendant 1 min et montées avec le milieu de
montage  Fluoromount-G  (#FP-483331,  Interchim). @ Pour les  expériences
d'immunofluorescence, les lames ont été incubées avec du Triton 0,5% pendant 10 minutes puis
lavées 3 fois avec une solution saline de phosphate (PBS). Ensuite, elles ont été incubées avec
I’albumine de sérum bovin (BSA) a 2% pendant 1 heure a température ambiante, lavées
rapidement 1 fois avec du PBS et incubées avec un anticorps anti-laminine de lapin a 1:200
(#L9393, Sigma-Aldrich). Les lames ont été lavées trois fois avec du PBS et incubées avec des
anticorps secondaires (Tableau 1). Les coupes ont été incubées pendant 10 secondes dans une
solution Hoechst a 1:1000 (#B2261, Sigma-Aldrich) et lavées une fois avec du PBS avant d'étre
montées avec le milieu de montage Fluoromount G (#FP-483331, Interchim). Les lames ont été
stockées a 4°C a l'abri de la lumiére jusqu'a l'acquisition des images. Tous les échantillons de
la méme expérience ont été enregistrés dans des conditions similaires (microscope,
grossissement, temps d'exposition et échantillonage). Pour 1'analyse de la section musculaire
enticre, les diapositives ont été automatiquement numérisées a x10 ou x20 de grossissement a
I’aide d’un microscope (Axio Observer.Z1, Zeiss) connecté a une caméra (CCD CoolSNAP
HQ2) a I'aide du logiciel Metavue. Toute la section musculaire a été automatiquement
reconstituée par le logiciel Metavue. L'analyse de la coupe entiére, de fagon semi-automatique

a été réalisée a I'aide de la macro Open-CSAM ImagelJ (Desgeorges et al., 2019).

EXTRACTION ET ISOLEMENT DES MACROPHAGES A PARTIR DU MUSCLE
SQUELETTIQUE PAR FACS

Les muscles TA ont été disséqués, digérés dans un milieu DMEM (#11995065, Gibco)
contenant 2 mg/ml de collagénase B (#11088807001, Roche Diagnostics GmbH) a 37°C

pendant 1 heure. Ensuite, les cellules ont été filtrées (Miltenyi Biotec - 30 um) et les récepteurs
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Fc bloqués avec le réactif de blocage (#130059901, FcR Blocking Reagent Miltenyi Biotec)
pour éviter la fixation du fragment Fc des immunoglobulines aux récepteurs pendant 20 min a
4°C dans du PBS a 2% de sérum de veau feetal (#10270-106, SVF - Gibco, Thermofisher
scientific). Puis, les cellules ont ét¢ marquées avec des anticorps anti- CD45 (#25-0451-81,
eBioscience) afin d’obtenir la population de monocytes provenant de progéniteurs médullaires
présents dans le sang. Ensuite, pour 1’obtention de la population de macrophage, les cellules
ont ét¢ marquées avec CD64 ou également appelé récepteur de surface FcyRI (#558539, BD
PharMingen) ainsi qu’avec Ly6C (#12-5932-82, eBioscience) pour différencier la population
de macrophages pro-inflammatoires (Ly6C") de la population de macrophages anti-
inflammatoires (Ly6C") conjugués a I'APC pendant 30 min a 4°C. Les macrophages ont été

analysés avec un cytomeétre de flux (FACSCanto II, BD Biosciences).

CULTURE DE MACROPHAGES DERIVES DE LA MOELLE OSSEUSE

Les macrophages ont été obtenus a partir de précurseurs de la moelle osseuse comme décrit
précédemment (Mounier et al. 2013). L’isolation a été réalisée chez des souris en ringant la
moelle du fémur et du tibia avec un milieu de culture DMEM (#11995065, Gibco). La moelle
osseuse extraite a été cultivée dans 48% de DMEM en glucose (4,5g/L) et en pyruvate
(110mg/L) (#11995065, Gibco), 20% de sérum de veau feetal (#10270-106, SVF, Gibco,
Thermofisher scientific), 30% du surnageant des cellules apellées L929 (qui sécretent GM-
CSF, le facteur de différenciation de macrophages), 1%  d’antibiotique
pénicilline/streptomycine (PS) (#15140-122, Gibco,), 1% de fongicides (#15290-026, Gibco)
pendant 5 a 7 jours. Le milieu conditionné .929 a été obtenu apres 7 jours de culture de cellules
L929 avec du DMEM (#11995065, Gibco) contenant 10% de SVF (#10270-106, SVF, Gibco,

Thermofisher scientific).

POLARISATION DES MACROPHAGES ET IMMUNOMARQUAGE /N VITRO

Les macrophages ont été ensemencés a 200 000 cellules/puits dans des plaques 12 puits
(3,5cm?) en utilisant du DMEM contenant 10% de SVF et 1% PS sur des lamelles de verre dans
des plaques a 12 puits. Six heures apres 1’adhésion, ces cellules ont été traitées avec la cytokine
interféron gamma (IFNy) a lug/mL (#485-MI-100, RD systems, I’interleukine 4 (IL4) a
2ug/mL (#404-ML-010, RD systems) ou I’interleukine 10 (IL10) a 2ug/m (#417-ML-005, RD
systems). Puis, les cellules sont cultivées dans du DMEM a 10% de SVF avec les cytokines

pendant 3 jours. Apres traitement, les cellules ont été fixées avec du paraformaldehyde (PFA)
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a 4% pendant 10 minutes puis lavées avec du PBS. Ensuite, elles ont été perméabilisées pendant
10 minutes avec du Triton a 0,5% et lavées avec du PBS. Les antigénes non spécifiques ont été
bloqués pendant 1 heure avec 4% de BSA avant I’'immunomarquage pour CCL3 a 1:50 (#sc-
1383, Santa Cruz), iNOS a 1:50 (#ab3523, Abcam), CD206 a 1:50 (#sc-58987, Santa Cruz),
CD163 a 1:50 (#sc-33560, Santa Cruz) a 4°C pendant la nuit. Ensuite, les cellules ont été
incubées avec les anticorps secondaires conjugués a la cyanine 3 (#712-165-153, cy3 - Jackson
ImmunoResearch) ainsi que le FITC Fraction Monoclonal Mouse Anti-Fluorescein (#711-095-
152, FITC — Jackson ImmunoResearch). Tous les échantillons de la méme expérience ont été
enregistrés dans des conditions similaires (microscope, grossissement, temps d'exposition et
échantillonnage). Au moins 10 images par condition ont été acquises a un grossissement de
X20 en utilisant un microscope (Axio Imager.Z1, Zeiss) connecté a une caméra photométrique
(CoolSNAP MYO CCD) a laide d’un logiciel d’analyse (MetaMorph Software). La
quantification des marqueurs de macrophages a été effectuée par quantification manuelle sur le

logiciel Imagel.

COCULTURE: LE MILIEU CONDITIONNE DE MACROPHAGES ET LES
PRECURSEURS MYOGENIQUES (MPC)

Les macrophages ont ét€é ensemencés a 200 000 cellules/puits dans des plaques a 12 puits
(3,5cm?) dans du DMEM a 10% de SVF et 1% de PS. Ils ont été traités pendant 3 jours avec de
I’IFNy a 1pg/mL (#485-MI-100, RD systems), de I'TL4 a 2y g/mL (#404-ML-010, RD systems)
ou de I'IL10 a 2ug/m (#417-ML-005, RD systems). Ensuite, les cellules ont été lavées 3 fois
avec du PBS. Puis, ImL du milieu DMEM avec 1% de PS sans SVF a été ajouté pendant 24 h
pour obtenir le milieu conditionné des macrophages. Les macrophages ont été obtenus a partir
de muscles TA et ont été cultivés dans du DMEM/F12 contenant 20% de SVF et 2% de facteurs
de croissance (UltroserG, Pall Inc), comme décrit précédemment (Mounier et al., 2013). Pour
les études de prolifération, les MPC ont été ensemencés dans des plaques 2 puits (#055069,
labteks 2 puits) (4,2cm?) a 10 000 cellules/cm? sur Matrigel (1:10) et incubés pendant 1 jour
avec le milieu conditionné des macrophages contenant 2,5% de SVF. Ensuite, les MPC ont été
fixés avec de la PFA a 2% pendant 10 minutes et lavés avec du PBS. Puis, ils ont été
perméabilisés pendant 10 minutes avec du Triton a 0,5% et lavés encore une fois avec du PBS.
Les antigenes non spécifiques ont été bloqués pendant 1 heure avec 4% de BSA avant
I’immunomarquage. Les MPCS sont ensuite incubés avec I'anticorps anti-Ki67 (1:100, #15580,

Abcam)) et visualisés en utilisant un anticorps secondaire conjugué a la cyanine 3 (#712-165-
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153, cy3 - Jackson Immunoresearch). Pour les expériences de myogenese, les MPC ont été
ensemencés a 30000 cellules/cm? sur du Matrigel (1:10) pendant 3 jours avec le milieu
conditionné des macrophages contenant 2% de sérum de cheval (HS). Les cellules ont été
marquées avec un anticorps anti-desmin a 1:200 (#32362, Abcam) et visualisées grace a un

anticorps secondaire conjugué a la cyanine 3 (Jackson immunoresearch).

REACTION EN CHAINE QUANTITATIVE PAR POLYMERASE (RT-QPCR)

Pour les expériences de RT-qPCR, les macrophages ont été ensemencés a 200 000 cellules/puits
dans des plaques de 12 puits (3,5cm?) avec du DMEM contenant 10% de SVF. Ils ont été traités
pendant 3 jours avec de I'IFNy a 1pg/mL (#485-MI-100, RD systems), de I'IL4 a 2ug/mL (RD
systems #404-ML-010) ou de I'IL10 a 2ug/m (#417-ML-005, RD systems). Ensuite, les ARN
totaux ont été extrait a 1’aide du kit RNeasy Plus Micro (#74034, QIAGEN). Les ADNs
complémentaires (cDNA) ont été synthétisés en utilisant la transcriptase inverse Superscript I1
RT et la qPCR a été réalisée en triplicata sur un systeme de détection PCR en temps réel CFX
Connect ™ (Bio-Rad). Les mélanges réactionnels avaient un volume final de 10pul, composé¢ de
2ul de H20, 2ul de cDNA, 1pl d’amorces (10uM) et de Sul de réactif LightCycler® 480 SYBR
Green | Master. Le programme est constitué d’une dénaturation initiale de I’ADN réalisée a
95°C, suivi de 45 cycles composés d’une autre dénaturation (10 s), de ’hybridation a 60°C (5
s) et de I’¢longation a 70°C (10 s). Le calcul de I’expression relative a ét¢ déterminé par le
logiciel Bio-Rad CFX Manager™ et le niveau d’expression a ét¢ déterminé par la méthode
AACt, qui décrit I'amplification exponentielle de la PCR. La normalisation a été effectuée avec
le géne de ménage Cyclophilin A. Ensuite, ces valeurs ont été utilisées pour effectuer des

analyses statistiques. Les amorces utilisées sont décrites dans le Tableau 2.

WESTERN BLOT

Les macrophages ont été ensemencés a 2 millions de cellules/puits dans des plaques 8 puits
pour des expériences de Western Blot. Les cellules ont été traitées avec de I'IFNy a 1y g/mL
(#485-MI-100, RD systems), de I'[L4 a 2ug/mL (#404-ML-010, RD systems) ou de I'IL10 a
2ug/m (#417-ML-005, RD systems) pendant 3 jours dans du DMEM contenant 10% de SVF et
1% de PS. Ensuite, ces cellules ont ét€ lavées 1 fois avec du PBS et un milieu DMEM contenant
10% de SVF charcoal (constitué de faibles concentrations de facteurs de croissance)
(#12676029, Gibco Thermofisher scientific) et 1% de PS a été ajouté pendant 1 heure, suivi des
activateurs de I’AMPK: 0,1 mM d’AICAR (#2627-69-2, Tocris), 1 ug/ml d’alarmines (ou
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signaux de danger (DAMPs) extrait des muscles endommagés) ou 1 mM de 991 (#129739-36-
2, Spirochem). Le traitement a été réalisé pendant 1 heure. L'extrait protéique total de deux
millions de macrophages a été obtenu ensuite dans un tampon de lyse cellulaire contenant du
Tris-HC1 50 mM (pH 7,5),de I'EDTA 1 mM, de 'EGTA 1 mM, du saccharose 0,27 M, du triton
20%, du glycérol-2-phosphate disodique, du NaF 50 mM, du PMSF 0,5 mM, de la benzamidine
1 mM, du Na3VO4 1 mM et 1% d'un cocktail inhibiteur de phosphatase 3 (SIGMA, #P0044).
Le dosage colorimétrique de protéines a été réalisé avec la méthode de 1’acide Bicinchoninique
(BCA) (#23225, Kit BCA ThermoFischer). Puis, les protéines ont migré dans un gel de bis
acrylamide a 10% pendant 1 heure et 30 minutes a 120V. Les protéines ont été transférées sur
une membrane de nitrocellulose dans un tampon Trys-glycine-SDS (TGS) contenant du Tris
(25mM), de la glycine (192mM) et 10% d’éthanol pendant une nuit a 4°C, 30V. La membrane
a été ensuite incubée avec du rouge ponceau jusqu'a ’apparition des bandes afin de controler
I’efficience du transfert, puis rincées avec du tampon TBS-T 0,1% contenant du Tris (10mM),
du NaCl (0,15M) et du détergent Tween a 0,1%. Ensuite, la membrane a €té incubée dans une
solution de saturation TBS1X-Tween 0.1% + 5% BSA pendant 1 heure a température ambiante
puis incubée pendant une nuit a 4°C avec les anticorps dirigés contre la forme phosphorylée de
I’AMPK a 1:1000 (#2535, Cell Signalling), AMPKa a 1:1000 (#2532, Cell Signalling), le
récepteur aux glucocorticoides a 1:1000 (#3660, Cell Signalling) ou la 3-actine a 1:2000 pour
le contrdle du dépot (#A5316, SIGMA). La membrane a été rincée avec le tampon TBS-T 0,1%
et incubée avec ’anticorps secondaire couplé a une peroxidase (#G-21234, ThermoFisher
Scientific) dilué au 1:10000 puis révélée au Chemidoc (Biorad MP Image Systems) grace a un
produit chimiluminescent ultra-sensible (ECL) (#32209, ECL Western blot substrat Thermo)
pour les protéines de détection simple comme 1’actine, I’AMPKa et le le récepteur aux
glucocorticoides. Pour la détection de la p-AMPK, un révélateur plus puissant a été utilisé

(#34095, ECL Super Signal West Femto, Thermo).

QUANTIFICATION DE LA SUPPRESSION DE SEPP1 DANS LES MACROPHAGES /N
Vivo

La quantification de la délétion de Seppl dans les macrophages a été réalisée par analyse de la

réaction en chaine par polymerase (PCR) apres I’isolation des cellules myéloides. La moelle
osseuse a été extraite des souris puis les érythrocytes ont été lysés avec le tampon de lyse
Ammonium-Chloride-Potassium (ACK) (#10-548E, Lonza). Ensuite, pour obtenir le

phénotype cellulaire des macrophages, les récepteurs Fc ont été bloqués avec le réactif de
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blocage (FcR Blocking Reagent) (#130-059-901, Miltenyi Biotec) pour éviter la fixation du
fragment Fc des immunoglobulines aux récepteurs, puis les cellules ont été incubées avec un
anticorps CD11b couplé a la biotine a 4°C pendant 20 minutes. La population de cellules
CD11b positive a été purifi€e en utilisant des billes magnétiques anti-biotine (#130-110-951,
Miltenyi Biotec). L'ADN génomique de cellules CD11b* a été extrait en utilisant un tampon de
lyse cellulaire contenant du Tris-HC] 100 mM (pH 8), de 'EDTA 5 mM, du NaCl 200 mM, du
SDS a 0,2% et de 0,1 mg/ml de protéinase K (#E00491, Roche) pendant 2 h a 55°C. L'ADN
extrait a été précipité avec de 1'isopropanol et du glycogene. L'ADN a été€ lavé avec éthanol
70%, séché et enfin solubilisé dans de l'eau. La PCR a été réalisée en utilisant 1'ADN
polymérase Phire Hot Start II (#F122S, Thermofisher Scientific) comme décrit précédemment

(Mounier et al., 2013). Les amorces utilisées sont décrites dans le Tableau 3.

ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les expériences ont été réalisées et analysées a partir d’un minimum de trois expériences
indépendantes pour chaque groupe. Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel
GraphPad Prism. La normalité¢ a été testée avec le test Shapiro-Wilk. En fonction de
l'expérience et de la normalité, des tests paramétriques (test de Student ou ANOVA) ou non
paramétriques (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis) ont été utilisés. P <0,05 était considéré comme

significatif.

