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Résumé

La fluoxétine (FLX), premier inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine développé il y a 50
ans, est le traitement antidépresseur le plus prescrit au monde. Plusieurs mécanismes d’action
sous-tendent I'effet antidépresseur de cette classe tels que le renforcement de la
neurotransmission de la sérotonine (5-HT) mais également I'augmentation de la neurogenése
hippocampique, de la survie neuronale et de I'angiogenése cérébrale. En périphérie, la sérotonine,
principalement synthétisée par l'intestin et stockée dans les plaquettes, a également montré des
effets positifs sur différentes cellules souches et dans plusieurs modeéles de régénération
tissulaire. Les effets de FLX sur le comportement de cellules souches et la régénération tissulaire
au-dela du systeme nerveux central ont été a ce jour peu étudiés.

Nos objectifs étaient, d’une part de caractériser la modulation des concentrations de 5-HT induite
par FLX dans le compartiment central, périphérique et circulant, et d’autre part d’investiguer les
propriétés régénératives de FLX en périphérie a I'aide du modéle de régénération ad integrum du
muscle squelettique.

Nous avons d’abord évalué par HPLC différentes concentrations de 5-HT au cours du temps chez
des souris traitées par FLX ou placebo. Dans le cerveau et I'intestin, organes synthétisant la 5-HT,
le traitement par FLX entrainait initialement une réduction des concentrations intratissulaires de
5-HT suivie d’une restauration de ces concentrations. A I'inverse, dans le sang total, le traitement
par FLX entrainait une déplétion drastique et soutenue des concentrations de 5-HT, associée a une
augmentation transitoire des concentrations plasmatiques de 5-HT suivie d’'une diminution
durable de ces concentrations. Pris ensemble, ces résultats suggérent que le signal 5-HT
systémique n’est augmenté qu’en cas de traitement subaigu par FLX et que les organes, possédant
un métabolisme 5-HT, restaurent une nouvelle homéostasie a I'issue d’un traitement chronique
par la fluoxétine.

Dans un second temps, nous avons montré que le traitement prolongé par FLX augmentait le
nombre de cellules souches musculaires et I'angiogenése musculaire chez la souris. FLX améliorait
également la régénération du muscle squelettique apres une blessure unique et des blessures
multiples induites par I'injection intramusculaire de notexine. L'accélération de la régénération
musculaire induite par FLX résultait d’'une triple action marquée par une augmentation du pool de
cellules souches musculaires, une augmentation de la densité des vaisseaux et une réduction des
Iésions fibrotiques et de l'inflammation. In vitro, nous avons montré que les effets prolifératifs de
FLX sur des myoblastes immortalisés étaient dépendants de 5-HT et de I'activation du récepteur
5-HT1B. In vivo, les souris, dépourvues de 5-HT périphérique traitées par FLX, ne présentaient pas
d'effets positifs pendant la régénération musculaire. De plus, l'inactivation pharmacologique et
génétique du récepteur 5-HT1B dans les cellules souches musculaires abolissait également
I’'amélioration induite par FLX sur la régénération musculaire.

En conclusion, nos résultats montrent qu’a travers la modulation du signal 5-HT en périphérie, FLX
favorise une régénération musculaire harmonieuse sous-tendue par une action combinée sur la
myogenése, l'angiogenése et l'inflammation. Ces résultats mettent en lumiére l'identité
sérotoninergique du muscle squelettique et dégagent une stratégie thérapeutique prometteuse
pour les maladies musculaires endogenes. Au-dela du muscle et du cerveau, nos résultats
soulignent que les effets des antidépresseurs sur la régénération d'organes doivent étre étudiés.
Enfin, ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives d’investigation tant sur le role de la
sérotonine et du récepteur 5-HT1B dans d'autres types de cellules souches que sur le potentiel
thérapeutique des antidépresseurs en médecine régénérative.

Mots clés: Fluoxetine, sérotonine, 5-HT, récepteur 5-HT1B, cellules souches musculaires,
régénération musculaire, angiogenése, inflammation






Summary

Fluoxetine (FLX), the first selective serotonin reuptake inhibitor developed 50 years ago, is the
most prescribed antidepressant treatment worldwide. Several mechanisms of action underlie the
antidepressant effect of this class, such as the reinforcement of serotonin (5-HT)
neurotransmission but also the increase in hippocampal neurogenesis, neuronal survival, and
cerebral angiogenesis. Peripherally, serotonin, mainly synthesized by the gut and stored in
platelets, also showed positive effects on different stem cells and in several tissue regeneration
models. The effects of FLX on stem cell behavior and tissue regeneration beyond the central
nervous system have been little studied to date.

Our objectives were, on the one hand, to characterize the modulation of 5-HT levels induced by
FLX in the central, peripheral, and circulating compartments, and on the other hand, to investigate
the regenerative properties of FLX in the periphery using the skeletal muscle ad integrum
regeneration model.

We first assessed by HPLC different levels of 5-HT over time in mice treated with FLX or placebo.
In the brain and intestine, organs synthesizing 5-HT, FLX treatment initially led to a reduction in
intra-tissue 5-HT levels followed by a restoration of these levels. Conversely, in whole blood, FLX
treatment resulted in a drastic and sustained depletion of 5-HT levels, associated with a transient
increase in plasma 5-HT levels followed by a sustained decrease in these levels. Taken together,
these results suggest that systemic 5-HT signaling is increased only during subacute FLX treatment
and that organs, possessing 5-HT metabolism, restore a new homeostasis after chronic FLX
treatment.

In a second step, we showed that prolonged FLX treatment increased the number of muscle stem
cells and muscle angiogenesis in mice. FLX also improved skeletal muscle regeneration after single
and multiple injuries induced by intramuscular notexin injection. The acceleration of muscle
regeneration induced by FLX resulted from a triple action marked by an increase in the muscle
stem cell pool, an increase in vessel density and a reduction in fibrotic lesions and inflammation.
In vitro, we showed that the proliferative effects of FLX on immortalized myoblasts were
dependent on 5-HT and 5-HT1B receptor activation. /In vivo, mice lacking peripheral 5-HT treated
with FLX did not show positive effects during muscle regeneration. Moreover, pharmacological,
and genetic inactivation of the 5-HT1B receptor in muscle stem cells also abolished the FLX-
induced improvement in muscle regeneration.

In conclusion, our results show that, through modulation of the 5-HT signal in the periphery, FLX
promotes a harmonious muscle regeneration underpinned by a combined action on myogenesis,
angiogenesis and inflammation. These results highlight the serotonergic identity of skeletal
muscle and point to a promising therapeutic strategy for endogenous muscle diseases. Beyond
muscle and brain, our results highlight that the effects of antidepressants on organ regeneration
need to be studied. Finally, this work opens new perspectives of investigation both on the role of
serotonin and the 5-HT1B receptor in other types of stem cells and on the therapeutic potential
of antidepressants in regenerative medicine.

Keywords: Fluoxetine, serotonin, 5-HT, 5-HT1B receptor, muscle stem cells, muscle regeneration,
angiogenesis, inflammation
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Abréviations

5-HIAA : 5-hydroxyindol-acétique

5-HT : 5-hydroxytryptamine ou sérotonine

5-HTP : 5-hydroxytryptophane

Ach : Acétylcholine

ADP : Adénoside diphosphate

AGM : Aorto-gonado-mésonéphros

ARNm : Acide ribonucléique messager

ATP : Adénoside triphosphate

AVC : Accidents vasculaires cérébraux

BDNF : Facteur neurotrophique dérivé du cerveau

BHE : Barriere hémato-encéphalique

BrdU : 5-bromo-2’-désoxyuridine

CE : Cellules endothéliales

CMLV : Cellules musculaires lisses vasculaires

CSMu : Cellules souches musculaires (cellules satellites)
CSH : Cellules souches hématopoiétiques

CSPH : Cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques
CSPN : Cellules souches et progéniteurs neuronaux

DAT : Transporteur membranaire de dopamine

E : Jour de vie embryonnaire

EDC : Episode dépressif caractérisé

EDL : Extensor digitorium longus

EGF : Facteur de croissance épidermique

EPO : Erythropoiétine

ERC : Essais controlés randomisés

FGF : Facteur de croissance fibroblastique

FRM : Facteurs de régulation myogénique

GDNF : Facteur neurotrophique dérivée de cellules gliales
GFP : Protéine fluorescente verte

GIP : Protéines interagissant avec les GPCR

G-CSF : Facteur stimulant les colonies de granulocytes
GM-CSF : Facteur stimulant les colonies de granulocytes et macrophages
GPCR : Récepteur couplé aux protéines G

H,0; : Peroxyde d’oxygene

HIF1la : Facteur 1 a induit par I’hypoxie

HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance
Htr : Genes de récepteur 5-HT

IDO : Indoléamine-2-3-dioxygénase

IGF : Facteur de croissance ressemblant a I'insuline

IL : Interleukine

IMAO : Inhibiteur de la MAO

INFa : Interféron a

ISRS : Inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine
KI : Knock-in

KO : Knockout
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Kyn : kynurénine

M-CSF : Facteur stimulant les colonies de macrophages
MAO : Monoamine oxydase

miR : Micro-ARN

MMP : métalloprotéases matricielles

NO : Monoxyde d’azote

NOS : Synthase d’oxyde nitrique

NRD : Noyaux raphé dorsal

NTX : Notexine

OCT : Transporteur de cations organiques

PA : Potentiel d’action

PGDF : Facteur de croissance dérivé des plaquettes
PMAT : Transporteur de monoamines a membrane plasmatique
PPP : Plasma pauvre en plaquettes

PRP : Plasma riche en plaquettes

SCF : Facteur de cellules souches

SERT ou 5-HTT : Transporteur membranaire de sérotonine
Shh : Sonic hedgehog

SiARN : small interfering ARN

SNC : Systeme nerveux central

ROS : Especes réactives de |'oxygene

TA : Tibialis Anterior

TDO : Tryptophane dioxygénase

TFG-f : Facteur de croissance transformant 8

TNF « : Facteur de nécrose tumorale o

TPH : Tryptophane hydroxylase

TPO : Thrombopoiétine

Trp : Tryptophane

VEGF : Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
VEGFR : Récepteur au facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
VMAT : Transporteur vésiculaire de monoamines
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Introduction

A. La fluoxétine, un traitement antidépresseur modulant la transmission
sérotoninergique

1. La fluoxétine, un traitement antidépresseur efficace

a) Découverte des antidépresseurs et développement du premier
inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine, la fluoxétine

La découverte des premiers antidépresseurs, les inhibiteurs de la monoamine oxydase
(IMAQ) et les tricycliques, résulta d’'un hasard fécond quasi simultané ®. En effet, en 1952,
furent menées par les médecins Selikoff et Robitzek, les premiéres études cliniques
d’efficacité dans la tuberculose de I'iproniazide, dérivé de I'isoniazide. lls rapporterent un effet
psychostimulant inattendu chez certains patients, considéré alors comme un effet indésirable
2, Puis, en 1957, la premiére étude clinique menée par le psychiatre Kline et son équipe portait
sur I'efficacité de I'iproniazide chez les patients déprimés non tuberculeux 3 et retrouvait une
amélioration clinique dans 70% des cas. En parallele en 1957, le pharmacologue Udenfriend
démontra que I'administration d’iproniazide chez les animaux était associée a une
augmentation rapide des concentrations de sérotonine dans le cerveau *. Ainsi émergea la
premiere catégorie d’antidépresseurs que sont les IMAO avec I'identification d’un mécanisme
d’action propre et suggérant I'implication des monoamines dans la physiopathologie de la
dépression. A l'issue de ces recherches, plus de 400 000 patients bénéficierent de ce
traitement dans le cadre d’une dépression .

Concomitant a la découverte des IMAO, le psychiatre Kuhn, en 1956, étudia |'effet d’un
nouveau composé, nommé ultérieurement imipramine, chez des patients atteints de
schizophrénie 1. Dans cette premiére cohorte, les patients présentant le diagnostic de
« psychose dépressive » étaient les seuls a montrer une nette amélioration clinique sous
imipramine. Faisant alors I'hypothese d’effet potentiellement antidépresseur, Kuhn a
démontré en 1957 I'efficacité de cette molécule dans le traitement des troubles dépressifs °.
Puis de nombreuses études a travers le monde ont confirmé ces résultats . En 1968, il a été
mis en évidence l'inhibition de la recapture de la sérotonine par les tricycliques, identifiée
comme un des mécanismes d’action 7. Par la suite, plusieurs molécules appartenant a la
catégorie des antidépresseurs tricycliques ont été développées et I'amitriptyline a ainsi été le
tricyclique le plus prescrit a cette époque 1.

A lissue des découvertes des premiers antidépresseurs, la psychopharmacologie a
opéré un tournant d’innovation thérapeutique dans les années 1970 en développant une
molécule dans I'objectif de cibler un mécanisme d’action spécifique et une protéine d’intérét
8, Ce sont les laboratoires Lilly qui sont ainsi a I'origine du premier inhibiteur sélectif de la
recapture de la sérotonine (ISRS), la fluoxétine, ayant méme créé, a cette occasion, une équipe
d’étude « dépression et sérotonine », portée par le pharmacologue Fuller, le biochimiste
Wong et le chimiste organique Rathbun 2. S’appuyant rationnellement sur les avancées
scientifiques de I'époque, ils ont sélectionné un mode d’action ciblant la sérotonine devant
les théories monoaminergiques décrites dans la dépression et plus précisément, le vif intérét
porté sur la sérotonine a l'issue d’une étude suggérant I'existence d’un sous-groupe de
dépression endogéne ayant un déficit en sérotonine °. D’autre part, le progres lié aux outils
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technologiques, comme les synaptosomes de cerveaux de rats, ont permis d’étudier la
cinétique de recapture de différents neurotransmetteurs, dont la sérotonine 8.

Ainsi, en 1974, est publié le premier article sur la fluoxétine, qui est alors présentée
comme un outil sélectif pour disséquer le role de la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT)
dans le systéme nerveux central (SNC) en condition physiologique et pathologique . La
démonstration de son efficacité clinique dans les troubles dépressifs a eu lieu au début des
années 1980 %!, Par la suite, la fluoxétine est devenue, a son tour, le traitement
antidépresseur le plus prescrit au monde 8. On estime qu’il a été prescrit a plus de 40 millions
d’individus a travers le monde depuis sa mise sur le marché en 1987 & et qu’il est a I’origine de
plus de 25000 publications scientifiques devenant le psychotrope, avec la chlorpromazine, le
plus étudié dans la littérature scientifique .

Depuis la fluoxétine, I'arsenal thérapeutique d’antidépresseurs a continué a s’enrichir
avec de nombreuses molécules, soit partageant le méme mode d’action, soit ciblant d’autres
mécanismes essentiellement centrés autour des monoamines 2. Dans ce présent travail, nous
nous intéresserons plus particulierement aux traitements antidépresseurs par ISRS et,
particulierement la fluoxétine, permettant I'étude de la modulation sélective des
concentrations de sérotonine dans I'organisme.

b) Propriétés pharmacologiques et pharmacocinétiques de la
fluoxétine

Les ISRS partagent donc un mode d’action spécifique ciblant le transporteur de la
sérotonine (SERT ou 5-HTT) 12714, Plus précisément, les ISRS modulent la région allostérique
de SERT entrainant un changement conformationnel, ce qui bloque le transport de la
sérotonine, permettant in fine une augmentation des concentrations de sérotonine dans la
fente synaptique 12714, Initialement, les ISRS ont été définis par un profil pharmacologique
commun comprenant une haute affinité pour le site de transport de la sérotonine, une faible
affinité pour celui de la noradrénaline et une trés faible affinité pour les récepteurs de
neurotransmetteurs 4.

Cette définition a été, par la suite, nuancée par la mise en évidence de spécificités
propres a chaque molécule tant vis-a-vis de I'affinité aux transporteurs que des récepteurs
aux neurotransmetteurs 1213, Ainsi, la paroxétine est la molécule avec la plus forte affinité
pour SERT, alors que la fluoxétine présente, d’'une part, la plus faible affinité pour SERT et
d’autre part, une affinité pour le transporteur de la noradrénaline (Figure 1) 4. De fait, en
augmentant les concentrations de 5-HT dans la fente synaptique, les ISRS peuvent étre
considérés comme des agonistes indirects des récepteurs 5-HT 12, Cependant, ils présentent
des affinités de liaison aux récepteurs 5-HT propres a chaque molécule. Ainsi, la fluoxétine
exerce une activité associée d’antagoniste au récepteur 5-HT2C 12,
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Figure 1 : Constantes d’inhibition (Ki) pour la recapture de monoamines de différents traitements

antidépresseurs, dans du tissu de cerveau de rat
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Source : Hiemke et Hartter, 2000 **

Cependant, malgré ces différences d’affinités, les ISRS présentent la méme efficacité
d’occupation de SERT, démontrée dans diverses aires cérébrales d’intérét . En effet, une
étude par tomographie par émission de positons (TEP), réalisée chez des patients déprimés
traités par ISRS a doses thérapeutiques et chez des sujets sains recevant des doses
infrathérapeutiques d’ISRS, a mis en évidence que 75 a 80 % des transporteurs SERT étaient
occupés par les ISRS dés la dose minimale efficace (Figure 2) . Aprés majoration de la
posologie, les auteurs rapportaient un effet plateau du pourcentage d’occupation autour de
85%, suggérant que 15% des transporteurs SERT n’est pas la cible des ISRS méme a posologies
maximales. Ainsi la courbe d’occupation du transporteur par les ISRS est une relation
hyperbolique typique de liaison récepteur/ligand °.

17



Figure 2 : Pourcentage d’occupation de SERT en fonction de la posologie de ISRS

A. Relation entre % occupation de SERT dans le striatum et de la
posologie ou de la concentration plasmatique évaluée apres 4
semaines de traitement par Escitalopram

B. % occupation de SERT dans le striatum
apres 4 semaines de traitement a dose
minimale efficace de ISRS
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Au niveau pharmacocinétique, les ISRS sont des molécules d’administration
strictement per os dont les principales caractéristiques sont résumées dans le Tableau 1 417~
23, Ce sont toutes des molécules lipophiles dont le premier passage métabolique est assuré
par le foie 4. La fluoxétine a la particularité d’avoir un métabolite actif, la norfluoxétine,
possédant également une activité inhibitrice de SERT comme sa molécule mére 4.

Tableau 1 : Propriétés pharmacocinétiques des ISRS

Demi- Temps V'olu.me .de Cinétique Inhibition de
ISRS T max vie pour état distribution Lindaire ovp
d’équilibre (L/kg)
Citalopram 4h 36h 6-10 jr 14-16 Oui Non
Escitalopram 4h 30h 7ijr 12-26 Oui 2C19
Fluoxétine 6- 8h 1-4jr >4 sem 20-45 Non 2D6
Norfluoxétine 7-15jr
Fluvoxamine 3-8h 15h 10 jr 5 Non 1A2, 2C19
Paroxétine 20h 7-14 jr 3-12 Non 2D6
Sertraline 4-8h 26h 5-7 jr 20 Oui Minimal
Vortioxétine | 7-11h 66h 14 jr 26 Oui 2D6

Source : Adaptées de Hiemke et Hértter, 2000 * et RCP de ’ANSM -2,

Abréviations : CYP (cytochrome), h (heure), jr (jour), sem (semaine), Tmax (Temps avec concentration

maximale)

Sous-tendue par leur caractere lipophile, les ISRS ont une capacité d’accumulation au
sein des tissus et peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE) 3. La fluoxétine
ayant le plus large volume de distribution, une accumulation extensive de ce composé a été
retrouvée dans I'ensemble de I'organisme et plus particulierement dans les poumons, en tant
qu’organe riche en lysosomes #24 A l'inverse, son accumulation dans le tissu cérébral est plus
faible en début de traitement comparé aux autres ISRS, comme l’illustre le ratio cerveau/
plasma de la fluoxétine estimé a 2,6 :1 comparé a celui de la sertraline estimé a 40 :1 4. Par
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spectroscopie par résonnance magnétique, il a été montré que I'état d’équilibre des
concentrations de la fluoxétine dans le SNC était atteint aprés 6 a 8 mois de traitement
permettant un ratio cerveau/ plasma de 20 :1 %°.

c) Efficacité thérapeutique, délai d’action et tolérance des ISRS

Du fait de leur profil d’efficacité et de tolérance, les ISRS sont actuellement les
traitements antidépresseurs recommandés en 1°" intention dans la prise en charge d’un
épisode dépressif caractérisé (EDC) 2527, Plus précisément, depuis les premiers essais cliniques
sur les ISRS 28, plus de 400 essais contrdlés randomisés (ERC) ont évalué leur efficacité dans la
dépression 2°, retrouvant des taux de réponse et de rémission cliniques sous ISRS estimés,
respectivement, a 45-60 % et 35% 3931, De récentes méta-analyses, intégrant I'ensemble de
ces résultats, ont confirmé leur efficacité thérapeutique dans le traitement aigu de I'EDC
29,3233 ’efficacité thérapeutique des ISRS a également été confirmée dans un contexte
naturalistique, mettant en évidence des taux de réponse de 47-48% et de rémission de 28-
37% aprés un traitement par ISRS 3435,

Constaté dés la découverte des premiers antidépresseurs !, les traitements
antidépresseurs, incluant les ISRS, ont la particularité de présenter un délai d’action entre
Iintroduction du traitement et la survenue des effets thérapeutiques 2627, Ce délai est
classiqguement évalué a 2-3 semaines et il est nécessaire d’attendre parfois jusqu’a 6-8
semaines avant d’objectiver une non-réponse au traitement 2?7, contrastant avec le blocage
de SERT quasi immédiat par les ISRS 1°. Des études plus récentes ont précisé qu’un début de
réponse clinique pourrait étre objectivé dés 2 semaines de traitements voire a l'issue de la
premiére semaine de traitement 3637,

Par ailleurs, les molécules ISRS sont typiquement reconnues pour étre bien tolérées
avec moins d’effets secondaires graves comparés aux précédentes classes d’antidépresseurs
38 De maniére générale, les ISRS présentent un profil similaire d’effets indésirables 32,
d’apparition dose-dépendante 3° et souvent mis en lien avec un excés de stimulation
sérotoninergique %13, D’aprés les analyses de tolérance menées lors des ERC, il a été estimé
gu’environ 60% des sujets rapportaient au moins un effet indésirable au cours des 6 a 8
premiéres semaines de traitement par ISRS 3.

La courbe dose-réponse des ISRS par rapport a son efficacité a été décrite comme plate
39 signifiant une taille d’effet maximale a dose minimale efficace, soit 20mg/jr (Figure 3) °.
Elle est souvent interprétée en regard de la courbe d’occupation du transporteur de la
sérotonine SERT par les ISRS, ol 80% d’entre eux sont occupés dés la dose minimale efficace
1340 A contrario, la courbe dose-dépendante des perdus de vue pour effets indésirables était,
quant a elle, linéaire puis exponentielle avec un risque ratio augmentant pour des doses
équivalant ou supérieurs a 40mg de fluoxétine (Figure 3) 3°. Enfin, la courbe dose-dépendant
de perdus de vue, toutes causes confondues, incluant le manque d’efficacité comme les effets
indésirables, montrait une fourchette d’acceptabilité pour des doses équivalentes entre 20 et
40mg de fluoxétine (Figure 3) .
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Figure 3 : Relation de résultats cliniques (réponse clinique exprimée en risque ratio ; perdus de vue
pour effets indésirables ; perdus de vue pour toute cause) en fonction de la posologie de ISRS (en

équivalent fluoxétine)

Response Dropout due to adverse effects Dropout for any reason
P
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Source : Furukawa et al., 2019 *°

En conclusion, les antidépresseurs ISRS, traitement de 1¢" intention dans 'EDC, grace
a leur meilleur profil de tolérance et leur sécurité d’emploi, sont devenus les traitements
antidépresseurs les plus fréguemment prescrits dans plusieurs pays 42, |ls partagent de
nombreuses similitudes 13 :

- une inhibition de 60 a 80% de la recapture de la sérotonine des la dose minimale efficace,

- une efficacité dans le traitement de I'EDC,

- une courbe dose-réponse plate par rapport a I'efficacité clinique, traduisant un faible gain
en efficacité clinique observée aprés majoration de la posologie,

- une courbe dose-réponse linéaire par rapport a la survenue d’effets secondaires, traduisant
une augmentation de la survenue d’effets indésirables lors de la majoration des posologies
d’ISRS,

- un profil d’effets secondaires principalement en lien avec un exces de stimulation
sérotoninergique.

L’'ensemble des effets des ISRS est principalement sous-tendu par des mécanismes
d’action concernant la stimulation sérotoninergique centrale et périphérique. Cependant,
I’action directe quasi immédiate et soutenue d’inhibition de la recapture de la sérotonine par
les ISRS contraste avec leur long délai d’action et leur efficacité incompléte dans le traitement
de la dépression. Ainsi, il a été proposé que le délai d’action des antidépresseurs pouvait étre
lié a des changements neurobiologiques adaptatifs se distinguant des effets immédiats sur la
recapture de la sérotonine. Des recherches extensives en neurosciences ont permis de
préciser ces mécanismes d’action en s’intéressant initialement aux effets induits
spécifiguement sur le systeme sérotoninergique et sa transmission. Du fait de son implication
dans de nombreuses situations physiologiques et pathologiques, les neurosciences, mais
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également d’autres champs de recherche, se sont intéressés au systeme sérotoninergique qui
est un systéme conservé chez plusieurs espéces vivantes, complexe et hautement régulé.

2. La sérotonine, un systéeme complexe hautement régulé

a) Histoire de la sérotonine

L’histoire de la sérotonine a débuté dans les années 1930 au cceur de I'équipe du Dr
Erspamer, pharmacologue italien qui, s’intéressant a la pharmacognosie, cherchait a isoler des
agents capables d’induire la contraction de muscles lisses dans différentes espéces vertébrées
et invertébrées %. Ainsi, en 1937, ils ont extrait une substance, issue de cellules
entérochromaffines de I'intestin de lapin, capable d’induire la contraction de muscles lisses
au niveau de I'utérus de rat. Cette nouvelle molécule est alors baptisée « entéramine » 44, De
maniere indépendante, une équipe américaine composée du médecin Dr Page, du chimiste
organique Dr Rapport ainsi que de la biochimiste Dr Green, investiguait le champ de |‘étiologie
de I'hypertension artérielle et de son traitement #3. En 1948, ils isolérent dans le sérum humain
un agent vasoconstricteur qu’ils dénommeérent sérotonine #° et en 1949, ils en précisérent la
structure chimique comme étant la 5-hydroxytryptamine (5-HT) #¢. En 1952, Erspamer et
Asero démontrerent qu’entéramine et sérotonine n’étaient qu’une seule et méme molécule
47

La découverte de la sérotonine a été une révolution scientifique, notamment lorsque
son rOle en tant que neurotransmetteur fut démontré, donnant naissance au champ des
neurosciences %3. Cette découverte s’est articulée en deux temps grace aux travaux de la
chercheuse américaine, la Dr Twarog. D’une part, en 1952, la sérotonine est identifiée comme
neurotransmetteur régulant, avec I'acétylcholine (Ach), la contraction musculaire chez le
mollusque “8. D’autre part, en 1953, la sérotonine est identifiée dans le cerveau de
mammiféres %°. Enfin, le Dr Woolley, chercheur américain, a été le premier a émettre
I’hypothése d’implication de la sérotonine dans le fonctionnement cérébral 3. En effet, il a
montré que le LSD, molécule psychodysleptique découverte en 1943 par Hoffman 9, était un
« anti-métabolite » de la sérotonine, suggérant l'implication de la sérotonine dans les
maladies mentales, dont la psychose °1. De plus, il supposait un réle de la sérotonine dans le
développement cérébral du fait de la haute similitude entre la sérotonine et I'auxine, une
hormone de croissance pour les plantes 2.

Depuis 80 ans, la sérotonine, en tant que substance largement conservée dans
I’ensemble du monde vivant, incluant les bactéries, les champignons, les plantes ou encore
les animaux >%°3, a été le sujet de nombreuses recherches. La caractérisation de ce systéme
continue de se poursuivre tant a travers I'identification de ses fonctions, des acteurs impliqués
dans son métabolisme comme de ses différents modes d’action.

b) Métabolisme de la sérotonine
(1) Biosynthese de la sérotonine
La biosynthéese de la sérotonine résulte de deux réactions enzymatiques effectuées a
partir du tryptophane libre (Trp), acide aminé essentiel apporté par I’alimentation >4. Ainsi, le

rythme de synthese de sérotonine est lié aux prises alimentaires pouvant étre a I'origine d’'une
variation de plus de 10% des concentrations de 5-HT extracellulaire °°. Le tryptophane est
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principalement utilisé pour la synthése protéique °°. Il est également a I'origine de deux
grandes voies de synthése : la sérotonine et les kynurénines (Figure 4) °¢. La majeure partie
du Trp non utilisée pour la synthése protéique est convertie en kynurénine (Kyn), dont les
produits issus du catabolisme sont une importante source d’énergie °®>’. La production des
kynurénines sieége essentiellement dans le foie sous I’action enzymatique de la Tryptophane
Dioxygénase (TDO) ou dans le systtme immunitaire et le cerveau, sous l'action de
I'Indoléamine Dioxygénase (IDO) >’.

Figure 4 : Schéma représentatif de la biosynthése de la sérotonine et des kynurénines a partir du
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Quant a la conversion du Trp en 5-HT, elle concerne seulement 5% de son métabolisme
total °°. La premiére étape enzymatique est réalisée par la Tryptophane Hydroxylase (TPH),
présente sous deux isoformes, dont la distribution est limitée, constituant ainsi I'étape
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limitante régulant cette synthése >%°%, Avec les enzymes phénylalanine hydroxylase et tyrosine
hydroxylase, les TPH appartiennent a la famille des hydroxylases d’acides aminés aromatiques
dépendants de la ptérine, ayant la tétrahydrobioptérine et I'oxygéne comme co-substrats,
ainsi que le fer comme cofacteur. Ainsi, sous I’action de TPH, le tryptophane est transformé
en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) >. Puis sous I'action de la décarboxylase des acides aminés
aromatiques, enzyme a expression ubiquitaire également connu sous le nom de Dopa
décarboxylase ou tryptophane décarboxylase, la 5-HTP est transformée en 5-HT >4,

Les deux isoformes de TPH sont codées par deux geénes différents et leur expression
est donc spatialement déterminée °°. TPH1 est principalement exprimée en périphérie
notamment par l'intestin et en central, par la glande pinéale ®°. TPH2 est exprimée dans le
SNC principalement dans les neurones sérotoninergiques situés dans le noyau du raphé >°,
ainsi que dans le systeme nerveux périphérique particulierement dans les neurones du plexus
mésentérique 1. En tant qu’étape limitante de la synthése 5-HT, ces deux enzymes possédent
différents niveaux de régulation. Ainsi, le géne Tph2 présente un polymorphisme dans sa
région promotrice impactant fonctionnellement son activité enzymatique 2. Chez ’homme,
les mutations R441H et P449R sont associées a une activité diminuée respectivement de 81%
et 35% ©3 et chez la souris, le polymorphisme de nucléotides unique (SNP) C1473G est associé
a une diminution d’activité de 40% a 70% °4. De plus, leur transcription peut étre influencée
dans le SNC par les cestrogenes et glucocorticoides, dans la glande mammaire par la prolactine
ou encore dans l'intestin par le systéme immunitaire >, || est a noter que ces deux isoformes
présentent des cinétiques enzymatiques différentes puisque TPH1 a une plus grande affinité
pour le Trp et une plus grande activité catalytique que TPH2 . Enfin, ces deux isoformes
présentent toutes deux des modifications post-traductionnelles par phosphorylation, pouvant
moduler leur activité 7.