LISTE DES ANTICORPS ET DES AMORCES

Anticorps Secondaires Reférences
Cy3-conjugated Anti-Rat [gG 712-165-1153
Cy5-conjugated Anti-Rabbit IgG 711-175-152
FITC-conjugated Anti-Rabbit IgG 711-095-152
Cy3-conjugated Anti-Goat IgG 705-165-147

Tableau 1: Liste des anticorps secondaires utilisés pour vérifier I’expression protéique
par Immunofluorescence

Gene Séquences d’amorces
PGCI1pB Sens:
TGACGTGGACGAGCTTTCAC
Anti-Sens:
GGGTCTTCTTATCCTGGGTGC
TNFa Sens:
AATGGCCTCCCTCTCATCAGTT
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Anti-Sens:
CGAATTTTGAGAAGATGATCTGAGTGT

COX2 Sens:
CAGCCAGGCAGCAAATCC
Anti-Sens:
ACATTCCCCACGGTTTTGAC

Cyclophiline Sens:
GTGACTTTACACGCCATAATG
Anti-Sens:
ACAAGATGCCAGGACCTGTAT

GPX3 Sens:
AGCCAGCTACTGAGGTCTGA
Anti-Sens:
GGGAAGCCCAGAATGACCAA

Seppl Sens:
TGGCCGTCTTGTGTATCACCT
Anti-Sens:
GATTGCAGTTTCCGCACCTCT

Tableau 2: Liste des amorces utilisées pour vérifier I’expression de génes par q-PCR

Geéne Séquences d’amorces

Seppl Sens:
TCCTAGATTGGCAGAGGATAGAATGAA
Anti-Sens:
CGGGGAAATGCTTGTTGCTT

Tableau 3: Liste des amorces utilisées pour vérifier la délétion de Sepp1 in vivo par PCR
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Résultats
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Les sélénoprotéines régulent I’acquisition du phénotype fonctionnel des macrophages

Le statut inflammatoire des macrophages a des fonctions spécifiques au cours de la myogenese,
contribuant a la régénération musculaire (Arnold et al., 2007 ; Saclier et al., 2013 ; Mounier et
al., 2013; Varga and Mounier et al., 2016). Les macrophages pro-inflammatoires favorisent la
prolifération des précurseurs myogéniques (i.e. myoblastes), alors que les macrophages anti-
inflammatoires soutiennent la myogenese en stimulant la différenciation des myoblastes et leur
fusion en myotubes. Comme il a ét€ démontré que les molécules sécrétées par les macrophages
peuvent contribuer a leurs fonctions myogéniques (Arnold et al., 2007 ; Saclier et al., 2013 ;
Mounier et al., 2013 ; Varga and Mounier et al., 2016 ; Tonkin et al., 2015), nous avons réalisé
des expériences de co-culture de cellules musculaires et de milieu conditionné des
macrophages, afin d’identifier les propriétés fonctionnelles des macrophages pro et anti-
inflammatoires provenant des modeles WT, GPX3” (GPX3 KO), Seppl” (SEPP KO),
Sepp1U40s/040s (SER MUT) et Seppl 424361 (SEPP TRC) (Figure 1A) sur les étapes initiales et
finales de la myogenese (Figure 1B).

La prolifération des précurseurs myogéniques a ét€ mesurée par immunomarquage Ki67 apres
la co-culture entre ces précurseurs et un milieu conditionné des macrophages précédemment
traités par IFNy ou IL-10 (Figure 2A). Comme attendu, les résultats démontrent que le milieu
conditionné des macrophages pro-inflammatoires WT sont capables d’induire la prolifération
des précurseurs myogéniques (Figure 2B). En outre, les macrophages anti-inflammatoires
(Figures 2B et 2C) présentent une perte (+/- 20%) de cet effet par rapport a la population pro-
inflammatoire (Figures 2B et 2C). Cependant, cette différence liée au phénotype entre la
population pro et anti-inflammatoire (Figures 2B et 2C) n’est pas observée avec le milieu
conditionné de macrophages SEPP KO et GPX3 KO (Figures 2B et 2C), suggérant que ces
deux sélénoprotéines sont nécessaires pour que les macrophages puissent exercer leurs
fonctions sur la prolifération des précurseurs myogéniques.

De plus, afin d’identifier si ’activité antioxydante (modele SER MUT) et le transport du
sélénium (modele SEPP TRC) de Seppl sont impliqués dans ce phénotype, nous avons réalisé
la méme expérience de co-culture. Les résultats montrent un phénotype similaire au groupe
WT. Le milieu conditionné de macrophages pro-inflammatoires SER MUT stimule la
prolifération des myoblastes (Figures 2D et 2E), différemment du milieu conditionné de
macrophages anti-inflammatoires qui présentent une réduction de cette capacité (Figures 2D et

2E), ce qui suggere que 1’activité antioxydante de cette protéine n’est pas impliquée dans cette
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étape de la myogenese. En outre, de facon intéressante, le milieu conditionné de macrophages
SEPP TRC induit un phénotype inverse par rapport au milieu conditionné de macrophages WT
(Figures 2D et 2E). Effectivement, le milieu conditionné provenant des macrophages pro-
inflammatoires SEPP TRC engendre une réduction de 25% de la prolifération des myoblastes
par rapport au milieu conditionné de macrophages WT (Figures 2D et 2E). De plus, le milieu
conditionné de macrophages anti-inflammatoires SEPP TRC augmente en 15% sa capacité en
stimuler la prolifération des cellules musculaires par rapport au milieu conditionné provenant
des macrophages anti-inflammatoires WT (Figures 2D et 2E), suggérant que la fonction de la
Sepp! sur le transport du sélénium est importante pour que les macrophages puissent agir sur
la prolifération des précurseurs myogéniques.

Les étapes finales de la myogenese (i.e. différenciation et fusion des précurseurs myogéniques)
in vitro ont été évaluées en utilisant des expériences de co-culture similaires et un
immunomarquage de la desmine (une protéine constituante des filaments intermédiaires du
muscle strié) afin d’identifier les myotubes formés (Figure 3A). Comme prévu, les expériences
démontrent que le milieu conditionné des macrophages anti-inflammatoires WT favorisent la
différenciation et la fusion des myoblastes (+ 22%, Figures 3B et 3C), alors que le milieu
conditionné des macrophages anti-inflammatoires issus des modeles murins SEPP KO et GPX3
KO n’induit pas cette stimulation de la formation de myotubes (Figures 3B et 3C). De plus, le
milieu conditionné des macrophages pro-inflammatoires issus des modeles murins SER MUT
augmentent de 15% sa capacité en stimuler la fusion des myoblastes, par rapport au milieu
conditionné des macrophages pro-inflammatoires WT. Le milieu conditionné des macrophages
issus des modeles murins SEPP TRC démontre également un défaut de fonction. Cette fois-ci,
sont les macrophages anti-inflammatoires qui présentent une capacité réduite de stimuler la
fusion par rapport aux macrophages anti-inflammatoires WT. Ces résultats montrent une
altération du phénotype des macrophages en absence de ’activité antioxydante (modele SER
MUT) et du transport du sélénium (modele SEPP TRC) qui engendre la déregulation du
phénotype myogénique (Figures 3D et 3E).

L’ensemble de ces expériences montre que 1’absence des sélénoprotéines SEPP1 et GPX3 dans
les macrophages anti-inflammatoires peuvent induire la prolifération des précurseurs
myogéniques de la méme facon que les macrophages pro-inflammatoires WT, suggérant une
dérégulation de I’acquisition du phénotype anti-inflammatoire des macrophages médiés par
SEPP1 et GPX3. Ces résultats soulignent 1'importance de la fonction du transport du sélénium
de SEPPI dans I’étape de prolifération cellulaire. De plus, en absence de SEPP1 ou de GPX3

dans les macrophages, une dérégulation de 1’acquisition du phénotype anti-inflammatoire est
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encore une fois montrée via l’effet de la I’invalidation de SEPP1 ou de GPX3 dans les
macrophages sur formation des nouveaux myotubes. Dans ce contexte, les deux fonctions de la

Sepp! sont impliquées dans le défaut du phénotype présenté.
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A Redox Selenium

Animal Models Activity Transport
WILD TYPE yes yes
SEPP KO no no
GPX3 KO no -
SER MUT no yes
SEPP TRC yes no

B Experimental protocol : Myogenesis In vitro

Isolate femurs Isolate bone marrow Culture cells in BMDM
and tibia bones cells growth medium

— IS —E

IFN 50 Activation
(1) Activated Macrophages: L —] ~@ g @

. . Bone Marrow
(2) Conditioned medium:  pinflammatory Antiinflammatory Derived Macrophages

(3) Co-culture: l >< L (BMDM)
Muscle
@ progenitor cells

(4) Immunostaining: Ki67* / DAPI Desmin / DAPI

~”

(5) Analyze

Figure 1 : Les modéles in vitro et in vivo. (A) Les expériences de cette étude ont été réalisées
avec les modeles de souris WT, SEPP KO (absentes pour I’activité antioxydante et pour le
transport du sélénium), SEPP SER MUT (absentes pour 1’activité antioxydante), SEPP
TRUNCATED (absentes pour le transport du sélénium) et GPX3 KO (absentes pour I’activité
antioxydante) (B) Le protocole utilisé pour analyser les effets du milieu conditionné des
macrophages (traités pendant 3 jours avec de I'IFNy ou de I’IL-10) sur la prolifération des
myoblastes (immunomarquage anti-Ki67) ou sur la myogenese (immunomarquage anti-

desmine).
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Figure 2 : Les effets des macrophages sur la prolifération des précurseurs myogéniques
sont modifiés en absence de sélénoprotéines. Des expériences de co-culture ont été effectuées
pour analyser la fonction des macrophages (provenant de la moelle osseuse de souris WT ou
génétiquement modifiées traitées par les cytokines IFNy ou IL-10) sur les myoblastes. (A) Pour
les expériences de co-culture les macrophages ont été ensemencés et polarisés avec les
cytokines pendant 6h apres ensemencement. Puis, apres 3 jours de polarisation, le milieu
conditionné des macrophages a été préparé pendant 1 jour d’incubation des macrophages avec
du milieu dépourvu de sérum et de cytokines. Ensuite, la co-culture entre le milieu conditionné
des macrophages et les myoblastes (1 jour) a été réalisée avant que I’immunofluorescence ne
soit effectuée. (B) Quantification des myoblastes en prolifération (cellules positives pour Ki67)
en co-culture avec le milieu conditionné de macrophages WT, SEPP KO ou GPX3 KO traités
avec I'IFNy ou I’'IL10. (C) Le graphique représente le pourcentage de myoblastes Ki67 positifs.
(D) Quantification des myoblastes en prolifération (cellules positives pour Ki67) en co-culture
avec le milieu conditionné de macrophages WT, SER MUT ou SEPP TRC traités avec IFNy ou
IL10. (E) Le graphique représente le pourcentage de myoblastes Ki67 positives. * p <0,05 par
rapport a la condition IL-10 entre les groupes. (n=0) Statistique : Test 2way ANOVA

104



SEPP KO

GPX3 KO

O

WT

SER MUT

SEPP TRC

Experimental protocol : In vitro Myogenesis

-
/’ ~

. B N et .
BMDM 7N Mediom N e, \“/ N
_-~_"! pola. N\Conditioned i . .., Desmin} _---77"" ""77=- ~<.
WILD TYPE s N g N ol W ure,”\ IF '/ Indexof _ NucleiFused
SEPP KO Plate; > 7 R / NS S “ ! fusion (%) Total Nuclei S
GPX3 KO S, oA N \ v y o ) Py
SEPP TRC A i Yy 1 / & N i s S B e
SER MUT Oh +6h EXEVS lday 3days
MP - conditioned medium c
c 80
IFN-y IL-10 o -, W
g 60- [ SEPP KO
My
o
© 40-
=
£ 20
S 0.
IFNy IL10  IFNy IL10
c 80+ .
9 | WwT
S 60- B GPX3KO
[Tt
'©
& 5 40-
»
3 3
5 £ 20
> R,
o
= IFNy IL10 IFNy IL10
MP - conditioned medium E
IFN-y IL-10 _ 80;
o LA . wT
§ 60- B3 SERMUT
[T
o ......
5 40-
3
£ 20
°\° ,,,,,,,,,,
0.
IFNy IL10  IFNy IL10
80-
*% Il wT
60- % B SEPP TRC

% index of fusion
IS
=

Idva/juiusag

IFNy IL10 IFNy IL10

—
]
W



Figure 3 : L’acquisition fonctionnelle du statut anti-inflammatoire des macrophages
induits par IL-10 sur la myogenese requiert les sélénoprotéines Seppl et GPX3. Des
expériences de co-culture ont été effectuées pour analyser la fonction des macrophages
(provenant de la moelle osseuse de souris WT ou génétiquement modifiées traitées par les
cytokines IFNy ou IL-10) sur les myoblastes. (A) Pour les expériences de co-culture les
macrophages ont été ensemencés et polarisés avec les cytokines pendant 6h apres
ensemencement. Puis, apres 3 jours de polarisation, le milieu conditionné des macrophages a
été préparé pendant 1 jour d’incubation des macrophages avec du milieu dépourvu de sérum et
de cytokines. Ensuite, la co-culture entre le milieu conditionné des macrophages et les
myoblastes (1 jour) a été réalisée avant que I'immunofluorescence ne soit effectuée. (B)
Quantification de myotubes (cellules positives pour la desmine) en co-culture avec le milieu
conditionné de macrophages WT, SEPP KO ou GPX3 KO traités avec de 'IFNy ou de I'IL10.
(C) Le graphique représente le pourcentage de myotubes (cellules positives pour la desmine).
(D) Quantification des myotubes (cellules positives pour la desmine) en co-culture avec le
milieu conditionné de macrophages WT, SER MUT ou SEPP TRC traités avec de I'IFNy ou de
I’'IL10. (E) Le graphique représente le pourcentage de myotubes (cellules positives pour la
desmine). * p <0,05 et ** p <0,01 par rapport a la condition IFNy. (n=6) Statistique : Test 2way
ANOVA

Les sélénoprotéines régulent I’acquisition du statut inflammatoire des macrophages

Nous avons démontré in vitro que 1'absence de Seppl et GPX3 dans les macrophages conduisait
a un défaut de la myogenese. Comme les profils pro et anti-inflammatoires des macrophages
sont nécessaires pour soutenir la myogenese, nous avons analysé si les sélénoprotéines €taient
nécessaires pour 1’acquisition de ces phénotypes induits par les cytokines IFNy ou IL10. Les
macrophages dérivés de la moelle osseuse isolées de souris WT, GPX3 KO, Seppl KO, SER
MUT ou SEPP TRC ont été traités pendant 3 jours avec IFNy ou IL10. Etant donné que la
régulation des effecteurs inflammatoires est modifiée au niveau post-transcriptionnel
(Lawrence and Natoli, 2011), l'expression de quatre marqueurs de polarisation des
macrophages a été analysée par immunofluorescence afin d’élucider le profil inflammatoire des
macrophages en absence de SEPP ou GPX3 (Figure 4A et 4B). L'oxyde nitrique synthase
(INOS) montre une augmentation de 18% d’expression dans les macrophages WT pro-
inflammatoires par rapport aux macrophages anti-inflammatoires (Figures 4B et 4C).
Cependant, en absence de Seppl (SEPP KO), de GPX3 (GPX3 KO) ainsi qu’en absence de
I’activité antioxydante (SER MUT) ou du transport du sélénium (SEP TRC) de Seppl, cette
différence entre les macrophages pro et anti-inflammatoires n’est pas observée, suggérant que
ces molécules sont nécessaires pour I’acquisition du phénotype anti-inflammatoire M2 des

macrophages (Figures 4B et 4C). De plus, dans la population de macrophages WT, le traitement
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avec la cytokine anti-inflammatoire IL10 a augmenté le nombre de cellules exprimant le
marqueur anti-inflammatoire CD206 (récepteur au mannose) par rapport a la condition traité
avec la cytokine pro-inflammatoire IFNy (+12%, Figures 4B et 4C). Par contre, cette différence
n’est pas retrouvée dans les populations de macrophages SEPP KO et GPX3 KO. De plus, ce
phénotype est inversé en absence de I’activité antioxydante (SER MUT) et du transport de
sélénium (SEPP TRC) (Figures 4B et 4C). En effet, I’expression du récepteur CD206 est
augmentée dans les macrophages pro-inflammatoires par rapport aux macrophages anti-
inflammatoires dans ces deux modeles (Figures 4B et 4C).

Enfin, les macrophages WT pro-inflammatoires présentent une augmentation de 1’expression
d’un autre marqueur pro-inflammatoire (CCL3, le ligand de la chimiokine 3) (Figures 4D) par
rapport aux macrophages anti-inflammatoires (+25%, Figures 4E et 4F), tandis qu’aucune
différence n’a été observée dans les modeles invalidés pour les sélénoprotéines Sepp 1 et GPX3
KO (Figures 4E et 4F). Dans nos conditions expérimentales in vitro, une augmentation de
I’expression du marqueur anti-inflammatoire CD163 (Cluster Differentiation 163) par les
macrophages anti-inflammatoires WT a été observée (Figure 4E, 4F) alors qu’aucune
différence n’a ét€ trouvée dans les modeles Seppl KO et GPX3 KO.

L’ensemble de ces résultats indique que les sélénoprotéines GPX3 et Seppl sont nécessaires a

l'acquisition in vitro du profil anti-inflammatoire.
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Figure 4: Les sélénoprotéines sont requises pour induire le profil pro et anti-
inflammatoire des macrophages. (A) Afin d’évaluer I’importance des sélénoprotéines sur le
changement de phénotype des macrophages les cellules ont été€ activés avec IFNy ou IL-10 pour
obtenir un phénotype pro-inflammatoire M1 ou anti-inflammatoire M2, respectivement.
L’expression des marqueurs iNOS et CD206 a été quantifiée 3 jours apres cette activation. (B)
Le nombre de cellules exprimant le marqueur pro-inflammatoire iNOS et le marqueur anti-
inflammatoire CD206 étaient quantifiés manuellement grace a des expériences
d'immunofluorescence. (C) La quantification des marqueurs a été réalisée manuellement par le
comptage des cellules positives pour chaque protéine analysée. * p <0,05 iNOS : par rapport a
la condition IFNy ; CD206 : par rapport a la condition IL10. (D) Afin d’évaluer I’importance
des sélénoprotéines sur le changement de phénotype des macrophages les cellules ont été
activés avec IFNy ou IL-10 pour obtenir un phénotype pro-inflammatoire M1 ou anti-
inflammatoire M2, respectivement. L’expression des marqueurs CCL3 et CD161 a été
quantifiée 3 jours apres cette activation. (E) Le nombre de cellules exprimant le marqueur pro-
inflammatoire CCL3 et le marqueur anti-inflammatoire CD163 étaient quantifiés manuellement
grace a des expériences d'immunofluorescence. (F) La quantification des marqueurs a été
réalisée manuellement par le comptage des cellules positives pour chaque protéine analysée.
*p <0,05 CCL3 : par rapport a la condition IFNy ; * p <0,05 CD163 : par rapport a la condition
IL10. (n=6) Statistique : Test 2way ANOVA
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L’inflammation est perturbée en absence des sélénoprotéines ce qui compromet la

régénération musculaire

Au décours des analyses qui démontrent que les sélénoprotéines soutiennent 1’acquisition d’un
phénotype pro et anti-inflammatoire des macrophages in vitro, nous avons émis 1’hypothese
que ces molécules sont également nécessaires au changement de phénotype des macrophages
au cours de la régénération musculaire. Pour cela, nous avons analysé les muscles Tibialis
Anterior (TA) pendant plusieurs jours apres une lésion induite par la cardiotoxine, un venin de
serpent qui provoque la nécrose de la myofibre (Hardy et al., 2016) (Figure 5A). Notre équipe
a déja démontré que les macrophages sont requis apres une lésion musculaire. Les macrophages
acquierent dans un premier temps un phénotype pro-inflammatoire puis changent pour un
phénotype anti-inflammatoire dans un second temps (i.e. a partir du 2™ jour). Ce phénotype
anti-inflammatoire est maintenu jusqu’a la fin de la résolution de I’inflammation (i.e. 7¢m¢/8%me
jour) (Arnauld et al., 2007 ; Saclier et al., 2003 ; Mounier et al., 2013). Nos résultats montrent
qu’un jour apres la 1ésion la population de macrophages pro-inflammatoire est présente a plus
de 80% (Figure 5B), et qu’a partir du 2™ jour cette population se réduit en laissant la place aux
macrophages anti-inflammatoires qui augmentent de fagon tres importante (6 fois) (Figure 5B),
confirmant nos travaux précédents. Aucune différence significative n’a été observée entre les
modeles murins invalidés pour les sélénoprotéines et le modele murin contréle (i.e. WT) apres
la 1ésion musculaire induite par la cardiotoxine (Figure 5C). En outre, dans ces conditions, nous
avons identifié une population Ly6C positive intermédiaire au cours de la régénération.
Cependant, aucune différence n’a été identifié en prenant en compte cette nouvelle population
Ly6C positive intermédiaire (Figure 5D). De plus, aucune différence entre les groupes n’a été
identifiée pour les neutrophiles (Figure 5E).

Puis, nous avons analysé le role de ces molécules tout au long de la régénération du muscle
squelettique. Le parametre principal étudié pour évaluer l'efficacité de la régénération
musculaire est la surface transversale (CSA) des myofibres, car ce parametre est corrélé avec
la force musculaire (Desgeorges et al.,2019). Ainsi, la CSA des myofibres en régénération chez
les souris invalidées pour les sélénoprotéines a été évalué 28 jours post-lésion avec la
cardiotoxine (Figure 6A). Les fibres ont été analysées par immunomarquage anti-laminine (un
marqueur de la membrane basale). Ensuite 1’aire des fibres ont été quantifiées de facon semi-
automatique (Desgeorges et al., 2019) (Figure 6B). Aucune différence n’a été observée entre
les différents génotypes pour la masse des muscles normalisée avec la masse corporelle des

souris (Figure 6C). De plus, la moyenne de la taille des fibres musculaires de ces différents
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groupes est identique (Figure 6D). Afin d’analyser le pourcentage de myofibres fusionnées, la
quantification du nombre de noyaux par fibre musculaire a été effectuée. Aucune différence
significative entre les différents groupes n’a été trouvée, suggérant que le processus de fusion
cellulaire nécessaire pour la formation de nouvelles myofibres n'était pas altéré par 1’absence
de sélénoprotéines dans les macrophages (Figure 6E).

Cependant, de facon intéressante, malgré le fait que la distribution des CSA n’ait pas démontré
de différence entre les groupes SEPP KO et WT (Figure 6F), le groupe GPX3 KO a 2 fois plus
de petites myofibres (Figure 6G) par rapport au groupe controdle. De plus, les souris invalidées
pour le transport du sélénium par Seppl (SEPP TRC) possedent significativement moins de
petites myofibres par rapport au contrdle (Figure 6H). Le groupe de souris pour lesquelles la
fonction antioxydante de Seppln’est plus présente (SEPP SER MUT) présente le phénotype
inverse (Figure 6I), suggérant que la fonction antioxydante de Seppl est impliquée dans le
défaut de régénération.

Un autre indicateur pour analyser I’efficacité de la régénération des muscles squelettiques
consiste a mesurer la présence de lipides intramusculaires (Bouviere et Trignol et al., 2019).
Les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs), une population de cellules interstitielles
mésenchymateuses, peuvent se différencier en adipocytes apres une lésion musculaire et
augmenter 1'accumulation de graisse dans ce tissu (Jia and Sowers, 2019). Ainsi, la persistance
de lipides intramusculaires est associée a une altération de la régénération. Le pourcentage
lipidique a été quantifié de facon automatique grace au logiciel Image J, a I’aide d’une macro
développée par notre équipe. Une augmentation significative (2 fois) de lipides
intramusculaires a été mise en évidence chez les souris GPX3 KO par rapport aux souris
contrdle 28 jours apres la 1ésion (Figure 7), suggérant que la glutathion peroxydase 3 puisse
réguler la différenciation de FAPs en adipocytes pendant la régénération musculaire.

Bien que Seppl et GPX3 ne semblent pas requises pour le changement de phénotype des
macrophages pendant la régénération musculaire, I’ensemble de ces résultats suggerent que ces
molécules jouent un rdle direct sur I’homéostasie des myofibres un mois apres une lésion

induite par un venin de serpent.
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Figure 5 : Les sélénoprotéines ne sont pas requises pour induire un profil pro et anti-
inflammatoire des macrophages pendant la régénération musculaire. (A) Afin d’évaluer le
role des sélénoprotéines sur le changement de phénotype des macrophages in vivo pendant la
régénération musculaire, le modele de 1€sion du muscle Tibialis Anterior (TA) induite par la
cardiotoxine (CTX). (B et C) Les pourcentages de macrophages pro-inflammatoires, de
macrophages anti-inflammatoires, de macrophages intermédiaires (D) et de neutrophiles (E)
ont été analysés par cytométrie de flux 1, 2, 3 et 4 jours apres I'injection de CTX. (n=6)
Statistique : Test 2way ANOVA
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Figure 6: Les sélénoprotéines sont impliquées dans la régénération du muscle
squelettique. (A) Procédure expérimentale d’analyse de la régénération musculaire. Apres la
cardiotoxine, les muscles ont été€ prélevés au jour 28. (B) Immunomarquage anti-laminine pour
I’analyse de 1’aire moyenne transversale (CSA) des fibres musculaires de souris SEPP KO,
GPX3 KO, SER MUT et SEPP TRC. (C, D, E) Graphiques représentant le ratio de la masse
musculaire sur la masse totale du corps des souris 28 jours post-1ésion avec la cardiotoxine
(CTX), la moyenne de la CSA 28 jours post-1ésion CTX. (E) Graphiques (F) Le graphique
représente la distribution des myofibres au jour 28 entre WT et SEPP KO, (G) WT et GPX3
KO, (H) WT et SEPP TRC, (I) WT et SER MUT. * p <0,05 et ** p <0,01 par rapport au WT.
(n=8) Statistique : Test 2way ANOVA
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Figure 7 : L’absence de GPX3 augmente les lipides intermusculaires. (A) Vingt-huit jours
apres une lésion induite par la cardiotoxine, le marquage Noir Soudan a été réalisé sur des
muscles Tibialis Anterior issus de souris WT, SEPP KO, GPX3 KO, SEPP TRC et SER MUT
(B). Le graphique représente 1’aire de la fibre musculaire occupée par des lipides. (n=5)
Statistique : Test One way ANOVA

L’absence de la sélénoprotéine P dans les macrophages retarde I’acquisition du phénotype

anti-inflammatoire in vivo pendant la régénération du muscle squelettique

Afin d’analyser si la sélénoprotéine P (Seppl) dans les macrophages est capable de réguler la
transition du phénotype pro vers anti-inflammatoire pendant la régénération musculaire, nous
avons évalué ce parametre a I’aide d’un modele ou seulement la lignée myéloide ne dispose pas
de Seppl (LysM™; Sepp1¢e*) (Figure 8A). De plus, la délétion (entre 96 et 100%) du gene
Seppl dans les macrophages a été confirmé par PCR (Figure 8B). Lors des deux premiers jours
apres la 1ésion musculaire induite par la CTX, les expériences de cytométrie en flux (FACs)
montrent que les souris invalidées pour la sélénoprotéine Seppl présentent un profil
inflammatoire des macrophages identique a celui des souris contrdles (LysM™; Sepp1+*)
(Figures 8C, D, E). Cependant, de facon intéressante, le groupe LysM"; Sepp1<<+ présente
10% de plus de macrophages pro-inflammatoires par rapport au groupe contrdle 3 et 4 jours
apres la blessure (Figure 8E), ce qui indique que la sélénoprotéine P dans les macrophages est
nécessaire pour [’acquisition complete du phénotype anti-inflammatoire pendant la
régénération musculaire.

De plus, dans ces conditions, comme nous avons identifié une population Ly6C positive
intermédiaire au cours de la régénération, elle a été analysée en absence de Seppl dans les
macrophages. En prenant en compte cette nouvelle population Ly6C positive intermédiaire, la
population Ly6C positive pro-inflammatoire est toujours augmentée dans le groupe LysM™1;
Seppl<* 3 jours et 4 jours apres la 1ésion induite par CTX (Figure 8F), suggérant que les
macrophages dépourvus de Seppl présentent un défaut d’acquisition du phénotype anti-
inflammatoire. Enfin, les neutrophiles ont été analysé pendant les 4 jours de régénération sans
aucune différence significative entre les groupes (Figure 8G).

De plus, en utilisant le méme modele de lésion induite par la CTX (Figure 9A) aucune
différence n’a été observée pour la masse des muscles de ces souris, la moyenne de la CSA et

le nombre de noyau par fibre (Figures 9B, C, D, E). Cependant, 1’évaluation de la distribution
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des myofibres 28 jours apres la blessure nous a permis d’identifier que dans le groupe LysM™1;
Sepp1¢* les myofibres présentent une diminution des fibres par rapport au controle (Figure
9F), suggérant que la cinétique de la régénération est modifiée en absence de Seppl dans les
macrophages. Enfin, afin d’étudier la présence de lipides intramusculaires, un indicateur de
mauvaise régénération musculaire, nous avons réalisé une coloration au Noir Soudan qui nous
a permis d’identifier une tendance pour le groupe LysM™; Sepp1¢+a accumuler plus lipides

dans les muscles (Figure 9G, H).
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Figure 8 : La sélénoprotéine P dans les macrophages est requise pour induire un profil
pro et anti-inflammatoire des macrophages. (A) Afin d’évaluer I'importance de la
sélénoprotéine P endogeéne sur le changement de phénotype des macrophages in vivo pendant
la régénération musculaire, le modele de souris LysM™; Sepp1/+a été établi et la délétion de
Seppl dans les macrophages a été contrdlé par PCR (B). (C) Le modele de Iésion induite par la
cardiotoxine a été utilisé et les muscles tibialis anterieur (TA) ont été évalués pendant plusieurs
jours ainsi que les populations pro, intermediaires et anti-inflammatoires (D). (E) Le
pourcentage de macrophages pro-inflammatoires et anti-inflammatoires ont été analysés par
FACs 1, 2, 3 et 4 jours apres I'injection CTX. (F) La population pro et intermédiaire a été
démontré 1, 2, 3 et 4 jours apres I’'injection CTX et les neutrophiles (G). (n=6) Statistique :
2way ANOVA
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Figure 9 : La sélénoprotéine P dans les macrophages modifie la régénération musculaire.
(A) Afin d’évaluer le role de la sélénoprotéine P dans les macrophages sur le muscle
squelettique au cours de la régénération musculaire, les muscles ont été prélevé 28 jours apres
une lésion induite par de la cardiotoxine (CTX). (B) Immunomarquage anti-lamine pour
I’analyse de 1’aire moyenne transversale (CSA) des souris LysM™™; Seppl** et LysM™;
Sepp1<<+. (C) Graphiques représentant le ratio de la masse musculaire sur la masse totale du
corps des souris 28 jours post-lésion avec CTX. (D) Valeur de la moyenne de la CSA 28 jours
post-1ésion CTX. (E) Le graphique représente la fusion de myofibres in vivo. (F) Le graphique
représente la distribution des myofibres au jour 28 entre LysM"®; Seppl** et LysM™;
Sepp1¢+. (G et H) Les photos et les graphiques représentent I’analyse de la présence de lipides
intramusculaires. * p <0,05 par rapport au WT (n=6) Statistique : 2way ANOVA

La voie Wnt | f-catenine régule I’expression des sélénoprotéines dans les macrophages

Afin de déterminer le mécanisme de régulation des sélénoprotéines dans les macrophages une
collaboration a été établi avec Fabien Le Grand, qui a identifié récemment une réduction de
I’expression de deux transcrits d’intérét (Seppl et GPX3) selon I’état de différenciation des
cellules musculaires. En effet, les cellules satellites triées (Vcamlt; CD3145-11B") a différents
temps apres une blessure ont une expression des sélénoprotéines qui diminuent tout au long du
processus de différenciation cellulaire, alors que la voie Wnt/beta-catenin est activée et
augmente au cours de cette étape. Pour cette raison, nous avons émis 1’hypothese que la voie
de signalisation Wnt/B-catenine et les sélénoprotéines pourraient é&tre interconnectées
également dans les macrophages pour réguler 1’acquisition de leurs différents phénotypes et par
conséquent leurs fonctions paracrines. Nous avons étudié le role de la voie de signalisation Wnt
/B-catenine dans ce contexte apres traitement par un activateur (CHIR). Nous avons observé
que 6h et 24h apres le traitement avec CHIR, le géne Seppl est moins exprimé par rapport au
contrdole (DMSO). Apres 6h de traitement avec CHIR, le géne de la GPX3 est aussi moins
exprimé par rapport au contrdle (DMSO) (Figure 10), suggérant que Seppl et GPX3 sont

régulés par cette voie de signalisation dans les macrophages.
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Figure 10 : Wnt /b-catenine régule les sélénoprotéines dans les macrophages. Le graphique
représente les macrophages sans traitement (NT), trait¢é avec DMSO (DMSO) ou traité avec
I’activateur de la Wnt/b-catenine, CHIR dilué dans du DMSO (CHIR). Les macrophages ont
été trait€s pendant 6 ou 24h. (n=3) Statistique : Test 2way ANOVA
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Les différentes facettes des molécules Seppl et GPX3 : modulateurs paracrins des cellules

précurseures myogéniques et autocrins dans les macrophages

La nouveauté de nos travaux repose sur la démonstration du nouveau role des molécules Seppl
et GPX3, antioxydantes, qui agissent sur l'adaptation cellulaire puisqu'elles régulent I’équilibre
entre la production et I’élimination des especes dérivées de 1’oxygene (ROS) ainsi que le
transport du sélénium. Définir le role de ces molécules dans la plasticité des macrophages et la
régénération musculaire conduit a une avancée significative dans la compréhension des facteurs
capables de réguler les différents phénotypes des macrophages dans le cadre d’une
inflammation stérile. Dans cette étude, nous montrons que les sélénoprotéines des macrophages
promeuvent in vitro la fusion des précurseurs myogéniques et a la formation de myotubes.
Cependant, nous n’avons pas analysé 1’effet direct de ces sélénoprotéines sur les précurseurs
myogéniques.

L’hypothese d’un role direct est tout a fait envisageable, puisqu’il a ét€¢ déja démontré
I’importance de la régulation des ROS dans différentes étapes de la myogenese. Par exemple,
les ROS oxydent les cystéines clés de kinases comme ERK ou AMPK, un processus qui les
activent (Zhang et al., 2016 ; Morales-Alano and Calbet 2016). En effet, la translocation
nucléaire d’ERK persiste pendant toute la phase G1 de la prolifération, soulignant son
importance dans cet évenement cellulaire. Par ailleurs, les enzymes antioxydantes comme la
GPX3 modulent la signalisation dépendante de ces kinases par des signaux d’oxydo-réduction
(Anetal.,2018). Ainsi, il est envisageable qu’en absence de Sepp1 et de GPX3 (i.e. en présence
d’une quantité exacerbée de ROS) : 1) la prolifération des précurseurs myogéniques puisse étre
augmentée ; 2) la phase G1 (de la prolifération) du cycle cellulaire soit prolongée ; 3) la
différenciation et fusion de précurseurs myogéniques soient réduites. Cette hypothese vient
corroborer nos résultats ou la co-culture, entre le milieu des macrophages anti-inflammatoires
dépourvus de la protéine Seppl ou de la protéine GPX3 et les précurseurs myogéniques sains,
augmente la prolifération et réduit la fusion de ces derniers.