(2) Stockage de la sérotonine

Au sein de la cellule, la sérotonine est principalement stockée dans des vésicules grace
a un transport actif via le transporteur vésiculaire de monoamines VMAT. Il se présente
également sous deux isoformes: VMAT-1 exprimé principalement dans les cellules
entérochromaffines de I'intestin et VMAT-2, dans les neurones et dans les plaquettes 7. Il a
été estimé que la concentration intravésiculaire était 10* fois supérieure a la concentration de
5-HT dans le cytosol °°. La libération de la sérotonine est un phénoméne hautement régulé
pouvant se faire par exocytose dépendante du calcium ou par transport inverse via ses
transporteurs spécifiques ’273. Cette libération étant une étape clé de la régulation du signal
5-HT, nous détaillerons ce processus ultérieurement.

(3) Transport et recapture de la sérotonine

Apres libération dans I'espace extracellulaire, la sérotonine est capturée en
intracellulaire grace a un transport actif principalement assuré par SERT 7. Dans une moindre
mesure du fait d’'une plus faible affinité pour la sérotonine, son transport peut également étre
assuré par le transporteur de la dopamine (DAT) ou encore par les transporteurs de cations
organiques 3 (OCT3) et de monoamines a membrane plasmatique (PMAT) 7>.

SERT étant une étape clé de la régulation des concentrations de sérotonine
biodisponible, il est sujet a de nombreuses régulations tant au niveau de son expression
génique, son trafic que de son activité (Revue Baudry et al 2019 7). Chez ’homme, la région
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régulatrice promotrice du gene SERT présente plusieurs mutations, dont un polymorphisme a
I’origine d’une variation d’efficacité de transcription de ce gene, se traduisant, in fine, en une
variation de densité membranaire du transporteur /. Ainsi, les individus homozygotes pour
les variants courts (short, « s ») de cette région ont une activité transcriptionnelle réduite
comparés aux hétérozygotes ou aux homozygotes pour les variants longs (long, « | »). Dans la
population générale, il a été estimé que 19% des individus étaient homozygotes « s/s »,
rendant compte d’une activité de SERT divisée par deux >>7’. De nombreux autres facteurs
participent a la régulation de son expression génique, comme les facteurs de transcription
impliqués dans la spécification des neurones sérotoninergiques Petl et Lmx1B, des signaux
systémiques comme les glucocorticoides, les interleukines (IL) IL-1 et IL-6 ou encore des
facteurs épigénétiques par acétylation d’histones ou via différents micro-ARN (miR) 7°. Par
ailleurs, le trafic membranaire comme son internalisation sont étroitement régulés par
différents acteurs comme la synthase d’oxyde nitrique (NOS), des protéines SNARE, ou encore
la phosphorylation par différentes kinases ’®. Enfin, son activité fonctionnelle peut étre
influencée par le cholestérol membranaire ou par la phosphorylation par différentes kinases
7678 Fait intéressant, les récepteurs 5-HT ont aussi la capacité de moduler 'activité de SERT
comme les récepteurs 5-HT1B et 5-HT2B 798, Plus particulierement, le récepteur 5-HT2B a un
réle crucial a travers deux voies de phosphorylations distinctes: a I'état basal, I'activité
intrinseque du récepteur couplé a NOS entraine la phosphorylation de SERT lui conférant une
activité totale de transport et, en cas d’exces de 5-HT extracellulaire, I'activation de la voie de
Iinositol triphosphate (IP3)/PKC par le récepteur 5-HT2B entraine une hyperphosphorylation
réduisant son activité et donc le transport de 5-HT 7°.

(4) Dégradation de la sérotonine

Apres son transport en intracellulaire, la sérotonine peut étre soit stockée a nouveau
dans les vésicules intracellulaires, soit dégradée par la MAO en 5-hydroxyindol-acétique (5-
HIAA) 7181 Présente sur la membrane mitochondriale, la MAO est également une enzyme
ubiquitaire ayant deux isoformes MAO-A et MAO-B. Bien que la sérotonine soit le substrat
biologique de la MAO-A au regard de sa plus haute affinité, les activités catalytiques in vivo
des MAO sont essentiellement régulées par la disponibilité de leur substrat 882 Cette
dégradation s’effectue au sein des neurones dans le compartiment central, au niveau du foie
et des poumons pour I'excés de sérotonine circulante 8 ou localement au sein de
microsystémes sérotoninergiques 84, Par la suite, le 5-HIAA est excrété dans le sang puis
éliminé dans les urines 2>,

Les génes Mao sont influencés par divers facteurs comme les glucocorticoides, I'acide
rétinoique, les cestrogénes ou encore IL-4 8789, Au niveau enzymatique, I'activité catalytique
peut étre modulée par les concentrations locales en oxygene pour la MAO-B et par les niveaux
intracellulaires en peroxyde d’hydrogene (H,02) pour les deux isoformes, puisque les produits
générés lors de I'oxydation des amines incluent le H,0, 829091,

Ainsi, le métabolisme de la sérotonine est finement controlé, s’appuyant sur plusieurs
acteurs enzymatiques, ayant chacun leur propre systeme de régulation. Ceci permet de
maintenir une homéostasie centrale et périphérique spécifigue et une stimulation
sérotoninergique efficace, via une libération quantitativement et temporellement contrélée.
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c) Modes d’action de la sérotonine

La signalisation sérotoninergique permet d’activer différents modes d’action
comprenant principalement I'activation des récepteurs 5-HT, mais également d’autres modes
indépendamment d’eux. Les effets induits sont nombreux et peuvent concerner différents
processus cellulaires tels que le transport d’ions, la modulation de voies intracellulaires de
signalisation, de facteurs de transcription, de facteurs épigénétiques, de synthése protéique
ou encore de respiration mitochondriale 9274,

(1) Les récepteurs de la sérotonine

Les principaux effecteurs de la sérotonine sont ses nombreux récepteurs. Leur
identification et classification ont débuté en 1957, lorsque les chercheurs Gaddum et Picarelli
caractériserent deux récepteurs différents, dits neurotropique « M » ou musculotropique
« D », sous-tendant les effets contractiles de 5-HT sur des extraits d’iléon de cochon d’Inde *°.
Les avancées scientifiques en matiere de pharmacologie fonctionnelle, telle que le
développement de radio-ligand spécifique, et de biologie moléculaire, via les techniques de
séquencage génomique et de clonage de récepteurs, ont permis l'identification de 15 génes
codant pour les différents récepteurs 5-HT, regroupés conventionnellement en 7 familles (5-
HT1 a 5-HT7 ou les génes Htrl a Htr7), selon leur structure et leur voie principale de
signalisation (Revues de Barnes et al. 2021, Raymond et al. 2001, Hoyer et al. 2002, °*-8). Du
fait d’une haute régulation post-transcriptionnelle, telle que I'épissage alternatif d’acide
ribonucléique messager (ARNm) ou d’édition d’ARNm, on peut identifier plus d’'une trentaine
de récepteurs 5-HT distincts au niveau protéique °. Fait intéressant, le géne Htr2C, quasi
exclusivement exprimé dans le SNC, est le seul gene pour lequel un processus d’édition d’ARN
a été rapporté, donnant lieu a jusqu’a 24 isoformes fonctionnelles, se différenciant par leur
distribution ou leur voie de signalisation *’.

Exceptés les récepteurs 5-HT3 qui sont des récepteurs ionotropiques assurant le
transport de cations %7, les autres familles de récepteurs sont des récepteurs métabotropiques
couplés a des protéines G (GPCR). Ces GPCR présentent une structure hautement conservée
entre les especes, avec jusqu’a 80% d’homologie de séquence entre les hommes et les
rongeurs %% |ls ont également une haute homologie de séquence entre les sous-type d’une
méme famille 2. Ils sont composés de 7 domaines transmembranaires, dont un domaine
extracellulaire permettant la reconnaissance du ligand et un domaine intracellulaire impliqué
dans la signalisation d’aval %78, Ils présentent des ordres de constantes d’affinité a 5-HT
différentes, allant de de 2 nM a 1000 nM, et pouvant varier, selon les espéces 199192 Ajnsi, la
liaison de 5-HT ou un autre ligand a ces GPCR entraine I’activation de la protéine G, permettant
la séparation de ces 3 sous-unités (a, 3, ¥) agissant respectivement sur leur cible d’aval 12, La
stimulation d’'un méme récepteur 5-HT peut ainsi activer plusieurs voies de signalisation au
sein d’'une méme cellule ou en fonction de I'activité intrinseque de I'agoniste, mais elle peut
également générer des effets contraires sur une méme signalisation selon le type cellulaire ou
tissulaire (Figure 5) %6798, Cette diversité et complexité de signalisation conférent le caractére
pléiotropique a la sérotonine.
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Figure 5 : Principales voies de signalisation selon le type de récepteur 5-HT chez ’homme

Receptor Common signaling linkages Other signaling linkages G-protein coupling

5-HT, 5 Inhibits AC Activates PLC Gis>' G121 Ghi > G5 > G
Activates K" channels Activates NOS
Stimulates ERK Activates NAD(P)H oxidase
Inhibits Ca®* Activates NHE-1
conductances

5-HT)g Inhibits AC Activates PLC Gias > Gia1 2 Gia2 > Goa
Stimulates ERK Activates NOS

Activates AC2
Activates K " channels

5-HT,p Inhibits AC Inhibits Ca’ * conductances Gio & Goo
Activates K * channels
5-HT Inhibits AC Gia & Goq
5-HT,¢ Inhibits AC Activates PLC G & Gy
5-HT,a Activates PLC Activates NHE-1 Ggo & Giia > Gia
Activates PKC Activates AC
Stimulates ERK Inhibits AC
Activates PLA, Activates Jak2/STAT3
Activates Ca’ * channels
5-HT,p Activates PLC Activates cell cycle Gy & Gy
Activates ERK Activates iNOS
Activates PLA, Activates ctNOS
5-HT,¢ Activates PLC Activates Na*/Ca® * exchanger Ggo & Gy
Activates PKC PDZ motif signals?
Activates PLA,
5-HT,4 Activates AC Regulates various channels Gia
Activates PKA
5-hts, Unknown Unknown Unidentified
5-htsg Unknown Unknown Unidentified
5-HTg Activates AC G
Activates PKA
5-HT, Activates AC Activates ERK G,
Activates PKA

Source : Raymond et al. 2001, °¢

Outre les modifications post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles, divers
mécanismes permettent de réguler leur expression, leur trafic et leur activité. Ainsi, ils
peuvent interagir directement avec des protéines spécifiques (GIP) qui se différencient des
messagers secondaires, et ensemble, ils forment un « réceptosome » (Revue Marin et al 2012
103) || existe des GIP communs aux GPCR qui participent a la désensibilisation du récepteur,
comme les kinases couplées aux GPCR et la Sarrestine 1%, Fait intéressant, la nature du ligand
joue un réle dans le type de protéines recrutées permettant I'internalisation d’un récepteur
103, par exemple, pour le 5-HT2A, il a été montré qu’une stimulation par la sérotonine
entrainait une endocytose impliquant la [arrestine, s’opposant a une internalisation
indépendante de la Barrestine, lors d’une stimulation par un ligand exogéne %4, De plus, en
modifiant la conformation de récepteurs, des modulateurs allostériques impactent,
positivement ou négativement, I’affinité d’un ligand ou I'activation de la voie de signalisation
d’un récepteur spécifique ¥’.

Faisant partie de leur processus de maturation, les récepteurs 5-HT1A, 1B, 2A, 2C, 4 et
7 forment physiologiquement des homodimeéres fonctionnels, assurant leur trafic
intracellulaire, leur stabilisation et stimulation membranaires 9. Par ailleurs, certains
récepteurs peuvent également former des hétérodimeéres entre différents sous-types de
récepteurs 5-HT ou avec d’autres GPCR, modifiant leurs voies de signalisation respectives 10,

Enfin, en dehors des phénomenes de dimérisation, la co-expression de récepteurs 5-
HT peut également étre un mécanisme de régulation bidirectionnelle de leur trafic ou de leur
signalisation comme cela a été rapporté entre la famille 5-HT1 et 5-HT2 106:107,

(2) Autres modes d’action de la sérotonine
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Un autre mode d’action, commun aux GPCR, repose sur la transactivation de
récepteurs tyrosine kinase, via la libération de facteurs de croissance spécifiques (Revue
Cattaneo et al. 2014, 1%8). Dans les astrocytes, il a été montré que l'activation de 5-HT2B
entrainait la libération du facteur de croissance épidermique (EGF) pouvant activer les
récepteurs a I'EGF dans différents types cellulaires adjacents . Dans les neurones,
I'activation de 5-HT1A majorait, quant a elle, la production d’espéces réactives de |'oxygene
(ROS) entrainant la transactivation des récepteurs TrkB et des récepteurs au facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) 11°. Dans les cellules gliales, la sérotonine, via
I’activation de 5-HT2, peut également induire la transactivation du récepteur au facteur de
croissance fibroblastique (FGF) entrainant la transcription du facteur neurotrophique dérivée
de cellules gliales (GDNF) 11, En dehors du SNC, ce mécanisme de transactivation a également
été décrit pour le récepteur EGF, via l'activation de 5-HT2A, dans des adipocytes ou des
cellules musculaires 2, Fait intéressant, ce mécanisme de transactivation de récepteur a
tyrosine kinase peut également étre indépendant de I'activation de GPCR. En effet, dans les
cellules musculaires lisses artérielles pulmonaires, le transporteur SERT, stimulé par la
sérotonine, peut se lier au récepteur PDGF entrainant sa transactivation %3,

Indépendamment de I’activation de récepteurs 5-HT, il a été montré que la sérotonine
possédait des propriétés chimiques induisant des effets antioxydants. En se liant
spécifiguement aux lipides membranaires non saturés, elle agit comme inhibiteur de
peroxydation lipidique, pouvant protéger les cellules de la sénescence 114115,

Par I'intermédiaire du catabolisme lié¢ au MAO, la sérotonine peut également participer
a la régulation des signaux apoptotiques. En effet, I'activité de la MAO, stimulée par les
concentrations intracellulaires de sérotonine, peut moduler les niveaux de H,0;, de ROS, ainsi
que I'expression de facteur anti-apoptotique Bcl-2 82116117,

Plus récemment, un autre mécanisme d’action, appelé sérotonylation, a été décrit et
correspondant a la liaison covalente de la sérotonine a d’autres protéines, sous I'action
enzymatique des transglutaminases (Revue Bader 2019 '8, Figure 6).

Figure 6 : Identification des protéines ciblées par la sérotonylation

Protein Cell type References
Fibronectin Platelets Dale et al., 2002
Vascular smooth muscle Penumatsa K. C. et al.,
2014
Glioma Hummerich and Schloss,
2010
Osteoblasts Cui and Kaartinen, 2015
Fibrinogen Platelets Dale et al., 2002
Glioma Hummerich et al., 2015
rab4, rhoA Platelets Walther et al., 2003
rhoA Vascular smooth muscle Guilluy et al., 2007; Wang
etal, 2012
rab3a, rab27a Pancreatic p-cells Paulmann et al., 2009
rab4 Skeletal muscle cells Al-Zoairy et al., 2017
racl Neurones Dai et al., 2008
ras Colorectal adenocarcinoma Lin et al., 2013
Histones Neurones Farrelly et al., 2019
Actins, myosins Vascular smooth muscle Watts et al., 2009
Akt Vascular smooth muscle Penumatsa K. et al., 2014
SERCA2a Cardiomyocytes Wang et al., 2016

Source : Bader, 2019 8
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d) Distribution de la sérotonine et des acteurs liés a son métabolisme

Ne passant pas la BHE, la sérotonine a une distribution hétérogene et compartimentée
dans I'ensemble de I'organisme °. Ainsi, 95% de la quantité totale de sérotonine dans
I'organisme se situe en périphérie ol sa synthése se déroule essentiellement dans I'intestin
via TPH1 %%, A lissue de cette synthése, 95-98% de la sérotonine est stockée dans les
plaquettes grace au SERT 119,

La distribution de 5-HT dans I'ensemble de I'organisme et le caractere pléiotropique
de SERT ont pu étre mis en lumiére grace au modéle génétique de la souris knockout (KO) Sert
(Revues Murphy et al 2008) 129121 En I’absence de SERT, les concentrations extracellulaires de
5-HT étaient augmentées associées a des concentrations intratissulaires de 5-HT diminuées
de 40 a 60%, dans différentes régions du SNC (Figures 7A-B) '?°. Dans le compartiment
circulant, les concentrations 5-HT intraplaquettaires et plasmatiques étaient toutes deux
réduites 1201227124 Agssocié a 'augmentation des concentrations urinaires de 5-HIAA, il a été
suggéré que les souris KO Sert présentaient un métabolisme rapide de 5-HT dans le
compartiment circulant 1227124 En périphérie, les concentrations de 5-HT intratissulaires
étaient diminuées de 25% dans l'intestin et effondrées a >90% dans les autres organes ou
cellules, tels que les plaquettes, le cceur, les vaisseaux, le poumon, le foie, le pancréas, la rate
ou les surrénales (Figures 7A-C) 129125 A I'inverse des organes capables de synthétiser de la
sérotonine, ces résultats mettent en évidence le role fondamental de SERT dans la régulation
de I'homéostasie de la sérotonine avec, pas ou peu, de mécanisme de transport
compensatoire efficace, pour les organes en périphérie (Figures 7A-C) 120125,
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Figure 7 : Caractérisation des concentrations intratissulaires de 5-HT dans le modéle murin KO Sert
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Au niveau du SNC, la sérotonine synthétisée par les neurones sérotoninergiques, via
TPH2, ne représente que 2-5% de la sérotonine corporelle 1?%. Les neurones 5-HT, limités en
nombre, se situent dans les noyaux du raphé et présentent une arborisation extensive avec
des projections descendantes vers la moelle épiniére et ascendantes vers les structures
limbiques et le cortex 1267128 Aprés le systéme glutamatergique, le systéme sérotoninergique
a été décrit comme étant le plus complexe au sein du SNC, puisque ses projections permettent
de moduler I'ensemble du cerveau 1%’

L'utilisation des modeles génétiques de délétion distincte ou cumulée des genes Tph a
permis de confirmer la synthése compartimentée de 5-HT. Les souris Tph2”- présentaient des
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concentrations de 5-HT cérébraux effondrées (<1% comparés aux souris sauvages) avec des
concentrations inchangées de 5-HT dans la circulation 12°. Les souris Tph17 présentaient des
concentrations préservées de 5-HT dans le cerveau, associées a des concentrations effondrées
dans I'épiphyse et I'intestin, ainsi que des concentrations diminuées dans le sang total (3-15%
comparés aux souris sauvages) et dans le plasma (Figure 8) >°6%130_ Fait intéressant, les souris
présentant la double délétion génétique Tph1:Tph2 montraient également des concentrations
résiduelles de 5-HT dans le compartiment circulant 31, S’appuyant sur des études in vitro,
démontrant une activité d’hydroxylation du Trp en 5-HTP par la phénylalanine hydroxylase, il
a été suggéré que cette enzyme pouvait étre a I'origine des faibles concentrations de 5-HT
circulant en I’absence de TPH 132,

Figure 8 : Caractérisation des concentrations centrales, périphériques et circulantes de 5-HT dans

les modeles murins KO Tph1
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L’étude du modeéle murin Tph1”- a également pu mettre en évidence I'existence de
microsystemes sérotoninergiques, comprenant une synthese 5-HT locale pouvant agir de
maniére auto/paracrine (Revue Amireault et al 2013, 134). En dehors du systéme intestinal, des
expressions fonctionnelles de TPH1 ont pu étre caractérisées dans le placenta, les cellules
trophoblastiques 3%, les glandes mammaires ®, les cellules B du pancréas 36137, Jes
ostéoclastes 13, les adipocytes 1%, les cellules musculaires lisses vasculaires 140, les cellules

endothéliales **1, les érythroblastes 142 ou encore des cellules du systéme immunitaire (Figure
9) 143.
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Figure 9 : Caractérisation des microsystémes sérotoninergiques dans le systeme immunitaire

TABLE 1 | Serotonergic components of immune cells.

Cell type 5-hydroxytryptamine SERT Tryptophan MAO
receptors hydroxylase 1
Monocytes and 1A, 1E, 2A, 4 - +
macrophages 3A,4,7
Microglia 2B, 5A, 7
Dendritic cells 1B, 1E, 2A, - +
2B, 4,7
Neutrophils (1A, 1B, 2)
Basophils
Mast cells 1A + -
Eosinophils 1A, 1B, 1E, 2A, 2B, 6
B cells 1A, 2A, 3,7 +
T cells 1A, 1B, 2A, 2C, 3A, 7 + ~ +
NK cells
Platelets 2A, 3 - +
Endothelial cells 1B/DB, 2A, 2B, 4 + +
Vascular smooth 1D, 2A, 2B, 7
muscle cells
Source : Herr et al, 2017 143
e) Fonctions physiologiques de la sérotonine

Le systeme sérotoninergique est un systeme complexe participant a de nombreuses
fonctions physiologiques a travers une double fonction hormonale en périphérie et de
neurotransmetteur dans le SNC. lllustrant les diverses fonctions physiologiques liées a la
sérotonine, la caractérisation phénotypique de la souris KO Sert a permis de montrer

I’ensemble des altérations associé a une dysrégulation de la transmission 5-HT (Figure 10)
120,121
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Figure 10 : Caractérisation phénotypique de la souris KO Sert : exemple de I'impact de la

dysrégulation du signal sérotoninergique dans I’organisme
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Dans le SNC, la sérotonine est ainsi impliquée dans de nombreuses fonctions
physiologiques vitales, comme la régulation des cycles veille/sommeil, la libération des
hormones neuroendocriniennes, la prise alimentaire, la thermorégulation, la nociception,
I’activité motrice, le contréle central du rythme cardiaque ou de la pression artérielle 97144145,
Elle participe également aux processus cognitifs, comme ceux liés a la mémoire et a

I’apprentissage, mais également a la régulation de I'humeur et des comportements sexuels
144
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En périphérie, elle participe également a diverses fonctions physiologiques. Au niveau
intestinal, la sérotonine, dérivée de I'intestin via TPH1, participe a la régulation de la motilité,
la sécrétion ou encore la nociception intestinale 144147 quand la régulation du péristaltisme est
principalement assurée par les motoneurones du plexus myentérique 467148 synthétisant la
sérotonine via TPH2 . Au niveau cardiovasculaire, la sérotonine exerce des effets cardiaques
chronotropes et ionotropes et module le tonus vasculaire notamment en régulant la
contraction de muscles lisses vasculaires *°. Dans la continuité de ces effets sur les muscles
lisses, la sérotonine est impliquée dans la régulation des contractions des bronches, les
uretéres, l'utérus %°. Elle est également impliquée dans I'activation et I'agrégation
plaguettaire et donc indirectement dans le processus de réponse plaguettaire en cas de
blessure 123150, Des fonctions dans la régulation du métabolisme glucidique et de la lipolyse
151 de la lactation ¢7152153 de la densité osseuse *15> ou encore dans des processus
inflammatoires et allergiques 1431°% ont été identifiées.

Au sein de ces diverses fonctions périphériques, on peut distinguer I'implication de
deux types de transmission sérotoninergique : la transmission systémique par les plaquettes
et dépendante de la sérotonine dérivée des intestins et la transmission locale au sein des
microsystemes sérotoninergiques pouvant secondairement étre renforcée par la sérotonine
délivrée par les plaquettes. Selon I'organe et la fonction soutenue par la sérotonine, la voie
de synthese pourra étre distincte ou cumulée (Figure 11).

Figure 11 : Role de la sérotonine en fonction de son origine de production

source of S-HT

local gut-
organ/tissue synthesis  derived suggested function
embryo Tph2 survival factor™*
placenta Tphl hindbrain development”®
mammary gland Tphl involution and homeostasis®**’
bone marrow Tphl erythroblast differentiation/
proliferation””
t Tphl immune modulation***’
(enterochromaffin
cells)
gut (myenteric Tph2 intestinal motility*
neurons)
pancreas Tphl P-cells prolifera.tionsz_54
bone Tphl osteoclasts differentiation®®
Tphl  osteoblasts differentiation®>*
liver Tphl  hepatocytes proliferation”>

heart/blood vessels Tphl Tphl  vessels contractility, cardiac
myocytes proliferation18

adipose tissues Tphl Tphl Lipolysis, thermogenesis modulations

immune cells (mast Tphl immune modulation
cells, macrophages,
monocytes, T-cells)

skin Tphl Melanogenesis activation

lung Tphl endothelial cells proliferation

Sources : Adaptées d’Amireault et al 2013 13, Eddahibi et al 2006 *!, Herr et al 2017 143, Oh et al 2015 %7,
Sumara et al 2012 %8, Cai et al 2019 **°
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Témoignant de lintrication et de la complexité d’interactions des différentes
transmissions sérotoninergiques, les régulations du métabolisme énergétique ou de la densité
osseuse nécessitent jusqu’a 3 boucles toniques de signal 5-HT, avec des effets pouvant
s’opposer. Par exemple, la sérotonine agit a partir du SNC, de l'intestin, du tissu adipeux et
des mastocytes, afin de réguler le métabolisme énergétique de I'organisme ayant des effets
opposés sur la prise poids, la sérotonine centrale ayant un effet protecteur vis-a-vis de
I'obésité et la sérotonine périphérique la favorisant en réponse a un régime riche en graisse
157,158,160—162.

Au total, la sérotonine, a travers une large distribution compartimentée et des modes
d’actions variées, est impliquée dans de nombreux processus physiologiques participant a
I’'homéostasie de I'organisme. Son action est complexe pouvant nécessiter jusqu’a 3 niveaux
de régulation s’articulant entre une signalisation centrale, systémique dérivée de l'intestin et
locale et pouvant induire des effets contraires, suggérant une transmission 5-HT tonique. Afin
d’assurer une stimulation 5-HT efficace, cette transmission nécessite donc une régulation fine
des concentrations de 5-HT, quantitativement et temporellement, dans les différents
compartiments de l'organisme. Du fait de leur mode d’action, les ISRS entrainent des
modifications de cette transmission sérotoninergique dans I'ensemble de I'organisme.

3. Homéostasie de la transmission sérotoninergique et modulation
pharmacologique par les ISRS

a) Neurotransmission sérotoninergique

Dés l'identification du rbéle de la sérotonine dans le fonctionnement cérébral, la
neurotransmission 5-HT et sa régulation ont été extensivement étudiées. Elle concerne les
neurones 5-HT, décrits comme des neurones pacemaker avec une décharge lente et réguliere,
permettant le maintien d’'une homéostasie fine 127, Ainsi, elle correspond principalement au
mécanisme de synapse chimique, commune a I'ensemble des neurotransmetteurs 193,
Brievement, aprés l'arrivée d'un potentiel d’action (PA), la membrane neuronale
présynaptique se dépolarise permettant, via les canaux calciques voltage-dépendants,
I'entrée de calcium en intracellulaire qui déclenche I'exocytose des vésicules chargées de
sérotonine 3, Cette libération dépendante du calcium se définit comme une libération
guantique, signifiant qu’une méme quantité de sérotonine est libérée pour chaque potentiel
d’action 72. Ainsi, les concentrations de 5-HT dans la fente synaptique peuvent augmenter avec
la fréquence des PA 163, Par ailleurs, une fois libérée, la sérotonine peut se fixer a ses
récepteurs présents sur la membrane post-synaptique, permettant la transmission de son
signal 1%* (Figure 12A).