Une autre fonction particuliere de la Sepp1 est le transport du sélénium, qui dans cette étude a
été évalué par le modele SEPP TRC, ou la portion C-terminale de cette protéine responsable de
cette fonction a été abolie. Nos résultats de co-culture ont montré qu’en absence de sélénium
les macrophages pro-inflammatoires réduisent la prolifération des précurseurs myogéniques.
Dans ce contexte, il a été démontré que le sélénium a des effets anti-prolifératifs dans les

cellules cancéreuses (Zhang et al., 2013). Le mécanisme est dii a I’induction de la translocation
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de I’AMPK par le sélénium dans le noyau de ces cellules qui empéche 1'accumulation de la f3-
caténine dans celle-ci, suggérant que les effets antiprolifératifs cellulaires du sélénium sont
médiés par la voie AMPK/[3-caténine (Park et al., 2016). Ce fait souligne I’hypothese d’un effet
trophique du sélénium sur les précurseurs myogéniques.

Dans cette étude, nous avons vérifi€é I’hypotheése d’un role indirect de SEPP1 et GPX3 sur la
myogenese a partir de la régulation du phénotype des macrophages. Nous avons trouvé, qu’en
absence de Seppl et GPX3, les macrophages réduisent leur habilité a acquérir les phénotypes

inflammatoires. La cytokine IFNy utilis€ pour induire in vitro un phénotype M1 controle la

polarisation des macrophages par la signalisation de Jak-STAT. Il a été démontré que I’IFN-y
réprime les geénes cibles d’importance pour la transition de M1 vers M2. Un des genes les plus
réprimés est la Seppl (Kang et al., 2017), ce qui suggere I'implication de cette sélénoprotéine
dans I’acquisition du phénotype M2 par les macrophages, corroborant ainsi nos résultats. De
facon intéressante, nous avons également montré qu’en plus de réguler le phénotype M2, Sepp1
ainsi que GPX3 sont aussi capables de réguler le phénotype M1. Des expériences sur
I’expression de genes cibles de M1 (e.g. TNFa) démontre une expression plus faible dans les
macrophages Seppl dépourvus de I’activité peroxydase (SER MUT) ou du transport du
sélénium (SEPP TRC). De plus, au niveau protéique, d’autres marqueurs M1 pro-
inflammatoires (iNOS et CCL3) sont plus exprimés dans les macrophages Sepp 1 et GPX3 KO
polarisés avec I’'IL.10 (M2). En outre, les marqueurs M2 anti-inflammatoires (CD206 et CD163)
sont aussi plus exprimés dans les macrophages M1, confirmant notre hypothese selon laquelle
les macrophages n’acquierent que partiellement les phénotypes pro et anti-inflammatoires en
absence de ces sélénoprotéines.

Les études in vivo sur le phénotype des macrophages ont confirmé les résultats in vitro. Des
études précédentes de notre équipe ont montré qu’apres une blessure, les monocytes du sang
infiltrent le muscle endommagé et se différencient en macrophages pro-inflammatoires
(Ly6Cre). Ils stimulent la prolifération des myoblastes et inhibent leur fusion. Ensuite, les
macrophages pro-inflammatoires acquierent le phénotype anti-inflammatoire (Ly6Cr<¢) afin de
stimuler la fusion de myofibres et exercent ainsi des rdles trophiques séquentiels sur la
myogenese tout au long de la régénération musculaire (Saclier et al., 2003 ; Arnold et al., 2007 ;
Mounier et al., 2013). Dans ce travail, nous avons montré in vivo que dans le modele murin
pour lequel Seppl est invalidé seulement dans les macrophages, le nombre de cellules Ly6Chish
(population pro-inflammatoire) a 3 et 4 jours post-lésion cardiotoxine (CTX) est

significativement augmenté par rapport a un modele murin contréle, indiquant un retard de la
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transition du phénotype pro vers anti-inflammatoire pour les macrophages dépourvus de Sepp1

ou de GPX3.

Seppl, une molécule régulatrice d’une nouvelle sous-population de macrophages pendant la

régénération musculaire

Une population intermédiaire (Ly6Cine™) a été identifié dans les groupes évalués dans cette
étude. Trois et quatre jours apres une lésion musculaire, ’absence de Seppl dans les
macrophages a été également capable de réduire cette population intermédiaire. Malgré le fait
que cette population ne soit pas encore décrite dans le cadre de la régénération musculaire, elle
I’a déja été dans la régénération du rein (Clements et al., 2016). De facon intéressante, il a été
démontré que, parmi les genes impliqués dans 1’inflammation, I’expression du récepteur Trem
est fortement augmentée. Récemment, la signalisation de Trem a été identifiée comme une voie
majeure par laquelle les macrophages répondent a I’homéostasie lipidique au niveau des tissus,
soulignant que Trem?2 est un capteur clé des pathologies métaboliques dans de multiples tissus
et également une cible thérapeutique potentielle (Jaitin et al., 2019). Dans notre étude, en
absence de Seppl dans les macrophages, les muscles ont une tendance a accumuler des lipides
intramusculaires. Ainsi, le fait que les macrophages déficients pour Seppl présentent une
population moindre de Ly6Cinem et, comme il a été déja démontré que cette population présente
une expression élevée de Trem (corrélée a I’homéostasie lipidique) dans la régénération du rein,
ce mécanisme pourrait expliquer le phénotype d’accumulation lipidique intramusculaire
observée lors de la régénération musculaire d’un modele murin dans lequel Sepp 1 est invalidé
seulement dans les macrophages. De plus, ces résultats pourraient aider a élucider le role des

sélénoprotéines des macrophages dans les maladies inflammatoires comme 1’obésité.

Le phénotype musculaire modulé par le sélénium et les sélénoprotéines

La privation en sélénium a été associée a différentes pathologies chez ’homme, notamment les
dystrophies musculaires blanches (également appelés dystrophies musculaires nutritives)
caractérisées par la fatigue, une faiblesse musculaire, des troubles de la mobilité et des
problémes cardiaques (Rayman, 2012). Etant donné que le sélénium est nécessaire 2 la
biosyntheése et a l'activité des sélénoprotéines, de nombreuses études épidémiologiques ont
examiné si les génes de la sélénoprotéine pouvaient étre impliqués dans des maladies humaines

associées a une carence en sélénium (Bellinger et al., 2009). A ce jour, seules les mutations de
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la sélénoprotéine N (SEPN1) ont directement provoqué des troubles du muscle squelettique
(Castets et al., 2011). Dans notre étude, nous avons identifié que 1’absence de GPX3 peut
réguler la régénération musculaire par ’augmentation du nombre des petites fibres 28 jours
post-Iésion CTX. Cependant, de facon intéressante le phénotype est inversé en absence
du transport du sélénium (SEPP TRC). Nous avons trouvé une augmentation de 1’aire de section
transversale (CSA) dans ce groupe par rapport au controle.

Ce résultat pourrait étre di a une régulation entre le sélénium et la voie Wnt/B-caténine. La [3-
caténine activée est associée a la croissance cellulaire par sa fonction bien caractérisée en tant
que facteur de transcription (Moon et al., 2002). Dans le noyau, la (3-caténine peut former un
complexe de transcription avec les membres de la famille du facteur de lymphocytes T (Lef-1)
et par la suite favoriser l'expression de genes cibles (Novak et al., 1998). Les génes c-Myc et
cycline D1 (Shtutman et al., 1999) sont, par exemple, deux cibles de transcription importantes
de la B-caténine corrélées a la croissance cellulaire. De plus, en 'absence de signalisation Wnt,
la P-caténine libre est phosphorylée par la glycogene synthase kinase-3f3 (GSK-3f) et
rapidement ciblée pour la dégradation protéosomique (Amit et al., 2002 ; Gao et al., 2014).1l a
été démontré que plusieurs voies de signalisation induisent la phosphorylation de GSK-3f dans
d'autres types de cellules (Kang et al., 2004 ; Doble et al., 2003). Cependant, les études sur la
voie Wnt dans le muscle squelettique se sont concentrées sur l'activation de la voie de réponse
a l'insuline phosphatidylinositol 3-kinase/Akt (PI3K/Akt) et sur le facteur de croissance
analogue a l'insuline (IGF-1) (Rommel et al., 2001 ; Vyas et al., 2002). Il est intéressant de
noter que I’hypertrophie des muscles squelettiques est associée a la signalisation de 'IGF-1 et
a ’activation d’ Akt (Bodine et al., 2001, Egerman et al., 2014). A I'appui de ce modele, il a été
démontré que la phosphorylation de GSK-3[3 médiée par 1’ Akt activait la B-caténine pendant
I'hypertrophie des cardiomyocytes, soulignant I’importance de 1’activation de la voie Wnt/[3-
caténine pour I’hypertrophie (Haq et al., 2003). Cependant, une des molécules cible du sélénium
est la B-caténine. Il a été démontré que le sélénium inhibe la phosphorylation de la GSK3f sur
la serine 9 et de la 3-caténine sur la serine 552. De plus, 'AMPK qui a été induite par le sélénium
a entrainé la localisation nucléaire atténuée de la -caténine (Park et al., 2015). Ainsi, comme
le sélénium est un inhibiteur de la voie Wnt/f3-caténine, cruciale pour I’hypertrophie, en absence
de ce minéral, cette voie peut étre activée de fagon prolongée, ce qui pourrait expliquer nos
résultats d’hypertrophie musculaire dans notre modele SEPP TRC et LysM™ ;Sepp 1</, 11 est
a noter que nous avons identifi€ des fibres plus petites en absence de 1’activité antioxydante de
Seppl (SER MUT), soulignant que seul le transport du sélénium serait impliqué sur le

mécanisme d’hypertrophie. Afin de comprendre le role des fonctions antioxydantes et du
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transport du sélénium de Seppl dans les macrophages in vivo, des expérimentations de
transplantation de moelle osseuse de nos souris SEPP TRC et SER MUT dans des souris WT

seront effectuées.

La possible régulation de Seppl et GPX3 dans les macrophages par la voie de signalisation
Whnt/f-caténine

Dans notre travail, nous avons montré que 1’expression de Seppl dans les macrophages a été
plus faible par rapport au controle (DMSO) 6h ou 24h apres un traitement avec un activateur
de la Wnt/B-caténine (CHIR). Nous avons également observé une expression plus faible de
I’expression génique de GPX3 par rapport au controle (DMSO), 6h post-traitement avec ce
méme activateur. Cependant, il a été déja démontré que le DMSO est capable de produire des
ROS, comme le peroxyde d’hydrogene (Kwak et al., 2010). Sachant que le role majeur de la
GPX3 en tant qu'une enzyme antioxydante est de convertir le peroxyde d’hydrogeéne en eau
(Halliwell et al., 2006) afin de maintenir ’homéostasie cellulaire, il n’est pas surprenant que
son expression soit augmentée 6h apres la présence de DMSO dans le milieu de culture.

Il a été déja démontré que la voie Wnt/B-caténine dans les macrophages est impliquée dans
I’obtention phénotype M2 anti-inflammatoire. De plus, dans les macrophages, elle est
également associée au développement cardiaque, la réponse aux lésions cardiaques et a la
réparation du tissu (Palevski et al., 2017). Le premier résultat obtenu dans cette étude nous a
permis de démontrer une premiere évidence de la régulation de Seppl par la voie Wnt/[3-
caténine dans les macrophages. Ainsi, grace a une collaboration au sein de I’Institut
NeuroMyogene, nous essayons actuellement d’élucider le mécanisme par lequel cette voie est
impliquée dans la régulation de la transition des différents phénotypes inflammatoires des
macrophages par la sélénoprotéine P.

En conclusion, mon travail de doctorat a permis d’identifier pour la premiere fois 1’influence
des sélénoprotéines Seppl et GPX3 dans les macrophages sur les étapes de la myogenese in
vitro ainsi que leur importance pour I’acquisition d’un phénotype pro et anti-inflammatoire par
les macrophages in vitro et in vivo. De plus, ce phénomene semble étre modulé par la voie de

signalisation de la Wnt/3-caténine.
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La sélénoprotéine P est-elle capable d’induire les différents phénotypes des macrophages

via la régulation de GPX3 et I’activation de ’AMPK ?

Notre travail a fourni des preuves du role de la régulation des sélénoprotéines dans le phénotype
des macrophages et ses fonctions pendant la myogenese. Nous avons montré que la voie Wnt/[3-
caténine pourrait controler I’expression de ces molécules. Cependant, le mécanisme par lequel
les sélénoprotéines agissent sur les macrophages reste encore inconnu. Récemment, il a été
démontré que l'activation de I'AMPK est nécessaire pour l'acquisition in vitro et in vivo du
phénotype anti-inflammatoire des macrophages au cours de la régénération du muscle
squelettique (Mounier et al., 2013). De plus, il a été déja démontré qu’un dérivé réactif de
I’oxygene (ROS), peroxyde d’hydrogene, oxyde les cystéines 299 et 304 de I’AMPK (Morales-
Alano and Calbet 2016) puis I’active, ce qui suggere qu’une signalisation abolie des ROS peut
empécher la phosphorylation de I’AMPK. Pour cette raison, nous avons émis hypothése que la
GPX3, enzyme antioxydante responsable de la conversion du peroxyde d’hydrogeéne en eau,
peut atténuer cette signalisation dépendante de ROS dans les macrophages et par conséquent
réduire la phosphorylation de I’AMPK. La Seppl est également capable d’agir comme une
enzyme antioxydante grace a son activité peroxydase (Kurokawa et al., 2014) et par conséquent
éliminer le peroxyde d’hydrogene en présence. De plus, le deuxiéme role connu de la Sepp1 est
celui de transporter le sélénium, nécessaire pour la synthese d’autres sélénoprotéines comme la
GPX3. Ainsi, la Sepp1 peut réguler I’AMPK via le contrdle de la production de ROS de facon
indirecte par la syntheése de la GPX3 ou directement par son activité antioxydante (Figure 11A).
Afin de vérifier I’hypotheése du rdle indirect de Seppl sur les ROS, nous avons comparé
I’expression de GPX3 dans des macrophages contrdles (WT), des macrophages ne pouvant pas
absence transporter le sélénium (SEPP TRC) et des macrophages ayant une activité
antioxydante altérée (SEPP MUT). La réduction de I’expression de GPX3 dans le groupe SEPP
TRC confirme notre hypotheése. En effet, les résultats nous ont permis d’identifier qu’en
absence de transport du sélénium (SEPP TRC), le gene de la GPX3 dans les macrophages pro-
inflammatoires M1 (induit par IFNy) est moins exprimé par rapport au groupe SER MUT.
Cependant, ce geéne est plus exprimé dans les macrophages SEPP TRC par rapport aux
macrophages controles (Figure 11B). Ainsi, nous avons analysé I’expression de la protéine
GPX3 afin de comprendre si le transport du sélénium peut affecter sa régulation post-
transcriptionnelle. Les résultats montrent une réduction de I’expression de GPX3 dans les

macrophages SEPP TRC, par rapport aux macrophages contrdles et au macrophages SER MUT
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(Figure 11C), ce qui confirme I’hypothese selon laquelle Sepp1, grace a sa fonction de transport
du sélénium, puisse agir de fagon indirecte sur les ROS pour la régulation de la GPX3.

Afin de déterminer si les sélénoprotéines Seppl et GPX3 et ' AMPK sont interconnectées dans
les macrophages pour induire leurs différents phénotypes et par conséquent leurs fonctions
paracrines, nous avons étudié la voie de signalisation de 'AMPK apres traitement par 'IFNy
des macrophages. Des résultats préliminaires montrent qu'en absence de Seppl et de GPX3, les
macrophages pro-inflammatoires présentent une nette diminution de la phosphorylation de
I'AMPK. Cette méme expérience a permis d’évaluer qu’apres un traitement avec les activateurs
de I’AMPK, damage-associated molecular patterns (DAMPs) et AICAR, les macrophages
déficients pour les sélénoprotéines n'étaient pas en mesure d'activer ' AMPK par rapport aux
macrophages contrdles (Figure 11D), suggérant que Seppl et GPX3 peuvent controler le

changement de phénotype des macrophages via I’AMPK.
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Figure 11: La Sélénoprotéine P régule la GPX3 et Pactivation de FAMPK dans les
macrophages. (A) Mécanisme de contrdle des phénotypes proposé : 1) La Seppl participe a la
synthese de GPX3, par sa fonction de transport du sélénium. La GPX3 empéche la production
de ROS, ce qui dérégule I'activation de ’AMPK et par conséquent le phénotype des
macrophages. 2) La Seppl empéche la production de ROS de facon directe, par sa fonction
antioxydante, ce qui déclenche la dérégulation de I’activation de I’AMPK et par conséquent le
phénotype des macrophages. (B) Niveau d’expression de I’ARN messager de GPX3 dans les
macrophages M1 (induits avec IFNy) WT, SEPP TRC ou SER MUT. (C) Expression de GPX3
dans les macrophages WT, SER MUT et SEPP TRC M1 (induit par IFNY) ou M2 (induit par
IL-10). (D) Phosphorylation de I’AMPK en présence de DAMPs ou d’ AICAR pendant 1 heure.

Est-ce que la sélénoprotéine P inhibe I’expression du récepteur aux glucocorticoides

pour controler les différents phénotypes des macrophages ?