La disponibilité de la sérotonine dans la fente synaptique est donc un phénomene
hautement régulé, faisant intervenir différents acteurs comme les enzymes liés a son
métabolisme, ainsi que ses récepteurs (Figure 12A). En immédiat, cette régulation fait
intervenir le transporteur SERT capable d’assurer la recapture de 80% de la sérotonine
intrasynaptique et permettant de renouveler le stockage des vésicules présynaptiques 164,
Plus précisément, lors de la libération quantique de sérotonine se déroulant en 1/5°™¢ de
seconde, la concentration extracellulaire de 5-HT entraine la saturation du transporteur SERT
5. Ce dernier fonctionne alors en continu permettant la recapture de la sérotonine en 2
secondes environ . A saturation du transporteur, la vitesse de recapture ne peut donc étre
modulée que par la densité membranaire du transporteur . Il a été démontré qu’une
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élévation de ce niveau était associée a une diminution de la densité de SERT exprimée par les
neurones, limitant la biodisponibilité synaptique de la sérotonine 76165,

Faisant intervenir une boucle de rétrocontrole, la sérotonine peut également se fixer
sur les autorécepteurs 5-HT1A et 5-HT1B présents sur la membrane présynaptique des
neurones 5-HT (Figures 12B-C). L’activation de ces deux récepteurs entraine une diminution
de la libération de la sérotonine 1 et, secondairement, une diminution de la synthése de la
sérotonine 167168 ||s se distinguent par leur distribution cellulaire et leur mécanisme
d’inhibition. Les autorécepteurs 5-HT1A se situent au niveau somato-dendritique alors que les
autorécepteurs 5-HT1B se localisent au niveau des terminaisons axonales %°. Plus
précisément, en condition physiologique, I'autorécepteur 5-HT1A participe au maintien de
I'activité lente de pacemaker des neurones 5-HT en réponse aux signaux entrants excitateurs
170 Ces récepteurs étant couplés aux canaux potassiques rectificateurs de courant entrant,
leur activation entraine une hyperpolarisation de la membrane neuronale, réduisant alors
I'activité de décharge neuronale résultant en une diminution de libération de 5-HT dans les
aires de projection 1. De plus, leur activation est associée a une diminution de la synthése et
du renouvellement de la sérotonine cérébrale dans les aires de projection 6717 Quant aux
autorécepteurs 5-HT1B terminaux, leur activation est associée a une diminution de libération
de sérotonine dans les aires de projection 172, 3 travers de multiples modes d’action. D’une
part, leur activation empéche I'entrée de calcium en inhibant les canaux calciques voltage-
dépendants 73, D’autre part, il a été démontré que I’activation de cet autorécepteur
entrainait une majoration de I'activité de SERT et donc une diminution de 5-HT extracellulaire,
alors qu’a l'inverse, I'inhibition de 5-HT1B entrainait une diminution de I’activité de recapture
de SERT majorant les concentrations de 5-HT extracellulaire 8974, Enfin, "autorécepteur 5-
HT1B est également un acteur de régulation de la synthese de sérotonine, son activation étant
associée a une diminution de la synthése cérébrale de 5-HT 168175,

Figure 12 : Représentations schématiques de la transmission 5-HT et de sa régulation

A. Schéma représentatif d’une synapse sérotoninergique B. Schéma représentatif du rétrocontréle négatif exercé par
les autorécepteurs inhibiteurs 5-HT1A et 5-HT1B
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D’autres récepteurs 5-HT participent également a la régulation de la libération de 5-
HT. Ainsi, I'activation des récepteurs 5-HT2B, également exprimée par les neurones 5-HT,
facilitait la libération de sérotonine dans certaines aires de projection 771’8, A I'inverse, les
autorécepteurs 5-HT1D, également exprimés en présynaptique de neurones
sérotoninergiques, participaient au rétrocontréle négatif en inhibant la libération de
sérotonine 17°. La stimulation des récepteurs 5-HT7, quant a elle, entrainait une diminution de
I’activité de décharge des neurones 5-HT et participait a la désensibilisation de I'autorécepteur
5-HT1A 189 De plus, les récepteurs 5-HT7, en formant des hétérodiméres avec les récepteurs
5-HT1A, favorisaient leur désensibilisation fonctionnelle 181,182,

Ce rétrocontrbole négatif assuré par les récepteurs 5-HT permet de maintenir un
systeme sérotoninergique fonctionnel en situation physiologique en limitant, notamment, les
conséquences de polymorphismes génétiques identifiés dans la population générale >°. Des
modélisations mathématiques s’appuyant sur les données biochimiques de ces mécanismes
moléculaires ont pu mettre en lumiere I'importance du réle des autorécepteurs dans le
maintien de cette homéostasie, en limitant I'augmentation des concentraitons
extracellulaires de sérotonine en cas de génotype « s/s » dans le cadre du polymorphisme du
géne Sert (Figure 12C) . De la méme maniére, le polymorphisme de la région promotrice du
gene Tph2 peut également étre limité par la régulation apportée par les autorécepteurs
limitant I'impact du renouvellement diminué de sérotonine en cas de mutations R441H et
P449R (Figure 12C) *.

Enfin, une hétérorégulation de la neurotransmission sérotoninergique se fait par
I'intermédiaire d’interneurones GABA, capables d’inhiber I'activité des neurones 5-HT (Revue
Beyeler et al 2021, 83). Il a été identifié deux types d’interneurones impliqués dans ce
processus : les interneurones GABA du raphé activés par les récepteurs 5-HT2B, 2C et 7 et les
interneurones GABA du cortex préfrontal activés par les récepteurs 5-HT2A, 3 et 4 183,

Ainsi, ’'homéostasie centrale de la sérotonine est finement régulée par une action
conjointe de plusieurs acteurs permettant de préserver une stimulation sérotoninergique
efficace. Par leur mode d’action ciblant SERT, les ISRS induisent un changement dans cette
homéostasie centrale entrainant des processus adaptatifs aigus et chroniques du systeme 5-
HT.

(1) ISRS, modulateur des concentrations de 5HT dans le SNC

(a) Effets aigus des ISRS sur la neurotransmission

Dés leur découverte en 1974, avec l'utilisation ex vivo de synaptosomes issus de
cerveaux de rat, il a été démontré qu’un traitement par fluoxétine entrainait une inhibition
spécifique de 56% de la recapture de la sérotonine ° entrainant théoriquement la recapture
de la sérotonine extracellulaire en 4 secondes au lieu de 2 secondes °°. Par la suite, les études
caractérisant leurs effets se sont principalement appuyées sur I'analyse de I'activité neuronale
par électrophysiologie et I’évaluation in vivo, des concentrations de sérotonine dans diverses
régions cérébrales grace au développement des techniques de microdialyse 8.

En administration unique, il a été montré, par électrophysiologie, que I'inhibition aigué
de SERT était associée a une réduction de I'activité des neurones sérotoninergiques du noyau
du raphé dorsal (NRD), liée a I'activité inhibitrice de I"autorécepteur 5-HT1A (Figure 13A)
170,185,186 par microdialyse, il a été démontré qu’une dose unique d’ISRS était associée a des
augmentations rapides et transitoires de concentrations 5-HT extracellulaire de 400% au
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niveau du noyau du raphé et de 200% dans les zones de projection, telles que le cortex frontal,
préfrontal ou encore I'hippocampe (Figure 13B) 87188 Ppar ailleurs, 'augmentation de
sérotonine extracellulaire était dose-dépendante de I'ISRS (Figure 13B) ¥’ De petites doses
d’ISRS, comparables aux doses utilisées en pratique clinique, entrainaient des augmentations
de 5-HT seulement au niveau du raphé, secondaire a la densité prédominante de SERT dans
le noyau du raphé comparé aux aires de projection 8>187.189,

Figure 13 : Effets induits par une dose unique d’ISRS sur ’activité des neurones sérotoninergiques

et les concentrations de 5-HT extracellulaire

A. Décharge neuronale des neurones B. Concentrations de 5-HT C. Concentrations de 5-HT extracellulaire
sérotoninergiques dans le noyau du extracellulaire évaluées par dans le cortex frontal de rongeur évaluées
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aprés  administration  unique de unique de fluoxétine dans 6 régions unique de fluoxétine a 10mg/kg (1°e
citalopram cérébrales d’intérét chez le rongeur. fleche) puis de WAY100635, antagoniste

de 5-HT1A (28™e fleche).
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Abréviations : DHPC (hippocampe dorsale), DRN (noyau raphé dorsal), FC (cortex frontal), MRN (noyau raphé
médian), STR (striatum), VHPC (hippocampe ventrale)

En augmentant les concentrations extracellulaires de 5-HT dans le raphé, les ISRS ont
cet effet paradoxal d’entrainer une diminution de la libération de sérotonine dans les aires de
projections, suite a I'activité freinée des neurones 5-HT par I'activation de I'autorécepteur 5-
HT1A 187191 Confirmant le role inhibiteur de I'autorécepteur 5-HT1A, 'administration unique
et conjointe d’ISRS et d’antagonistes 5-HT1A permettait de majorer I'augmentation de 5-HT
extracellulaire dans les aires de projection (Figure 13C) '%°. Des résultats similaires étaient
observés chez les souris KO Htr1A ayant recu une administration unique d’ISRS 192193, Suite a
la stimulation de 5-HT1A, un phénomene de régulation par désensibilisation rapide et
réversible de l'autorécepteur a été démontré par immunomarquage en microscopie
électronique °*. Plus précisément, une heure aprés une dose unique d’ISRS ou d’agoniste 5-
HT1A, la densité membranaire des autorécepteurs 5-HT1A dans les neurones du NRD était
partiellement diminuée concomitante a une augmentation de leur densité intracellulaire
1951% Cette internalisation partielle suggérait I'existence de deux types d’autorécepteurs de
5-HT1A, un groupe fonctionnel et un non fonctionnel ***. Ce processus était réversible avec
une densité membranaire et une sensibilité restaurées 24 heures aprés stimulation 19>1%_A
I'inverse, I'administration unique d’ISRS n’était pas associée a un changement de densité des
hétérorécepteurs dans I’hippocampe %1%,

L’autorécepteur terminal 5-HT1B participe lui aussi a I'atténuation initiale de la
libération de sérotonine par les ISRS. En effet, la co-administration d’antagonistes spécifiques
5-HT1B et d’ISRS permettait de majorer les concentrations extracellulaires de 5-HT dans les
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aires de projection 197198, Ces résultats ont été confirmés chez les souris KO Htr1B traitées par
dose unique d’ISRS 192193198 Cependant, les autorécepteurs présynaptiques 5-HT1B étant
terminaux, leur localisation peut se chevaucher avec celle de leurs homologues
hétérorécepteurs postsynaptiques, pouvant étre un véritable défi technique pour les
distinguer 1%°. Récemment, un modéle murin transgénique a permis la délétion spécifique de
I’expression de I'autorécepteur 5-HT1B et a montré I'augmentation attendue de sérotonine
extracellulaire dans les aires de projection, aprés administration aigué par ISRS 2%°, Confirmant
I'implication conjointe des deux récepteurs dans la boucle de rétrocontréle négatif, des
résultats similaires étaient également retrouvés dans des modéles murins avec double KO
Htr1A:Htr1B 2°1, Autre acteur de la régulation du signal 5-HT, il a été montré que I'invalidation
génétique ou pharmacologique du récepteur 5-HT2B freinait également I'laugmentation de 5-
HT extracellulaire induite par dose unique d’ISRS dans I"hippocampe 78,

L’évaluation de 'activité fonctionnelle de TPH par chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC) a mis en évidence qu’apres administration aigué d’ISRS, la synthese
de sérotonine était diminuée dans différentes aires de projection 202203, Cette réduction de
synthése était dose-dépendante et impliquait partiellement et de maniéere indépendante les
récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B 202203,

Ainsi, I'administration aigué d’ISRS entraine une diminution du signal
sérotoninergique, secondaire au rétrocontrole négatif exercé par les autorécepteurs 5-HT1A
et 5-HT1B, associée a une diminution de la synthese de 5-HT. Du fait du délai d’action connu
des ISRS en pratique clinique, plusieurs études se sont attachées a caractériser les effets d’une
administration chronique d’ISRS sur la neurotransmission sérotoninergique.

(b) Effets chroniques des ISRS sur la
neurotransmission

A l'inverse d’'une administration unique, un traitement prolongé par ISRS entraine
différents changements adaptatifs du systeme sérotoninergique et cette caractérisation
extensive, a I'aide de modeéles animaux, a permis de confirmer le mode d’action des ISRS sur
le signal 5-HT et de mettre en lumiere la complexité de la régulation de cette transmission.

Ainsi, il a été démontré que les neurones 5-HT du raphé retrouvaient graduellement
leur activité de base aprés 2 a 3 semaines d’administration continue d’ISRS 2047206, |’activité
électrique neuronale de différentes zones d’intérét était également modifiée par un
traitement chronique d’ISRS avec, par exemple, une augmentation d’activité dans
I’hippocampe et une diminution dans le cortex moteur préfrontal 207,

Par microdialyse, il a été montré qu’une administration répétée d’ISRS était associée a
une augmentation soutenue de 3 a 5 fois des concentrations de 5-HT extracellulaire au niveau
des noyaux du raphé, ainsi que dans différentes aires de projection, suggérant un
renforcement du signal 5-HT par les ISRS 298212 Une récente méta-analyse regroupant 42
études de microdialyse portant sur les 6 molécules d’ISRS et incluant 798 animaux a pu
préciser la cinétique des concentrations extracellulaires de 5-HT au cours d’un traitement par
ISRS (Figure 14A) 2%, Ainsi, aprés 3 jours de traitement par ISRS, les concentrations
extracellulaires de 5-HT sont diminuées dans le raphé et le cortex frontal et elles sont
augmentées dans les autres aires de projection, associés a des concentrations intratissulaires
diminuées en regard, de maniére dose-dépendante (Figures 14A-C) 209210212214 pyjis 3 partir
du 7%™¢ jour de traitement par ISRS, les concentrations extracellulaires de sérotonine sont
augmentées dans le raphé, le cortex frontal ou encore I'"hippocampe avec une restauration
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des concentrations intratissulaires 5-HT associées dans les aires de projection (Figures 14A-C)
209,210,212-214 " Selon les régions, aprés un traitement prolongé par ISRS, les concentrations
extracellulaires de 5-HT pouvaient rester augmentées, comme dans le raphé ou le cortex
frontal, ou se normalisaient, comme dans I’hippocampe (Figures 14A-B) 209210.212,

Figure 14 : Cinétique au cours du temps des concentrations extracellulaires et intratissulaires de 5-

HT lors d’un traitement par ISRS
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Témoin de I'adaptation du métabolisme de 5-HT suite a 'augmentation soutenue des
concentrations 5-HT extracellulaire induite par les ISRS, I'activité fonctionnelle de TPH et
I'expression de Tph2 étaient diminuées, dés 2 jours de traitement, dans le raphé et les
structures cérébrales antérieures et persistaient pendant 28 jours de traitement par ISRS
215,216 par défaut de disponibilité intratissulaire de substrat, I’activité catalytique de MAO était
indirectement diminuée aprés un traitement chronique d’ISRS, démontrée par la diminution
des concentrations de 5-HIAA dans les structures cérébrales antérieures, témoignant d’un
renouvellement global de la sérotonine diminué 27218,

Associé a cette synthése 5-HT diminuée par un traitement chronique d’ISRS, la densité
du transporteur était majoritairement diminuée dans le raphé et dans différentes aires de
projection 21°7222, Dans I'hippocampe, la densité de SERT était régulée d’une part,
négativement par un phénomene d’internalisation observé en microscopie électronique dans
les terminaisons de neurones 5-HT et d’autre part, positivement observée par
immunomarquage dans les neurones glutamatergiques %4223, En regard, le niveau
d’expression génique de Sert n’était pas modifié par un traitement chronique d’ISRS 2. A
I'inverse, I'expression de Sert était diminuée dans le NRD aprées 7 jours de traitement par ISRS
puis se normalisait 3 I'issue de 3 semaines de traitement 194215224225 |5 régulation de
I’expression génique de Sert était en partie assuré par la variation des niveaux miR-16 et miR-
135 induite par un traitement prolongé par ISRS. En effet, dans les neurones
sérotoninergiques, les niveaux miR-16 et miR-135 étaient augmentés par un traitement
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chronique d’ISRS entrainant une diminution de Sert et, a l'inverse, dans les neurones
glutamatergiques, les niveaux miR-16 étaient diminués entrainant une augmentation de Sert
222,223,226.

La restauration des niveaux d’activités neuronales du raphé, associée a I'augmentation
soutenue de 5-HT extracellulaire, a été expliquée en partie par I'adaptation fonctionnelle des
autorécepteurs 5-HT1A, appelée désensibilisation, correspondant a la levée de l'effet
inhibiteur de cet autorécepteur. En effet, a l'issue d’un traitement chronique par ISRS,
I’administration d’agoniste 5-HT1A n’entrainait ni réduction d’activité électrique des neurones
du raphé ni diminution des concentrations extracellulaires de 5-HT 18>188,204.211,225 Qe plys,
I"utilisation d’infusion d’antagoniste 5-HT1A, localisée dans I'hippocampe ou dans le raphé, a
montré une potentialisation initiale des effets positifs induits par les ISRS sur les
concentrations de 5-HT extracellulaire, suivie d’'une perte de I'effet de I'antagoniste 5-HT1A,
suggérant la désensibilisation de I'autorécepteur (Figure 14D) 212, Plus précisément, cette
désensibilisation induite par un traitement chronique par ISRS a été caractérisée de partielle,
fonctionnelle et réversible. En effet, aprés un traitement par ISRS, les neurones 5-HT
présentaient une réponse d’inhibition d’activité neuronale atténuée, mais persistante apres
stimulation des autorécepteurs 5-HT1A 204227228 De plus, bien que I'expression de Htr1A était
diminuée, la densité membranaire de l'autorécepteur 5-HT1A était inchangée, avec une
absence d’internalisation observée en microscopie électronique, alors que la transduction du
signal d’aval était bien diminuée dans le raphé 194212225225-231 rajt intéressant, cette
désensibilisation était spécifique aux autorécepteurs, puisque les activités des
hétérorécepteurs 5-HT1A étaient préservées et associées a une augmentation des activités
neuronales dans les aires de projection, suggérant le renforcement du signal cérébral
sérotoninergique aprés traitement prolongé par ISRS 22>:229,230,232,

Une désensibilisation fonctionnelle des autorécepteurs 5-HT1B a également décrit
apres un traitement chronique par ISRS. De la méme maniere, la stimulation par un agoniste
5-HT1B n’entrainait plus de freinage sur la libération de 5-HT aprés un traitement prolongé
par ISRS 233234  Fait intéressant, selon les régions cérébrales, cette désensibilisation des
autorécepteurs 5-HT1B pouvait étre sous le contréle des récepteurs 5-HT1A 233234,

Récemment, un nouveau changement neurobiologique induit par les ISRS a été
identifié. Il a été montré qu’un traitement chronique par fluoxétine induisait un changement
phénotypique des neurones noradrénergiques localisés dans le locus coeruleus, devenant
ainsi une nouvelle source de 5-HT dans le SNC et une nouvelle région ciblée par les ISRS 222,
Plus précisément, les neurones sérotoninergiques du raphé exposés chroniquement a la
fluoxétine libéraient le facteur neurotrophique S100B entrainant une réduction de
I’expression de miR-16, habituellement élevée dans les neurones noradrénergiques, résultant
par |'acquisition de fonctions sérotoninergiques comme I'expression de SERT ou de TPH par
les neurones noradrénergiques 222,

Ainsi, un traitement prolongé par ISRS entraine un renforcement du signal
sérotoninergique cérébral a travers plusieurs mécanismes: 1) une désensibilisation des
autorécepteurs 5-HT1A et 5-HT1B levant leur rétrocontréle négatif habituel, 2) une
modification du métabolisme 5-HT des neurones sérotoninergiques, via une diminution de sa
synthése et de son transport et 3) un changement phénotypique des neurones
noradrénergiques capables de synthétiser et de participer a la neurotransmission 5-HT.
L’ensemble de ces résultats suggere que des mécanismes neurobiologiques adaptatifs sont
mis en place aprés un traitement prolongé par ISRS et de maniere spécifique, selon les régions
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cérébrales concernées. Ces données mettent également en lumiere la complexité de Ila
régulation de la neurotransmission 5-HT. La sérotonine étant largement distribuée dans
I’'organisme, la transmission de son signal en périphérie est également impactée par un
traitement par ISRS.

b) Transmission sérotoninergique périphérique intestinale

L’intestin est donc la source principale de sérotonine dans I'organisme. En effet, cette
synthése a lieu majoritairement, via TPH1, dans les cellules entérochromaffines et via TPH2
dans les neurones sérotoninergiques du plexus myentérique (Figure 15) °%. Les cellules
entérochromaffines sont une sous-population de cellules entéro-endocrines au sein de
I’épithélium intestinal constitué majoritairement d’entérocytes 23°. De plus, comme
I’ensemble des cellules de I'épithélium, les cellules entérochromaffines ont un haut niveau de
renouvellement cellulaire qui s’inscrit dans un processus dynamique de mouvement cellulaire
au sein de cet épithélium 23, Ces cellules agissent comme des cellules sensorielles, sensibles
a des facteurs tels que les compressions mécaniques, le changement de pH, la présence de
nutriments ou de toxines (Revues Gershon et Tack, 2007, Bertrand et Bertrand, 2010 146:147),
A l'issue de cette synthese dépendante de TPH1, la sérotonine est stockée dans des vésicules
intracellulaires via VMAT-1 7! et elle peut étre libérée dans deux compartiments
extracellulaires distincts (Figure 15).

D’une part, elle peut étre libérée au niveau basolatéral, soit dans la circulation
sanguine ou elle sera capturée par les plaquettes #4147 soit au niveau des acteurs locaux, tels
que les terminaisons des neurones afférents du systéeme nerveux entérique, les cellules
musculaires lisses ou autres cellules adjacentes. Du fait de leur grande mobilité au sein du
tissu épithélial, la transmission sérotoninergique entre ces cellules entérochromaffines et les
neurones afférents ne correspond pas a une synapse classique %7, En effet, I'activation des
récepteurs 5-HT3 et 5-HT4, exprimés au niveau des terminaisons nerveuses, se différencient
selon la concentration locale de 5-HT ¥’ Ainsi, I’activation des récepteurs 5-HT3 se fait a haute
concentration, estimée a 1 uM, et implique d’étre a proximité du site de relargage quand le
récepteur 5-HT4 peut étre activé a de plus faibles concentrations dés 5 nM ¥, La régulation
des concentrations extracellulaires de 5-HT et, donc de ses effets paracrines, est assurée soit
par les entérocytes, exprimant SERT, qui capturent la sérotonine et peuvent la cataboliser via
MAQO, soit par transport dans la circulation sanguine ou elle est stockée dans les plaquettes
via SERT 146,

D’autre part, elle peut étre libérée au niveau apical dans le mucus intestinal en réponse
aux contractions péristaltiques du tractus digestif 236, a la stimulation du récepteur 5-HT4
exprimé, entre autres, par les cellules entérochromaffines 237 ou encore a I'ingestion de
nutriments avec une sensibilité particuliere au glucose, aux acides gras a courte chaine ou
encore a des métabolites issus du microbiote 238, Plus précisément, il a été démontré dans le
microbiote que certaines bactéries, formant des sports, exprimaient SERT et participaient a la
stimulation de la biosynthése de 5-HT par les cellules entérochromaffines 23°. Ainsi, il a été
estimé que les concentrations de sérotonine au niveau du mucus intestinal a I'état basal
étaient comprises entre 2 et 10 uM, selon les espéces, et pouvaient augmenter jusqu’a 25 uM
en réponse a des stimuli mécaniques 4.
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Figure 15 : Transmission sérotoninergique dans 'intestin
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A la différence de la neurotransmission sérotoninergique impliquant une signalisation
a travers une synapse classique finement régulée, la transmission sérotoninergique intestinale
s’effectue a trois niveaux : local avec un mode auto et paracrine, systémique ou circulante via
les plagquettes et dans lumiére intestinale en interaction notamment avec le microbiote.

(1) ISRS, modulateur des concentrations 5-HT de intestin

Initialement, les effets des ISRS sur les concentrations de 5-HT, en dehors du SNC ou
du compartiment circulant, ont été peu étudiés. Dans la continuité de I'intérét croissant sur
le r6le de la sérotonine dans l'intestin ainsi que des découvertes de I'implication de I'axe
cerveau-intestin et du microbiote dans les troubles psychiatriques 24!, différentes études ont
précisé les effets des ISRS, principalement ex vivo ou in vitro, sur les concentrations
intestinales de 5-HT.

Al'aide d’enregistrement électrochimique appliqué a des préparations iléales de rat, il
a été montré que l'exposition de fluoxétine 1 uM entrainait une majoration des
concentrations extracellulaires de 5-HT dans le mucus a I'état basal et en réponse a une
compression mécanique 2*2. Confirmant son action directe sur SERT, I"application de 5-HT
exogene et de fluoxétine sur le mucus entrainait une augmentation du temps de recapture de
5-HT 242, De plus, en I'absence de SERT comme dans le tissu intestinal néonatal de cochon
d’Inde, la fluoxétine n’entrainait pas de hausse des concentrations extracellulaires 5-HT 243244,
Plus précisément, in vitro, I'exposition de fluoxétine a de plus faibles concentrations a 200 nM
entrainait une diminution de 65% de la recapture de 5-HT exogéne au niveau basal de I'iléum,
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sans effet au niveau apical ou dans d’autres parties intestinales, telles que le jéjunum ou le
colon 2%,

In vivo, des rats traités par 10 jours de fluoxétine montraient des concentrations
extracellulaires de 5-HT augmentées jusqu’a 180% au niveau basal de I'iléum et une tendance
a une augmentation de ces concentrations au niveau apical, traduisant une perméabilité
intestinale bidirectionnelle augmentée 24,

Ainsi, de maniere similaire aux effets décrits dans le SNC, un traitement prolongé par
ISRS entraine un renforcement du signal sérotoninergique dans lintestin a travers
I’augmentation des concentrations 5-HT extracellulaire. La cinétique des concentrations 5-HT
au cours d’un traitement par ISRS ou encore les éventuels effets biologiques adaptatifs liés a
ce traitement ne sont, a ce jour, pas connus.

c) Transmission sérotoninergique dans le compartiment circulant

Dans le compartiment circulant, la sérotonine est majoritairement stockée dans les
plaquettes 119246 |es placant comme acteur principal de régulation du signal sérotoninergique
systémique, en assurant la biodisponibilité de la sérotonine circulante (Revues de Mercado et
al 2010, Mammadova et al 2018, 1°924¢), Aprés recapture par SERT, la sérotonine peut étre
soit stockée dans les granules denses des plaquettes par VMAT-2 avec une concentration
pouvant atteindre 65mM, soit étre dégradée par la MAO-B 150246 (Figure 16). Il est a noter que
la sérotonine est stockée dans les granules denses ou §-granules contenant également de
I’histamine, du calcium, du magnésium ou encore de I'adénoside triphosphate et diphosphate
(ATP, ADP), alors que les facteurs de croissance comme le PDGF, I'EGF, le facteur de croissance
transformant S (TFG-f), le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF), ou
encore le facteur de croissance ressemblant a I'insuline (IGF) sont, quant a eux, stockés dans
les a-granules avec les facteurs de coagulation ?#’. Lors de I'activation plaquettaire répondant
a de multiples stimuli, y compris celui d’une augmentation cytosolique de 5-HT, la libération
de sérotonine s’opeére par I'exocytose des granules denses, conjointement avec les autres
facteurs stockés 1°°. La sérotonine peut ainsi activer, de maniére autocrine, les récepteurs 5-
HT2A exprimés par les plaquettes qui participent en retour a la réactivité plaquettaire
150,246,248 Ajnsi, la stimulation 5-HT des plaquettes peut amplifier son propre signal en
augmentant ses concentrations extracellulaires par activation et dégranulation plaquettaire
de proche en proche 2%, Contrebalancant la fonction stimulatrice de la sérotonine sur la
réactivité plaquettaire, il a récemment été rapporté que les plaquettes exprimaient également
le récepteur 5-HT4, dont I'activation pourrait diminuer "agrégation plaquettaire 24°.

Le processus de transport de 5-HT est hautement dynamique et le renouvellement de
la sérotonine dans le plasma est rapide, comparé a celui de la sérotonine stockée dans les
plaquettes qui, en I’'absence d’activation plaquettaire, partage la méme durée de vie que celle
des plaquettes 2°°. Plus précisément, la sérotonine exerce un effet biphasique sur la régulation
de SERT. Lors de |’élévation de 5-HT dans le plasma, la densité de SERT augmente initialement,
associée a un trafic vésiculaire intracellulaire augmenté. Lorsque VMAT est saturé, son
inactivation est réalisée par un mécanisme dépendant de protéine G et entraine
I’augmentation des concentrations de 5-HT dans le cytosol. Dés [5-HT]¢tosoi= 12 uM, la
sérotonine entraine d’une part la sérotonylation d’une petite GTPase, Rab4, dont I'interaction
avec SERT empéche son trafic vers la membrane plasmatique et, d’autre part, I'exocytose des
granules denses et des a-granules. Associée a I'action de Rab4 permettant de réguler les
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concentrations cytosoliques de 5-HT, SERT peut étre internalisé de maniere dépendante de
kinases activées par la sérotonine 150246248251 | ag cinétiques de transport 5-HT sont
également régulées par le niveau de calcium intracellulaire, son augmentation entrainant une
diminution du transport de 5-HT en intracellulaire ¥°. Par ailleurs, il a été montré que le
récepteur 5-HT2B, notamment au niveau des poumons, participait également a la régulation
des concentrations plasmatiques de sérotonine 252253,

Figure 16 : Transmission sérotoninergique par les plaquettes
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Que ce soit chez ’'Homme ou chez le rongeur, les concentrations de sérotonine dans
le compartiment circulant sont évaluées a différents niveaux : dans le sang total, dans les
plaquettes isolées, dans le plasma riche en plaquettes (PRP) et enfin dans le plasma pauvre en
plaquettes (PPP) 2°4. Les trois premiéres concentrations sont relativement similaires et
hautement corrélées entre elles, permettant de refléter le stockage plaquettaire de la
sérotonine 2°°, Le dosage sérique de sérotonine a peu d’intérét du fait du manque de fiabilité
secondaire au degré variable de libération plaquettaire. Dans le plasma pauvre en plaquettes,
il a été montré que les concentrations de sérotonine étaient tres variables selon les méthodes
d’évaluation et que le dosage était a haut risque d’erreur notamment par contamination
plaquettaire 2°%. Cependant, il a été estimé, chez des sujets sains, que les concentrations
moyennes de sérotonine dans le sang total étaient de I'ordre de 100 a 900nM et dans le
plasma de 2 a 15 nM 2%, associée a un ratio [5-HT]ppp /[5-HT]sang total €5timé entre 1,1 et 2,3%
255 Par ailleurs, il a été montré que certains facteurs pouvaient influencer le niveau de
sérotonine dans le PPP tels que I'age, le sexe, la tension artérielle ou encore I'apport
alimentaire en tryptophane 2°%%51, Chez le rongeur, les concentrations de 5-HT dans le sang
total sont plus élevées avec des concentrations similaires de 5-HT dans le plasma, illustrant la
conservation d’'une homéostasie fine du signal 5-HT >%2°¢, De plus, les concentrations 5-HT
dans le sang peuvent varier avec la souche de I’animal *®2°%, Ainsi, les concentrations de 5-HT
sont estimées entre 5000 et 10000 nM dans le sang total et entre 5 et 15 nM dans le plasma,
résultant a un ratio [5-HT]pep /[5-HT]sang total autour de 0,15% 252253257,
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(1) ISRS, modulateur des concentrations de 5HT dans le sang
total et dans le plasma

Dans une étude préclinique chez le singe rhésus, les concentrations intraplaquettaires
de sérotonine étaient nettement réduites des 3 jours de traitement par ISRS et cette
diminution se maintenait tout au long du traitement 2°® (Figure 17A). De maniére similaire
chez la souris ou le rat, les concentrations de sérotonine évaluées dans des plaquettes isolées
ou dans le sang total étaient diminuées lors d’un traitement prolongé par ISRS (Figure 17B)
253,259 Au niveau plasmatique, 'administration unique d’ISRS a des rats entrainait, dés 30min
et de maniere dose-dépendante, une franche majoration transitoire des concentrations 5-HT
dans le PPP, allant de 226% a 776% d’augmentation selon les molécules 2°3. Enfin, les
concentrations de 5-HT dans le PRP avaient tendance a augmenter transitoirement au 1¢"jour
de traitement avec une concentration inchangée de sérotonine intraplaquettaire, suggérant
également cette augmentation de sérotonine plasmatique transitoire (Figure 17B) 2°°. Aprés
10 jours de traitement par ISRS, les concentrations de sérotonine dans le PRP étaient
également diminuées (Figure 17B) >>°.