Une autre perspective est d’étudier si la sélénoprotéine peut réguler I’expression de genes qui
induisent l'acquisition du profil pro ou anti-inflammatoire des macrophages. Il a été déja
démontré que le récepteur aux glucocorticoides (GR), un régulateur clé du profil anti-
inflammatoire des macrophages, agit dans ces cellules en réprimant les genes pro-
inflammatoires comme iNOS pour 1’acquisition d’un phénotype anti-inflammatoire (Glass and
Ogawa, 2006). De plus, il a été démontré que le GR inhibe la transactivation du gene de la
Seppl (Rock and Moos, 2009). Cependant, aucun travail n’a étudié la régulation potentielle de
Seppl sur le GR. Ainsi, des expériences in vitro ont été réalisées afin d’identifier cette possible
modulation. Nos résultats montrent que les macrophages SEPP KO anti-inflammatoires (induits
par IL-10) expriment moins de GR par rapport au contréle, ce qui pourrait confirmer

I’hypothese de la régulation du GR par Seppl. (Figure 12)
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Figure 12 : Sélénoprotéine P régule le récepteur aux glucocorticoides et la répression des
genes pro-inflammatoires. (A) Expression du récepteur aux glucocorticoides (GR) dans les
macrophages naifs (NT), pro-inflammatoires (induit par IFNY) ou anti-inflammatoires (induit

par IL10), traités ou non traités avec de la dexamethasone (DEXA).
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Heparan sulfate mimetic accelerate post-injury skeletal muscle regeneration

Bouviere J*, Trignol A", Hoang DH, Del Carmine P, Goriot ME, Ben Larbi S, Barritault D,
Banzet S, Chazaud B

Au cours de ma these, j'ai participé€ a une étude sur le role d’autres molécules de l'environnement
des cellules-souches musculaires, les glycosaminoglycanes. Une collaboration a été établie
entre le laboratoire et la société OTR3, qui développe des glycosaminoglycanes mimétiques ou
"agent de la régénération tissulaire" (RGTA®), qui sont bénéfiques dans divers modeles de
réparation tissulaire, comme la peau. L’objectif de cette étude a été de déterminer si le
traitement avec le RGTA® peut étre bénéfique a la régénération musculaire, et si oui, sur quelles
étapes de la myogenese ou d'autres processus impliquant les cellules du microenvironnement.
Ma contribution au projet a été : 1) analyse des étapes de la myogenese in vitro apres le
traitement avec le RGTA ; i1) analyse in vivo du rdle de RGTA sur ’homéostasie du muscle

squelettique apres une lésion ; iii) collaboration a I’écriture de I’article.
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1. Composants de 1’agent régénératif (RGTA) et leurs effets biologiques

La matrice extracellulaire (MEC) joue un rdle central dans I'intégrité et le remodelage des tissus.
Le remodelage tissulaire est régulé par des signaux spécifiques (ou des peptides de
communication tels que des facteurs de croissance) de l'espace extracellulaire autour des
cellules. Ces signaux peuvent €tre déclenchés par une famille de polysaccharides appelée
sulfates d’héparane, qui jouent un role essentiel dans la structure de la matrice extracellulaire
en établissant un pont entre différentes protéines de la matrice, telles que le collagene et
I’élastine (Witjas et al., 2018).

En cas de 1ésion tissulaire, des enzymes spécifiques appelées glycanases détruisent les sulfates
d’héparane (HS), ce qui compromet 1’activation des signaux spécifiques. Ensuite, d'autres
enzymes appelées protéases alterent également ces signaux ainsi que d'autres protéines
structurelles de la matrice extracellulaire comme les glycosaminoglycannes (GAG)
mimétiques. Par conséquent, de nombreuses études ont évalué le traitement de ces molécules
synthétisées, qui constituent la matrice extracellulaire sur la modulation tissulaire.

Les GAG mimétiques composés de chaines polysaccharidiques linéaires participent a de
nombreux processus biologiques par l'interaction avec diverses biomolécules. Certains
mimétiques naturels existent, tels que le chitosan et le fucoidane. Cependant, 1'utilisation de
molécules synthétiques est préférable aux molécules naturelles car elles fournissent une
constitution plus homogene ce qui réduit la variabilité biologique. Les principaux composants
synthétiques sont des poly/oligosaccharides, des polypeptides et des polymeres. Parmi ces
éléments, 1’agent régénératif (RGTA) est le plus connu actuellement et également utilisé dans
notre étude. Le RGTA est composé d'un polymere de dextrane, abritant des groupes sulfatés et
carboxyméthylés uniformes. Certaines formes de RGTA sont des molécules de qualité clinique
générées selon les bonnes pratiques de fabrication (BPF) avec les deux molécules principales
OTR-4120 et OTR-4131 contenant un groupe acétyle supplémentaire. Cela confere une plus
grande affinité aux molécules de signalisation telles que FGF-2 et CXCL-12. Ils ont également
des effets distincts sur différents types de cellules. Par exemple, OTR-4131 exerce une action

plus efficace sur la prolifération des cellules progénitrices endothéliales et hématopoiétiques.
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1.1 Les mécanismes d'action moléculaires du RGTA

Le RGTA agit comme un agent mimétique des HS, proches de I'héparine mais sans activité
anticoagulante (sauf a des doses €levées). Les facteurs de croissance connus pour interagir avec
les HS sont appelés facteurs de croissance de liaison a I'héparine (HBGF) et comprennent des
molécules telles que les FGF, le VEGF, le CXCL-12 ou le TGFp. Par conséquent, les RGTA
stabilisent et protegent certains de ces facteurs contre la dégradation enzymatique (Rouet et al.,
2006). Le RGTA possede des propriétés mécaniques et sont résistants a la glycanase, tout en
inhibant d'autres enzymes dégradant les composants de la matrice tels que 1'élastase des
neutrophiles, la plasmine ou I'héparanase (Rouet et al., 2005). De plus, le RGTA est bien toléré

et peut €tre administré a la fois par des injections locales et systémiques.

1.2 Le RGTA et la réparation tissulaire

Le RGTA a démontré des propriétés de réparation prometteuses avec peu d’effets secondaires
dans divers modeles de réparation tissulaire tels que la peau, les os, les tendons et la parodontite
(Barbier-Chassefiere et al., 2009 ; Colombier et al., 1999, Jacquet-Guibon et al., 2018 ; Escartin
et al., 2003). De plus, le RGTA est en cours d'évaluation pour des applications cliniques pour
la cicatrisation des plaies et la réparation de la cornée via une administration locale. L'action du
RGTA dépend de la dose. En effet, il a été supposé qu'un exces de RGTA déclenche une réponse
exacerbée des récepteurs des facteurs de croissance lors de la fixation des facteurs de
croissance. Le RGTA est ensuite éliminé dans la circulation sanguine, ce qui explique
I’inefficacité des doses plus élevées. Le traitement avec RGTA induit une élévation de
I'angiogenese, probablement par un mécanisme d’interaction avec le VEGF. Cet effet récurrent
est observé dans divers modeles de réparation tissulaire (Garcia-Filipe et al., 2007 ; Lafont et

al., 2004).

1.3 RGTA dans la réparation du muscle squelettique

Dans la réparation du muscle squelettique, le réle du RGTA n'a été exploré jusqu'a présent que

dans la phase aigué des modeles précliniques, ce qui rend difficile la distinction entre les effets

sur les facteurs inflammatoires et les propriétés améliorant la régénération.
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Dans les études utilisant des l1ésions d'écrasement et d'ischémie des membres postérieurs de rat,
le RGTA a été toujours injecté immédiatement apres la 1€sion. Dans ces études, 1'action du
RGTA s'est révélée indépendante de la maniere dont il était administré (injection
intramusculaire ou systémique). Apres une seule administration du RGTA, les études ont
observé une accélération de la régénération musculaire (Meddahi et al., 2002 ; Chevalier et al.,
2015). La taille et le nombre de nouvelles myofibres ont augmenté et leur maturation était plus
rapide. De plus, le RGTA a induit une diminution de la fibrose musculaire. Une seule étude a
utilisé le RGTA de qualité clinique dans un modele préclinique de 1ésion musculaire et a
démontré un nombre plus élevé de noyaux dans les myofibres, suggérant une augmentation de
la fusion des myofibres. Dans tous les modeles, une amélioration de 1'angiogenese a également
été observée, de méme qu'une augmentation locale des facteurs proangiogéniques (VEGF) dans
les tissus (Chevalier et al., 2015).

Le RGTA agit également comme un inhibiteur enzymatique, avec une diminution observée de
l'activité de la calpaine pendant la régénération musculaire, confirmée dans les cultures de
cellules progénitrices myogéniques (Zimowska et al., 2001). Des études in vitro utilisant des
lignées de cellules myogéniques ou des cellules primaires de rats ont montré que les effets du
RGTA étaient également liés a la dose, avec des concentrations efficaces favorisant a la fois la
croissance cellulaire et la fusion (Barbosa et al., 2005 ; Zimowska et al., 2005). Ces effets sur
la prolifération myogénique étaient principalement dus a la FGF-2, alors que son action
biologique sur la fusion était associée a la mobilisation du calcium et a l'activité de la calpaine.
Ainsi, des recherches plus poussées sont nécessaires pour élucider la fenétre de traitement et le
mécanisme d'action du RGTA sur les différents types de cellules qui participent a la

régénération musculaire.

1.4 Le facteur différentiel de notre €tude

Dans cette étude, pour disséquer les effets du RGTA sur la régénération du muscle squelettique,
nous avons utilisé le RGTA synthétique, (molécule appelée OTR4133) dans le modele de Iésion
chimique induite par injection de la cardiotoxine, qui cible de fagcon homogene tout le muscle
(au contraire des l€sions mécaniques qui ciblent de maniere hétérogene les différentes parties
du muscle) et qui est hautement reproductible et bien établi sur les parametres de cinétique des
processus biologiques impliqués a la myogenese, 1’angiogenese, l’inflammation et au
remodelage de la matrice extracellulaire. La premiere phase est la phase inflammatoire pendant

lequel les cellules inflammatoires envahissent le muscle endommagé, phagocytent les débris
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tissulaires et stimulent l'expansion des cellules-souches musculaires (MuSCs). Au moment de
la résolution de l'inflammation (jour 2-3), la phase de récupération commence, les MuSC
quittent le cycle cellulaire, proliferent (jour 3 a 4 apreés la lésion) et s'engagent dans la
différenciation myogénique terminale et fusionnent pour former de nouvelles myofibres (jours
6-14). Pendant la phase de récupération, nous observons la formation de nouveaux vaisseaux,
car l'angiogenese est couplée a la myogenese (Latroche et al., 2017).

Dans la présente étude, nous avons identifi€ les effets d'une seule injection de RGTA pendant
la phase de récupération, mentionné précédemment, et évalué les résultats concernant
I’efficacité de la régénération. Les données ont montré que pendant la phase de récupération,
I'administration du RGTA a stimul€ la fusion des MuSCs, I’angiogenéese et la maturation des

vesseaux, accélerent la régénération musculaire.
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Abstract 100-200 words

Although skeletal muscle is capable of complete recovery after an injury, specific situations
requires support or acceleration of this process, such as in elderly and athlete,
respectively. Skeletal muscle regeneration is due to muscle stem cells that undergo adult
myogenesis, a process sustained by muscle stem cell environment. Although recognized as
important, extracellular matrix (ECM) has been overlooked in this process. Matrix-based
therapy aims at improving ECM remodeling to support tissue repair. In this context, we
investigated the properties of a single injection of the clinical grade glycosaminoglycan
mimetics RGTA® (ReGeneraTing Agents) on skeletal muscle regeneration in a context
compatible with a clinical application, i.e., three days after the injury. Our results show
that RGTA®-treated muscles showed an increase of the number of myonuclei in
regenerating myofibers and an increase of the capillarization of the new myofibers. In vitro
experiments showed that RGTA® directly acts on muscle stem cells by stimulating their
fusion into myotubes and on endothelial cells by stimulating the formation and maturation
of vessels in a 3D culture set up. These results indicate that a single administration of
RGTA® in regenerating muscle stimulated both myogenesis and angiogenesis, thus
accelerating skeletal muscle regeneration.

Impact statement

Although highly powerful in normal condition, post-injury skeletal muscle regeneration is
less efficient in some situations, such as obese, elderly or resting people. In other context,
such as high-performance sport, skeletal muscle regeneration must be shortened but in a
way ensuring a full functional recovery. In this context, our results show that a single
injection of the clinical grade glycosaminoglycan mimetics RGTA® (ReGeneraTing Agents)
in a context compatible with a clinical application, i.e. three days after the injury is
beneficial for skeletal muscle regeneration, through the stimulation of both myogenesis

and angiogenesis.
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Introduction

Adult skeletal muscle is highly adaptable to the physiological demand. Moreover, skeletal
muscle is capable of complete recovery after an injury, thanks to the activation of muscle
stem cells (MuSCs) that activate, expand, differentiate and finally fuse to form new
functional myofibers (1). While historical investigations have focused on MuSCs, which are
indispensable for muscle regeneration, more recent studies have evidenced that their
environment is equally important for the efficacy of the regeneration process (2, 3). MuSC
environment encompasses several cell types as well as the extracellular matrix (ECM)
which has been overlooked in the regeneration process. Indeed, much attention has
focused on the pathological development of excessive ECM, which is fibrosis (4), but the
physiological roles of ECM remodeling remains poorly understood. The mechanisms by
which ECM components support skeletal muscle regeneration are still largely unknown,
due to technical limitations for the study of the large and insoluble ECM proteins and
glycoproteins. Nevertheless, attempts have been made to manipulate skeletal muscle ECM
in order to improve muscle repair, notably through the use of ECM scaffolds to restore
volumetric muscle loss (5).

Matrix-based therapy aims at improving ECM remodeling to support tissue repair. In this
context, components such as RGTA® for ReGeneraTing Agents include polymeric molecules
that bind growth factors and cytokines and modulate their activity. Glycosaminoglycan
mimetics mimic their capacities to sequester and present soluble factors to their receptors
(6, 7). RGTA® are resistant to enzymatic degradation, and replace heparan sulfates (HS) at
heparan-binding sites in the matrix, allowing the ECM scaffold and growth factors to
reposition in the cellular microenvironment (7). Among the latest developed RGTA® are
dextran polymers, harboring controlled sulfated or controlled sulfated carboxymethyl and
acetylated groups and acting as an HS mimetic (7, 8), that has proven to improve repair of
various tissues including skin (9), bone (10), tendon (11), or periodontal tissue (12), with no

toxicity (13).

First developed RGTA® were tested in mechanical models of skeletal muscle injury, in
healthy rats, where they were injected at the time of the damage. Results have shown an

acceleration of the regeneration process assessed by the kinetics of myosin heavy chain
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expression (14). Injection of RGTA® was also tested in the model of hindlimb critical

ischemia that induces muscle injury, where it was also injected at the time of the damage.
Results showed a protective effect of RGTA® on myofibers, and an improvement of the
muscle repair process, mainly due to an increase of surviving myofibers (15). A clinical
grade RGTA® was more recently used in the same context of hindlimb ischemia (16). It was
shown that RGTA® increases the number of myonuclei, indicative of beneficial effect on
myogenesis, as well as an increase of vessel density, indicative of a beneficial effect on
angiogenesis (16). Here again, the administration was concomitant to the injury,
preventing to discriminate the effects of RGTA® on cell survival versus on tissue repair.
Moreover, administration of a therapeutic agent at the time of injury is not translatable to

the clinical practice.

To dissect RGTA® effects on skeletal muscle regeneration, we used a defined RGTA®
(namely OTR4133 with carboxymethyl sulfate and acetate groups) in a model of toxic
injury that targets the whole muscle (on the contrary of mechanical injuries that
differentially affects the various parts of the muscle) and which is highly reproducible and
well-established in term of kinetics of the biological processes involved (i.e., myogenesis,
angiogenesis, inflammation, ECM remodeling). The first phase is the inflammatory phase
during which inflammatory cells invade the damaged muscle, clean the tissue debris, and
stimulate MuSC expansion (1-3). At the time of the resolution of inflammation (day 2-3),
the recovery phase begins, MuSCs exit the cell cycle, proliferate (days 3-4 post-injury) and
commit into terminal myogenic differentiation and fuse to form new myofibers (days 6-14)
(17). During the recovery phase, the formation of new vessels is observed, since
angiogenesis is coupled with myogenesis (18). In the present study, we identified the
effects of a single injection of RGTA® at the time of recovery during skeletal muscle
regeneration and evaluated the outcomes on regeneration efficiency. Data showed that
during the recovery phase, RGTA® administration stimulated MuSC fusion and

angiogenesis, accelerating muscle regeneration.
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MATERIAL AND METHODS

Muscle injury. Adult 9-week-old C57BL/6J male mice were used according to the French
legislation. Injury was induced by injecting 50 pl of cardiotoxin (Latoxan, 12 uM) in each
Tibialis Anterior muscle as previously described (17). RGTA® (GAG mimetic ([OTR-4133), a
close molecule to OTR4131 (11), provided by OTR3 Company, Paris, France), was injected
into regenerating muscle 3 days after cardiotoxin injury at 1 pg/10 pl/muscle (control
muscle was injected with 10 pl of PBS /muscle). Mice were euthanized 8 and 28 days after
injury and muscles were harvested, frozen in liquid nitrogen-precooled isopentane and
stored at -80°C. Ten micrometer-thick cryosections were prepared for histological analysis.
Histological staining. Muscle sections were stained with Hematoxylin-Eosin to evaluate
the overall regeneration process. Sudan black staining was made to stain lipids: sections
were dehydrated in ethanol 70% for 10 sec, stained in Sudan Black solution (Sigma-Aldrich)
for 2h, counterstained with Hemalun (Sigma-Aldrich) for 1 min and mounted with
Fluoromount-G Mounting Medium (Interchim). The entire muscle section was scanned
with an Axio Scan. Z1 microscope (Zeiss) at 20X objective connected to a 3 CCD HV-F 2025
color camera (Hitachi). Stained area was quantified using Image J software and was

represented as a percentage of the entire muscle section area.

Histological immunolabeling. Muscle cryosections were treated with primary antibodies
as in (18) for the detection of laminin (#L9393, Sigma-Aldrich) and of CD31 (Abcam,
ab28364) revealed with Cy3- or FITC-conjugated antibodies (Jackson Immunoresearch Inc).
Nuclei were labeled with Hoechst (Sigma-Aldrich). For laminin immunolabeling, the entire
cryosections were automatically scanned at X10 objective using an Axio Observer.Z1
(Zeiss) connected to a CoolSNAP HQ2 CCD Camera (photometrics). The image of the whole
cryosection was automatically reconstituted in MetaMorph Software. Cross Sectional Area
(CSA) was measured using a macro developed under Imagel software (19). For CD31
evaluation, about 10-12 pictures were recorded at 20x objective. The number of vessels
(CD31 positive structures exhibiting a nucleus) and the number of myofibers were

counted.

Muscle stem cell culture. MuSCs were extracted from mouse muscle hindlimbs from 3 to 5

weeks of age as described previously (17). Cells were cultured on 2-well permanox
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chambers (Nunc Lab-Tek) coated with Matrigel Matrix Growth Factor Reduced (Corning,

356231) (1/10). For proliferation assay, MuSCs were seeded at 10000 cell/cm’ in
proliferation medium [DMEM/F12 (Gibco), 20% Fetal Bovine Serum (Gibco) and 2%
Ultroser™ G (Pall Inc)] for 6 h, washed 3 times with PBS and were incubated in
proliferation medium containing or not RGTA® (10 pg/ml) for 1 day at 37°C.
Immunolabeling for Ki67 (Abcam, ab15580) was performed as described in (17). For fusion
assay, MuSCs were seeded at 30000 cell/cm? in proliferating medium for 6 h then they
were switched to differentiation medium [DMEM/F12, 2% horse serum (Gibco)] containing
or not RGTA® (10 pg/ml) for 3 days at 37°C. Phalloidin staining (Sigma-Aldrich, P5282) was
used to label actin and Hoechst to stain nuclei. Pictures were recorded using a Zeiss
Observer Z1 microscope connected to a Coolsnap HQ (Photometrics) camera at 20x
magnification. About 6-8 randomly chosen fields were counted. The number of
ki67positive cells was expressed as a percentage of total nuclei. The number of nuclei per
cell was counted, defining several classes of myotubes. Fusion index was calculated as the

number of nuclei within myotubes upon the total number of nuclei.

3D angiogenesis culture assay. 3D culture was carried out as previously described (18).
Briefly, HUVECs were infected with lenti-GFP, were seeded on cytodex beads and
embedded into a fibrinogen solution. The cells/fibrinogen solution was allowed to clot and
form a gel in 8-well glass Lab-Tek. When set, EndoGro medium containing or not RGTA®
(10 pg/ml) was added on top of the gel and was changed every 2 days. After 6 days,
cultures were captured using a Zeiss Observer Z1 microscope connected to a Coolsnap HQ
(Photometrics) camera at 10x objective. Analysis was done with Image) software as

described in (18).

Statistical analysis. Results are expressed as means + SEM. Statistical analyses t-tests and
ANOVA as described in the figure legends. The number of experiments is indicated in the

figure legends.
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Results and Discussion

RGTA® was in situ administrated 3 days post-injury. In this way, the effects of RGTA® were
analyzed on the recovery phase of muscle regeneration, that takes place after the
inflammatory phase is resolved (20). Days 8 and 28 post injury were chosen to evaluate
the direct impact and the long-lasting effects of RGTA® on muscle regeneration,
respectively. RGTA® show a dose-dependent effect on tissue repair with a bell-shaped
curve (7). Pharmacokinetic studies showed a durable accumulation (8 days) of RGTA® at
sites of injury/regeneration when administrated once at the time of the injury, either
locally or systemically (21), suggesting that a single injection could be optimal. The dose

chosen was adapted from previous studies and results from OTR3 (16).

RGTA" is beneficial to skeletal muscle regeneration by increasing muscle cell fusion and
angiogenesis

Cardiotoxin-injected Tibialis Anterior muscles presented a homogenous regeneration
pattern indicating that the puncture made at day 3 post-injury (of either saline or RGTA®)
did not induce a supplementary locally lasting injury (Figure 1A). At day 8 after injury,
there was no difference in weight between the RGTA®-treated and control muscles (Figure
2A). Laminin immunostaining, to label the basal membrane surrounding each myofiber,
was made to analyze the number and size of myofibers (Figure 1B). The total number of
myofibers was not changed (Figure 2A), neither the size of the myofibers (Figure 2C,D).
However, our analysis showed that RGTA® treatment induced an important increase of the
number of myonuclei per myofiber (+145%) (Figure 2E) that leaded to the increased
number of myofibers presenting 4 or more nuclei on the muscle sections (Figure 2F). This
result suggests that RGTA” treatment increased myogenic cell fusion at the time of the
formation of new myofibers during muscle regeneration. Sudan Black staining indicated
that the area covered by lipids decreased by 60% in RGTA®-treated muscles (Figure 1C,
Figure 2G). Lipid accumulation in regenerating muscle is a hallmark of defective
regeneration, adipocytes deriving from Fibro-Adipogenic Precursors (FAPs) (22). However,
the level of lipid staining was very low even in the control muscles (0.3% of the total
muscle area) suggesting no major change in FAP homeostasis. Finally, immunostaining for

CD31 (expressed by endothelial cells) was performed to analyze the capillarization of
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myofibers. The number of capillaries/myofiber was increased by 134% in RGTA®-treated

muscles as compared with the control muscles (Figure 1D, Figure 2H), indicating that
RGTA” increased angiogenesis during muscle regeneration.

Similar analyses were performed at day 28 after the injury to evaluate the long-lasting
effects of RGTA®-treatment (Figure 3). Muscle weight (Figure 4A), myofiber number
(Figure 4B) and size of the myofibers (Figure 4C,D) were not changed by RGTA® treatment.
The mean number of nuclei in myofibers was normalized between the two conditions
(Figure 4E) while the distribution of the myofibers according to their number of myonuclei
was still statistically different, indicating that myofibers with high numbers of nuclei were
more numerous in RGTA®-treated muscles than in control muscles (Figure 4F). Adiposis
staining was very low at day 28 post-injury with no difference between control and RGTA®-
treated groups (Figures 3C, 4G). On the contrary, capillarization of the myofibers was still
123% higher in RGTA®-treated muscles than in control muscles (Figures 3D, 4H).
Altogether, these results indicate that RGTA® administration at the time of the resolution
of inflammation supported the recovery processes and accelerated muscle regeneration. A
previous study reported an increased size of generating myofibers upon RGTA® treatment,
the mimetic was administrated at the time of the injury (which was ischemia/denervation)
and the treatment was associated with a decrease of cell damage (15). In a similar critical
hindlimb ischemia, where the first damage is vascular, RGTA® administration at the time of
injury increased the density of myonuclei and that of vessels 8 days after ischemia (16).
Our in vivo results indicate a long-lasting effect of RGTA® on muscle cell fusion and on
angiogenesis during muscle regeneration.

RGTA® directly acts on muscle stem cells and endothelial cells to stimulate myogenesis
and angiogenesis in vitro

Upon activation after muscle injury (i.e., plating in culture), MuSCs first proliferate to
expand, then exit the cell cycle to commit into terminal differentiation to fuse together to
form multinucleated myotubes, which prefigure the myofibers in vitro. MuSC proliferation
and differentiation/fusion are regulated by opposite molecular mechanisms (1). To confirm
the above in vivo observations at the cell level in vitro, culture experiments were

performed in the presence of RGTA®. In vitro and in vivo comparisons are difficult to make

155



Downloaded by Univ Of Western Ontario from www liebertpub.com at 05/08/19. For personal use only.

Page 9 of 19

Tissue Engineering
Heparan sulfate mimetic accelerate post-injury skeletal muscle regeneration (DOI: 10.1089/ten.TEA.2019.0058)

This paper has been peer-reviewed and accepted for publication, but has yet to undergo copyediting and proof correction. The final published version may differ from this proof.

9
since the accessibility of the cells to the compound in vivo is difficult to assess. We

therefore tested a range of RGTA® concentrations to investigate its effect on MuSC fusion,
since the major outcome observed in vivo was an increase of the number of myonuclei per
myofiber. Myotubes were identified as structures containing several nuclei after staining
for the ubiquitous cytoskeletal component actin (Figure 5A,B). Our results show that a
concentration of 10 pg/ml of RGTA® produced the most consistent effect on several
primary cells (data not shown) and was chosen. In accordance with the increased number
of myonuclei in regenerating myofibers in RGTA®-treated muscles in vivo, RGTA®
stimulated MuSC fusion (+145%), dramatically increasing the appearance of myotubes
exhibiting high number of nuclei (Figure 5A,B). Consistently, RGTA® induced a decrease of
the proliferation of MuSCs (-19%) (Figure 5C,D) that was evaluated after immunostaining
for ki67 that labels cycling cells. These results show that RGTA® directly promotes MuSC
fusion, in accordance with the in vivo results. Previous studies, using either cell lines or rat
primary cells, showed that the effects of RGTA® are dose-dependent, and for the efficient
concentrations, promotes both cell growth and fusion that were analyzed in the same
experiment (23-25). RGTA® proliferative effect was mainly driven through its potentiating
effect of FGFb on MuSCs (24). Similarly, RGTA® was shown to increase angiogenesis
through the potentiation of VEGF properties (26). We took advantage of a 3D angiogenesis
model in which GFP-labelled human endothelial cells are allowed to form new vessels that
further lumenize, indicative of their differentiation and the maturation of the newly
formed capillaries (18). Using this device, we showed that RGTA® increased (+168%) the
length of capillaries that formed (Figure 4E,F). Moreover, RGTA® triggered the maturation
of the sprouting vessels, as assessed by a huge increase of their lumenization (+248%)
(Figure 5G). It is to note that in the RGTA® condition, more nuclei are visible within the gel
(Figure 5F), indicative of a stimulating effect of RGTA® on endothelial cell proliferation,
which was previously reported (26, 27). These results show the direct proangiogenic
properties of RGTA® on endothelial cells, in accordance of the increased capillarization
observed in the regenerating muscle in vivo upon RGTA® treatment.

In conclusion, our study shows that the clinical-grade RGTA® is effective at accelerating

muscle regeneration when locally administered at the onset of the regenerating phase, a
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clinically compatible time-point. We showed in vitro that the main properties of RGTA® are

a stimulating effect on MuSC fusion that is required for the formation of new myofibers
and on the formation and maturation of new blood vessels. These direct and specific
effects of RGTA® on MuSCs and endothelial cells accelerate myogenesis and angiogenesis
during muscle regeneration. As a natural HS, RGTA® hold a strong binding capacity for
soluble factors providing their stability and their protection against enzymatic degradation
(8). Growth factors known to interact with HS include molecules such as FGF, VEGF or
TGFB, which have been involved in both myogenesis and angiogenesis (1). Thus RGTA®
compounds may be of interest for accelerating muscle regeneration or healing in specific

conditions, for example in athletes, for which this process needs to be shorten.
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Figure 1 — Analysis of the effects of RGTA® on skeletal muscle regeneration 8 days post
injury. RGTA® (1 pg/muscle) was i.m. injected 3 days after cardiotoxin injury and muscles
were recovered 5 days later. (A) Hematoxylin-eosin staining indicating that the whole
muscle underwent regeneration. (B) Muscle sections were immunolabeled for the
detection of laminin (component of the basal lamina) to identify individual myofibers in
the regenerating muscle. (C) Black Sudan staining was performed to detect adiposis. (D)
Muscle sections were immunolabeled for the detection of CD31 (vessels, red), laminin
(basal lamina, green), and Hoechst (nuclei, blue). White arrows show the capillaries (red).

Bar=250pm in A-C. Bar=25um in D.
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Figure 2 - Effect of RGTA® on skeletal muscle regeneration 8 days post-injury. RGTA® (1
ug/muscle) was i.m. injected 3 days after cardiotoxin injury and muscles were recovered 5
days later. (A) Muscle weight (mg) of the Tibialis Anterior muscle was normalized to the
body weight (g). (B-D) Muscle sections were immunolabeled for the detection of laminin
(as in Figure 1B) and the total number of myofibers (B), the mean Cross Section Area (CSA)
(C) and the CSA distribution (D) were calculated using Open-CSAM macro in Imagel
software. (E-F) The number of nuclei/myofiber was calculated and given as the mean of
the number of nuclei/fiber (E) and as the distribution of myofibers according to the
number of nuclei they contain (F). (G) Stained area after Black Sudan staining (as in Figure
1C) was reported in % of the total muscle area. (H) Muscle sections were immunolabeled
for the detection of laminin and of CD31 (as in Figure 1D). The number of CD31°*
structures per myofiber was calculated. 3 independent series of experiments including
each 3 control (saline injected) and 3 RGTA®-treated mice were performed. Data are given

as means + SEM. T-test was performed except in D and F were 2-way ANOVA was used.
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Figure 3 — Analysis of the effects of RGTA”

on skeletal muscle regeneration 28 days post
injury. RGTA® (1 ug/muscle) was i.m. injected 3 days after cardiotoxin injury and muscles
were recovered 25 days later. (A) Hematoxylin-eosin staining. (B) Muscle sections were
immunolabeled for the detection of laminin (basal lamina) to identify individual myofibers.
(C) Black Sudan staining was performed to detect adiposis. (D) Muscle sections were
immunolabeled for the detection of CD31 (vessels, red), laminin (basal lamina, green), and
Hoechst (nuclei, blue). White arrows show the capillaries (red). Bar=250um in A-C.

Bar=25um in D.
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Figure 4 - Effect of RGTA” on skeletal muscle regeneration 28 days post injury. RGTA” (1
ug/muscle) was i.m. injected 3 days after cardiotoxin injury and muscles were recovered
25 days later. (A) Muscle weight (mg) of the Tibialis Anterior muscle was normalized to the
body weight (g). (B-D) Muscle sections were immunolabeled for the detection of laminin
and the total number of myofibers (B), the mean Cross Section Area (CSA) (C) and the CSA
distribution (D) were calculated using Open-CSAM macro in Imagel software. (E-F) The
number of nuclei/myofiber was calculated and given as the mean of number of
nuclei/fiber (E) and as the distribution of myofibers according to the number of nuclei they
contain (F). (G) Stained area after Black Sudan staining was reported in % of the total
muscle area. (H) Muscle sections were immunolabeled for the detection of laminin and of
CD31. The number of CD31° structures per myofiber was calculated. Two independent
series of experiments including each 3 and 5 control (saline injected) and 3 and 5 RGTA®-
treated mice were performed. Data are given as means + SEM. T-test was performed

except in D and F were 2-way ANOVA was used.
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Figure 5 — Effect of RGTA" on in vitro myogenesis and angiogenesis. (A-B) RGTA" (10

pg/ml) was added to MuSC cultures at the time of differentiation and MuSC fusion was
assessed 3 days later after actin staining with phalloidin (green) and was expressed as the
fusion index and as the distribution of myotubes according to the number of nuclei they
contain. White arrows in B show multinucleated myotubes. (C-D) RGTA® (10 ug/ml) was
added to MuSC cultures during proliferation and ki67 immunolabeling (red) was
performed one day later. The number of cycling (ki67°%) cells was expressed in % of total
cells. (E-G) RGTA® (10 ug/ml) was added to GFP-expressing endothelial cell 3D cultures and
angiogenesis was assessed 6 days later. Endothelial cell (green) sprouting (capillary length,
E) and differentiation (lumenized capillaries, G) were evaluated. Blue=Hoechst. Bar=100
um. Independent experiments performed on different primary MuSC cultures were
performed (n=5 in A, n=3 in C, n=4 in E). Data are given as means + SEM. T-test was

performed except in lower panel A were 2-way ANOVA was used.
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Open-CSAM, a new tool for semi-automated analysis of myofiber cross-sectional area in

regenerating adult skeletal muscle

Desgeorges T, Liot S, Lyon S, Bouviere J, Kemmel A, Trignol A, Rousseau D, Chapuis B,
Gondin J, Mounier R, Chazaud B* and Juban G*

Afin d’analyser l'efficacité de la régénération musculaire, la taille de la myofibre est le principal
parametre étudié. Cela est di au fait que la taille de la myofibre est corrélée a la force
musculaire. De cette maniere, la mesure de la surface de la section transversale de la myofibre
est cruciale pour comprendre la régénération musculaire dans mon projet de doctorat. Les
analyses se faisaient généralement manuellement. Ainsi, j'ai participé comme collaboratrice au
développement d’un programme utilisant le logiciel ImageJ pour quantifier semi
automatiquement la taille des myofibres afin d’optimiser le temps de travail. La nouvelle macro
ImageJ, publié dans le journal Skeletal Muscle, a permis d'analyser les données in vivo des

études #1 et #2 de mon projet de these.
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Open-CSAM, a new tool for semi-

@ CrossMark

automated analysis of myofiber cross-
sectional area in regenerating adult skeletal

muscle
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David Rousseau?, Bruno Chapuis®, Julien Gondin', Rémi Mounier', Bénédicte Chazaud' ® and Gaétan Juban'"

Abstract

regenerating muscle.