Figure 17 : Cinétique des concentrations de 5-HT dans le compartiment circulant au cours d’un

traitement par ISRS
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Chez le sujet sain, une dose unique d’ISRS entrainait un pic de 5-HT plasmatique de
125%, dés 45 minutes 2%0. A 24h d’une prise d’ISRS, les volontaires sains montraient des
concentrations de sérotonine plaquettaire diminuées de 16% associées a un pic de 36% des
concentrations de sérotonine plasmatique, ainsi qu’'une augmentation de 89% de I’excrétion
urinaire de sérotonine 261, A I'issue des 2 semaines de traitement par ISRS, les sujets sains
montraient une concentration de sérotonine intraplaquettaire nettement diminuée de 83 a
93% 261262 plysieurs études cliniques ont également été menées chez des sujets présentant
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un EDC, montrant diminution drastique des concentrations de sérotonine intraplaquettaire
aprés un traitement prolongé par ISRS 2372632273 |’évaluation des concentrations de
sérotonine dans le PPP donnait lieu a des résultats contradictoires. En effet, excepté les
différents travaux menés par I'équipe de Blardi et al., ayant mis en évidence des
concentrations élevées de sérotonine plasmatique, y compris dans le groupe contrdle (soit [5-
HT]plasma >200 nM), les autres études ont rapporté une diminution des concentrations de
sérotonine dans le plasma lors d’un traitement chronique par ISRS, suggérant |'idée d’une
diminution induite par les ISRS du signal sérotoninergique périphérique 263.265-270,272,273  Cet
effet s’'oppose aux effets de renforcement de signal sérotoninergique par les ISRS, mis en
évidence dans le SNC ou dans l'intestin.

Des effets biologiques adaptatifs des ISRS sur les plaquettes ont également été décrits.
En effet, la densité de SERT dans les plaquettes était retrouvée diminuée, dés 2 semaines de
traitement par ISRS, avec une efficience d’activité diminuée de 50% environ 25> 274 A I'inverse,
I'activité plaquettaire de MAO était retrouvée non modifiée apres un traitement chronique
d’ISRS, avec une absence de modification des concentrations plasmatiques de 5-HIAA
266,268,275,276 | 3 densité membranaire ainsi que I'activité de signalisation des récepteurs 5-
HT2A étaient également inchangées, a I'issue d’un traitement prolongé par ISRS 26°,

Au total, ces résultats suggerent que les ISRS modulent les concentrations de
sérotonine dans le compartiment circulant, en induisant une déplétion précoce et soutenue
du stock de sérotonine intraplaquettaire. Toutefois, I'impact des ISRS sur les concentrations
de sérotonine plasmatique, donc du signal 5-HT systémique a I’état d’équilibre, reste incertain
devant des résultats contradictoires en lien avec des enjeux techniques et méthodologiques.
Ainsi, I'administration aigué d’ISRS semble entrainer une augmentation des concentrations
plasmatiques de 5-HT, alors que I'administration chronique semble induire une diminution du
signal sérotoninergique systémique. Ces effets s’opposent donc aux effets décrits dans le SNC
ou dans l'intestin, suggérant des mécanismes de régulation d’homéostasie différents entre
ces compartiments. Enfin, en dehors des modifications sur la protéine cible SERT, les ISRS ne
semblent pas induire d’autres changements biologiques adaptatifs au niveau des plaquettes.

En résumé, la fluoxétine, prototype des traitements de type ISRS, a été un des
traitements antidépresseurs les plus prescrits au monde et a été présentée, dés son
développement, comme un outil pour étudier le systeme sérotoninergique. Du fait de leur
mode principal d’action rapide ciblant le transporteur SERT contrastant avec leur long délai
d’action thérapeutique, les effets des ISRS sur la transmission sérotoninergique ont été
largement investigués dans le SNC. A l'issue d’un traitement prolongé par ISRS, le signal
sérotoninergique central est in fine renforcé. Les changements neurobiologiques adaptatifs,
sous-tendant le renforcement de cette transmission, comprennent une désensibilisation des
récepteurs participant aux boucles de rétrocontrole négatif de la libération 5-HT, une
modification du métabolisme 5-HT et enfin le recrutement de neurones noradrénergiques
comme nouvelle source de sérotonine.

En périphérie, les effets des ISRS sur la transmission sérotoninergique sont moins bien
connus. Ainsi, au niveau de l'intestin, quelques études ont montré qu’un traitement prolongé
par ISRS renforgait le signal sérotoninergique de maniere similaire au SNC. Cependant, les
cinétiques précises des concentrations 5-HT, au cours d’un traitement par ISRS, et les
éventuelles modifications induites sur le systeme sérotoninergique local sont, a ce jour, non
connus. Au niveau du compartiment circulant, il a été ainsi clairement montré que les ISRS
induisaient une déplétion soutenue des concentrations de sérotonine stockées dans les
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plaquettes. Les effets des ISRS sur la sérotonine plasmatique, soit la sérotonine biodisponible,
sont, quant a eux, incertains, du fait de résultats contradictoires. Toutefois, a I'inverse de
I'intestin ou du SNC, organes capables de synthese 5-HT, les ISRS semblent induire une
diminution du signal sérotoninergique dans le compartiment circulant. Dans une perspective
d’investiguer les effets des ISRS dépendant de la sérotonine, en dehors du SNC, il est
important de mieux comprendre les variations des concentrations de 5-HT induites au cours
du temps par ces molécules modulatrices de la transmission 5-HT.

Les effets antidépresseurs induits par les ISRS dépendent du systéme sérotoninergique
central efficient, comme le démontre la perte des effets comportementaux de type
antidépresseur chez les souris Tph2”~ traités par ISRS 277, Associé aux modulations induites
par les ISRS sur le systeme sérotoninergique, d’autres mécanismes d’action sous-tendant les
effets antidépresseurs de ces molécules ont été identifiés, apparaissant également avec un
délai d’action.
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B. La fluoxétine, une molécule aux propriétés régénératives, dépendantes de
la sérotonine

Contemporain de sa découverte dans le SNC, le role de la sérotonine dans le
développement cérébral fut rapidement suggéré devant sa haute similitude avec le facteur de
croissance, I'auxine °!, qui est également issue du métabolisme du tryptophane dans les
plantes 2’8, Depuis 50 ans, dans cette perspective, les effets cellulaires de la sérotonine ont
été caractérisés, initialement sur la morphologie avec notamment un effet sur la
réorganisation du cytosquelette, puis sur divers processus biologiques fondamentaux
comprenant la prolifération, la différenciation, la survie cellulaire (Revue Azmitia, 2001, 278)
ou encore la biogenése mitochondriale 9. De plus, I'étude approfondie des modes d’action et
des différentes voies de signalisation, activées par ses récepteurs 5-HT, a permis de mettre en
évidence les récepteurs dits « mitogéniques », a savoir les récepteurs 5-HT1A, 1B, 1D, 2A, 2B,
2C, 4, 6,7 %%,

A l'aide de différents modeles murins d’invalidation génétique ciblée, le réle de la
sérotonine dans le développement et le maintien des tissus a pu étre décrypté 84134279 |3
présence de la sérotonine et d’'un systeme sérotoninergique fonctionnel a ainsi pu étre
caractérisée dans I'appareil reproducteur féminin et des les temps les plus précoces de
I’embryogenéese avec, notamment une accumulation de sérotonine proche des mitochondries
et 'expression génique de Htr1D, Tph2, Sert 13%280-283 Fjit intéressant, en plus de la propre
synthése de sérotonine assurée par I'embryon, la sérotonine d’origine maternelle est
également cruciale dans la morphogenése et le développement prénatal normal 130284 Ainsi,
la sérotonine participe a de nombreuses étapes de la morphogenéese en amont de la mise en
place du SNC, telles que la gastrulation avec une répartition spécifique dans certaines aires de
la ligne primitive, la mise en place de I'asymétrie gauche/droite, la spécification des cellules
de la créte neurale, impliquant notamment le récepteur 5-HT2B 28>28_ Ppuis, au cours de
I'organogenése, la sérotonine est associée a des événements morphogéniques critiques
notamment dans le développement craniofacial, la cardiogenése, I’hématopoiése
embryonnaire et le réseau vasculaire et naturellement la neurogenése 278279,285287-289
Comme en témoigne la plus petite taille & la naissance des souris Tph1”" par rapport a leurs
homologues sauvages, la sérotonine participe a la croissance globale de la souris 13°,

Le développement et la régénération tissulaire partageant des mécanismes
biologiques en commun, comprendre I'implication de la sérotonine des le développement
d’un organe peut permettre de caractériser son éventuel réle aupres des cellules souches et
de la régénération d’un tissu. Dans la continuité de cet axe de recherche et s’appuyant sur le
mode d’action de la fluoxétine renforgant la signalisation de la sérotonine, ses effets sur les
cellules souches ont également été étudiés.

1. La fluoxétine, via la sérotonine, une molécule facilitant la régénération
du SNC
a) La sérotonine, un acteur clé dans le développement et le maintien
du SNC

(1) Rbéle crucial de la sérotonine dans la neurogenese
embryonnaire
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Au cours du développement murin du SNC, les neurones sérotoninergiques font partie
des premiers neurones a se spécifier dés 10,5 jour de vie embryonnaire (E10,5) et arrivent a
maturation a E12,5 exprimant ainsi les différents acteurs nécessaires a la synthese, au
stockage et au transport de la sérotonine (Figures 18A-B) 2°°-2°2 Plus précisément, la
spécification des neurones 5-HT nécessite la signalisation initiale de sonic hedgehog (Shh) et
des FGF-4 et 8 2°3, En réponse, une cascade de facteurs de transcription se met en place avec
Nkx2-2, exprimée au niveau de la zone ventriculaire de la partie ventrale du cerveau
postérieur, régulant la spécification précoce 2°4, Lmx1b régulant le début de la différenciation
des neurones 5-HT 2% et enfin Pet1, seulement exprimé dans les neurones post-mitotiques,
régulant la différenciation terminale incluant I'expression des acteurs liés au métabolisme 5-
HT 291, La délétion spécifique de ces 3 facteurs de transcription dans des modeéles murins a
fortement entravé le développement de neurones 5-HT et chez la souris KO Pet-1, la déplétion
de 80% de neurones sérotoninergique s’associe a des altérations du comportement a I'age
adulte 2°1294295 A ['issue du développement précoce des neurones sérotoninergiques, la
sérotonine est donc synthétisée, puis libérée, bien avant la mise en place de synapses
classiques, la complete maturation des terminaisons axonales s’achevant durant les 3
premiéres semaines post natal (Figures 18A-C) 279292 Associée a la signalisation des neurones
5-HT, une expression phénotypique 5-HT transitoire dans certains neurones non
sérotoninergiques a été observée (Figure 18A), bien que leur role précis ne soit pas encore
clairement connu 27°. En effet, au cours du développement, le thalamus, le cortex limbique,
I’hypothalamus ou encore la rétine montraient une expression transitoire de SERT et de
VMAT2, temporellement définie, pouvant autant participer a la création d’'un gradient
morphogénique 5-HT qu’a la régulation des concentations extracellulaires 5-HT au cours du
développement 27°,
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Figure 18 : Développement embryonnaire et post natal du SNC chez la souris

A. Cinétique de la production de 5-HT de de dopamine au B. Spécification des neurones 5-HT au cours du
cours du développement du SNC développement du SNC murin
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Ainsi, le role de la sérotonine dans le développement du SNC a été mis en évidence au
niveau de la division et différenciation de cellules souches et progéniteurs neuronaux (CSPN)
et des cellules gliales, la migration neuronale et la synaptogenése (Revues Azmitia 2001,
Gaspar et al 2003, Wirth et al 2017, 2782792%) Chez les rongeurs, I"laugmentation des
concentrations de 5-HT favorise la différenciation dendritique dans le cortex cérébral ainsi
gue la croissance de neurites dans les neurones thamaliques alors que la déplétion de 5-HT
inhibe la croissance de neurites et de ramifications au niveau de I"hippocampe, I'arborisation
de neurones pyramidaux, la connectivité corticale ou encore la migration d’interneurones 2%,

Les modeles murins génétiques, de délétion ou de surexpression géniques, ont permis
de préciser les séquences régulées par la sérotonine, notamment dans la mise en place et la
maturation de circuits neuronaux, dont les anomalies pouvaient s’associer a des altérations
phénotypiques comportementales a I'dge adulte (Figure 19) 2°. La formation post natale des
cortex somato-sensoriel et visuel, chez les rongeurs, est un modeéle bien connu pour étudier
les effets pro-morphogéniques régulés par la sérotonine au sein du SNC %6, Ainsi, les modéles
génétiques murins avec exces de concentrations cérébrales de 5-HT, tels que les souris KO
Mao-a ou Sert, montraient des anomalies morphologiques des axones thalamiques se
projetant dans le cortex somato-sensoriel ou des axones rétiniens 2°7-2%°, De plus, les souris
KO Sert présentaient une perte de plus de 50% des neurones sérotoninergiques et des
anomalies anatomiques post natal du SNC 3%,

De maniére surprenante, les modeéles génétiques murins avec déplétion centrale de 5-
HT, tels que les invalidations de genes constitutionnelle pour Tph2 ou conditionnelle
spécifique aux neurones 5-HT pour Vmat, présentaient une croissance embryonnaire normale
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avec un nombre de neurones 5-HT préservé 301302, Cependant, ces modéles de déplétion
sérotoninergique centrale montraient des anomalies de développement post natal, associant
un retard de croissance globale avec des anomalies morphologiques cérébrales comme un
retard de maturation dans les couches corticales supérieures 279301392 De plus, il est a noter
que la délétion homozygote constitutionnelle du gene Vmat2 était associée a une létalité post
natal augmentée 3%, Les souris Tph2”" présentaient également des anomalies de formation de
circuits neuronaux, avec une réduction d’innervation dans les noyaux thalamiques et une
augmentation d’innervation dans le noyau accumbens et I'hippocampe, une létalité
augmentée de 50 a 60% dans les 4 premieres semaines de vie associée a des anomalies du
systétme nerveux autonome, comprenant des anomalies de cycle veille/sommeil, de
respiration, de température corporelle, de pression artérielle ou encore de fréquence
cardiaque 301,302,304.

Ces séquences impliquent également les récepteurs 5-HT dont leur expression est
spatialement et temporellement régulée au cours du développement. Ainsi, la cartographie
des récepteurs 5-HT1, au cours du développement embryonnaire et post natal, par
hybridation in situ, a mis en évidence, dés E14,5, une expression dynamique et spécifique des
récepteurs selon les régions cérébrales, y compris dans des régions non innervées encore par
des axones sérotoninergiques 3%. Les modéles de délétion génétique ont également permis
de préciser leur fonction au cours du développement cérébral et des perturbations
comportementales associées a I'dge adulte (Figure 19), 2°. Ainsi, il a été montré que les
autorécepteurs S5SHT1A et 5-HT1B participaient a la régulation du nombre de neurones
sérotoninergiques dans le raphé 3%, Au cours de la formation des circuits neuronaux,
notamment des axones thalamo-corticaux, il a été montré que les récepteurs 5-HT1B/5-HT1D
inhibaient I'attraction exercée par le facteur Netrin-1, guidant spatialement la croissance
axonale 3%, De plus, démontrant son rdle primordial au cours de la neurogenése, les
croisements de modele murin d’invalidation génétique de Sert ou de Mao-a, avec la délétion
de Htr1B, permettaient de corriger les malformations du cortex somato-sensoriel malgré la
persistance d’une dysrégulation du signal 5-HT 2%, Lors de la formation du néocortex, la
migration neuronale est sous le contréle du récepteur 5-HT3A 3%, Lors du développement
cérébral tardif, il a été montré que les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2A participaient a la
maturation post natal de cellules dendritiques et le récepteur 5-HT2C était impliqué
principalement dans la plasticité synaptique 2’°. Enfin, le récepteur 5-HT2B, outre son réle pro-
morphogénique impliqué dans d’autres organes au cours de I'embryogenése, participe
également au développement des neurones du systeme nerveux entérique dont la survie post
natal est régulée par le récepteur 5-HT4 309310,
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Figure 19 : Altérations au cours du développement et a I’dge adulte de différents modeles murins
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Ces résultats suggerent que l'exces, la déplétion ou la dysrégulation du signal
sérotoninergique s’associent a des anomalies dans le développement et la morphogeneése du
SNC, ainsi que lors du développement post natal, suggérant le role crucial et complexe de la
sérotonine dans la neurogenése pré et post natal. De plus, les effets de la sérotonine sur la
neurogeneése embryonnaire, comprenant la prolifération, différenciation et migration
neuronales, impliquent les récepteurs 5-HT1A, 1B, 2A, 2B, 2C, 3A et 4, sous réserve d’études
supplémentaires sur les autres récepteurs 5-HT.

(2) Rbéle complexe de la sérotonine dans la neurogenése a

I’age adulte

(a) La neurogenése a I'age adulte
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Depuis la découverte de la neurogenese a I'age adulte, en premier lieu chez les
rongeurs, et confirmée secondairement chez les humains, de nombreuses investigations ont
permis de préciser les facteurs régulant ce processus complexe (Revues Toda et al 2019, Song
etal 2017, Alenina et Klempin 2015, Micheli et al., 2018 3117314) |3 neurogenése adulte repose
sur des cellules souches multipotentes, les CSPN, localisées dans des niches et qui, en réponse
a des stimuli environnementaux, peuvent générer de nouveaux neurones et dans une moindre
mesure des cellules gliales 311312, Elle est présente dans deux régions distinctes : la zone
subgranulaire de I’hippocampe, permettant notamment la production de nouveaux neurones
glutamatergiques dans le gyrus denté et la zone subventriculaire proche des ventricules
latéraux permettant la production de neurones GABAergiques et dopaminergiques destinés
au bulbe olfactif 31%312, Plus précisément, la cascade de cette neurogenése hippocampique
chez le rongeur repose sur des cellules souches neuronales quiescentes, appelées cellules
gliales radiales de type 1 et exprimant, notamment, les facteurs GFAP, Sox2 et nestin (Figure
20) 311312314 " A travers différents facteurs de stimulation, ces cellules vont s’activer et se
diviser, de maniere asymétrique, afin d’assurer un autorenouvelement et générer des
progéniteurs neuronaux intermédiaires de type 2a, hautement prolifératifs, puis de type 2b
qui vont se différencier en neuroblastes, exprimant la doublecortine, puis en neurones
granulaires post-mitotiques immatures, exprimant transitoirement la calrétinine, qui
deviendront des neurones matures marqués par |‘expression de calbindine (Figure 20)
311312314 A I'issue de cette cascade de neurogenése qui dure 14 jours, ces nouveaux neurones
vont poursuivre, durant 3 a 7 semaines, leur maturation et leur migration afin d’intégrer les
circuits cérébraux de maniére fonctionnelle et de participer a la synaptogenése 311312 Chez le
jeune rat, il a été estimé qu’environ 9000 nouveaux neurones par jour étaient générés dans
le gyrus denté participant au renouvellement, seulement de 10% de la population des
neurones granulaires, processus diminuant avec I’dge 314315, Chez ’homme, la neurogenése
hippocampique donne lieu a 700 nouveaux neurones par jour, participant a plus de 35% du
renouvellement de cette population neuronale 314,

Figure 20 : Schéma représentatif du role de la sérotonine dans la neurogenése adulte
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A I'échelle comportementale, il a été mis en évidence que I'exposition des souris a un
environnement enrichi par un grand espace de vie, des stimulations nombreuses et variées,
des contextes enrichis d’apprentissage ou de stimulation sociale ou encore, d’activités
physiques, était associée a une neurogenése hippocampique augmentée 316317 Des situations
pathologiques pouvaient également stimuler la neurogenése hippocampique telles que les
crises convulsives ou des évenements ischémiques ayant mis en lumiere le partenariat
privilégié d’angiogenése et neurogenése 315317 A I'inverse, une exposition répétée au stress
entrainait une diminution de la prolifération de CSPN 316,

Enfin, la caractérisation de la neurogenése chez plusieurs souches consanguines de
souris a permis de mettre en évidence l'influence du patrimoine génétique sur le taux de
division cellulaire et de survie neuronale au cours de la neurogenése 316317 Ainsi, les souris
C57BI/6 présentaient le taux le plus élevé de prolifération cellulaire, tout type cellulaire
confondu, les souris CD1 produisaient le plus de nouveaux neurones quand les souris 129/Sv)
généraient plus de nouvelles cellules gliales comparées aux autres souches 316317,

(b) Rble de la sérotonine dans la neurogenese a I'age
adulte

Alinstar des études portant sur la neurogenése embryonnaire, |'utilisation de modeles
murins génétiques avec KO et I'utilisation de modulation pharmacologique ciblée ont permis
de préciser le role de la sérotonine dans la neurogenéese dans les zones subgranulaires et
subventriculaires 311313318 |3 complexité de ce rdle est, par exemple, illustrée par des
résultats opposés selon les modéles de déplétion sérotoninergique centrale 31313, Dans les
modeles de déplétion centrale de 5-HT a I'age adulte, les approches par inhibition
pharmacologique ou par lésion chimique de neurones 5-HT montraient une diminution de la
neurogenese hippocampique, pouvant étre restaurée aprés une transplantation de raphé
entrainant une restauration du contréle sérotoninergique sur les CSPN, suggérant un role
crucial, mais non exclusif de la sérotonine dans la neurogenése 31%320 A contrario, d’autres
modeles de déplétion 5-HT centrale, inductible seulement a I’age adulte par un systeme de
Cre recombinase ciblant le géne Tph2 ou Pet-1 dans les neurones 5-HT, ont montré une
augmentation de la prolifération des CSPN et de la survie des nouveaux neurones 321, Quant
aux modeles avec déplétion centrale de 5-HT dés I'embryogenése, tels que les souris Tph27,
constitutionnelle ou conditionnelle avec une invalidation limitée de Tph2 aux neurones
sérotoninergiques, ils présentaient un maintien de prolifération de CSPN et de neurones
immatures a I’état basal. Ces données suggéraient un systeme redondant de régulation de la
neurogenese par la sérotonine, mis en lumiére notamment par la possible expression des deux
isoformes TPH1 et TPH2 par les CSPN 322324 Cependant, les autres modeles génétiques,
induisant une déplétion centrale 5-HT dés I'embryogenese via l'invalidation conditionnelle
limitée aux neurones 5-HT de Vmat, Petl ou encore Lmx1b montraient également une
neurogenese a I’age adulte préservée, voire augmentée, alors que la présence de ces facteurs
est cruciale lors du développement cérébral 279291,302323325  En revanche, lors du
vieillissement, processus s’associant naturellement a une réduction de la neurogenése, la
déplétion sérotoninergique centrale chez les deux modéles de souris Tph2”, constitutionnelle
ou limitée aux neurones 5-HT, favorisait la neurogenese hippocampique et accélérait la
maturation de cellules dendritiques dans I’hippocampe 322323, Enfin, le réle de la sérotonine
dans la neurogenese hippocampique adulte, en réponse a des stimuli environnementaux
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spécifiques, a également été démontré avec une abolition de la neurogenése induite par de
I'exercice physique ou un environnement enrichi chez les souris Tph27/- 311,

Les modeles génétiques murins, avec exces de sérotonine ou dysrégulation de la
transmission, tels que les souris KO Sert ou Mao, présentaient, quant a eux, une prolifération
accrue de CSPN 326327 De |la méme maniére, dans un modéle murin de knock-down de Sert, la
neurogenése hippocampique était augmentée, dés le 4™ jour post injection de siARN ciblant
Sert, associé a de hautes concentrations cérébrales de 5-HT extracellulaire 3%8.

Les mécanismes d’action sous-tendant les effets de 5-HT régulant la neurogenéese ont
été précisés, in vivo et in vitro, avec notamment l'identification de récepteurs 5-HT1A, 1B, 2A,
2B, 2C, 3, 4, 6 et 7 313, Ainsi, 'expression de I’hétérorécepteur 5-HT1A a été retrouvée dans les
CSPN de type 1, 2a et 2b, ainsi que dans les interneurones, I'expression des récepteurs 5-HT2B
et 5-HT2C dans les cellules granulaires adultes et les récepteurs 5-HT2A et 5-HT3 au niveau
hilaire (Figure 20) 313, De plus, I'activation de certains récepteurs 5-HT pouvaient avoir des
effets contraires, suggérant une boucle dynamique de régulation de la neurogenéese
hippocampique induite par la sérotonine 32°. En effet, in vivo, 'administration aigué d’un
agoniste 5-HT1A entrainait une augmentation de la prolifération de progéniteurs neuronaux
de type 2b et 3, alors qu’une exposition chronique a un antagoniste 5-HT1A entrainait une
diminution de la survie neuronale 31832°_ A I'inverse, 'administration aigué et chronique
d’agoniste 5-HT2 et d’agoniste 5-HT2C entrainait une diminution de la prolifération et de la
survie neuronales, alors qu’une administration aigué d’antagonistes 5-HT2 et 5-HT2C
augmentait la prolifération neuronale et une administration aigué d’antagoniste 5-HT2A
diminuait la prolifération neuronale, sans modification de la survie neuronale et une
administration 318329 | es effets stimulants de I’"hétérorécepteur 5-HT1B sur la prolifération de
progéniteurs neuronaux dans le gyrus denté n’étaient révélés apres déplétion centrale de la
sérotonine 318, Fait intéressant, I'implication du récepteur 5-HT3, in vivo, dans la neurogenése
hippocampique a également été montré, son activation favorisant la prolifération de
progéniteurs neuronaux, de maniére dépendante de IGF-1 33°, Participant également a la
régulation des effets de la sérotonine, le blocage chronique du récepteur 5-HT7 favorisait la
prolifération de la neurogenése hippocampique 8. Les modeéles d’invalidations génétiques
constitutionnelles, tels que les KO Htr1A, Htr1B, Htr2B, Htr3, Htr4, Htr7 ne mettaient pas en
évidence de modulation de la prolifération de CSPN et seul le double KO Htr1A:Htr1B montrait
une augmentation de la survie de nouveaux neurones dans le gyrus denté 31, Cependant, les
processus, impliqués dans la stimulation de la neurogenese hippocampique par
I’environnement enrichi ou par I’exercice physique, étaient dépendants de certains récepteurs
5-HT, cette neurogenése induite étant abolie chez les souris KO Htr1A:Htr1B et Htr4 31322,
Quant aux effets de la sérotonine sur la maturation neuronale, seule I'activation aigué du
récepteur 5-HT4, in vivo, a montré un effet favorisant la maturation de nouveaux neurones
dans le gyrus denté 331, Enfin, concernant la neurogenése de la zone subventriculaire, les effets
de la sérotonine impliquent les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2C dont les activations modulent
positivement cette neurogenése 318,

In vitro, la modulation pharmacologique de ces récepteurs ont montré que I’activation
de 5-HT1A promouvait la division de progéniteurs neuronaux, alors que celle de 5-HT2
favorisait la différenciation neuronale 32432°, De plus, les récepteurs 5-HT1A, 2A, 3, 4, 6, 7
participent a la morphogenese neuronale, avec une régulation positive et négative de la
croissance de neurites ou de dendrites selon le type de récepteur et le type cellulaire
I’exprimant 2%,
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Au total, la sérotonine, principalement dérivée de TPH2, participe activement a la
régulation de la neurogenése a I'age adulte. L'augmentation des concentrations de 5-HT
favorise cette neurogenese quand la réduction de ces concentrations peut produire des effets
opposés, selon le type et I'dge de vie lors de cette déplétion. Ces résultats témoignent de la
forte redondance du systeme de régulation mis en ceuvre pour cette neurogenese, mais
également au sein du systeme sérotoninergique, notamment aupres des acteurs impliqués
dans la synthese 5-HT. Les récepteurs, dont [lactivation favorise la neurogenése
hippocampique, a travers la prolifération et la survie neuronale, sont les récepteurs 5-HT1A,
1B, 3, 4 quand les récepteurs 5-HT2A, 2C, 7 I'inhibent. Bien que I'expression du récepteur 5-
HT1A ait été identifiée dans les cellules souches neuronales, les effets prolifératifs de la
sérotonine ont essentiellement été caractérisés sur les progéniteurs neuronaux. Enfin, les
récepteurs 5-HT3, 4 et 6 semblent plus impliqués dans les processus de maturation neuronale.

b) La sérotonine, un facteur stimulant I'angiogenése en situation
saine et pathologique

(1) L’angiogenése a I'age adulte

Les vaisseaux sanguins représentent un des plus grands réseaux de I'organisme dés
son développement et assurent les fonctions vitales de transmission d’informations et
d’échanges de molécules métaboliques et cataboliques 332. Ainsi, le développement et le
maintien du tissu vasculaire sont fondamentaux et impliquent des processus hautement
régulés que sont la vasculogenése et I'angiogenése (Revue Carmeliet 2003 et Ribatti et al
2007, 332333)_ A I’age adulte, la vasculogenése correspond a la formation de vaisseaux a partir
de progéniteurs endothéliaux, pouvant étre mobilisés dans différentes situations
pathologiques comme lors d’ischémie, de néoplasie ou d’inflammation 332, Ces progéniteurs
sont dérivés de différents types cellulaires, comme les cellules progéniteurs endothéliales, les
mésangioblastes, les cellules souches mésenchymateuses ou des cellules progéniteurs de la
moelle osseuse 332, L’angiogenése se référe, quant a elle, a 'expansion dite par « sprouting »
de capillaires a partir de vaisseaux pré-existants 332333, Plus précisément, 'angiogenése par
sprouting débute par la dégradation de la membrane basale des cellules endothéliales (CE),
via des métalloprotéases matricielles (MMP) et activateurs de plasminogéne permettant
I’émergence de « sprout » dans le stroma périvasculaire. Elle est suivie par la migration de CE
guidée par des stimuli angiogéniques le long de I'expansion, de leur prolifération et de la
formation d’un tube vasculaire assurant une circulation fonctionnelle. Enfin, ce nouveau
réseau vasculaire est stabilisé grace aux cellules de soutien constituées de cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLV) et de péricytes 332333, |’angiogenése est un processus hautement
orchestré grace a un équilibre entre des facteurs pro-angiogéniques stimulants et anti-
angiogéniques inhibiteurs 333,

A I'état basal en situation saine, les CE sont maintenues en quiescence par la
prédominance des facteurs anti-angiogéniques 333. Plusieurs facteurs angiogéniques ont été
identifiés et le facteur pro-angiogénique classique, ayant un role crucial des le développement
du tissu vasculaire, est le couple VEGF et ses deux récepteurs VEGFR1 (ou Flt-1) et VEGFR2 (ou
Flk-1) 333, En effet, il promeut 'angiogenése de maniére dose dépendante, en situation saine
et pathologique, en favorisant la prolifération et migration des CE, leur différenciation en tube
capillaire ainsi que la perméabilité vasculaire 332333, Les autres facteurs classiques impliqués
dans ce processus sont, d’une part, les facteurs pro-angiogéniques FGF-2, PDGF, le facteur de
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croissant transformant 8 (TGF-f3), ainsi que I'angiopoiétine 1 et son récepteur Tie 2 et, d’autre
part, les facteurs anti-angiogéniques comme la thrombospondine-1, I'angiostatine, ou encore
I’endostatine 333, Plus récemment, d’autres facteurs ont été identifiés pour avoir des
propriétés angiogéniques ou pour interagir avec les facteurs classiqgues comme
I’érythropoiétine (EPO), I'angiotensine I, 'adrénomédulline, les endothélines, les adipokines,
la somatostatine, la ghréline 333,