Adult skeletal muscle is capable of complete regeneration after an acute injury. The main parameter studied to
assess muscle regeneration efficacy is the cross-sectional area (CSA) of the myofibers as myofiber size correlates
with muscle force. CSA analysis can be time-consuming and may trigger variability in the results when performed
manually. This is why programs were developed to completely automate the analysis of the CSA, such as SMASH,
MyoVision, or MuscleJ softwares. Although these softwares are efficient to measure CSA on normal or hypertrophic/
atrophic muscle, they fail to efficiently measure CSA on regenerating muscles. We developed Open-CSAM, an
ImageJ macro, to perform a high throughput semi-automated analysis of CSA on skeletal muscle from various
experimental conditions. The macro allows the experimenter to adjust the analysis and correct the mistakes done
by the automation, which is not possible with fully automated programs. We showed that Open-CSAM was more
accurate to measure CSA in regenerating and dystrophic muscles as compared with SMASH, MyoVision, and
Muscle) softwares and that the inter-experimenter variability was negligible. We also showed that, to obtain a
representative CSA measurement, it was necessary to analyze the whole muscle section and not randomly selected
pictures, a process that was easily and accurately be performed using Open-CSAM. To conclude, we show here an
easy and experimenter-controlled tool to measure CSA in muscles from any experimental condition, including

Background

Skeletal muscle is capable of complete regeneration after
an acute injury [1]. Skeletal muscle integrity is usually
assessed by histological analyses, consisting of staining
and/or immunofluorescent labeling of various cellular or
molecular structural components of the tissue. Among
these analyses, myofiber cross-sectional area (CSA) is
widely used because it reflects the regenerative capacity
of the muscle, ie., the formation of new myofibers from
the activation, proliferation, differentiation, and fusion of
muscle stem cells [1]. CSA measurement is usually per-
formed after immunofluorescent staining of laminin, a

* Correspondence: benedicte.chazaud@inserm.fr; gaetan.juban@univ-lyon1.fr
"Institut NeuroMyoGene, Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS
UMR 5310, INSERM U1217, 8 Avenue Rockfeller, F-69008 Lyon, France

Full list of author information is available at the end of the article

B BMC

component of the basal lamina surrounding each myofi-
ber, or of dystrophin that is located at the inside face of
the sarcolemma.

Analysis methods range from manual quantification to
programs showing various levels of automation. Manual
quantification is potentially the most accurate method as
the experimenter keeps total control over the myofibers
being analyzed. However, the manual procedure is highly
time-consuming and may present variability between
experimenters. This is why automated programs were
developed to limit the experimenter input and save time
[2-7]. For example, SMASH [7] is a semi-automated
open source MATLAB script allowing the assessment of
several parameters, including CSA. MyoVision, a Win-
dows program [2], was developed to fully automate the
quantification process. This program combines several

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
Intermnational License (httpy//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made, The Creative Commeons Public Domain Dedication waiver
(httpi//creativecommons.ora/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated
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algorithms that were previously used separately in other
programs, thus reducing the errors in the fiber identifi-
cation and leading to a more accurate CSA measure-
ment compared to SMASH on uninjured muscle [2].
Recently, Muscle], a fully automated plug-in in Image]J
described the fully automated quantification of various
skeletal muscle parameters, including CSA [8].

Most of the automated softwares were tested on nor-
mal muscle or under conditions triggering atrophy/
hypertrophy. In this context, the shape of the myofibers
keeps polygonal and angular, myofibers keeping their
contact with each other. On the contrary, regenerating
muscle is characterized by the presence of round-shaped
regenerating myofibers of highly variable size that, for
the smallest ones, do not regularly contact surrounding
fibers. Thus, variable myofiber shape, size, and extrafiber
space characterize the regenerating muscle, rendering
the automated quantification more difficult.

Here, we present a semi-automated CSA quantifica-
tion method for skeletal muscle images applicable on
any type of muscle and under any condition, including
early and late regenerating muscle and dystrophic
muscle. This method, named Open-CSAM (for Open
[free]-Cross Sectional Area Measurement), is based on
an Image] macro designed to automatically quantify
CSA on immunofluorescent picture of the whole skeletal
muscle section. It also includes some level of flexibility
for the experimenter, allowing manual correction of the
mistakes made by the automation. Moreover, it allows
the analysis of the size of the myofibers on the whole
muscle section, which we show here to be necessary to
obtain an accurate measurement.

Methods

Animals and tissue preparation

C57BL/6 and mdx mice were used according to the
French legislation. All experiments were performed on
mice between 8- and 12-week-old, except for old mice,
which were 2-year-old. In injury experiments, Tibialis
Anterior (TA) muscles were injected with 50 pl of cardi-
otoxin (Latoxan) at 12 uM as previously described [9].
Fibrotic dystrophic mice (Fib-mdx) were generated as
previously described [10] and mice were analyzed
1 week after the last injuries. TA muscles were
mounted on pieces of cork and fixed with tragacanth
gum. Then, they were frozen in isopentane cooled by
liquid nitrogen and further stored at — 80°C. TA mus-
cles were sectioned thanks to a cryomicrotome
(CM3050s, Leica), and the thickness of cryosection was
8 to 10 pm. The slides were then stored at — 80 °C until
immunostaining. TA muscles showing more than 15%
of uninjured area (i.e., without centrally located nuclei),
indicating that CTX did not spread into the entire
muscle, were excluded from the study.
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Immunofluorescence

Slides were dried for 10 min at room temperature.
Muscle cryosections were encircled with a hydrophobic
pen (Dako) and were incubated with PBS containing
Triton 0.5% for 10 min and then washed three times
with PBS. They were incubated with BSA 2% for 1 h at
room temperature and then incubated overnight with a
rabbit anti-laminin antibody (1:200, L9393, Sigma-Al-
drich) at 4°C in a moist chamber. Slides were washed
three times with PBS and incubated with FITC-conju-
gated donkey anti-rabbit secondary antibody (1:200;
711-095-152, Jackson Laboratories) at 37 °C for 45 min.
Sections were soaked for 10s in Hoechst solution H
33342 (1:1000, B2261, Sigma-Aldrich) and were washed
once with PBS before mounting with antifading Fluoro-
mount G medium (FP-483331, Interchim). Slides were
stored at 4°C protected from light until picture
acquisition.

Image acquisition and quantification
As much as possible, the various conditions to be
compared (e.g., WT vs. KO, normal vs. dystrophic
muscle) should be recorded in similar conditions (micro-
scope, magnification, exposure time, binning). For
Open-CSAM validation and comparison with other
softwares, at least 10 images were acquired manually at
x 20 of magnification on an Axio Imager.Z1 microscope
(Zeiss) connected to a CoolSNAP MYO CCD camera
(photometrics) using MetaMorph Software (molecular
devices). For whole cryosection analysis, slides were
automatically scanned at x 10 of magnification using an
Axio Observer.Z1 (Zeiss) connected to a CoolSNAP
HQ2 CCD Camera (photometrics). The image of the
whole cryosection was automatically reconstituted in
MetaMorph Software. Open-CSAM was able to analyze
images up to 110 Mo in 8 bit or 220 Mo in 16 bit. In
case the final picture was too big to be analyzed at once
because of limitation of Image] capacities, the picture
was split into several parts (two to four) for the auto-
mated analysis. Between 2000 and 4000 fibers were
analyzed in a few seconds. Open-CSAM workflow is
presented in Fig. 1. The detailed macro code and expla-
nations of the various functions are given in
Additional file 1: Figure S1. If necessary, at the end of
the automated measurement, manual correction is
performed using Image]. The selection tools in the ROI
Manager were used to remove “false” myofibers created
by the automation, and the “Freehand selections” tool
was used for hand-drawing “lacking” myofibers missed
by the automation. These tools were used for full
manual quantification. A tutorial is provided in
Additional file 2: Figure S2.

MyoVision and Muscle] analyses were performed as
described [2, 8]. SMASH analysis was implemented with

173



Desgeorges et al. Skeletal Muscle (2019) 9:2 Page 3 of 12

1. Open original image - 2. Threshold "Huang" -
Laminin staining Binarization

3. Open fonction + 4. Selection of
Fill holes entire myofibers

5. CSA Measure of 6. Overlay for visual
entire myofibers checking

tep 1: When the macro starts, a windov
or laminin). Step 2: O applies the

&

binarization. Step 3

matically opens to

uang thres

n-CSAM

age) thresho

ion allc
ep 4: Only the entire myofib
ion of too many false myofi

eshold applic open fur fiber contours
ted to be

he area of t

on al

fill holes." rs are selec

d the i
Il the reg

/ the functio
re used to

is measure

d. Step €
d for visual checking. It is t

the measurement, of interests (ROI, here the my

> automatically

manually delete or add new myofibers. Bars = 25 um

a segmentation filter set to 11 [7]. This was empirically
determined by testing values between 5 and 12 and visu-
ally inspecting the results. For MuscleAnalyzer analysis,
the TIFF pipeline was tested following recommendations

; : : 3 Table 1 Recommended size and circularity thresholds
provided in the tutorial video [11]. Several threshold

g 2 Muscle type Size threshold Circularity threshold
values were tested from 1 to 0.955 with no difference on - =
s : DO (young and old) 200 um 04
the results. In all analyses, the applied size filter was the ; )
same as the one used for Open-CSAM (Table 1). o8 50 um? then adjust 04
D14 100 ym? then adjust’ 04
Statistical analyses D28 (young and old) 150 um? then adjust’ 04
All images were acquired from at least two independent  Fip.mdx 50 pm’ 04

I'A muscles per experimental condition and at least five If too many small myofibers are missed, progressively decrease the size
randomly selected images per muscle were analyzed. threshold by testing on 2-3 representative pictures
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The Student ¢ test, two-way ANOVA, or Spearman cor-
relation test were used for statistical analyses. P <0.05
was considered significant.

Results

Open-CSAM is more accurate than previously described
softwares

In order to test the accuracy of Open-CSAM, its
performance was compared with a fully manual
quantification, a semi-automated software (SMASH),
as well as two fully automated softwares: MyoVision
and Muscle] (Fig. 2). We analyzed TA muscle from
various conditions, including uninjured muscle,
regenerating muscle at several time points after
acute injury (D8 and D14) in young and old mice,
and a model of fibrotic dystrophy (Fib-mdx). Quanti-
fication was performed on cryosections immuno-
fluorescently labeled with anti-laminin antibody,
which labels the myofiber basal lamina. Immunola-
beling against dystrophin or sarcolemal proteins was
not used as this precludes the analysis in dystrophies
where these proteins are lacking or altered. As previ-
ously described [2], MyoVision produced significantly
higher mean CSA values as compared with manual
quantification (Fig. 2a, between 4.3 and 47.7%
increase depending on the experimental condition).
Mean CSA values obtained with Muscle] were simi-
lar to the manual quantification for uninjured young
as well as 14 and 28days post-injury muscles.
However, it gave higher mean CSA values in 8 days
post-injury regenerating muscles, old muscles (unin-
jured and 28days post-injury), and dystrophic
muscles (Fig. 2a, between 3.2 and 19.4% increase).
Mean CSA values obtained with SMASH were very
close to the manual quantification in uninjured old
and young 8- and 28-days post-injury muscles.
However, SMASH produced higher mean CSA values
in uninjured muscles (young and old) (+3 and + 1%,
respectively), and lower mean CSA values in 14 days
post-injury muscles (-4%) (Fig. 2a). On the other
hand, Open-CSAM without manual correction gave
mean CSA values close to those obtained manually,
with a slight underestimation (between 2 and 7.3%
decrease as compared with manual quantification),
except in Fib-mdx muscles where it was slightly
overestimated (+4.4%) (Fig. 2a). This was explained
by the fact that Open-CSAM measured the area
inside the basal lamina staining, which corresponds
to the true area of the myofiber. With manual quan-
tification, the experimenter tends to draw the limits
of the myofibers more on the laminin staining, thus
including a small part of the basal lamina, therefore
slightly overestimating the myofiber area (Fig. 2a). In
the case of Fib-mdx muscle, the overestimation by
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Open-CSAM was explained by an oversight of small myofi-
bers (see below). During the revision process of this manu-
script, MuscleAnalyzer, a customized pipeline within the
CellProfiler program allowing fully automated CSA meas-
urement, was released [11]. We tested this pipeline on the
same samples as above (Additional file 3: Figure S3). As it
strongly overestimated mean CSA as compared with man-
ual quantification (between 38.4% and 254.8% increase
depending on the condition), this software was not consid-
ered for further analysis.

Despite an increased CSA value obtained using
MyoVision, the correlation between MyoVision and
manual quantification for each picture was strong in
uninjured muscles (young and old mice), as well as
14 and 28days post-injury regenerating muscles
(Fig. 2b and Additional file 4: Figure S4A, R*>0.95),
suggesting that in these conditions, CSA overesti-
mation by MyoVision was similar on all the pictures
and did not introduce a specific bias. On the contrary,
the correlation was much lower on muscles at 8days
post-injury, 28 days post-injury in old mice and in fibrotic
muscles (Fig. 2b and Additional file 4: Figure S4A, R*<0.89),
which represent conditions exhibiting smaller myofi-
bers and/or defects in regeneration. Similarly, overall
correlation between Muscle] and manual quantifica-
tion was very strong in uninjured muscles (young and
old mice, Fig. 2b and Additional file 4: Figure S4A,
R*>0.97). Although this correlation was lower on
young 8days and old 28 days post-injury as well as
on fibrotic muscles, it was better than MyoVision. Fi-
nally, correlation was lower with Muscle] than with
MyoVision for the 14 and 28 days post-injury condi-
tions. Correlation between SMASH and manual quan-
tification was strong in uninjured young muscles
(Fig. 2b, R?=0.97). However, correlation was less
good when compared with MyoVision and Muscle] in
28 days post-injury muscles (young and old mice,
Additional file 4: Figure S4A, R*=0.8352 for young
and 0.9278 for old). For all other conditions, SMASH
accuracy compared with manual quantification was
intermediate between that of MyoVision and of
Muscle] (Additional file 4: Figure S4A, 0.8489 < R? <
0.9364). These data indicate that the differences
observed between manual quantification and MyoVi-
sion, Muscle], or SMASH are condition-dependent,
thus introducing a bias. We then used Open-CSAM,
first without applying any manual correction. The
correlation between Open-CSAM and manual quanti-
fication was better or equivalent to that of MyoVision,
Muscle], or SMASH in all the analyzed experimental
conditions (Fig. 2b and Additional file 4: Figure S4A,
R*>0.9454). This suggests that Open-CSAM perform-
ance was more consistent through the various experi-
mental conditions.
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Fig. 2 Open-CSAM comparison with MyoVision, MuscleJ, and SMASH softwares. The same pictures were analyzed either by manual measurement
or using Open-CSAM (with or without manual correction), MyoVision, MuscleJ, or SMASH softwares. a Mean cross-section area (CSA) obtained on
various Tibialis Anterior (TA) muscles. Muscles were isolated from 8- to 12-week-old mice uninjured (DO) or 8 days (D8), 14 days (D14), and 28 days
(D28) post-cardiotoxin (CTX) injury, from 2-year-old mice uninjured (DO old) or 28 days post-CTX injury (D28 old) and from dystrophic fibrotic
mice (Fib-mdx). Results are mean + SEM of 10 images from 2 muscles (Fib-mdx), 20 images from 2 muscles (D0 and DO old), 30 images from 3
muscles (D28 and D28 old), 40 images from 4 muscles (D8), and 45 images from 4 muscles (D14). b Correlation between manual measurement (X
axis) and Open-CSAM (without manual correction), MyoVision, Musclel, or SMASH (Y axis) measurements performed on the same images used in
a. Each dot represents a picture. The dotted line represents the identity line. ¢ Representative images measured manually, by Open-CSAM (before
and after correction), MyoVision, Musclel, or SMASH softwares. Red fibers were false myofibers identified by the softwares, and green fibers were
myofibers not considered by the Open-CSAM software and manually drawn. Lacking myofibers using MyoVision, Muscle), or SMASH softwares are
shown by red asterisks. d Distribution of the CSA obtained with the six methods using the Fib-mdx samples used in a. Results are mean + SEM of

863 um’

2989 pm*

25 um. *p < 0.05, **p < 001, and ***p < 0.001 as compared with manual quantification
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Manual correction is necessary for best accuracy

Figure 2c¢ shows two examples of quantification per-
formed on a single image from an uninjured muscle (left
panel) and a dystrophic fibrotic muscle (right panel). In
the uninjured muscle picture, Open-CSAM and Muscle]
identified two false myofibers (red lines), which were
manually removed with Open-CSAM (Open-CSAM cor-
rected). On the other hand, MyoVision missed two myo-
fibers (red asterisks) while SMASH both identified three
false myofibers and missed two myofibers. However, as
the myofiber size was quite homogeneous in this picture,
this did not really impact the calculated CSA value. In
the fibrotic muscle picture (Fig. 2c, right panel),
Open-CSAM identified 7 false myofibers (red lines) and
missed 16 myofibers that were manually corrected after-
wards (green lines). MyoVision missed 33 myofibers (red
asterisks) and identified 1 false fiber, which could be
excluded by size filter in MyoVision software (red line),
inducing a 29% artificial increase in CSA, as compared
with manual quantification. Similarly, Muscle] identified 7
false myofibers (red lines) and missed 14 fibers (red aster-
isks), leading to a 12.3% increase as compared with man-
ual quantification. Finally, SMASH missed 14 myofibers
and misidentified 9 fibers, leading to an 8.2% decrease of
mean CSA compared to manual quantification. The distri-
bution of the myofiber CSA in Fib-mdx muscles (same
samples as in Fig. 2a) clearly showed that MyoVision and
Muscle], and to a lower extent, Open-CSAM, preferen-
tially missed the small myofibers (<500 um2) (Fig. 2d),
thus artificially overestimating the mean CSA. On the
contrary, SMASH overestimated the proportion of small
myofibers. Taken together, these results show that Open-
CSAM accuracy is more consistent as compared with
other softwares through various experimental conditions.
However, despite its performance, manual correction is
necessary for best accuracy. Open-CSAM was designed to
enable easy manual correction, allowing the user to directly
draw missing fibers and delete the false ones at the same
time in Image] (Additional file 2: Figure S2). As shown in
Additional file 4: Figure S4B, manual correction applied to
Open-CSAM improved the measurement accuracy in all
conditions (R*>0.97) except in old mice 28 days post-in-
jury (R? =0.9665 before and 0.962 after correction). In
Fib-mdx muscle, this was associated with a conver-
gence of the overall myofiber size distribution towards
the distribution obtained with manual quantification
(Fig. 2d), notably with a better consideration of small
myofibers (< 500 pmz).