(2) La sérotonine, un facteur pro-angiogénique

Du fait de leur fonction de support indispensable a I'organisme, les cellules
endothéliales et les processus d’angiogenese sont des partenaires privilégiés retrouvés dans
les niches de cellules souches et dans les phénoménes de régénération tissulaire. Outre les
effets de la sérotonine dans la régulation du tonus vasculaire 4>, de nombreuses études se
sont intéressées aux effets angiogéniques de 5-HT. Ainsi, le tissu vasculaire possede un
microsysteme sérotoninergique fonctionnel avec une capacité de synthese via TPH1 exprimée
par les CMLV et les CE, de transport via SERT exprimé par les CMLV et les CE et une capacité
de dégradation via MAO-A également exprimée par les CMLV 49141 Dans différentes lignées
de CE humaines et murines, les types de récepteurs 5-HT exprimés ont pu étre caractérisés
montrant une prédominance de I'expression de 5-HT1B associée a I'expression d’autres
récepteurs tels que 5-HT1A, 5-HT1D, 5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT4 et 5-HT7 334337,

Des études in vitro menées sur différentes lignées de CE humaines ou animales ont
permis de préciser les effets de la sérotonine favorisant la prolifération, la croissance tubulaire
ainsi que la migration de CE 338342, Les premiéres études s’étant intéressées aux effets pro-
angiogéniques de la sérotonine ont montré que de hautes doses de sérotonine, allant de 200
a 1000 uM, favorisaient la prolifération de CE aortiques canines ou bovines a travers un effet
mitogénique dose-dépendant et étaient abolis en présence d’antagoniste 5-HT2 339340 Cet
effet pro-prolifératif de 5-HT a également été confirmé sur des CE humaines issues de veines
ombilicales, a une plus faible concentration de 1 uM et était inhibé en présence d’antagonistes
5-HT2 et 5-HT3 34!, A I'inverse, I’activation par un agoniste sélectif de 5-HT4 était associée a
une réduction de prolifération des CE humaines, de maniere dose-dépendante en stoppant la
progression dans le cycle cellulaire sans apoptose 343, Cependant, de hautes doses d’agoniste
inversé de 5-HT4 impactait la viabilité cellulaire 3%, Fait intéressant, les effets prolifératifs de
la sérotonine sur les CE humaines étaient similaire a I'effet induit par VEGF, suggérant un role
de facteur pro-angiogénique de la sérotonine 34!, De plus, cette stimulation sérotoninergique
n’était pas abolie en présence d’inhibiteur sélectif du VEGFR2, suggérant I'implication d’un
effet pro-angiogénique de 5-HT indépendant du couple VEGF /VEGFR2 341, D’un point de vue
mécanistique, il a pu étre précisé in vitro que la stimulation sérotoninergique dans différentes
lignées de CE humaines (c’est-a-dire issues de veines ombilicales, d’artéres pulmonaires,
microvasculaires, aortiques) entrainait I’activation, de maniére dose-dépendante, de
nombreuses voies de signalisation similaires a celles activées par le couple VEGF/VEGFR2 334,

Outre I'effet prolifération, I'exposition de 5-HT in vitro favorisait, de maniere dose-
dépendante, la migration tout comme la croissance tubulaire de CE humaines issues de veines
ombilicales humaines ou aortiques 34! 338342 pour les CE issues de veines ombilicales
humaines, ces effets étaient également inhibés en présence d’antagonistes 5-HT2 et 5-HT3 et
étaient indépendante du couple VEGF/VEGFR2 341, Pour les CE aortiques, il a été démontré
que les médiateurs de I'effet 5-HT étaient espece-dépendants, la migration cellulaire induite
par 5-HT étant inhibée par un antagoniste 5-HT1, sans effet d’un antagoniste 5-HT2, dans les

57



CE humaines, alors qu’a dose équivalente, les effets positifs de 5-HT sur la migration étaient
abolis en présence d’antagoniste 5-HT2 dans les CE bovines 342344, De plus, il a été montré que
I’activation du récepteur 5-HT1F par un agoniste favorisait également la migration de CE
humaines d’origine glomérulaires 336, A I'inverse des effets favorisant la migration de 5-HT par
I’activation des récepteurs 5-HT1, 2 et 3, I'activation du récepteur 5-HT4 entrainait une
réduction de migration et de formation de tube capillaire de CE humaines 3*3. Confirmant le
réle inhibiteur du récepteur 5-HT4 et compte-tenu de son haut niveau d’activité intrinseque,
I’exposition a un agoniste inversé a montré que la réduction de I'activité de 5-HT4 entrainait
une diminution d’adhésion et de migration, de formation de tube capillaire de CE, de maniere
dose-dépendante, alors que I'exposition a 5-HT était associée a des résultats variables 337, .
Ainsi, la modulation positive ou négative de I'activité de ce récepteur pouvait étre associée
aux mémes effets d’inhibition de migration de CE humaines 3%’.

Analogue aux effets d’hyperperméabilité vasculaire induits par le VEGF, la sérotonine
exerce également des effets favorisant I'angiogeneése a travers une perméabilité augmentée
in vitro marquée par une expression réduite de protéines de jonction serrée et d’adhésion 34°.
Ces effets pro-angiogéniques de 5-HT étaient également dépendant du récepteur nucléaire
orphelin/facteur de transcription TR3 (protéine humaine) ou Nur77 (protéine souris) 341345,
De plus, la stimulation de 5-HT4 par un agoniste facilitait la perméabilité vasculaire avec la
formation de jonction intercellulaire 337

Un autre mode de régulation de l'angiogeneése par la sérotonine concerne la
production de monoxyde d’azote (NO), facteur majeur de régulation du tonus vasculaire, mais
également de la prolifération endothéliale 338346, Cette production par les CE est contrélée par
la NOS, dont I'expression est régulée par 5-HT2B et I'activation est régulée par 5-HT1B 338346,
Ainsi, de maniére dose-dépendante, il a été montré in vitro que la stimulation par la
sérotonine induisait une augmentation de la production de NO 33 pouvant réguler
négativement 'angiogenése 346,

Pour confirmer les effets pro-angiogéniques de 5-HT identifiés in vitro, le rble de la
sérotonine dans I'angiogenese a également été investigué in vivo en situation saine. A 'aide
d’implantation sous-cutanée de pastilles libérant en continu de la sérotonine chez des souris,
les effets pro-angiogéniques de 5-HT ont pu étre observés dés le 3°™¢ jour a travers la
formation de nouveaux vaisseaux, associée a une perméabilité microvasculaire augmentée.
Ces effets 5-HT pro-angiogéniques étaient dépendants des récepteurs 5-HT2 et 5-HT3,
I'utilisation d’antagoniste respectif les abolissant 341, Par ailleurs, ces effets n’étaient pas
abolis en présence d’inhibiteur de VEGFR2 et contrairement a I'angiogenese induite par
VEGF/VEGFR2, les effets pro-angiogéniques de 5-HT étaient transitoires, marqués par une
régression des nouveaux vaisseaux a 21 jours 3*1, En situation saine, I'implication du récepteur
5-HT1F dans la vascularisation a également été montrée, grace aux souris KO HtrlF,
présentant une densité vasculaire diminuée au sein du tissu rénale par rapport aux souris
sauvages 336,

L’effet de la stimulation sérotoninergique sur I'angiogenese a également été exploré a
I’aide de modeles pathologiques. Ainsi, dans des modeles animaux d’ischémie cardiaque ou
de membre, I'inhibition pharmacologique du récepteur 5-HT2A exprimés, entre autres, par les
plaguettes et par les CMLV entrainait indirectement I'activation des récepteurs 5-HT1B des CE
stimulant I'angiogenése, a travers une augmentation de la production de NO 33834’ De plus,
la stimulation du récepteur 5-HT2A exprimé par les CMLV entrainait une vasodilatation
artérielle permettant une meilleure perfusion sanguine 338, Par ailleurs, dans un modéle
classique d’ischémie aigué de membres inférieurs, les souris KO Htr4 entrainait un défaut de
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néovascularisation fonctionnelle post ischémie avec une réduction de densité vasculaire et de
restauration de flux sanguin, suggérant un ré6le crucial stimulant de l'angiogenéese du
récepteur 5-HT4, a linverse des résultats in vitro 337. Dans un autre modeéle, de type
inflammatoire et reposant sur l'injection de Carraghénane dans une poche d’air, il a été
montré que les souris traitées par un antagoniste 5-HT3 présentaient une diminution de la
néoangiogenése au niveau du site inflammatoire 38, Enfin, en situation néoplasique, la
sérotonine a également montré des effets pro-angiogéniques pouvant impliquer différents
acteurs tels que les récepteurs 5-HT1 et 5-HT2B exprimé par les CE ou encore les macrophages
et pouvant indirectement participer a la croissance tumorale 346:349,350,

Participant indirectement au processus d’angiogenése, en tant que cellules de soutien
et de stabilité du réseau vasculaire, les CMLV sont également des cibles de la sérotonine 32,
Plus précisément, il a été montré in vitro que la sérotonine favorisait la prolifération des CMLV,
de maniére dose-dépendante dés 10 nM avec un effet maximal a 5 puM 31352 et diminuait
I’apoptose des CMLV 3>2. Ces phénomeénes impliquaient 'activation des récepteurs 5-HT1B et
5-HT2A 3%2,

Au total, la sérotonine est un facteur impliqué dans la régulation de I’'angiogenese en
situation saine et pathologique. Elle exerce son r6le pro-angiogénique tant en favorisant la
prolifération, migration et croissance tubulaire des cellules endothéliales qu’en favorisant la
perméabilité ou la perfusion du réseau vasculaire, grace a I'implication des récepteurs 5-HT1,
2, 3 et 4. Elle favorise également la stabilité du réseau vasculaire nouvellement créé en
promouvant la prolifération de cellules musculaires lisses vasculaires via les récepteurs 5-
HT1B et 2A.

c) La fluoxétine, une molécule aux propriétés régénératives du SNC,
via la sérotonine

(1) La fluoxétine, une molécule favorisant la neurogenése a
I’age adulte

Suite a la mise en évidence d’une neurogenese altérée dans les contextes d’exposition
au stress et de dépression 316353 plusieurs équipes de recherche se sont intéressées aux effets
des antidépresseurs, dont les ISRS sur la neurogenese. Les premieres études ayant investigué
cette question se sont appuyées sur différentes approches expérimentales réalisées sur des
modeéles murins avec, d’une part, le marquage de 5-bromo-2’-désoxyuridine (BrdU),
marqueur capable de s’incorporer dans I’ADN nouvellement synthétisé, dont le type de pulse
permet d’apprécier la prolifération, via un court pulse, ou la survie cellulaire, via un long pulse,
d’autre part, la caractérisation phénotypique des progéniteurs neuronaux a l'aide
d’immunomarquage ou de lignées murines transgéniques 3436,

Ainsi, 'équipe de Malberg et al. en 2000 ont été les premiers a montrer qu’un
traitement chronique par fluoxétine était associé a une augmentation de la prolifération et de
la neurogenese hippocampique, résultats confirmés ultérieurement par d’autres équipes
(Figure 21A) 3163547360 p|ys précisément, une administration de fluoxétine, de 5 mg/kg a 22
mg/kg , pendant 7 jusqu’a 28 jours de traitements consécutifs de traitement, s’associait un
nombre augmenté et stabilisé de cellules BrdU+, co-exprimant des marqueurs spécifiques de
progéniteurs neuronaux, dans la zone subgranulaire de I'hippocampe 316:317,354-359,361 A
contrario, une administration unique ou subaigué, avec 5 jours consécutifs de fluoxétine,
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n’entrainait aucun changement significatif (Figure 21A), suggérant que les effets de la
fluoxétine, favorisant une prolifération contrélée lors de la neurogenéese hippocampique,
nécessitent une administration prolongée de la molécule, 328:329,354,356,357.,359 De plus, ces effets
pro-prolifératifs de la fluoxétine étaient perdus apres un mois d’arrét de traitement, suggérant
un effet transitoire seulement en cas d’exposition soutenue a la molécule 3°°. Toutefois, des
études ont mis en évidence que les effets prolifératifs de la fluoxétine sur la neurogenéese
hippocampique étaient dépendants de I'age, ces effets étant absents chez des souris agées,
ou encore de la souche murine 317362363 F3ijt intéressant, il a également pu étre démontré que
la fluoxétine ciblait spécifiquement, parmi les CSPNs, la prolifération des progéniteurs
neuronaux, de type 2a et 2b, a I'aide d’'une augmentation de leur taux de division symétrique,
sans effet sur les cellules souches neuronales de type 1 (Figure 20), 3°°. Ces résultats ont été
confirmés in vitro, la fluoxétine induisant une augmentation de la prolifération uniqguement
de progéniteurs neuronaux les plus différenciés 3>7.

Associés a l'augmentation de prolifération cellulaire, les effets chroniques de la
fluoxétine favorisant la neurogenese hippocampique impliquaient, également, une survie
augmenté de ces nouveaux neurones objectivée par un nombre augmentée de cellules BrdU+
a distance du pulse de BrdU 317:329,354,355359,364 De plus, le traitement prolongé par fluoxétine
favorisait la maturation de ces nouveaux neurones, via une accélération des étapes précoces
de la maturation, impliquant une diminution plus rapide du marqueur d’immaturité
doublecortine au profit de I'expression de marqueur de maturité neuronale, NeuN 3°°. Dans
certaines études, la distribution phénotypique entre neurones matures et cellules gliales était
retrouvée inchangée avec une morphologie viable de ces nouveaux neurones, suggérant une
absence d’effet pro-différenciant de la fluoxétine 329354-356,359 'En opposition, d’autres auteurs
ont pu mettre en évidence une augmentation modérée du taux de neurones matures et d’une
distribution prédominante du phénotype neuronal par rapport au phénotype glial aprés un
traitement chronique par fluoxétine 3%43%5, De plus, dans un modeéle rongeur et de primate
non humain, il a été montré qu’un processus de « dématuration » était induit par la fluoxétine
impliguant un changement de phénotype fonctionnel de neurones matures vers un
phénotype moins mature 366367 pouvant étre en lien avec les effets de la fluoxétine favorisant
la plasticité neuronale et synaptique 3°°.

Fait intéressant, il a été mis en évidence que ces effets pro-neurogenese de la
fluoxétine concernant la prolifération, survie et maturation neuronales, sous-tendent les
effets comportementaux de type antidépresseur induits également par un traitement
prolongé 3°6:359364368 A |3 suite d’irradiation cérébrale localisée permettant I'ablation
sélective des progéniteurs neuronaux dans I’hippocampe, il a été montré que les effets d'un
traitement chronique par fluoxétine sur la neurogenése hippocampique étaient abolis,

s’associant a une perte de certains effets comportementaux de type antidépresseur (Figure
21B) 356,359,364.
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Figure 21 : Effets chroniques de la fluoxétine sur la neurogenése et I’'angiogenése hippocampiques

sous-tendant les effets comportementaux de type antidépresseur

A. Nombre de cellules BrdU+ dans le gyrus denté au cours B. Effets comportementaux de type
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Abréviations : Cont (controle), ECs (cellules endothéliales), F (fluoxetine), D. hilus (hilus denté), GCL ou
Gra (couche de cellules granulaires), Mol (couche moléculaire), NSPCs (CSPNs), SGZ (zone subgranulaire), V

(véhicule), X-SGZ (irradiation de la zone subgranulaire)

Par ailleurs, en situation saine, une administration chronique jusqu’a 4 semaines de
fluoxétine n’entrainait pas de modification du nombre de cellules BrdU+ dans la zone
subventriculaire 3>#3°¢, Par contre, un traitement de 6 a 9 semaines de fluoxétine était associé
a une diminution du nombre de cellules BrdU+ dans cette zone 37°,

Certains mécanismes d’action, sous-tendant les effets de la fluoxétine favorisant la
neurogenese hippocampique, ont pu étre en partie identifiés. Ainsi, il a pu étre démontré que
les effets prolifératifs de progéniteurs neuronaux et favorisant la survie neuronale induits par
la fluoxétine étaient dépendants de la sérotonine. En effet, d’une part, ces effets étaient abolis
chez les souris Tph27- 371 et sont similaires aux modéles génétiques murins ayant de hautes
concentrations extracellulaires de 5-HT présentant également une prolifération accrue de
CSPN 326327 Grace aux modeéles murins de KO de récepteurs 5-HT, il a été montré que les effets
de la fluoxétine sur la prolifération étaient abolis en I'absence de I'expression génique de
Htr1A 36, A linverse, il a été précisé que les effets de la fluoxétine sur la neurogenése
n‘impliquaient pas le récepteur 5-HT3A, ces effets prolifératifs étant maintenus chez les souris
KO Htr3A 33, De plus, le processus de « dématuration » induit par la fluoxétine était, quant a
lui, aboli dans un modéle murin KO Htr4 364372 Sous-tendant ses effets prolifératifs, il a été
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montré que la fluoxétine pouvait réduire I'expression de p21Cipl, inhibiteur du cycle
cellulaire, sans modifier pour autant la durée du cycle cellulaire et qu’elle induisait une
diminution du signal BMP4, guidant habituellement les progéniteurs neuronaux vers le statut
de quiescence 314365 Les effets de la fluoxétine favorisant la survie neuronale pourraient
impliquer le géne anti-apoptotique Bcl-2, dont I'expression a été retrouvée augmentée par la
fluoxétine 314373, De plus, il a été montré, in vivo, que le traitement chronique par fluoxétine
induisait une augmentation de I'expression du facteur neurotrophique dérivé du cerveau
(BDNF) et de son récepteur TrkB, ainsi que le facteur de transcription CREB, dans différentes
régions cérébrales 374377, Ces résultats ont été confirmés in vitro, avec une augmentation de
la sécrétion de BDNF induite par la fluoxétine sur des cultures d’astrocytes 3’8, A I'inverse, la
diminution du signal lié a BMP4, induite par la fluoxétine, peut impacter négativement les
processus de différenciation neuronale 314,

Au total, la fluoxétine, lors d’une administration nécessairement prolongée, démontre
des effets favorisant la neurogenese hippocampique a travers une action ciblant les
progéniteurs neuronaux, sans atteinte des cellules souches neuronales et permettant une
augmentation ou accélération de la prolifération, de la survie neuronale, ainsi que de la
maturation neuronale. Participant en partie aux effet comportementaux de type
antidépresseur, les effets favorisant la neurogenese de la fluoxétine sont dépendants de la
sérotonine, ainsi que des récepteurs 5-HT1A et 5-HT4.

(1) La fluoxétine, une molécule stimulant I'angiogenese
cérébrale

S’appuyant, d’une part, sur le réle neurotrophique du VEGF ayant une action directe
sur les progéniteurs neuronaux et une action indirecte, via les cellules endothéliales,
soutenant la neurogenese et, d’autre part, sur la forte corrélation positive entre la survenue
d’une pathologie cardiovasculaire et d’un trouble dépressif, I'implication du VEGF dans les
modes d’action des antidépresseurs a été investiguée (Revue Nowacka et al., 2012 379),

En 2007, les chercheurs Warner-Schmidt et Duman ont été les premiers a montrer,
chez le rat, que la signalisation via VEGF et de son récepteur VEGFR2 était indispensable pour
induire, d’'une part, les effets pro-neurogeneése de la fluoxétine dans I'hippocampe et, d’autre
part, les effets comportementaux de type antidépresseur de la fluoxétine 3¢1. Plus
précisément, plusieurs études ont montré qu’a l'inverse d’un traitement subaigu, un
traitement chronique de 14 jours, par fluoxétine de 5mg a 10mg/kg, était associé a une
augmentation de I'expression génique et de la densité protéique de VEGF dans I’"hippocampe
360,361,380 - Associé a l'augmentation du signal lié a VEGF, un traitement chronique par
fluoxétine entrainait, l'laugmentation de cellules BrdU+ dans la zone subgranulaire
comprenant donc la prolifération de progéniteurs neuronaux 31, D’autre part, ce traitement
chronique entrainait une augmentation du nombre de cellules Brdu+ exprimant des
marqueurs endothéliaux dans le gyrus denté, suggérant un effet favorisant I'angiogenese
cérébrale, via une stimulation de la prolifération de cellules endothéliales 361281, Chez la souris,
il a été montré qu’un traitement chronique, par fluoxétine, entrainait une augmentation
dynamique de la densité vasculaire dans le gyrus denté en favorisant le sprouting a partir de
cellules endothéliales formant les microvaisseaux (Figure 21C), 3.

En utilisant une approche pharmacologique inhibant localement la signalisation
VEGF/VEGFR2, il a été mis en évidence une perte des effets prolifératifs induits par la
fluoxétine sur I'ensemble des cellules BrdU+ dans I'hippocampe, incluant les progéniteurs
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neuronaux et les cellules endothéliales 3°1. Fait intéressant, en I'absence d’une signalisation
fonctionnelle de VEGF, les effets comportementaux de type antidépresseur de la fluoxétine
ou de la desipramine étaient abolis en situation saine ou lors dans un modele de dépression
induite 361380 Ces résultats ont été confirmés, dans un modéle murin, avec un knockdown de
VEGF localisé dans le gyrus denté par un petit ARN interférent (siARN), montrant une perte
des effets induits par un traitement chronique par fluoxétine sur la neurogenéese
hippocampique et des effets comportementaux de type antidépresseur 3°°,

Les effets de la fluoxétine favorisant I'angiogenése cérébrale, via I’expression
augmentée de VEGF dans I'hippocampe, pouvaient étre modulés par les récepteurs 5-HT1A
et 5-HT4 380382 témoignant de lI'implication du systéme sérotoninergique dans les effets
angiogéniques des ISRS.

Donc, un traitement chronique par fluoxétine présente, en situation saine, des
propriétés favorisant le couplage d’angiogenése et de neurogenése hippocampiques, soutenu
par une expression augmentée de facteurs trophiques tels que le BDNF et le VEGF. En prenant
également en considération les propriétés anti-inflammatoires de cette molécule 373, les
bénéfices de ce traitement dans des modeles d’atteintes ou de blessures encéphaliques ont
été investigués.

(2) La fluoxétine favorise la réparation du SNC

En tant que traitement antidépresseur, dont les effets comportementaux sont
dépendants en partie de la neurogenese et de I'angiogenése hippocampiques, les effets de la
fluoxétine ont été largement investigués dans des modeles murins de dépression induite ou
d’exposition chronique au stress. Ainsi, ces modeéles induisaient une diminution de la
neurogeneése hippocampique qu’un traitement prolongé par fluoxétine restaurait, en
favorisant également la gliogenése 363368383385 Analogue a la neurogenése hippocampique,
un traitement prolongé par fluoxétine restaurait également une neurogenése dans la zone
subventriculaire, initialement diminuée par un modéle d’exposition chronique au stress 32,
Ces résultats ont été confirmés chez ’'homme grace a une analyse en immunomarquage,
réalisée en post mortem sur des cerveaux de patients ayant eu un EDC traité par ISRS. Ces
études montraient un taux augmenté de progéniteurs neuronaux, de cellules en division dans
I’"hippocampe, ainsi qu’une augmentation de la densité de capillaires chez les patients traités
par ISRS 387,388,

Les effets favorisant la neurogenese dans d’autres conditions pathologiques ont
également été démontrés. En effet, de maniére similaire, dans des modeéles murins de diabete
spontané ou induit, il a été mis en évidence qu’un traitement chronique par fluoxétine
restaurait également les fonctions de prolifération et différenciation neuronale, impactées
dés les stades précoces de diabéte 3%,

Dans les pathologies neurodégénératives impliquant des altérations dans la
neurogenese, des effets neuro-protecteurs et soutenant la neurogenése de la fluoxétine ont
pu étre mis en évidence. Ainsi, dans un modele transgénique murin de maladie d’Alzheimer,
I’administration prolongée de la fluoxétine empéchait la réduction de prolifération cellulaire
hippocampique et améliorait les performances mnésiques contextualisées des souris 3%, De
la méme maniere, dans un modele transgénique murin de maladie de Parkinson, un
traitement prolongé par fluoxétine rétablissait les proliférations et différenciations
neuronales hippocampiques, associées a une augmentation des taux de BDNF 3°1, Enfin, dans
un modele murin de maladie de Huntington, un traitement chronique par fluoxétine était
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associé a une amélioration de la prolifération hippocampique, des fonctions mnésiques et des
symptomes comportementaux de type dépressif, habituellement aggravés ou induits par la
maladie 3%2.

Outre I'impact positif de la fluoxétine sur la neurogenése hippocampique, les effets de
la fluoxétine sur la réparation cérébrale, notamment vasculaire, ont été étudiés, a 'aide de
modeéles animaux d’ischémie cérébrale (Revue Siepmann, 2015 3°%). Une méta-analyse,
publiée en 2014 et portant sur 44 études précliniques de modele d’ischémie cérébrale, a mis
en évidence qu’un traitement antidépresseur, dont les ISRS, était associé a une réduction du
volume d’infarctus de 27%, une récupération fonctionnelle favorisée, objectivée a I'aide de
scores neurologiques et par une amélioration de 50% des performances cognitives et
sensorimotrices, ainsi qu’a une neurogenése augmentée 3%, De plus, dans un modéle rongeur
d’ischémie cérébrale globale, un traitement chronique par fluoxétine était associé a un taux
de survie augmenté de 60% durant le premier mois post ischémie 3%. Plusieurs mécanismes
d’action des ISRS participent aux effets bénéfiques dans la récupération structurelle et
fonctionnelle post accident vasculaire cérébrale (AVC), identifiés a I'aide de modeles animaux.
Plus précisément, dans des modeles de rongeur avec occlusion d’artére cérébrale moyenne,
il a été montré qu’un traitement par fluoxétine, durant la phase précoce post ischémie,
atténuait les processus inflammatoires avec, notamment une diminution d’activation
microgliale, d’infiltration de neutrophiles et de marqueurs pro-inflammatoires 3°. A distance
de l'ischémie, les effets anti-inflammatoires de la fluoxétine se maintenaient avec une
réduction persistante de I'activation et prolifération microgliales, une diminution de
Iinfiltration macrophagique, une réduction de |'activité de MMP et de I'expression de
cytokines inflammatoires, ainsi qu’une diminution de la perméabilité de la BHE 39397, De plus,
un traitement chronique par fluoxétine participe a la régénération neuronale a travers, d’'une
part, la stimulation déja décrite de la neurogenese hippocampique dont les nouveaux
neurones peuvent migrer jusqu’aux zones cérébrales endommagées et, d’autre part, en
favorisant la survie neuronale des neurones présents dans la zone d’infarctus 3933957397 Cette
neurogenese induite par la fluoxétine était associée a une amélioration des fonctions
cognitives, notamment de mémoire spatiale, les effets pro-cognitifs étant abolis en cas de
blocage de la neurogenése malgré le maintien du traitement par fluoxétine 3%, Associée a ses
effets neurotrophiques, 'administration prolongée de cette molécule post ischémie stimulait
I’'angiogenése cérébrale via 'augmentation de facteurs pro-angiogéniques, tels que le couple
VEGF/VEGFR2, associée a une augmentation de la prolifération de cellules endothéliales et a
la diminution de la mort par apoptose de cellules endothéliales 3973%9, Enfin, un traitement par
fluoxétine post ischémie permettait une amélioration de la régulation de la circulation
sanguine cérébrale a travers des effets de vasodilatation et d’augmentation des niveaux du
facteur 1a induit par I’hypoxie (HIF1a) 393:399-401 Fait intéressant, les effets positifs induits par
la fluoxétine, en diminuant la neuroinflammation et en favorisant la survie neuronale par
inhibition de [I'apoptose, étaient également retrouvés dans des modeles rongeurs
d’hémorragie cérébrale 402493,

Sur le plan clinique, des 2011, porté par des résultats préliminaires montrant une
récupération clinique améliorée par un traitement par fluoxétine de patients atteints d’AVC
393 'ERC FLAME (fluoxetine for motor recovery after acute ischemic stroke), mené sur 118
patients avec un AVC compliqué d’un déficit moteur modéré a sévere, montrait une nette
amélioration de la récupération fonctionnelle motrice aprés 3 mois dans le groupe traité par
fluoxétine “%4. Cependant, les études ultérieures retrouvaient des résultats contradictoires du
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fait d’'une grande hétérogénéité d’études incluant les criteéres d’inclusion, le schéma
expérimental de traitement, la durée de suivi ou encore les échelles d’évaluation du déficit
neurologique 39340549 En effet, certaines études rapportaient des bénéfices d’un traitement
par ISRS sur la récupération fonctionnelle de déficit neurologique, notamment lorsqu’ils
étaient introduits précocement au décours du ler mois post AVC 393405407-409 A Jinverse,
d’autres études ne retrouvaient pas de différence sur la récupération fonctionnelle post AVC
entre les groupes traités par ISRS et les groupes placebos 4°®410-412_ Ainsi, d’aprés les derniéres
recommandations américaines de prise en charge d’AVC, les traitements par ISRS sont
actuellement préconisés pour la prise en charge de dépression post AVC mais pas dans celle
de récupération neurologique 413

Les potentiels effets thérapeutiques des antidépresseurs ont également été
investigués dans des modeles murins de traumatisme cranien, a 'aide d’un impact cortical
contrélé. Ainsi, apreés un traumatisme cranien, un traitement chronique par fluoxétine
entrainait une augmentation de la neurogenése hippocampique, sans amélioration de la
récupération fonctionnelle motrice ou mnésique %14, A contrario, un traitement chronique par
I’antidépresseur imipramine, apres un traumatisme cranien, était, quant a lui, associé a une
amélioration des fonctions cognitives et a une augmentation de la neurogenese
hippocampique 4°.

Les effets de la fluoxétine ont également été investigués dans des modeles de rongeurs
de compression de moelle épiniere. Il a été mis en évidence qu’un traitement prolongé par
fluoxétine post compression était associé a de meilleures récupérations motrices, corrélant
positivement avec une plasticité neuronale augmentée %16, De plus, la fluoxétine diminuait la
neuroinflammation tant en inhibant I'activation microgliale permettant d’empécher la mort
des cellules de soutien, les oligodendrotcytes, qu’en inhibant les MMPs permettant
d’empécher la rupture de la BHE 417418,

Enfin, les effets neuro-protecteurs de la fluoxétine ont été étudiés dans un modele
murin d’arrét cardiaque, entrainant une ischémie cérébrale globale suivie d’'une réanimation
cardiopulmonaire. Les auteurs ont montré qu’une administration unique de fluoxétine post
arrét cardiaque était associée a une diminution de perte neuronale dans le putamen avec des
déficits sensorimoteurs diminués comparés aux souris traitées par placebo 4.

En résumé, la fluoxétine est un traitement antidépresseur dont le principal mode
d’action consiste a renforcer le signal sérotoninergique dans le SNC apres une exposition
nécessairement prolongée, entrainant de nombreux changements neurobiologiques
adaptatifs. Ainsi, un traitement chronique par fluoxétine, a travers I'augmentation du signal
5-HT, démontre des propriétés régénératives en 1) favorisant I'expression de facteurs
trophiques agissant en synergie tels que le BDNF et le VEGF, 2) promouvant la neurogenese
hippocampique et plus particulierement la prolifération de progéniteurs neuronaux, la survie
de ces nouveaux neurones, ainsi que leur maturation et 3) stimulant I'angiogenése cérébrale
soutenant activement le processus de neurogenese. De plus, il a été démontré que les effets
pro-angiogenése et pro-neurogenése de la fluoxétine sont dépendants de la sérotonine et
plus précisément de I'activation des récepteurs 5-HT1A et 5-HT4. L’ensemble de ces effets
trophiques et cellulaires sous-tendent en partie les effets comportementaux de type
antidépresseur et permettent de restaurer ces fonctions trophiques dans des modeles
animaux de dépression induite.

Au-dela du modele de la dépression, les effets de la fluoxétine favorisant la
neurogenese ont été démontrés dans d’autres modeles de pathologies centrales tels que le
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diabete ou les pathologies neurodégénératives entrainant une préservation ou une
amélioration de fonctions cognitives notamment mnésiques. Du fait de son action sur la
neurogenese, I'angiogenése et ses propriétés immunomodulatrices, les effets prometteurs de
la fluoxétine ont été investigués dans des modeles de blessure cérébrale de type vasculaire
ou traumatique. Bien que la fluoxétine ait induit les effets trophiques cérébraux attendus, ces
résultats n’étaient pas systématiquement associés a une amélioration de récupération
fonctionnelle ne permettant pas de recommander, par exemple, la fluoxétine dans la prise en
charge clinique d’AVC.

Les effets trophiques de la fluoxétine dans le SNC sont donc dans la continuité directe
du role crucial et complexe de la sérotonine dans la neurogenése et I'angiogenese. Ces effets
trophiques, induits par 5-HT, sont a I'ceuvre dés I'embryogenese, lors de la mise en place du
SNC ou du tissu vasculaire, et se poursuivent lors du maintien de ces tissus, a I'dge adulte. De
maniere similaire a d’autres facteurs de croissance, la sérotonine participe positivement a la
régulation des cascades de cellules souches en favorisant plus spécifiquement la prolifération,
la différenciation ou encore la survie cellulaire des progéniteurs cellulaires, sans effet direct
sur les cellules souches. Fait intéressant, au cours de I'embryogenése, la sérotonine est
également impliquée dans le développement d’autres organes, pour qui ses effets trophiques
se poursuivent en post natal et peuvent donc faire I'objet de modulation positive par les ISRS.

2. La fluoxétine, via la sérotonine, favorise la régénération d’autres tissus ?

a) Implication de la sérotonine dans I’"hématopoiése embryonnaire
chez la souris

L’'hématopoiése embryonnaire et feetale, chez les vertébrés, s’effectue en plusieurs
étapes, avec différentes localisations anatomiques (Revue de Baron et al 2012, #29). Chez la
souris, les premiéres cellules érythroides primitives se forment dans des ilots sanguins, dans
le sac vitellin, dés E7,5 #%0. Puis, les cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques (CSPH)
émergent dans la région aorto-gonado-mésonéphros (AGM), dés E10,5, avant de migrer au
niveau du foie feetal a E14,5, pour finir par coloniser la moelle osseuse a E18,5 4%,

Dans ’AGM, chez la souris, il a été montré que la sérotonine était synthétisée par les
cellules endothéliales adjacentes, exprimant TPH2 421, Sa libération entrainait I'inhibition de
la signalisation pro-apoptotique, liée a Akt/FOXO1, favorisant ainsi la survie des CSPH 421, Le
role de la sérotonine, dérivée de TPH2, dans la formation embryonnaire de CSPH, a également
été confirmé dans un modéle de poisson-zébre 422423, Sous l'effet de facteur de stress
hypoxique, seule la sérotonine ,dérivée de TPH2, augmentait et favorisait I'expansion et la
mobilisation des CSPH dans I’AGM, via I'activation de I’axe de stress hypothalamo-hypophyso-
surrénalien, modulant les niveaux de cortisol et du récepteur au glucocorticoides 422423, De
plus, le réle de la sérotonine, cette fois-ci dérivée de TPH1, a également été montré lors de
I’lhématopoiése dans le foie foetale et, plus particulierement, lors de I'érythropoiése #?4. En
effet, il a été montré que les précurseurs érythroides immatures, localisés dans le foie foetal a
E13,5, exprimaient fortement TPH1, ainsi que SERT et le récepteur 5-HT2A. De plus, les
embryons Tph17- montraient une altération de I'érythropoiése, marquée par un nombre
augmenté de progéniteurs pro-érythroblastiques immatures au détriment d’un nombre
réduit d’érythroides matures, suggérant un réle autocrine de la sérotonine dérivée de TPH1
dans la maturation terminale de I’érythropoiése 4?4,
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b) Réle de la sérotonine dans I’lhématopoiése a I’dge adulte

L’'hématopoiese, a I'age adulte, est un processus complexe, capable de générer
I’ensemble des cellules matures du sang et du systeme immunitaire. Elle se déroule dans la
moelle osseuse et repose sur des CSPH, situées dans une niche hautement régulée 4%°. Les
cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules souches multipotentes et sont les
seules cellules, de cette hiérarchie hématopoiétique, a avoir la capacité de s’autorenouveler
(Figure 22) %2>, Elles peuvent également se différencier en progéniteurs multipotents, perdant
cette capacité d’autorenouvelement, et qui, a travers des étapes successives de
différenciation et d’engagement dans différentes lignées cellulaires, vont générer I'ensemble
des cellules matures (Figure 22) 42>, La complexité de cette cascade, hautement hiérarchisée,
a pu étre mise en évidence, grace aux techniques d’analyse, en cytométrie de flux, de leur
phénotype spécifique de marqueurs membranaires (Figure 22), de leur capacité a former des
colonies de lignées cellulaires, in vitro, ou encore, de leur capacité a reconstituer une
hématopoiése compléte, aprés transplantation chez des souris préalablement irradiées #2°. De
nombreux facteurs sont impliqués dans la régulation des différentes étapes de
I’hématopoiese, tels que les facteurs de croissance hématopoiétiques comme I'EPO, la
thrombopoiétine (TPO), le facteur de cellules souches (SCF), les facteurs stimulant les colonies
de granulocytes et macrophages (GM-CSF), de granulocytes (G-CSF), de macrophages (M-CSF)
ou encore les interleukines IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7 ou encore IL-15 (Figure 22) 4%,
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Figure 22 : Schéma représentatif des différentes étapes de ’hématopoiese adulte, des phénotypes

d’immunomarquage des CSPH ainsi que des facteurs de régulation spécifiques de lignée
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Abréviations : HSC (cellules souches hématopoiétiques), CLP (progéniteurs lymphoide commun), CMP
(progéniteurs myéloides communs), MEP (cellules érythroides/mégacaryocytes), GMP (progéniteurs
granulocytes/macrophages), MkP (progéniteurs mégacaryocytes), EP (progéniteurs érythrocytes), GP
(progéniteurs granulocytes), MacP (progéniteurs macrophages), DC (cellules dendritiques), NK (natural killer),
Lin (marqueur de lignée), SCF (facteur cellules souches), TPO (thrombopoiétine), GM-CSF (facteur stimulant les
colonies de macrophages et granulocyte), G-CSF (facteur stimulant les colonies de granulocytes), M-CSF

(facteur stimulant les colonies de macrophages)

Dans la continuité de son implication lors de ’lhématopoiése embryonnaire, le role de
la sérotonine, dans la régulation de I’hématopoiese adulte, a été exploré, au niveau des
différentes lignées hématopoiétiques. Yang et al ont montré, ex vivo, a partir de cellules
CD34+, issues du sang de cordon ombilical humain, que I’exposition de sérotonine a 200nM
augmentait I'expansion de progéniteurs multipotents CD34+/CD38- et des progéniteurs
myéloides communs, ainsi que leur capacité a former des colonies formant des lignées
myéloides, érythroides ou mégacaryocytes 4?’. De plus, la repopulation cellulaire chez des
souris diabétiques, irradiées puis transplantées avec des cellules hématopoiétiques humaines
CD45+, était augmentée lorsque les cellules CD45+ avaient été préalablement traitées par
sérotonine, lors de I'expansion in vitro %’. Plus récemment, a partir d’analyse
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transcriptomique réalisée sur des CSH in vitro, il a été montré que les régulateurs de
I’expansion de CSH corrélaient avec les schémas d’expression a I'échelle du génome,
permettant d’identifier de nouveaux facteurs 4?8, Ainsi, de maniére similaire aux autres
facteurs stimulants comme le VEGF, 'EGF ou le PDGF, il a été mis en évidence que la
sérotonine promouvait également I'expansion de progéniteurs multipotents et de CSH, a
travers une signalisation liée a I'activation d’un GPCR, et, plus particulierement, de la famille
5-HT2 428, Enfin, il a été montré que le récepteur 5-HT2B était exprimé seulement par les
progéniteurs hématopoiétiques c-Kit+ et non par les cellules c-Kit-. In vivo, I'invalidation de ce
récepteur, chez les souris KO Htr2B, était associée a une altération de la composition de la
moelle osseuse, en aval de ces progéniteurs c-Kit+ 78,

Des les années 1970, le r6le stimulant de la sérotonine a été suggéré, notamment dans
I’érythropoiese. En effet, chez la souris, la sérotonine stimulait I'érythropoiese a travers
I’augmentation des niveaux circulants d’EPO, synthétisée par le rein, avec des effets abolis
apreés inactivation d’EPO ou de néphrectomie #%°. Des études plus récentes ont précisé le role
crucial de la sérotonine dans la régulation d’une érythropoiese fonctionnelle et dans la survie
des hématies. Dans la continuité de la caractérisation de I’expression du récepteur 5-HT2B par
les progéniteurs c-kit+, il a été montré, in vitro, que le blocage pharmacologique de ce
récepteur entrainait une diminution de la capacité des cellules progéniteurs c-Kit+ murines et
CD34+ humaines de former des colonies de lignées érythroides 8. Cependant, chez les souris
KO 5-HT2B, I'absence de ce récepteur, in vivo, n’était pas associée a des anomalies
quantitatives ou fonctionnelles des globules rouges matures 1’%. Analogue a I'expression
caractérisée lors de I'érythropoiese embryonnaire, il a été montré que les progéniteurs pro-
érythroblastiques immatures (CD71*/TER119°) exprimaient TPH1, SERT et le récepteur 5-HT2A
424 Au sein de ces progéniteurs, il a été mis en évidence une régulation dynamique du signal
5-HT 424, D’une part, le SCF a été identifié comme facteur inhibant I'expression de TPH1,
diminuant le signal 5-HT. D’autre part, I'EPO a montré un effet stimulant, en activant la voie
JAK/STAT, de I'expression de TPH1 et de I'expression du récepteur 5-HT2A, associé a une
diminution de I'expression de SERT, le tout résultant en un renforcement du signal autocrine
de 5-HT 424, Plus précisément, 'activation de 5-HT2A par la sérotonine est cruciale, lors de la
transition vers I'étape pro-érythroblastique, en régulant le cycle cellulaire et en protégeant de
I’apoptose, cette transition étant compromise dans la moelle osseuse de souris Tph17- ou KO
Htr2A 4?4 Par ailleurs, il a également été montré, en aval de cette transition, que les
précurseurs érythroides (CD717/TER119*) exprimaient également les récepteurs 5-HT2A et 5-
HT2B sans 5-HT2C 142424 |n vitro, |a stimulation par de la sérotonine 1 M ou des agonistes 5-
HT2 augmentait les capacités de prolifération des précurseurs érythroides 42, De plus,
I’activation des récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B était nécessaire pour aboutir a la différenciation
terminale de I'érythropoiése 2. A 'aide des souris Tph17,, il a été mis en évidence, in vivo,
gu’en I'absence de 5-HT périphérique, les hématies avaient une demi-vie plus courte associée
a des anomalies morphologiques, les rendant plus sensibles au stress cellulaire et a la
phagocytose macrophagique, 'ensemble se traduisant par une anémie macrocytaire modérée
142 |3 transplantation de moelle osseuse, issue de souris Tph1”" sur des souris sauvages,
entrainait également un phénotype d’anémie chez la souris receveuse #?*. Confirmant le role
fondamental de la sérotonine dans I'efficience de I’érythropoiése, les souris Tph17", exposées
a de la phénylhydrazine, modele provoquant une anémie aigué avec normalisation en 21 jours
de I'hémoglobine, présentaient une anémie prolongée excessive avec un défaut de
réticulocytes 4?4, Enfin, in vitro, la sérotonine favorisait également la survie des globules
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rouges en les protégeant de la sénescence a travers un effet antioxydant, sans impliquer les
récepteurs 5-HT, puisqu’aucun d’entre eux n’est exprimé par les globules rouges matures 11°.

Le role de la sérotonine a également été exploré au niveau de la mégacaryopoiese,
notamment aux stades terminaux de la cascade. En effet, I'apoptose est un processus
essentiel, lors de la différenciation terminale de mégacaryocytes, assurant la formation de
pro-plaquettes a travers une activation localisée de caspase 3, ainsi que la sénescence
programmée des mégacaryocytes restants, via une activation diffuse de caspase 3 %30, A
I'instar de la machinerie sérotoninergique exprimée par les plaquettes matures, il a pu étre
mis en évidence que la capture, le catabolisme de la sérotonine et I'expression de récepteurs
5-HT2 étaient présents dans une lignée de cellules mégacaryoblastiques 431432, Ainsi, la
sérotonine exercait un effet anti-apoptotique sur ces mégacaryoblastes, a travers une
diminution de la voie liée a la caspase 3, et ces effets étaient abolis en présence d’antagoniste
5-HT2 %7, De plus, il a été montré, in vitro, que la sérotonine stimulait la formation de colonies
de mégacaryocytes murins de maniere dose-dépendante, avec un pic maximal a 100 nM, via
I’activation de récepteur 5-HT2 %32, Les effets mitogéniques de 5-HT étaient synergiques avec
d’autres facteurs comme IL-3, IL-6, EPO et PDGF #32. In vivo, les souris KO Htr2B présentaient
une diminution du nombre de plaquettes circulantes 172, Ainsi, il a été suggéré que I'effet de
5-HT, favorisant la prolifération de mégacaryocytes murins, était régulé par le récepteur 5-
HT2B quand I'effet sur la différenciation terminale était régulé par le récepteur 5-HT2A par
I'intermédiaire de la production de NO “33. Cependant, ces mécanismes d’action n’ont pas été
clairement démontrés a ce jour 433. Chez ’homme, de maniére similaire aux effets stimulants
de TPO, 5-HT favorisait, in vitro, la formation de colonies de mégacaryocytes et la prolifération
de lignées mégacaryoblastiques, de maniére dose-dépendante avec un pic maximal a 200 nM
434 ’expression des récepteurs 5HT2A, 2B, 2C a pu étre caractérisée dans différentes lignées
de mégacaryoblastiques humaines et les effets stimulants de 5-HT étaient abolis en présence
d’un antagoniste 5-HT2 %34, De plus, analogues aux effets connus de TPO, la sérotonine
exergait également un effet anti-apoptotique, via 5-HT2 et la voie Akt, sur les lignées
mégacaryoblastiques, en diminuant I’activité de caspase 3 et les altérations mitochondriales
434 Enfin, la sérotonine favorisait la maturation de mégacaryocytes humains en pro-
plaquettes et, in fine, la production de plaquettes matures, a travers une réorganisation de
I’actine du cytosquelette induite par I’activation de récepteur 5-HT2 et de la voie d’aval ERK1/2
434

Les effets 5-HT ont été moins explorés sur la lignée issue des progéniteurs
granulocytes/macrophages. Cependant, plusieurs résultats suggérent un effet de la
sérotonine, via 5-HT2B, sur cette lignée, notamment sur la différenciation des précurseurs
myéloides 178, En effet, les souris KO Htr2B présentaient une augmentation de la population
circulante des granulocytes, associée a une augmentation des progéniteurs de granulocytes
dans la moelle osseuse 178, De plus, I'inhibition pharmacologique de 5-HT2B, in vitro, sur des
cultures de moelle osseuse entiere réduisait, d’une part, I'apparition de progéniteurs
granulocytes et, d’autre part, la capacité de former des colonies de lignées mixtes myéloides,
a partir de progéniteurs c-Kit+ murins 178,

Au total, la sérotonine joue un role favorisant la prolifération et la différenciation de
plusieurs lignées au sein de I'hématopoiese, en impliquant essentiellement les récepteurs 5-
HT2. Similaire a son réle dans la neurogenese, les effets de la sérotonine concernent les
progéniteurs multipotents et les cellules, en aval dans la cascade hématopoiétique, sans effet
direct sur les CSH. La sérotonine, dérivée de TPH1, agit de maniere autocrine lors de
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I’érythropoiese et joue un réle crucial, via les récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B, en favorisant la
prolifération, la survie cellulaire ainsi que la différenciation terminale assurant une
érythropoiese fonctionnelle. Elle est également impliquée dans la mégacaryopoiese tant au
niveau de la prolifération de mégacaryoblastes que lors de la différenciation terminale, sous
la dépendance des récepteurs 5-HT2. Enfin, des résultats suggerent l'implication de la
sérotonine dans la différenciation de la lignée myéloide a travers le récepteur 5-HT2B.

c) La fluoxétine, un traitement stimulant les lignées cellulaires de la
moelle osseuse

La sérotonine favorisant I'érythropoiese, les effets de la fluoxétine renforgant son
signal ont été investigués dans des modeles murins d’anémie aigué induite par irradiation
sublétale ou encore pharmacologiquement par phénylhydrazine #?4. Ainsi, un prétraitement
par fluoxétine, pendant 7 jours, était associé a une augmentation rapide de réticulocytes et
un taux significativement augmenté d’hémoglobine dés le 3™ jour post anémie induite. De
plus, 'anémie était corrigée dés le 11°™ jour dans le groupe traité par fluoxétine, avec des
taux d’hémoglobine normalisés, alors que la récupération post anémie nécessitait 22 jours
dans le groupe contrdle 424, Par ailleurs, dans un modéle animal sans stress hématologique, il
a été montré qu’un traitement de 10 jours par fluoxétine était également associé a un nombre
augmenté de globules rouges et d’hémoglobine chez le veau avant sevrage #3°.

Apres irradiation sublétale entrainant une aplasie médullaire, un prétraitement de 7
jours par fluoxétine entrainait une restauration plus rapide des différentes lignées cellulaires,
avec une augmentation significative des taux d’hémoglobine, de plaquettes et de leucocytes
comparés au groupe contréle 43, De plus, I'administration de fluoxétine, associée aux facteurs
de croissance comme le G-CSF, entrainait une synergie additive d’effets stimulant la moelle
osseuse avec une restauration plus rapide des 3 lignées myéloides #%. Fait intéressant chez
I'homme, il a également été observé une récupération de neutrophiles plus rapide, aprés une
transplantation de cellules souches autologues, lorsque les patients recevaient un traitement
par ISRS 436,

Ainsi, la fluoxétine exerce donc des effets stimulants favorables sur la moelle osseuse
en cas de stress aigu, permettant une accélération de la restauration des éléments
fonctionnels du sang, sous-tendus par les effets favorisant la prolifération, la différenciation
et la survie cellulaire déja connus de la sérotonine sur plusieurs lignées myéloides.

En résumé, dans la continuité des effets trophiques de la sérotonine identifiée deés
I'embryogenése jusqu’aux progéniteurs spécifiques de tissus, la fluoxétine, en renforcant le
signal 5-HT, démontre donc de potentielles propriétés régénératives, en stimulant la cascade
de prolifération et différenciation de progéniteurs spécifiques, dans le SNC et au-dela.

Ainsi, la sérotonine est une monoamine potentiellement précieuse pour la
régénération de I'organisme, tant a travers ses effets trophiques ciblant des progéniteurs
spécifiques, ses effets pro-angiogéniques stimulant un partenaire privilégié dans le soutien de
la régénération tissulaire, que de ses multiples effets immunomodulateurs #*7. Qutre les effets
de la sérotonine locale au sein d’un tissu, la sérotonine délivrée par les plaquettes, activées et
recrutées en cas de blessure, est également un acteur favorisant la réparation tissulaire a
travers une action autocrine sur |'activation plaquettaire participant a la libération des autres
facteurs de croissance stockés dans les plaquettes, de la modulation du tonus vasculaire, de
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la stimulation de I’activation et croissance des CE et CMLV, du recrutement et de I’activation
des cellules immunes et, enfin, de la libération de cytokines 123150,

De fait, les effets de la sérotonine favorisant la régénération ont également été décrits
dans d’autres organes, tels que la réparation dentaire ou la régénération hépatique #3¥43%, En
effet, dans la continuité de son implication lors du développement craniofacial notamment
dentaire %5287 |es cellules souches de pulpe dentaire expriment un microsystéme
sérotoninergique fonctionnel, dont la stimulation, post blessure, par les hautes
concentrations de sérotonine délivrée par les plaquettes, participe activement, in vivo, au
processus de réparation dentaire 4. Quant au réle de la sérotonine dans la régénération
hépatique post hépatectomie partielle, il est intéressant de noter que le foie est organe
unique par son importante capacité de régénération, permettant d’assurer une régénération
compléte qui, étant dépourvu de cellules souches, repose essentiellement sur les hépatocytes
et sur les cholangiocytes 4%, Bien que le foie exprime un systéme sérotoninergique, il n’a pas
de capacité de synthése locale de 5-HT, a la différence du tissu dentaire #3°. Ainsi, la
sérotonine, dérivée des plaquettes, promouvait, in vivo, l'initiation de la régénération post
hépatectomie, en stimulant la prolifération cellulaire #*°. A notre connaissance, les bénéfices
d’un traitement par fluoxétine, lors de la régénération de ces organes, n‘ont pas été
investigués.

Fait intéressant, une des particularités communes a, au moins l'angiogenese,
neurogenese et hématopoiese, est d’exprimer un microsysteme sérotoninergique
fonctionnel, avec une capacité de synthése locale de la sérotonine. De plus, en cas de blessure,
le signal sérotoninergique peut donc étre renforcé, par l'intermédiaire des plaquettes
recrutées précocement au site de blessure. Afin d’identifier d’éventuels bénéfices ou de
prévenir d’éventuels effets déléteres, induits par un traitement par ISRS, il est donc
fondamental de mieux comprendre, d’'une part, comment les concentrations de sérotonine
évoluent en périphérie au cours d’un traitement par ISRS et, d’autre part, d’identifier les tissus
ayant une sensibilité sérotoninergique et de caractériser le type d’effet du signal
sérotoninergique au sein du maintien et de la régénération de ce tissu. De plus, identifier les
effets bénéfiques d’un traitement par ISRS, par ailleurs, bien toléré, dans la régénération
tissulaire, pourrait ouvrir des perspectives thérapeutiques prometteuses dans le champ de la
médecine régénérative.

La régénération du muscle squelettique est efficiente et facile d’acces, ce qui a permis
de profondément caractériser, a I'aide de nombreux modeles expérimentaux, les différents
processus biologiques mis en ceuvre lors de la cicatrisation d’un tissu 44'. De plus, le muscle
squelettique peut étre blessé plusieurs fois chez un méme individu sans engager le pronostic
vital, permettant d’étudier le comportement de cellules souches sur le long terme 441, Ainsi,
I'étude de la régénération musculaire est un paradigme classique d’étude en biologie
régénérative 441,
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C. Le muscle strié squelettique, un tissu au fort potentiel régénératif

1. Structure et fonction du muscle squelettique :

Le muscle strié squelettique constitue l'un des tissus les plus abondants de
I’organisme, correspondant a 30-40% du poids corporel total et contenant de 50 a 75% des
niveaux en protéines de I'organisme %42, D’un point de vue fonctionnel, le muscle squelettique
assure les contractions musculaires participant a la production de force musculaire, de
maintien de posture et de mouvements volontaires **2. De plus, il participe activement a la
régulation du métabolisme énergétique, a I'état de base, en tant que tissu de stockage pour
les acides aminés et les glucides, a la régulation d’hormones en périphérie, ainsi qu’a
I’lhoméostasie de la température corporelle, étant capable de produire de la chaleur 442, C’est
un tissu hautement organisé, se définissant par la répétition d’unités motrices comprenant un
motoneurone innervant, via les jonctions neuromusculaires, d’1 a 2000 fibres musculaires,
également appelées myofibres (Figure 23) 1. Ces fibres musculaires se regroupent en
fascicules formant, in fine, les faisceaux composant le tissu musculaire 441, Chacun de ces
regroupements est entouré par une couche de tissu conjonctif soutenant la haute
vascularisation et lI'innervation du tissu musculaire et pouvant contenir d’autres acteurs
cellulaires (Figure 23) 4*1. Au sein des compartiments interstitiels du muscle squelettique, il a
été identifié 10 groupes de cellules mononuclées, incluant les cellules souches musculaires
résidentes, les cellules endothéliales, les progéniteurs fibro-adipogéniques, les macrophages,
les neutrophiles, les lymphocytes B et T, les cellules gliales, les ténocytes et les cellules
mésenchymateuses et de muscles lisses 443

Les fibres musculaires représentent |'unité cellulaire de base du muscle squelettique
et sont des cellules musculaires matures multinuclées, dont les noyaux sont localisés en
périphérie %41, Ainsi, elles assurent la contraction musculaire grace a leur structure, hautement
conservée au cours de I'évolution, composée de la succession de sarcomeres séparés par les
lighes Z, (Figure 23) %4l Plus précisément, le sarcomére est une machinerie protéique
complexe, constituée de filaments fins d’actine et de ses protéines associées, dont la
troponine, qui s’alternent avec des filaments épais de myosines et de ses protéines associées
441 Brievement, la contraction musculaire s’opére a suite de I'arrivée d’un potentiel d’action
dans la jonction neuromusculaire, libérant du calcium qui, se liant a la troponine, entraine un
changement de conformation, permettant aux tétes de myosines de se lier et de ramper le
long des filaments d’actine 441

Corollaires des contractions musculaires, les fibres musculaires assurent également la
génération de force, phénomene proportionnel a la taille des fibres et a la composition du
type de fibres 444, En effet, il a été décrit plusieurs types de fibres musculaires, selon un schéma
d’expression des 4 isoformes de chaines lourdes de myosines |, lla, llb et lIx, qui s’associent a
un métabolisme énergétique et des parameétres de contraction distincts 4. Ainsi, les fibres a
contraction lente sont composées de type |, saturées en mitochondries, avec une haute
activité oxydative et une faible activité glycolytique, permettant une contraction résistante a
la fatigue et générant de peu de force #*4. Les fibres a contraction rapide peuvent étre
composées de type lla et lIx, avec une haute activité oxydative ou de type llb et lIx, avec une
haute activité glycolytique #**. Elles générent des contractions plus rapides, avec plus de force
et pouvant tolérer de courtes périodes d’anaérobie tout en se fatiguant plus rapidement que
les fibres de type | %44, Pour exemple, le muscle Soleus est un muscle dit lent, alors que le
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Tibialis Anterior (TA), fréquemment étudié dans les expériences de régénération musculaire
du fait de son accessibilité, est un muscle dit rapide 444,

Figure 23 : Schéma représentatif du muscle strié squelettique et de ses partenaires
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Le muscle strié squelettique est un tissu hautement plastique pouvant étre I'objet
d’études dans différentes situations physiologiques ou pathologiques comme I'"hypertrophie
musculaire induite par I'exercice physique, la sarcopénie liée a I'dge ou secondaire a une
condition pathologique ou encore les myopathies congénitales ou acquises #4*.