Whole section analysis is necessary for best accuracy

CSA analysis is usually performed on a subset of images
randomly taken throughout the muscle section. Depending
on the experimenter, the number of images and thus the
number of analyzed myofibers can be variable. Moreover,
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within the same muscle, myofiber size can be quite hetero-
geneous and a bias can be introduced depending on the
choice of the pictures. Figure 3a shows an example of an
entire reconstituted muscle picture. We measured CSA on
individual images, calculated the mean CSA on several
subsets of images, and compared the results with the CSA
obtained on the whole section. When the measurement
was made only using a subset of pictures, the myofiber
CSA differed from 5 to 28% to that measured on the whole
muscle (Fig. 3b). We particularly observed that CSA was
overestimated when the left half of the muscle was mea-
sured, that corresponded in this example to the peripheral
part of the muscle where regeneration is ended. Inversely,
measuring the right part of the muscle, here corresponding
to smaller regenerating myofibers localized at the center of
the muscle, underestimated CSA value. Thus, because TA
regeneration after a toxic injury is a centripetal process that
ends first at the periphery of the muscle, the whole muscle
section should be analyzed when measuring CSA of regen-
erating muscle in order to obtain an unbiased picture of
the process. Moreover, as in diseased muscle, foci of fiber
damage or remodeling can occur anywhere, analyzing the
whole section also insures an accurate measurement in this
context.

Use of Open-CSAM is robust among users

In a whole muscle section, the number of manual correc-
tions can be variable depending on the quality of the
muscle section and of the immunostaining. Considering a
high quality of both, we found that the amount of false
plus lacking fibers, which needed to be manually removed
or re-drawn, ranged from 5% in non-damaged muscles to
10 to 25% in damaged muscles (Fig. 4a). As the manual
corrections after Open-CSAM analysis can represent up
to 25% of the myofibers, thus potentially introducing vari-
ability among users, we tested the robustness of this
method. To do so, three independent experimenters ana-
lyzed the same image taken from an adult TA muscle 28
days post-CTX injury, where the majority of the muscle
has fully regenerated and some central areas are still
regenerating (Fig. 4b, ¢). This muscle was chosen because
of the high number of required manual corrections. Using
a 100 um® size filter and a 0.4 circularity threshold (see
Additional file 1: Figure S1 and Table 1), Open-CSAM
identified 3757 fibers (Fig. 4c, left images), resulting in a
CSA of 1566.8 um? (Fig. 4b, left). As shown in Fig. 4c, two
areas showed a large number of fibers missed by Open-
CSAM. The first area (blue box) was composed of fibers
showing a high variability in size where Open-CSAM
missed mainly very small fibers. The second area (red box)
was composed of medium- to large-sized fibers but with a
lower laminin staining intensity. In this area, Open-CSAM
failed to identify most of the fibers. Depending on the user,
50 to 145 false fibers were deleted and 860 to 1019 fibers
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were manually added (Fig. 4b, right). Despite this variability
in the number of manual corrections performed by each
user, the corrected CSA reached 1454, 1437, and 1456 umz,
meaning that variability between users was below 1%.
Altogether, these results show that despite the manual cor-
rections required by Open-CSAM, there is no bias intro-
duced by the experimenter.

Open-CSAM is an accurate tool for whole muscle CSA
analysis in regenerating muscle

As we showed that CSA quantification with Open-CSAM
was highly accurate on individual images in various

experimental conditions and that whole muscle analysis
was necessary, we tested its performance on several whole
muscle images and compared it to fully automated quanti-
fication by MyoVision and Muscle], as well as to SMASH.
We analyzed whole muscle images from young uninjured,
8 days post-injury and 28 days post-injury mice (Fig. 5 and
Additional file 5: Figure S5). As we showed for x20
individual pictures in uninjured muscle (Fig. 2), MyoVi-
sion, Muscle], and SMASH modestly overestimated the
CSA as compared with corrected Open-CSAM (Fig. 5a, +
11.7%, + 16.5%, and + 13.9%, respectively) (Fig. 5a). On the
same muscle, manual correction had negligible impact on
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graph) after analysis by Open-CSAM by three different users (each color represents a single user). ¢ Whole image of the TA muscle analyzed in b showing
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CSA obtained by Open-CSAM, highlighting its high Open-CSAM before and after correction (Fig. 5d).
performance on uninjured whole muscle section On the contrary, MyoVision, Muscle], and SMASH
(Fig. 5a, -1.1% before correction). Corroborating overlooked small fibers (< lOOOme) and overesti-
this observation, CSA distribution was identical for ~mated bigger fibers (>3000pum?). In the D8
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condition, where small fibers represent an important
part of the whole muscle section area and the D28
condition, where small myofibers are still concentrated
in specific areas (see Fig. 4), MyoVision (+24 and +
32.1%, respectively), Muscle] (+71.2 and +92.3%, re-
spectively), and SMASH (+ 22 and 26.8%, respectively)
accounted for a much higher CSA than Open-CSAM.
This is mainly due to the non-detection of the small
myofibers (Fig. 5d) and, in the case of Muscle], to the
merging of several myofibers into one (Additional file 5:
Figure S5B, Fig. 5b). Again, correction in Open-CSAM
induced a negligible change in CSA measurement on
day 8 post-injury muscle (Fig. 5a, + 0.3% before correc-
tion). Finally, manual correction of Open-CSAM in
day 28 post-injury muscle corrected a slight underesti-
mation of small fibers (Fig. 5d), leading to an artificial
increase in CSA (Fig. 5a, + 7.8% before correction).

180

The main defect of Open-CSAM is the time of ex-
perimenter that is required for the complete imple-
mentation of CSA measurement. Although running
Open-CSAM macro in Image] took less than 1 min
(even for the whole muscle pictures), which was fas-
ter compared to other softwares (4 to 10min for
Muscle], 5 to 17 min for SMASH, and 166 to 340 min
for MyoVision), the post-automation manual correc-
tions lasted between 10 and 60 min in the examples
provided (Fig. 5¢, Additional file 5: Figure S5). How-
ever, those corrections are required for achieving a
full analysis of the whole muscle in order to provide
an accurate CSA value. Taken together, these results
show that Open-CSAM is a highly accurate tool to
measure myofiber CSA on whole muscle section im-
ages from different experimental conditions, including
regenerating muscle.
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Discussion

Histology is the gold standard technique to assess some
characteristics of skeletal muscle. Measurement of myofi-
ber CSA is classically used as a parameter of normal and
pathological skeletal muscle regeneration after labeling
with anti-laminin or anti-dystrophin antibodies. However,
there are various strategies to analyze images and CSA
measurement that can give highly heterogeneous results.
On the one hand, manual quantification, consisting in
manually drawing the myofiber contour to measure the
area, is extremely time-consuming and potentially variable
between experimenters as it is meticulousness-dependent.
According to our experience, it takes about 1h to draw
1000 fibers. On the other hand, automated programs that
were developed to reduce the impact of the experimenter,
and to save time, give satisfactory results in uninjured
muscle [2-8] but fail to be accurate in regenerating
muscle.

Among the recent described softwares are SMASH,
MyoVision, and Muscle]. SMASH is a MATLAB applica-
tion which is also available as a free Windows program
(SMASH Stand Alone). MyoVision is a program operating
in Windows environment whereas Muscle] is a macro
working in Image] program (Table 2). They were devel-
oped to automate, with various levels of flexibility, the
quantification of several muscle parameters including fiber
number, CSA, myonuclei number and fiber type distribu-
tion. As previously described [2], MyoVision showed a
significant CSA overestimation as compared with manual
quantification. This could be explained by the stronger
overlapping of MyoVision outlines with the laminin stain-
ing (Fig. 2c), thus integrating a part of the basal lamina
into the myofiber area. Despite this overestimation of the
mean CSA as compared with manual quantification,
MyoVision performed accurately on isolated images from

Table 2 Comparison of software characteristics
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uninjured muscles. However, regenerating, old and dys-
trophic muscles are characterized by high myofiber size
heterogeneity. In this context, MyoVision measurement
was still good at day 14 and 28 after injury, ie. at time
points when regenerating myofibers are already formed. On
the contrary, correlation with manual estimation was much
lower in muscles at 8 days post-injury in young mice, at 28
days post-injury in old mice and in muscles of dystrophic
fibrotic mice. These three conditions are characterized by a
lower mean CSA and the presence of high numbers of very
small myofibers, which are not considered by MyoVision,
thus overestimating the mean CSA. Muscle] software was
efficient in measuring mean CSA in individual x 20 pictures
from uninjured young as well as 14 and 28 days post-injury
muscles. However, it measured higher mean CSA values in
8 days post-injury regenerating muscles, old muscles (unin-
jured and 28 days post-injury) and dystrophic muscles, even
though the values were closer to manual quantification
than that calculated by MyoVision. Here again, this was
due to an oversight of small myofibers. Finally, SMASH
showed high accuracy in uninjured young muscles. For the
other conditions, even though mean CSA was relatively
close to manual quantification, the accuracy was very vari-
able between images, leading to overestimation of small
myofibers in Fib-mdx (Fig. 2d) and oversight of these same
small fibers in regenerating muscles (Fig. 5d), making it not
reliable to analyze and compare various conditions.

In order to provide a tool usable in various biological
conditions, we developed Open-CSAM, an Image] macro
allowing the automatic measurement of CSA with the
possibility for the experimenter to apply manual correc-
tions afterwards. CSA values obtained with Open-CSAM
were very close to the values obtained manually in all
tested conditions. Generally, Open-CSAM omitted only
few myofibers in muscles containing small fibers

Manual correction

MAC

Mac OS 10.12/Intel core  Yes—during the analysis
i3-3.2GHz/12 Go RAM  =>» Draw/delete ImageJ tools

Not applicable No

Mac OS 10.13/Intel core  Yes—after the analysis

i5-2.7 GHz/16 Go RAM  =» Open picture
=> Import RO file on the picture
=>» Draw/delete Image) tools

Not applicable Yes—during the analysis

=» Step 1 draw—validate

Program Software base OS Minimal configuration tested
PC
Open-CSAM  Image) Mac OS/ Windows 10-Intel core i3 CPU
plugin Windows 550 3.2 GHz-4 Go RAM
MyoVision  Windows Windows Windows 10-Intel core i3 CPU
application 550 3.2 GHz-4 Go RAM (single
image analysis)/Windows 7-Intel
core i5 vpro 3.1 GHz/16 Go RAM
{whole muscle analysis)
Muscle) Image) Mac OS/ Windows 10-Intel core i3 CPU
plugin Windows 550 3.2 GHz-4 Go RAM
SMASH Windows Windows Windows 10-Intel core i3 CPU
Stand application 550 3.2 GHz-4 Go RAM
Alone

=> Step 2 delete—validate
(cumbersome: small screen, no back
and forth allowed between steps 1 and 2)
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(regenerating muscle, old muscle, dystrophic muscles).
Then, lacking myofibers are easily manually drawn and
incorporated into the analysis using Image], which is not
possible using the fully automated softwares. The main
drawback of Open-CSAM is that it identifies some false
myofibers in the interstitial space between myofibers, not-
ably when this space is large in early regenerating and
fibrotic muscles. This issue can be overcome by increasing
the size and the circularity thresholds but this also
increases the risk of omitting real myofibers. Because it is
faster to delete false myofibers than manually drawing
lacking myofibers, we recommend to keep thresholds as
low as possible to reduce the number of lacking myofibers.
We therefore provided starting thresholds for the different
conditions we have tested, that have to be adjusted
depending on the specific experiment (Table 1). According
to our experience, the false fibers identified by Open-
CSAM represented less than 5% of the total fibers in all
the muscles we have analyzed so far.

CSA measurement is usually performed on a subset of
images randomly taken throughout the muscle section.
However, myofiber size is quite heterogeneous within
the same muscle, and we showed that considering only a
part of the muscle section led to the introduction of bias
depending on the image selection, potentially hiding a
relevant phenotype or artificially creating a non-relevant
one. Of note, image acquisition and reconstitution of the
whole muscle section is automatically performed, saving
time, as compared with manually recording random
pictures. Then, Open-CSAM is capable of measuring the
myofiber CSA on the whole section in a few seconds.
Depending on the size of the image, it may be necessary
to split it in two or four parts. This may be also useful
when the laminin labeling intensity is not homogenous
on the entire section since Open-CSAM may omit faint
labeled areas.

When measuring CSA on whole muscle section pictures,
using uninjured or 8-day and 28-day regenerating muscles,
we found that Open-CSAM (including the manual
post-automation corrections) was the most accurate way to
measure myofiber CSA. Muscle] program was efficient at
implementing CSA from uninjured muscle (still with over-
estimated values) but failed to accurately measure myofiber
CSA of regenerating muscle, due to failure to detect small
fibers and to merging of several myofibers into one. Even
though Muscle] was built as a ready-to-use toolbox to avoid
experimenter intervention, post-automation corrections are
possible. Indeed, the user may generate a file containing the
ROIs analyzed that can be imported back into Image] to
perform manual corrections in a similar way as Open-
CSAM. However, given its poor performance on whole
regenerating muscle section as compared with Open-
CSAM, the amount of manual corrections and thus the
time spent would be not competitive towards Open-CSAM
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measurement. SMASH and MyoVision gave similar results,
as they moderately overestimated mean CSA in uninjured
muscle, an overestimation that was amplified in 8-day and
28-day regenerating muscles which contain a higher pro-
portion of small rounded-shape myofibers. MyoVision was
very slow in implementing the analysis of the whole muscle
images (between 166 and 340 min), making it not competi-
tive towards manual measurement. Moreover, it does not
allow manual correction. SMASH was faster (between 5
and 17 min), and it was designed to allow the user to per-
form manual corrections during the analysis. However, the
correction process has several drawbacks. First, the applica-
tion cannot be displayed into full screen, which makes in-
convenient to easily detect the myofiber delimitations.
Second, after the segmentation, the correction process is
composed of 2 sequential steps. The first step allows to
manually split merged fibers or draw the missed ones.
After validation of the drawing, the second step allows
manual deletion of the false fibers identified by the pro-
gram. Unfortunately, at this point, it is not possible any-
more to come back to correct merged or missed fibers
that would have appeared after the second step. Given this
lack of flexibility, performing manual correction in
Open-CSAM is much easier and faster.

According to our experience with Open-CSAM, the
amount of manual corrections required after the automatic
measurement depends on the status of the muscle, the
quality of the cryosection, and the quality of the immunola-
beling. We recommend performing a new cryosection and/
or labeling rather than trying to analyze poor quality im-
ages. Typically, if we consider a high-quality image, the ana-
lysis of an uninjured TA lasts less than 15 min to process
2000 to 3000 myofibers. In the worst condition we experi-
enced, processing of a regenerating TA can last from 15
min to 1h for the experimenter to obtain an accurate
measurement of myofiber CSA (as compared with 1h per
1000 fibers in the case of a full manual quantification, thus
2-3 h per muscle). Moreover, we showed that despite the
relatively high level of manual correction required for some
muscles, the difference in corrected CSA obtained by inde-
pendent experimenters was negligible (less than 1%),
highlighting the robustness of this method.

Conclusion

The use of Open-CSAM program on whole muscle
sections is a powerful strategy to measure myofiber CSA of
muscles from various experimental conditions in an easy,
highly accurate, and reproducible way, providing values
very close to the absolute values. This user-friendly (tutorial
in Additional file 2: Figure S2) method is semi-automated
and therefore requires the commitment of the experi-
menter (who is still the best expert to define what a myofi-
ber is), allowing the most accurate CSA measurement of
regenerating muscle so far.
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Additional files

Additional file 1: Figure S1. Macro to be run for the implementation
of Open-CSAM program (left) and related explanations of the functions
(right column). (PDF 31.1 kb)

Additional file 2: Figure S2. Tutorial for the use of Open-CSAM.
(PDF 785 kb)

Additional file 3: Figure S3. The same pictures as in Fig. 2 were analyzed
either by manual measurement or using MuscleAnalyzer. The mean CSA
obtained with the two methods is shown. ***p < 0.001 as compared with
manual quantification by two-way ANOVA analysis. (PDF 80 kb)

Additional file 4: Figure S4. Mean CSA was measured manually and
with Open-CSAM, MyoVision, Musclel, or SMASH softwares on the same
samples as described in Fig. 2a. Muscles were isolated from 8- to 12-
week-old mice 8 days (D8), 14 days (D14), and 28 days (D28) post-CTX
injury, from uninjured (DO old) or 28 days post-CTX injury (D28 old) 2-
year-old mice. A The correlation between manual measurement (X axis)
and Open-CSAM (without manual correction), MyoVision, Musclel, or
SMASH (Y axis) measurements is presented. B Correlation between
manual measurement (X axis) and Open-CSAM (Y axis) before and after
manual correction. Each dot represents a picture. The dotted line
represents the identity line. (PDF 833 kb)

Additional file 5: Figure S5. CSA was measured using Open-CSAM,
MyoVision, Musclel, or SMASH softwares on whole TA muscle images
obtained from uninjured (D0) or 8 days (D8) and 28 days (D28) post-CTX
injury. A Pictures showing the myofibers (yellow shapes except for
SMASH which is in gray) detected by Open-CSAM, MyoVision, SMASH,
and Muscle). The white dotted lines show where the images were split
for Open-CSAM and MyoVision analysis. B Red boxes represent zoom-in
examples of specific areas obtained by Muscle), Red asterisks show
examples of group of myofibers that are merged. White bar = 250 um.
(PDF 12792 kb)
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CSA: Cross-sectional area; CTX: Cardiotoxin; Fib-mdx: Fibrotic dystrophic mice;

ROI: Region of interest; TA: Tibialis anterior
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