Assurant un role fondamental dans la régénération et le maintien du tissu
squelettique, les cellules souches musculaires résidentes (CSMu), également appelées cellules
satellites du fait de leur localisation périphérique, se situent entre la membrane basale et le
sarcolemme de la fibre musculaire, au sein d’une niche, permettant une relation étroite avec
les composants de la matrice extracellulaire ainsi qu’avec d’autres acteurs cellulaires tels que
les vaisseaux, les péricytes, les progéniteurs fibro-adipogéniques ou encore les macrophages
(Figure 23) 4457449,

2. Les cellules souches musculaires, actrices centrales du développement
et de la régénération du muscle squelettique
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a) Développement pré et post natal du muscle squelettique

Au cours des phases embryonnaires et foetales, le développement du muscle
squelettique s’effectue en plusieurs vagues, reposant sur la production, migration et
différenciation de progéniteurs myogéniques (Revues Tajbakhsh et Buckingham, 1999 4°,
Sambasivan et Tajbakhsh, 2007 #*1, Buckingham et Relaix, 2015 4°2, Zammit, 2017 #*3). Ce pool
de cellules souches, a I'origine du muscle squelettique, est un processus de développement
hautement conservé parmi les espéces vertébrées 4042 Puis, a I'aide des CSMu apparaissant
juste avant la naissance, ce développement se poursuit tout au long de la croissance post
natale jusqu’a la taille définitive #>0-42,

Chez la souris, le développement du muscle squelettique débute, dés E8, a partir des
somites épithéliaux, dérivés du mésoderme paraxial, et évoluant selon un axe antéro-
postérieur (Figure 24A) 4°9-%>2_ L3 somitogenése est un processus hautement régulé, reposant
sur des cellules souches et progéniteurs, capables de donner naissance a plusieurs tissus tels
gue le cartilage, les tendons, le derme, le tissu conjonctif, les cellules endothéliales, ainsi que
le muscle squelettique *°%2, La partie dorsale des somites épithéliaux, appelés
dermomyotome, contient les cellules souches et progéniteurs des muscles squelettiques du
tronc, des membres et de certains muscles de la téte 4°%4°2, Sous I'effet de différents signaux
émanant des structures adjacentes, tels que les facteurs Wnt, Shh ou encore BMP4, le
dermomyotome se régionalise et donne lieu a des vagues successives de progéniteurs
spécifiques 497452, Au cours de la premiére vague de E11 a E14,5 et sous I'effet de facteurs de
transcription clés pour I'engagement myogénique, les progéniteurs se spécifient pour le
muscle et migrent sous le dermomyotome vers les différents sites de myogenése 4942, Puis,
ils se différencient en myocytes mononuclées et fusionnent en petites fibres musculaires
multinuclées, formant le myotome, premiére entité de muscle squelettique différenciée 4°°-
452 Au cours de la vague de myogeneése foetale de E14,5 jusqu’a la naissance, de nouveaux
progéniteurs provenant de la partie centrale du dermomyotome migrent, se différencient et
fusionnent avec le myotome donnant lieu a des fibres musculaires comprenant des centaines
de noyaux #0452 Enfin, aprés la naissance et durant les 4 premiéres semaines de vie, la
croissance musculaire est assurée par une haute activité de prolifération de CSMu, suivie de
leur fusion en myofibres, assurant I’hypertrophie musculaire post natal 4042,
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Figure 24 : Schéma représentatif de la myogenése embryonnaire et des acteurs de la régulation
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Assurant I’engagement des progéniteurs dans la lignée myogénique et la cascade de
myogenese, il existe un réseau de genes spécifiques comprenant les facteurs de transcription
PAX3 et PAX7 et les facteurs de de transcription basiques hélice-boucle-hélice de régulation
myogénique (FRM) MYF5, MYOD, MRF4, MYOGENINE (Figure 24B) %943, Dans la continuité
des roles fondamentaux des genes Pax lors de la spécification et de I'organogeneése, les genes
Pax3 et Pax7 sont exprimés dans plusieurs tissus tels que le SNC, les cellules de la créte neurale
et les somites %2 Ils jouent donc un réle crucial dans I'émergence et la survie des cellules
souches et progéniteurs musculaires, sous-tendues par leur effet de régulateur en amont de
la cascade myogénique et d’effet anti-apoptotique #°°*°2, Cependant, leurs implications
respectives peuvent différer, selon la temporalité et la localisation anatomique définitive de
la musculature (Figure 24B) °%-%52, En effet, Pax3 est le régulateur clé, en amont de la
myogenese, et est donc fondamental pour I'émergence des cellules souches musculaires a
I'origine des muscles du tronc et des membres au cours du développement embryonnaire,
alors que Pax7 participe a la myogenese des la formation du myotome pour les muscles du
tronc et n’est crucial pour I'émergence des progéniteurs qu’a l'issue de la premiére vague de
myogenése, lors de la phase foetale et périnatale pour les autres types de muscles 4°%-452, Ainsi,
I'émergence des cellules souches et progéniteurs musculaires des muscles de la téte fait
intervenir d’autres facteurs régulateurs (Figure 24B) %°°%>2, De plus, Pax7 joue un réle crucial
pour la constitution du pool de CSMu en post natal, pour 'ensemble des muscles 2. La
caractérisation des phénotypes induits, lors d’invalidation génétique sur modeéles animaux, a
pu mettre en évidence leurs roles cruciaux lors des différentes étapes de ce développement
musculaire %2, Ainsi, la perte de fonction du géne Pax3 entrainait, chez 'embryon de souris,
un phénotype non viable marqué par des altérations lors de la somitogenese, avec une
formation anormale du myotome, des anomalies des muscles du tronc et une absence de
muscles de membres %2, Les embryons de souris, avec l'invalidation du géne Pax7,
n’entrainait pas de phénotype musculaire pathologique durant I'embryogenése, la perte de la
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fonction Pax7 étant compensée par Pax3 #°2. A contrario, durant la phase périnatale,
I’'absence de I'expression génique de Pax7 était associée a une perte du pool de CSMu, avec
une capacité régénérative compromise “*2. Enfin, le double mutant Pax3:Pax7, quant 3 lui,
présentait des anomalies majeures de somites, entrainant une hypoplasie sévere sur défaut
de survie de cellules souches et progéniteurs myogéniques et une létalité in utero 42,

Les FRM comprennent 4 genes : Myf5, Myod, Mrf4 et Myogenine dont I’expression est
régulée, au cours de I'embryogenése, par les facteurs Shh, BMP et PAX3/7 40451453 |es
facteurs MYF5, MYOD et MRF4 régulent 'engagement des cellules souches en progéniteurs
myogéniques de type myoblastes, alors que MYOGENINE joue un réle crucial dans la
différenciation des myoblastes en myocytes durant I'embryogenése 4°0451453  plys
précisément, PAX3 régule directement I'expression de Myf5 dans le myotome, qui se fait en
amont de celle de Myod #°%4°14%3_ En effet, les souris KO Myf5 présentaient un retard dans la
formation du myotome, avec une létalité périnatale du fait d’anomalies de la cage thoracique
450,451,453 Dans un modeéle murin knock-in (KI) de Myf5, avec 'insertion du géne LacZ au sein
du géne Myf5, il a pu étre mis en évidence que les cellules souches et progéniteurs du
dermomyotome, exprimant la B-galactosidase a la place de Myf5, avaient des anomalies de
migration allant vers le derme ou le sclérotome au lieu du myotome, en s’engageant vers un
autre type cellulaire que le muscle 49451453 Cependant, témoins de la redondance de
I’expression des FRM Myf5 et Myod, elles ne présentaient pas d’anomalie ultérieure du
développement musculaire, I'absence de Myf5 étant compensée par Myod 4°0451453
Inversement, les souris KO Myod montraient, en compensation, une surexpression de Myf5
associée a un développement musculaire préservé 4°0451453 En revanche, en I'absence des
deux genes, Myf5 et Myod, cruciaux pour I’'engagement dans le programme myogénique, les
embryons de souris n’étaient pas viables aprés la naissance, associée a une absence de
progéniteurs myogéniques et de fibres musculaires 4241453 Mrf4 est, quant a lui, exprimé,
principalement durant la phase embryonnaire dans le myotome, participant a 'engagement
des progéniteurs dans la lignée myogénique et également au contréle de la différenciation en
promouvant I'expression de Myogenine #*°451453 Enfin, Myogenine est indispensable a la
différenciation des myoblastes embryonnaires, I'absence d’expression de ce géne durant les
différentes vagues de myogenéses embryonnaires est associée a une |étalité a la naissance
des souriceaux, avec I'absence de fibres musculaires 4°%4>1433 A contrario, I'absence de son
expression, seulement en post natal, n"’empéche pas la poursuite du développement
musculaire post natal reposant sur des CSMu d’allure fonctionnelle, bien que ces souris aient
une croissance moindre que les contrdles 4°0451453,

b) Les cellules souches musculaires résidentes

(1) Histoire des cellules satellites

En 1961, le chercheur Mauro identifie, pour la premiere fois, dans le muscle TA de rat
et de xénope, des cellules mononuclées, baptisées initialement cellules satellites, faisant ainsi
la découverte des cellules souches musculaires résidentes #**. En microscopie électronique,
ces cellules étaient identifiées morphologiquement des cellules bipolaires, avec un ratio
noyau/cytoplasme élevé, contenant une hétérochromatine condensée, peu de mitochondries
ou d’autres organelles intracellulaires %>4. Par la suite, il a rapidement été mis en évidence que
cette population cellulaire était rare, au sein d’'un muscle sain a I'état basal, et leur distribution
pouvait varier en fonction de la nature lente ou rapide d’un muscle 4.
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En 1965, les chercheurs Shafiq et Gorycki ont été les premiers a décrire des cellules
indifférenciées localisées en périphérie de fibres musculaires, post blessure, chez la souris 4°*,
Puis en 1966, Church et Noronha, a l'issue d’expériences sur le développement et la
régénération du muscle de chauve-souris, proposent que les CSMu soient les cellules « de
réserve » du muscle, capable de se transformer en myoblastes, qui entrant en division,
forment de nouvelles fibres #°*. Grace aux expériences réalisées avec de la thymidine tritiée,
il a pu étre montré en 1969 que les CSMu étaient quiescentes, a I’état basal, et contribuaient
aux noyaux des fibres musculaires post blessure et en 1975, que les CSMu marquées a la
thymidine tritiée de donneur étaient identifiées dans le noyau de fibres musculaires
régénérées du receveur 4,

En 2000, I'équipe de Seal et al. a mis en évidence I'expression du facteur de
transcription Pax7, qui deviendra un des marqueurs spécifigues des CSMu et le
développement de la souris transgénique Tg:Pax7nGFP par I'équipe de Sambasivan et al., en
2009, facilitera I'isolement et I'investigation spécifique de cette population cellulaire, dont le
géne de la protéine fluorescente verte (GFP) a été placé sous le promoteur du géne Pax7 4>
Enfin, en 2011, a I'aide de modeéle murin permettant I’ablation sélective et conditionnelle des
CSMu, plusieurs équipes ont démontré que ces cellules étaient indispensables pour la
régénération du muscle squelettique aprés une blessure #6748,

(2) Les cellules satellites, une population cellulaire quiescente
et hétérogene a I'état de base

A I’état d’équilibre, la majorité des CSMu sont quiescentes, c’est-a-dire arrétées au
stade Go, témoignant du faible degré de renouvellement du tissu musculaire en I'absence de
sighaux de stress #*3. Classiquement, I'expression de PAX7 est un marqueur de CSMu
guiescente associée, dans certains muscles, a l'expression de PAX3, ces deux genes
empéchant I'engagement myogénique des cellules en réprimant I’expression de Myod (Figure
25) 459, Ce statut se caractérise également par I'absence d’expression de marqueur, spécifique
de la lignée myogénique ou non, de prolifération et différenciation, ainsi que la rétention du
marquage d’analogue de la thymidine #6941 Les mécanismes sous-tendant cet état de
guiescence ont été investigués et ont mis notamment en évidence le réle crucial de la voie
canonique Notch, ciblant les voies HES et HEY ou en favorisant I'expression de miR-708,
I’ensemble réprimant la transcription de génes clés de la myogeneése 62744, | e maintien des
CSMu en quiescence est également régulé par la niche des CSMu, notamment par la proximité
avec ses capillaires qui participe a la signalisation de Notch %>, De nouvelles techniques
comme la fixation in situ et le séquengage du transcriptome sur cellules uniques, sont venues
enrichir la caractérisation de I'état de quiescence des CSMu. Ainsi, le programme génétique,
sous-tendant la quiescence de CSMu, outre Pax7, comprend également ceux des genes Hes1,
cible de la voie Notch dont le réle de maintien de quiescence a été démontré, Gas1 codant
pour une des protéines spécifiques de blocage de transcription, ou encore Calcr, codant pour
le récepteur de la calcitonine, ainsi qu’un transcriptome évocateur d’un faible métabolisme
reposant sur I'oxydation des acides gras mitochondriaux et de la phosphorylation oxydative
466 Ces activités métaboliques ont été suggérées comme étant a I'origine des modifications
épigénétiques, empéchant I'expression du programme de la cascade myogénique 4°7.

Un statut intermédiaire entre la quiescence (Go) et I’activation de CSMu préparant la
division cellulaire (G1), a été rapporté, notamment, en réponse a un stress systémique sans
blessure in situ du muscle %6848, Ce statut, Galerte, de CSMu implique, via la signalisation de
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mTORC1, un comportement amorcé avec des cinétiques de premiere division cellulaire plus
rapides, une augmentation de |'activité mitochondriale et une capacité régénérative
supérieure 468,

La population des CSMu est une population hétérogene, dans son programme
génétique, son origine développementale, ainsi que dans son comportement cellulaire en tant
que cellules souches a I’dge adulte (Revues Tierney et Sacco, 2016 #7° et Relaix et al. 2021 4¢7).
En effet, au cours du développement du muscle, les muscles du tronc ou des membres
dérivent des somites et I'expression de Pax3 est indispensable pour leur spécification, alors
que les muscles de la téte proviennent du mésoderme paraxial non segmenté et leur
engagement myogénique mobilise un tout autre programme génétique **1. A I'dge adulte, il a
été montré que l'expression de PAX3 était hétérogene dans la population de CSMu et
conférait, aux CSMu I'exprimant, des propriétés de résistance aux stress environnementaux
459,469 De plus, plusieurs approches expérimentales ont permis de distinguer les CSMu, avec
un potentiel préservé de cellules souches par rapport a des progéniteurs myogéniques au sein
de cette population a I’état d’équilibre. Ainsi, a I'aide d’une administration chronique de BrdU
a des rats adultes, il a été montré que les cinétiques de division étaient rapides pour 80% des
CSMu et que les 20% restants ne s’étaient pas toutes divisées dans l'intervalle de 14 jours 471,
Suggérant également une distinction d’engagement cellulaire, I'ablation génétique
conditionnelle de Myf5 a mis en évidence que plus de 10% de la population de CSMu
n’exprimait pas ce gene et était capable de division asymétrique participant au maintien du
pool de CSMu 472, A I'aide du modeéle transgénique Tg:Pax7nGFP de marquage endogéne par
GFP des CSMu, l'intensité de la GFP a permis de discriminer deux sous-groupes au sein des
CSMu, les Pax7"e" et Pax7'°%, dont les signatures génétiques, les activités métaboliques ou les
cinétiques de division suggéraient que les Pax7"8" étaient moins engagés dans la cascade
myogénique que les Pax7'°" %61, |’efficacité de transplantation des CSMu différe également en
fonction du muscle dont elles proviennent, puisque les CSMu provenant des muscles
extraoculaires présentent un meilleur potentiel de greffe 4’3. De la méme maniére, les prises
de greffe de CSMu, avec leur fibre, ont été comparées entre différents muscles, montrant de
meilleures capacités pour les muscles Soleus ou d’Extensor Digitorium Longus (EDL),
comparées a celles provenant du TA %% Plus récemment, a l'aide des avancées
technologiques, notamment sur le séquengage profond de cellules isolées ou encore la
cytométrie de masse basée sur des marqueurs combinés a des isotopes métalliques (le
CyTOF), ont permis d’affiner la distinction au sein des CSMu, selon leur signature
transcriptomique au niveau des processus d’ubiquitination protéique, de modification post-
transcriptionnelle ou encore de voies métaboliques #6®4%7, Ainsi, a la différence du programme
transcriptomique lié a la quiescence de CSMu, des CSMu, bien qu’a I'état d’équilibre,
exprimaient un transcriptome a I'activation précoce comme Myod, Myf5, Rpl24, Rpl27 45

(3) La cascade de la myogeneése a |'adge adulte

Apres une blessure musculaire, I'activation de CSMu se caractérise par une expression
rapide et élevée de MYOD, en association avec les facteurs Pax7 +/- Pax3 et Myf5, 'ensemble
favorisant 'engagement dans la lignée myogénique et la prolifération tout en inhibant les
génes associés a la différenciation myogénique (Figures 25A-B) #’>. Ainsi, les CSMu réentrent
dans le cycle de division cellulaire dés 20h post blessure 461476, A I'issue de cet engagement
myogénique et de premiére division, ces cellules deviennent des myoblastes, population
cellulaire ayant un haut potentiel d’amplification par prolifération (Figures 25A-B). MYOD est
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un facteur déterminant pour l'engagement dans le programme myogénique et la
différenciation, son absence, chez les souris Myod”, impacte négativement la myogeneése en
stimulant la prolifération au détriment d’une différenciation retardée *’7478, Puis, la
différenciation terminale est marquée par l'inhibition de I'expression de Pax7 et la
surexpression de MYOGENINE et MRF4, guidant I'allongement des myocytes et leur fusion en
myotubes (Figure 25A) 4’8479 In vitro, durant I'induction de différenciation de myoblastes, il

a pu étre montré que les expressions de PAX7 et MYOGENIN sont mutuellement exclusives
479

Figure 25 : Marqueurs d’activation, de prolifération, de différenciation des CSMu au cours de la

régénération musculaire

A. Schéma représentatif de la myogenése au cours de la régénération
musculaire

Proliferation [ Differentiation |  Fusion [ Self-renewal

T I N7
L0 @—/ ‘ ‘L”‘j/ ‘ @'Mm

3 :

U =
Myofiber % \ C ——®>

5 Pax 7 = _ o

B (Pa3) Pax7 MyoD Myogenin

2 Myf5 MyoD (Pax7) MyoD

= NOTCH Myf5 Myf5

B. Cinétique de distribution des différentes populations cellulaires
myogéniques isolées par CyTOF, au cours d’une régénération musculaire post
blessure par BaCl,

A B e C
ek l) *h
e E dededed
E 10000 ek 2 50 ek
[ —
< 8000 t < 80 . 40
© < ©
F 6000 o 60 X 30
= £ 40 & 20
< 4000 ’ §
s 2000 2 20 210
Qo S s
z S 0
0 257 k] 0 2 5 7 02 5 7
Days post-injury 2 Days post-injury Days post-injury
D E dedededk F hhhh
") Edded
s £ S %
5 & ©100
= ° L2
g o < 80 =1 PAX7-MYOD
3 & 2 60 I PAX7-MYOD+
g g E 40 B PAX7+MYOD+
s = s 20 I PAX7+MYOD-
z z =
0257 0 2 5 7
Days post-injury Days post-injury

Source : Bagdhadi et Tajbakhsh, 2018 %8, Borok et al. 2021 !

80



En tant que cellules souches, une sous-population de CSMu quitte le cycle cellulaire et
retourne en quiescence, marquée par la réexpression de Pax7, assurant I'autorenouvelement
du pool de CSMu (Figure 25A) #°. ’autorenouveélement des CSMu, sous-tendant les capacités
régénératives du muscle, a été démontré par plusieurs approches expérimentales. En effet, il
a été montré, qu’apres plusieurs blessures musculaires en série, la régénération musculaire
restait efficiente avec une restitution, ad integrum, incluant un pool de CSMu préservé %82, De
plus, la transplantation, unique ou en série, de CSMu, encore associées a leurs fibres isolées
ou purifiées, donnait naissance a de nouvelles fibres musculaires au sein du muscle receveur
et soutenait la régénération musculaire post blessure 461474, | a capacité d’autorenouveélement
des cellules souches est classiquement assurée par le mode division cellulaire asymétrique,
permettant de donner naissance a une cellule fille engagée dans la différenciation et a une
autre cellule fille retournant a la quiescence #°. Ainsi, la division asymétrique de CSMu a été
montrée, d’une part, par la caractérisation, a partir de CSMU sur fibres isolées, de I'axe de
division cellulaire, la polarité de protéines appartenant au complexe PAR/dystrophine ou
encore Numb lors de la division cellulaire, la distribution différentielle de marqueurs
myogéniques tels que PAX7, MYF5, MYOD, MYOGENINE et, d’autre part, par la ségrégation
non aléatoire de I’ADN ou la rétention, ou non, des analogues de thymidine #60461,472,483,484 | 4
régulation de la polarité cellulaire des CSMu, influencée par des signaux temporo-spatiaux, au
cours d’une division reste complexe et partiellement connue 467479,

c) Régénération musculaire ad integrum

La régénération musculaire, a I’dge adulte, a été décrite, pour la premiére fois, dans
les années 1860, par le pathologiste Weber, rapportant la formation de nouvelles fibres
musculaires, initialement dans des conditions de pathologies humaines, puis dans un contexte
de blessure musculaire, chez le lapin %°*. Dans la continuité de ces travaux, le chercheur
Volkmann a développé le concept de modeles animaux comme moyen d’étude de la
régénération musculaire, en élaborant plusieurs modeéles de blessures musculaires, dans
différentes especes, allant jusqu’a réaliser plus de 100 expériences et 1700 coupes de
coloration de muscles %4, Puis, le champ d’investigation sur la régénération musculaire s’est
enrichi de modeéles animaux, de plus en plus fins, et a connu, entre autres, trois grandes
révolutions : la découverte des CSMu en 1961 par le chercheur Mauro, I'utilisation de la
mitose et du tragage de lignée cellulaire, a I'aide de la thymidine tritiée, puis le développement
de modeéles transgéniques, notamment murins, avec l'invalidation des genes clés dans la
myogenése a ’age adulte %4,

Actuellement, de nombreux modeéles animaux de blessures musculaires, aigues ou
chroniques, sont classiquement utilisés dans le champ de recherche sur la régénération
musculaire, incluant les injections intramusculaires de myotoxines, de BaCl,, ou mécaniques
par gelure ou encore par compression (Revues Gayraud-Morel et al., 2009 44!, Baghdadi et
Tajbakhsh, 2018 %89). La caractérisation extensive de ces modeéles a montré que le phénotype
de régénération musculaire peut varier, selon le type de blessure 441480482 Fajt intéressant,
I'influence de certains parametres, tels que lI'dge des souris ou le type de modeéle
transgénique, peut se révéler, ou non, selon le type de blessure musculaire 441489,

Lors d’une blessure aigué musculaire, trois différentes phases vont se succéder et se
chevaucher afin de restituer, ad integrum, le tissu musculaire endommagé qui s’accompagne,
selon I'efficacité de cette régénération, d’un processus variable allant de la cicatrisation a la
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fibrose (Figure 26A) **!. Plus précisément, chez la souris, a la suite d’'une blessure aigué
musculaire, s'opére une nécrose des fibres musculaires par protéolyse #4148, Une phase
inflammatoire précoce se déclenche, pendant les 5 premiers jours post blessure, permettant
le recrutement en premier lieu de neutrophiles, suivis de macrophages, permettant la
phagocytose des débris cellulaires induits par la nécrose %448, La reconstruction du tissu
repose sur les CSMu, qui, selon leur survie a la blessure musculaire, vont s’activer dans les
heures ou les jours post blessure et peuvent migrer, si besoin, au site de la blessure 441,480,482,
De nombreux facteurs participent a 'activation des CSMu, dont FGF, TGF-B, IGF-1, HGF ou
encore IL-6 441480 Aprés activation, elles vont devenir des myoblastes et proliférer, se
différencier, en vue de fusionner (Figures 25A-B). D’autres facteurs sont alors impliqués dans
cette phase de fusion comme IL-4 ou encore lintégrine B1 #1480  (Cette phase de
reconstruction peut durer jusqu’a 14 jours et repose sur la formation de nouvelles fibres
musculaires par fusion de myoblastes, entre eux, ou par le renforcement de fibres adjacentes
alazone blessée, par fusion des myoblastes avec des fibres déja existantes (Figure 25A) 441480,
Ces nouvelles fibres musculaires vont transitoirement réexprimer des isoformes
embryonnaires et foetales des chaines lourdes de myosines, jusqu’a 14 jours post blessure, et
vont présenter des noyaux centronucléés #41489,482 En ’absence d’innervation, le programme
génétique, sous-tendant les fibres rapides, est exprimé par défaut et la réinnervation par des
nerfs, dits lents, permet la reconversion de fibres rapides en fibres lentes 441480 Enfin, la
régénération musculaire se termine par une phase de remodelage musculaire, comprenant
une hyperplasie et une hypertrophie musculaire 4448, Cette phase implique, notamment,
une balance de signalisation entre les voies IGF-1/Akt promouvant I’hypertrophie, via la
synthése protéique, et les voies TGF-B/Smad, inhibant la croissance musculaire et pouvant
promouvoir la fibrose 441489,

Figure 26 : Cinétique de la régénération musculaire ad integrum et du remodelage vasculaire apres

une blessure musculaire aigué par notexine

A. lllustrations de la régénération musculaire post notexine sur coupe de TA colorée en HE

18H post injury 2D post injury 4D postinjury 12D postinjury

1M post injury
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B. Illustrations du remodelage vasculaire en 3D post notexine sur coupe de TA avec marquage
GFP endogéne des vaisseaux

18H post injury 2D postinjury

NTX

Source : Hardy et al., 2016 2

Abréviations : HE (Hématoxyline et Eosine), TA (Tibialis Anterior)
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Dans ce travail, le modele de blessure aigué choisi était celui de Iinjection
intramusculaire de la notexine (NTX) du fait d’effets myotoxiques bien connus, du peu d’effet
systémique lors d’une injection locale et de la bonne reproductibilité de la blessure
musculaire, au sein du méme lot 4*1. C’est une phospholipase A2, isolée a partir de venin de
serpent. Une fois injectée, la NTX se lie a la membrane plasmatique des fibres musculaires et,
en hydrolysant les lipides membranaires, entraine une augmentation de la perméabilité de
cette membrane, résultant en une augmentation de I'entrée de calcium **1. Ainsi, les fibres
musculaires traversent une dépolarisation, suivie d’'une hypercontraction, puis d’une
dégénérescence par protéolyse, dépendante du calcium intracellulaire #**. La NTX a également
la particularité d’avoir des effets neurotoxiques, incluant le blocage présynaptique de la
libération d’Ach de la jonction neuromusculaire et nécessitant la régénération de la
terminaison nerveuse et de la fibre musculaire pour restaurer une jonction neuromusculaire
441 La régénération musculaire, post blessure par NTX, se caractérise par un pool de CSMu
préservé entrant en division cellulaire, dés 18 heures post blessure, et dont I'augmentation
persiste jusqu’a 3 mois post blessure %82, Témoins de myofibres nouvellement formées, plus
de 80% des fibres musculaires présentent des noyaux centronucléés a 1 mois post NTX (Figure
26A). La néovascularisation est visible, dés le 4™ jour post blessure, et la densité capillaire
reste augmentée jusqu’a 3 mois post blessure (Figure 26B) *82. Enfin, l'infiltration de cellules
immunes persiste jusqu’a 3 mois post blessure, associée a des dépots calciques (Figure 26A)
482

Enfin, comme ce fut le cas dans ce travail, le muscle TA est fréquemment étudié dans
les expériences de régénération musculaire, étant facilement accessible, et comprenant des
cellules souches musculaires résidentes partageant la méme signature génétique depuis le
développement embryonnaire 441,

(1) Les autres partenaires de la régénération musculaire

En dehors des CSMu, d’autres cellules avec un potentiel myogénique, notamment de
fusion avec des myofibres, ont été décrites bien que leur participation au cours de la
régénération musculaire soit de moindre contribution que les cellules satellites elles-mémes
441 Ainsi, des cellules dérivées de la moelle osseuse, ou encore de mésoangioblastes, peuvent
participer a la régénération musculaire 48>48_Plus récemment, il a pu étre mis en évidence
une nouvelle population de progéniteurs, a potentiel myogénique, que sont les cellules
mésenchymateuses et de muscles lisses 443,

Des partenaires privilégiés des cellules satellites sont également acteurs clés de la
régénération musculaire. Les vaisseaux, appartenant a la niche des CSMu a I'état basal,
participent activement a la régénération musculaire, a travers une interaction bidirectionnelle
entre CSMu et CE 445447465487 En effet, la néovascularisation est mise en ceuvre rapidement
apres une blessure et le couplage d’angiogenése et de myogeneése est finement orchestré, au
cours de la régénération, notamment grace au VEGF, facteur crucial de co-régulation positive
de ces processus 447487488 p|ys précisément, les CE peuvent stimuler les CSMu a travers la
sécrétion différents facteurs trophiques, tels que HGF, IGF-1, PDGF et VEGF, favorisant leur
croissance et leur survie, et en retour, les myoblastes participent également a la sécrétion de
VEGF stimulant I'angiogenése 44487 Associées au tissu vasculaire et a la niche des cellules
satellites, les péricytes jouent également un réle en sécrétant des facteurs tels qu’IGF-1 ou
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I’'angiopoiétine permettant de réguler la croissance et le retour en quiescence des cellules
satellites en fin de régénération musculaire 429,

Les macrophages jouent, en effet, un rdle crucial, a plusieurs niveaux au cours de la
régénération musculaire. Outre leur réle précoce dans la phagocytose de débris musculaires,
les macrophages sécretent initialement de nombreuses cytokines, telles que le facteur de
nécrose tumorale a (TNFa), l'interféron (INFa), IL-6, favorisant la prolifération des
myoblastes 4°°. Puis, les macrophages vont changer de phénotype et sécréter des cytokines
dites anti-inflammatoires, tels qu’IL-4 et IL-10, favorisant ainsi la différenciation et fusion des
myoblastes ainsi que la réponse anti-inflammatoire portée par les progéniteurs fibro-
adipogéniques et les mésoangioblastes 443491, De plus, ils participeraient également a la
régulation du couplage angio/myogenése, notamment a travers la production d’oncostatine
M 447.

Les progéniteurs fibro-adipogéniques, progéniteurs multipotents présents dans
I’espace interstitiel du muscle, sont également amplifiés aprés une blessure musculaire et
promeuvent la différenciation des myoblastes tout en participant au soutien cellulaire par
remodelage de la matrice extracellulaire 49492, Les fibroblastes participent également a la
régulation de la myogenése post blessure, leur ablation génétique entrainant une
différenciation prématurée des CSMu, associée a une déplétion précoce du pool de CSMu et
des fibres musculaires plus petites 4°8,

3. Le muscle squelettique, un tissu sensible a la sérotonine ?

a) Systéme 5-HT présent dans le muscle squelettique

A l'aide de différentes techniques, la présence de sérotonine a été montrée au sein de
différents muscles comme le soleus, 'EDL, le plantaris ou encore le gastrocnemius chez de
jeunes souris sauvages C57BI6 ou transgéniques, ainsi que dans des lignées de cellules
musculaires matures de rat (L6) 4°374%, |l a méme été suggéré que la sérotonine intracellulaire
se liait aux microfilaments d’actine, grace au Fe?*, au sein de cellules musculaires matures de
lapin 497:4%,

Plusieurs études ont, directement ou indirectement, mis en évidence la présence
d’acteurs clés du métabolisme de la sérotonine au sein du muscle squelettique. Ainsi, le
transporteur SERT est exprimé par des myotubes pleinement différenciés, issus de lignées
immortalisées de myoblastes murins (C2C12) ou de rat (L6), permettant la capture de 5-HT de
maniére dose- et temps- dépendante, in vitro *%°. Les autres transporteurs, moins spécifiques
pour la sérotonine, tels que PMAT ou OCT3, sont également exprimés dans le muscle
squelettique >%9°%, De plus, une expression de Tph1 a été montrée par le muscle squelettique
sans démonstration robuste d’une activité fonctionnelle 4°°. Enfin, les enzymes de dégradation
MAO étaient également présentes au sein de myocytes différenciées ou de myotubes, avec
une activité de la MAO-A notamment augmentée en cas de stimulation chronique aux
glucocorticoides stimulant la production de peroxyde d’hydrogéne 86-°02

Au niveau des modes d’action de la sérotonine déja décrits dans le muscle, I’expression
du récepteur 5-HT2A a été caractérisée dans des cellules musculaires foetales ou matures de
rat et de C2C12, avec un gradient croissant avec la maturation cellulaire 1125037505 ainsi que
I’expression de Htr7 a été rapportée dans le muscle soleus °%. De plus, de petites GTPases
pouvant étre la cible de sérotonylation comme Rab4 ont été identifiées °°.
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b) Réle de la sérotonine et effets des ISRS dans les fonctions du
muscle squelettique

D’un point de vue fonctionnel, les ISRS dont la fluoxétine, en modulant le systeme
sérotoninergique du SNC, augmentaient l'activité motrice tant chez la souris que chez
I’lhomme (Revue Visco et al. 2018 °07) 363,364,404,508 p|,s spécifique aux propriétés de force
musculaire, il a été montré qu’un traitement chronique par fluoxétine améliorait les
performances physiques chez la souris notamment avec une augmentation de la force de
pattes avant, la vélocité maximale en aérobie, ainsi que la résistance a la fatigue, lors
d’exercice physique °%. Ces effets étaient synergiques, lorsque la fluoxétine était associée a
un entrainement par de I'exercice physique °%. Confirmant le réle de la sérotonine dans les
performances musculaires, les souris Tphl”/" affichaient des performances musculaires
réduites comparées aux souris sauvages, incluant une vitesse maximale réduite, avec un ratio
d’échange respiratoire diminué malgré un pic de consommation d’oxygéne augmenté 4%, Ces
performances musculaires, notamment ['adaptation mise en ceuvre lors d’exercice
d’endurance, étaient dépendantes de la sérotonine périphérique et non de la sérotonine
centrale ou d’autres facteurs, issus du métabolisme du tryptophane et des kynurénines 4.
De plus, la majoration de la sérotonine plasmatique sous I'effet d’exercice chez des souris
Tph1” laisse également a penser une interaction entre le systéme sérotoninergique et le tissu
musculaire %%, Dans un modeéle animal invertébré, I'augmentation de la sérotonine
biodisponible entrainait une amélioration des propriétés contractiles du muscle strié de
sangsue °%. Chez ’homme, le caractére dopant des ISRS a été suspecté devant la prévalence
augmentant au sein de la population d’athlétes, y compris sains, et cette augmentation n’était
pas corrélée a celle présente dans la population générale >°,

Associées aux effets fonctionnels musculaires, la sérotonine et sa modulation par les
ISRS ont montré des effets sur les propriétés métaboliques des fibres musculaires. En effet,
un traitement précoce par fluoxétine pendant les 3 premieres semaines de vie de raton
entrainait une réduction de fibres musculaires glycolytiques dans I'EDL au profit d’'une
augmentation de fibres oxydatives et d’activités enzymatiques oxydatives 1. Ces paramétres
étaient également associés a une amélioration de la respiration mitochondriale comprenant
une augmentation de la consommation d’oxygene et une diminution de la production des
dérivés réactifs de I'oxygéne >!2. Le muscle Soleus, quant a lui, était peu affecté par un
traitement précoce post natal par fluoxétine, alors qu’un traitement a I’age adulte entrainait
une diminution de la production des dérivés réactifs de I'oxygéne %%l Dans un modéle
murin d’obésité, 'administration de sérotonine entrainait un changement de la composition
de fibres au sein du muscle Soleus favorisant les fibres oxydatives, associé a une augmentation
de I'expression de PGCla, de maniére dépendante des récepteurs 5-HT2A et 7 506,

La sérotonine participe également au métabolisme énergétique et glucidique du
muscle, en favorisant la capture du glucose, la glycolyse mais également a long terme la
résistance a l'insuline 112499503513 p|ys précisément, in vitro, de hautes doses de sérotonine
10 uM, en activant 5-HT2A, augmente la translocation a la membrane du transporteur de
glucose, GLUT4, grace a la sérotonylation de Rab4 4%9°93, De plus, via 'activation aigué du
récepteur 5-HT2A, la sérotonine active également les différentes kinases qui vont
conjointement participer a la phosphorylation de PFK, enzyme cruciale et limitante de Ila
glycolyse, et favoriser la liaison de la PFK aux microfilaments d’actine-F °!3. Lors de la
stimulation continue du récepteur 5-HT2A, il a été montré que la sérotonine entrainait une
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transactivation du récepteur a 'EGF, augmentant la production d’EGF lié a I’héparine ce qui
favorise la résistance a I'insuline des cellules musculaires par altération de sa signalisation 112,

Enfin, les études, portant sur le syndrome sérotoninergique, ont pu préciser les effets
de hautes doses de sérotonine sur le muscle. Chez le rat, une injection intrapéritonéale du 5-
HTP entrainait des contractions musculaires anormales, associées a une production d’énergie
en anaérobie augmentée et une surexpression d’UCP-3 participant a I’hyperthermie >4, Chez
la larve de poisson-zebre, il a pu étre précisé que la stimulation excessive du récepteur 5-HT2A
était spécifiqguement impliquée dans la rhabdomyolyse lors du syndrome sérotoninergique,
contrairement 3 la stimulation des récepteurs 5-HT1A, 1B et 3 >*°,

c) Effets de la sérotonine ou des ISRS dans le développement et la
régénération musculaire

Participant a la régulation de la voie liée a I'hormone de croissance au niveau
hypothalamo-hypophysaire, la sérotonine peut jouer un réle indirect dans le processus de
croissance post natal notamment musculaire >, En modifiant le métabolisme de la
sérotonine, plusieurs études ont indirectement investigué son réle dans le développement
musculaire. Toutefois, les approches expérimentales, reposant sur des modifications de la
teneur alimentaire en tryptophane ou de supplémentation en 5-http, sont limitées pour
apprécier les effets propres de la sérotonine >17:°18,

Dans une étude reposant sur I'administration d’un régime riche en tryptophane durant
la gestation de rates, le développement post natal des ratons montrait des anomalies
morphologiques musculaires marquées par des formes irrégulieres de myofibres associées a
un nombre augmenté de myonuclei >'°. Dans un modéle de veau en pré-sevrage, les effets
d’un excés de sérotonine biodisponible sur le développement post natal musculaire a
également été évalué avec une supplémentation de 5-HTP (Figures 27A-B) >°. Le séquencage
ARN réalisé sur le muscle a montré qu’une supplémentation 5-HTP pendant 10 jours était
associée a une régulation négative globale des voies, identifiées par Gene Ontology, en lien
avec le muscle (Figure 27A) 5. Cependant, quelques génes des voies liées a la prolifération
ou a la différenciation musculaires étaient régulés positivement a la suite d’une
supplémentation en 5-HTP (Figure 27A) °>%°, Identifiées par Kyoto Encyclopedia of Gene and
Genome, plusieurs voies étaient différentiellement exprimées, post supplémentation 5-HTP,
comme les voies de signalisation PI3K/Akt, JAK/STAT, TNF ou encore NFkB (Figure 27A) >?°. De
plus, la supplémentation en 5-HTP entrainait des modifications morphologiques du muscle,
en cours de développement post natal, marquées par une augmentation de la population
cellulaire en cours de division (Figure 27B) >?°. A 'inverse, dans une étude, s’intéressant aux
conséquences d’'un régime pauvre en tryptophane sur le développement musculaire de
jeunes rates femelles, il a été mis en évidence des altérations du tissu musculaire, incluant
une hypotrophie des fibres, de forme également irréguliere, avec moins de myonuclei et des
mitochondries irréguliéres >8,
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Figure 27 : Effets d’une augmentation soutenue de sérotonine biodisponible sur la morphologie du
muscle et sur I'expression génique évaluée par séquencgage d’ARN chez le veau avant sevrage
A. Voies significativement enrichies de GO ou KEGG dans le B. Analyse histologique en HE et marquage de division
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Al’aide d’approches ciblant plus spécifiquement les effets de la sérotonine et bien qu’il
n’y ait pas eu d’étude morphologique ciblant le muscle squelettique, les souris Tphl”,
constitutionnellement dépourvues de sérotonine lors du développement post natal
musculaire, présentaient une masse musculaire similaire a celles de souris sauvages a |'age
adulte %%, Par ailleurs, un excés de sérotonine, au cours du développement post natal du
muscle, induit par un traitement précoce par fluoxétine, était associé a un retard de croissance
chez le rat, avec une taille et un poids inférieur comparés aux souris contréles . De plus, le
poids, en valeur absolue, des muscles soleus ou EDL était diminué en cas d’exposition précoce
a la fluoxétine, mais une fois rapportés au poids global du raton, les poids se normalisaient
par rapport aux souris contréles >1,

Dans la continuité de I'exploration d’effets de croissance de 5-HT sur le muscle, il a été
montré, in vitro, que I'exposition de myoblastes de rat L6 a la sérotonine favorisait la
différenciation, la fusion en myotubes, ainsi que la croissance longitudinale des myofibres 4%,
De plus, I'exposition de sérotonine 5 UM a des myoblastes foetaux de rats entrainait une
augmentation de I'expression génique de Myogénine, inhibée en présence de haute dose
d’antagoniste 5-HT2A, la kétansérine, suggérant un effet 5-HT favorisant la différenciation
musculaire, dépendant du récepteur 5-HT2A °%, Le rdle du récepteur 5-HT2A a également été
montré dans les stades de différenciation terminale, son blocage, par de hautes doses
d’antagoniste 5-HT2A, inhibait I'entrée de calcium, nécessaire a la fusion de myotubes >2%. In
vivo, dans un modele d’invalidation génétique ou d’inhibition pharmacologique de
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Myostatine, facteur de la famille TGF-B connu pour inhiber la masse musculaire, I'expression
génique de Tph1, dans le muscle, était surexprimée, suggérant que I’"hypertrophie musculaire,
induite par la sérotonine, pouvait interagir avec les voies liées a la Myostatine 4%

Au total, le muscle strié squelettique est un muscle remarquable par sa capacité,
finement orchestrée, de régénération ad integrum. La caractérisation extensive des
processus, mis en ceuvre dans cette régénération, a démontré le réle crucial des cellules
souches musculaires résidentes, impliqué dans le développement et le maintien du tissu
musculaire, ainsi que les interactions indispensables avec d’autres partenaires cellulaires, tels
que les vaisseaux, les cellules immunitaires ou encore les progéniteurs fibro-adipogéniques.
Parmi les différents signaux identifiés, tant dans la régulation du comportement des cellules
souches musculaires que celle des autres partenaires, la sérotonine a été peu investiguée,
bien que son réle comme facteur de croissance dans le muscle, participant notamment a la
différenciation de myoblastes, ait été suggéré. A notre connaissance, aucune étude
spécifiguement portant sur les effets de la fluoxétine sur la régénération musculaire et de ses
acteurs cellulaires n’a été réalisée, a ce jour.
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Partie 1 : La fluoxétine, un modulateur biphasique des concentrations
de sérotonine dans I'organisme

A. Objectifs : Caractériser les effets de la fluoxétine, prototype des ISRS, sur
les concentrations de sérotonine dans le compartiment central, périphérique et
circulant

Des recherches extensives dans le champ des neurosciences, mais également au-dela
du SNC, ont montré la diversité et la complexité des rbles de la sérotonine, cette monoamine
pouvant agir comme neurotransmetteur, mais également comme hormone en périphérie
avec une action systémique et locale. De plus, la sérotonine présente des propriétés
trophiques notables dans le développement et le maintien de plusieurs tissus, comme le SNC,
mais également en périphérie. Fait intéressant, la fluoxétine, traitement antidépresseur
prototypique des ISRS ayant été le plus prescrit dans le monde et le plus étudié dans la
littérature scientifique, partage les propriétés régénératives de la sérotonine dans le SNC.
Dans une perspective d’investiguer, en dehors du SNC, les effets des ISRS dépendant de la
sérotonine, notamment ceux favorisant la régénération, il est important de mieux
comprendre les variations des concentrations de 5-HT, induits, au cours du temps, par ces
molécules modulatrices de la transmission 5-HT.

L’homéostasie du systeme 5-HT est assurée par une distribution compartimentée de
cette monoamine, par la régulation de son métabolisme incluant les enzymes de synthese
TPH, le transporteur SERT et les enzymes de dégradation MAO, et par la régulation de sa
libération au niveau extracellulaire, pouvant faire intervenir des boucles de rétrocontrole
négatif via différents récepteurs 5-HT. De nombreuses études de la littérature ont montré que
le signal sérotoninergique au niveau cérébral était renforcé sous l'effet d’'un traitement
prolongé par ISRS, notamment en raison d’une levée du rétrocontréle négatif et d’une
adaptation du métabolisme 5-HT. A contrario, les effets des ISRS en périphérie sur les
concentrations de 5-HT sont moins bien connus voire contradictoires comme pour le niveau
de 5-HT plasmatique.

Dans notre étude, a I'aide d’un modéle animal en situation physiologique, nous avons
caractérisé finement au cours du temps les effets induits par un traitement prolongé par ISRS
sur les concentrations de sérotonine dans les différents compartiments central, périphérique
et circulant. Ces compartiments ne partageant pas les mémes acteurs liés au métabolisme de
la sérotonine, cette étude permettra de préciser la modulation du signal induite par les ISRS
selon les mécanismes de régulation présentés par le tissu ou compartiment cible.

B. Matériel et méthodes

1. Animaux utilisés

Tous les animaux utilisés dans I'étude étaient des souris sauvages C57BI6/RJ, dont le
phénotype avec de hautes concentrations de sérotonine circulante a déja été caractérisé 2°°,
agées de 6 semaines au début de I'étude. Les concentrations de sérotonine pouvant étre
différentes selon les sexes °??, des souris uniquement males ont été utilisées dans I'étude.
Soixante-quatre souris au total ont été réparties dans 16 groupes (n=5/groupe traité par
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fluoxétine et n=3/groupe traité par placebo pour chaque temps de mise a mort, Figure 28).
Les animaux étaient répartis par groupe de 3 a 5 dans les cages, dans un environnement
contrélé sur la température (22+1,5°C) et I'humidité et un cycle jour/nuit de 12h. La
nourriture, dont I'apport en tryptophane était standardisé, et I'’eau étaient a la disposition ad
libitum, en accord avec les références internationales.

Pour chaque temps de mise a mort, les animaux ont été euthanasiés par exposition a
une concentration croissante de CO, permettant d’éviter I'activation plaquettaire post
traumatique en cas de dissection cervicale ou de décapitation et permettant également
d’éviter les interactions entre anesthésiants et le systéme sérotoninergique >23°24, Les
concentrations de sérotonine et son renouvellement pouvant varier au cours de la journée
325,526 ot qu cours des saisons >?7, les mises a mort des animaux se sont déroulées, durant I’été,
aux mémes horaires, entre 9h et 11h du matin, excepté pour le premier temps réalisé a 6
heures post introduction de la fluoxétine, soit 14h.

Toutes les procédures de cette étude ont été approuvées par le comité d’utilisation et
de soins des animaux a I'Institut Pasteur (CETEA 2014-0040).

2. Intervention pharmacologique
La fluoxétine (Prozac ©, 20mg/5mL), solution buvable, provenait du fabricant Lilly 522
et était délivrée a hauteur de 18mg/kg/jr, correspondant aux dosages plasmatiques de
fluoxétine utilisés en pratique clinique >%°.

Le traitement par fluoxétine était administré soit par gavage (uniquement pour le
temps précoce de H6), soit per os dissous dans un biberon d’eau, protégé de la lumiére, et
changé deux fois par semaine. Une étude préalable a été réalisée permettant de déterminer
la quantité d’eau bue par jour et par animal, ajustée au poids des souris agées de 6 a 10
semaines.

La solution buvable de fluoxétine contient 4% de sucrose dans ses excipients >28, Or il
a été préalablement précisé que la teneur élevée en carbohydrates dans les apports
journaliers pouvait modifier la concentration cérébrale de sérotonine en favorisant le passage
du tryptophane a travers la BHE >3, Ainsi, le groupe placebo recevait de I'’eau contenant 4%
de sucrose, avec des biberons d’eau changés deux fois par semaine.

3. Préparations des échantillons

Aprées mise a mort, le sang total était délicatement prélevé par ponction
intracardiaque, al'aide d’une seringue préalablement héparinée. Il était recueilli dans un tube,
contenant 109 mM de sodium de citrate (Greiner bio-One) avec un ratio sang
total/anticoagulant de 9:1, afin d’éviter I'activation plaquettaire. Aprés homogénéisation par
inversement a température ambiante, 40 uL de sang total était prélevé et congelé a -80°C. Le
plasma pauvre en plaquettes (PPP) était recueilli sur 200 pL de surnageant récolté apres une
centrifugation a 3500G a 25°C, pendant 15min, et était congelé -80°C.

Apres perfusion au PBS du corps entier, permettant le lavage du compartiment
sanguin, la partie proximale de l'intestin était prélevée, lavée sur glace et pesée. Les
échantillons étaient ensuite homogénéisés dans une solution d’HCl a 103 M et lysés a I'aide
d’un instrument FastPrep-24™ (MP Biomedicals™, #116004500) et de tubes de Fast-prep
Matrice de Z (MP Biomedicals ™, #116961050-CF). Aprés clarification par une centrifugation
a 12000 G de 10 minutes a 4°C, 400 uL de surnageant était récolté et congelé a -80°C.
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Le cerveau était également recueilli et les régions cérébrales d’intérét
sérotoninergiques (raphé dorsal et cortex frontal) étaient disséquées sur glace, regroupées
ensemble et congelées a -80°C.

4. Mesures de catabolites du tryptophane

Les concentrations de 5-HT et de 5-HIAA ont été quantifiées par HPLC couplée a une
détection fluorimétrique ; ceux de tryptophane (Trp) et kynurénine (Kyn) par ultraHPLC
couplée a une détection coulométrique. Les concentrations étaient calculées en fmol par
milligramme de tissu ou en nmol/L pour le PPP et le sang total. Le calcul du ratio : [5-HT]pep
*100/[5-HT]sang total permet d’apprécier la répartition de la sérotonine biodisponibe dans le
compartiment circulant, le calcul du ratio [5-HIAA]/[5-HT] permet d’apprécier le turnover de
5-HT dans le tissu et I'activité d’Indoléamine-2-3-dioxygénase (IDO) plasmatique était calculée
en % par le rapport : [Kyn] * 100 / [Trp].

5. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée sur le logiciel GraphPad® en utilisant les tests
appropriés (tests non paramétriques de Mann-Whitney et corrélation de Spearman) avec un
minimum de 95% d’intervalle de confiance pour la signification ; les valeurs de p indiquées sur
les figures sont < 0.05 (*). Les figures affichent les valeurs moyennes pour tous les animaux
testés associées a leur erreur standard de la moyenne.

C. Résultats

1. Concentrations tissulaires cérébrales de sérotonine au cours d’un
traitement par fluoxétine

Afin d’évaluer les effets d’un traitement par ISRS sur les concentrations tissulaires
cérébrales de 5-HT et de son métabolite le 5-HIAA, les animaux ont regu, pendant 28 jours, un
traitement par fluoxétine per os 18 mg/kg/jr ou un traitement placebo et ont été mis a mort
a différents temps (Figure 28). Au niveau cérébral, les concentrations de sérotonine ont été
évaluées par HPLC dans les zones d’intérét représentées par, d’une part, le raphé dorsal, en
tant que lieu de synthése, et, d’autre part, le cortex frontal, en tant qu’aire de projection des
neurones sérotoninergiques du raphé et donc de libération de sérotonine >3,

Figure 28 : Schéma représentatif du protocole expérimental d’intervention pharmacologique et de

temps de mise a mort
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Source : Figure personnelle

Abréviations : TO (temps 0), H6 (6°™ heure post traitement), J1-28 (jours post-traitement).

Au sein des groupes placebos, il n’y avait pas de différence significative, au cours du
temps, sur les concentrations de 5-HT et de 5-HIAA, ainsi que du ratio 5-HIAA/5-HT (Figures
29A-C), ce qui atteste de la stabilité de ces concentrations a I’homéostasie, en lien avec des
mécanismes de régulation au niveau central.

Des le premier jour d’introduction du traitement, les souris traitées par fluoxétine
présentaient un niveau intratissulaire de sérotonine significativement diminué de 48%
comparé au groupe placebo, dans les zones cérébrales sérotoninergiques ([5-HT]csrébral du
groupe placebo = 2209 + 61,09 fmol/mg et [5-HT]cérebral du groupe fluoxétine = 1147 + 90,63
fmol/mg; p= 0,0357), (Figure 29A). Les souris traitées par fluoxétine montraient une
diminution significative des concentrations intratissulaires de sérotonine comparés au groupe
placebo jusqu’a 10 jours de traitement. A partir de deux semaines de traitement, la différence
entre les deux groupes n’était plus significative avec un retour vers I'état d’homéostasie. A
noter, a 28 jours de traitement, les concentrations tissulaires cérébrales de sérotonine
montraient une légere diminution de 22% dans le groupe fluoxétine comparé au groupe
placebo (Figure 29A).

L’évaluation des concentrations tissulaires cérébrales de 5-HIAA montrait une
diminution significative de 20 % dans le groupe fluoxétine comparé au groupe placebo dés le
premier jour de traitement ([5-HIAA]crébral du groupe placebo = 1519 + 141,90 et [5-
HIAA]cerebral du groupe fluoxétine = 1206 + 53,01 ; p=0,0357), (Figure 29B). Les concentrations
de 5-HIAA des souris traitées par fluoxétine avaient une tendance a étre inférieurs au niveau
des souris traitées par placebo avec des différences significatives a 10, 21 et 28 jours post
traitement.

Le ratio 5-HIAA/5-HT tendait vers une augmentation au cours de la premiére semaine
de traitement par fluoxétine, avec une hausse significative le troisieme jour, comparée au
groupe placebo, suivie d’un retour vers I’homéostasie jusqu’a la fin du traitement (Figure 29C).

Figure 29 : Cinétique des concentrations tissulaires de 5-HT et 5-HIAA et du ratio 5-HIAA/5-HT dans

les zones sérotoninergiques cérébrales, lors d’un traitement par fluoxétine
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Source : Figure personnelle avec données originales de I'étude

Ensemble, ces résultats suggerent qu’un traitement prolongé par fluoxétine induit une
déplétion intratissulaire cérébrale précoce de sérotonine, suivie d’un retour vers une nouvelle
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homéostasie dés 14 jours post-traitement avec des taux réduits par rapport aux groupes
placebos. En paralléle, les niveaux de catabolisme, voire de renouvellement, de 5-HT avaient
tendance a augmenter la premiere semaine de traitement suivie d’un retour a ’homéostasie.

2. Concentrations périphériques de sérotonine au cours d’un traitement
par fluoxétine

Au niveau périphérique, en regard des concentrations tissulaires de 5-HT dans les aires
cérébrales de production et libération de sérotonine, les concentrations tissulaires de
sérotonine ont été évaluées par HPLC au niveau de l'intestin, premiére source de synthése de
sérotonine de 'organisme 3. Au sein des groupes placebos, il n’y avait pas de différence
significative au cours du temps sur les concentrations de 5-HT et 5-HIAA, ainsi que sur le ratio
5-HIAA/5-HT (Figures 30A-C).

Deés 3 jours post traitement, les souris traitées par fluoxétine montraient une réduction
significative de 57% des concentrations tissulaires de 5-HT comparées aux souris traitées par
placebo et cette diminution se maintenait jusqu’a 10 jours de traitement (a J10, [5-HT]intestin
du groupe placebo = 1440 + 44,06 et [5-HT]intestin du groupe fluoxétine = 574,4 + 137,10 ; p=
0,0357), (Figure 30A). A lissue de 14 jours de traitement, les concentrations tissulaires de
sérotonine dans l'intestin n’étaient pas significativement différentes des concentrations
observées dans le groupe placebo.

Les concentrations tissulaires de 5-HIAA évaluées dans I'intestin avaient une tendance
globale a étre augmentées dans les groupes fluoxétine comparés aux placebos avec une
hausse significative a J3 et J10 post traitement (a J10, [5-HIAA]intestin du groupe placebo = 5478
+ 739,20 et [5-HIAA]intestin du groupe fluoxétine = 9029 + 1142 ; p= 0,0357), (Figure 30B).

Le ratio 5-HIAA/5-HT dans I'intestin était significativement augmenté a J3, J7 et J10
post traitement par fluoxétine, pouvant représenter une multiplication par 7 du niveau de
catabolisme de 5-HT par rapport au groupe placebo. Puis, les souris traitées par fluoxétine
présentaient un ratio 5-HIAA/5-HT similaire a celui de souris traitées par placebo, signifiant un
retour a ’lhoméostasie dés le 14°™¢ jour de traitement.

Figure 30 : Cinétique des concentrations tissulaires intestinales de 5-HT, de 5-HIAA et du ratio 5-

HIAA/5-HT lors d’un traitement par ISRS
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Source : Figure personnelle avec données originales de I'étude

Au total, les cinétiques des concentrations de 5-HT dans I'intestin apres un traitement
répété par fluoxétine sont similaires a celles observées dans les zones cérébrales
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sérotoninergiques a savoir une déplétion tissulaire précoce et un retour vers ’lhoméostasie
aprés 2 semaines. A contrario, le catabolisme de 5-HT dans l'intestin était nettement
augmenté durant les 10 premiers jours de traitement, avec une taille d’effet plus marquée
gue dans les aires sérotoninergiques cérébrales, suivie également d’un retour vers
I’homéostasie apres 2 semaines.

3. Concentrations circulantes de sérotonine, tryptophane et kynurénine au
cours d’un traitement par fluoxétine

Les concentrations de sérotonine dans le compartiment circulant ont été évaluées par
HPLC dans le sang total, représentant majoritairement le stock intraplaquettaire, dans le
plasma pauvre en plaquettes, au cours d’un traitement par fluoxétine ou placebo. Au sein des
groupes placebos, il n’y avait pas de différence significative au cours du temps sur les
concentrations de 5-HT dans le compartiment circulant (Figures 31A-C), avec une [5-HT]sang
total Moyenne de 25780 nM et [5-HT]ppp moyenne de 68,9 nM résultant en un rapport [5-HT]sang
totaI/S-HT]ppp =374.

Dans le sang total, dés 3 jours post traitement, une nette diminution significative de
67% des concentrations de sérotonine était observée dans le groupe fluoxétine comparé au
groupe placebo. Cette diminution significative des concentrations de sérotonine dans le sang
total était soutenue tout au long du traitement par fluoxétine, résultant en une réduction
drastique de 93% a J28 post traitement (a J28, [5-HT]sang total du groupe placebo = 26792 +
926,50 et [5-HT]sang total du groupe fluoxétine = 1750 + 206,50; p= 0,0357), (Figure 31A).

Dans le PPP, les concentrations de sérotonine étaient retrouvées augmentées des H6
avec un changement significatif a J1 et a J3, un pic significatif augmenté de 5% chez les souris
traitées par fluoxétine comparées aux souris traitées par placebo (a J3, [5-HT]eer du groupe
placebo = 61,96 + 17,98 et [5-HT]per du groupe fluoxétine = 418,40 + 145,20 ; p= 0,0357),
(Figure 31B). Apres 10 jours de traitement et jusqu’a 28 jours post traitement, les
concentrations de sérotonine dans le PPP étaient significativement inférieures dans le groupe
fluoxétine comparé au groupe placebo.

Permettant d’apprécier la répartition de la sérotonine plasmatique donc biodisponible
au sein du compartiment circulant, le ratio des concentrations plasmatiques et de sang total
de sérotonine a été mesuré au cours d’un traitement prolongé par fluoxétine. Le ratio de [5-
HT]ppp/[5-HT]sang total @ €té retrouvé significativement plus élevé chez les souris traitées par
fluoxétine comparé aux souris traitées par placebo tout au long du traitement, excepté a J7
post traitement (Figure 31C).

Figure 31 : Cinétique des concentrations de 5-HT dans le compartiment circulant lors d’un

traitement par ISRS
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Source : Figure personnelle avec données originales de I'étude

Afin d’évaluer indirectement le métabolisme de la sérotonine dans le compartiment
circulant, les concentrations extracellulaires de tryptophane et de kynurénine ont été
mesurées dans le PPP. Aucune différence significative n’était mise en évidence sur les
concentrations plasmatiques de tryptophane entre les groupes fluoxétine et placebo tout au
long du traitement (Figure 32A). Les souris traitées par fluoxétine présentaient des
concentrations augmentées non significatives de kynurénines comparées aux souris traitées
par placebo tout au long du traitement (Figure 32B). De plus, une augmentation significative
de l'activité d’IDO de J1 a J10 post traitement était observée chez les souris traitées par
fluoxétine comparées aux souris traitées par placebo (Figure 32C).

Figure 32 : Cinétique des concentrations plasmatiques de Trp, Kyn et activité d’IDO lors d’un

traitement par ISRS
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L’ensemble de ces résultats suggére que les effets de la fluoxétine sur le compartiment
circulant s’opposent aux effets observés dans le SNC ou l'intestin, avec I'induction de deux
types de cinétiques distinctes. D’une part, on observe une nette diminution des
concentrations de sérotonine dans le sang total, correspondant principalement aux
concentrations intraplaquettaires, induite par un traitement prolongé par fluoxétine, sans
mécanisme de régulation mis en ceuvre, a la différence des concentrations intratissulaires
cérébraux ou intestinaux. D’autre part, les concentrations plasmatiques de sérotonine sont
initialement augmentées puis sont durablement diminuées a l'issue de la premiére semaine
de traitement par fluoxétine. Ainsi, a l'issue de la premiére semaine de traitement par
fluoxétine, les concentrations de sérotonine dans diminuées dans I'ensemble du
compartiment circulant. Bien que le traitement prolongé par fluoxétine conduise, a terme, a
une déplétion de I'ensemble des concentrations du compartiment circulant, le pourcentage
de sérotonine biodisponible au sein de ce compartiment est augmenté tout au long du
traitement, reflétant indirectement I'activité de SERT bloquée par cet ISRS. Enfin, il peut étre
suggéré que, par action directe ou indirecte suite a un mécanisme de régulation secondaire a

I’exces de sérotonine plasmatique, la fluoxétine est associée a une augmentation de I’activité
d’IDO.
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4. Corrélations des concentrations de sérotonine entre les compartiments
central, périphérique et circulant

Le renforcement du signal sérotoninergique central par un traitement prolongé par
fluoxétine a été extensivement démontré. Afin de déterminer si un parametre en
périphérique pouvait corréler positivement avec le signal sérotoninergique central renforcé
lors d’un traitement prolongé par ISRS, des analyses de corrélations ont été réalisées. Au sein
des groupes placebos, les concentrations tissulaires de 5-HT des aires cérébrales
sérotoninergiques ne corrélaient pas de maniere significative avec les concentrations de 5-HT
dans l'intestin, dans le sang total et dans le PPP, respectivement.

Au sein des groupes traités par fluoxétine, les concentrations tissulaires de sérotonine
dans le SNC corrélaient positivement, de maniére forte et significative, avec les concentrations
sérotoninergiques dans l'intestin (Corrélation de Spearman, r= 0,70, p <0,0001), (Figure 33A).
Les concentrations de sérotonine dans le SNC corrélaient négativement et plus faiblement
mais de maniere significative avec les concentrations de 5-HT dans le sang total et le PPP
(Corrélation de Spearman, r=-0,38, p = 0,01 et r=-0,33, p= 0,03, respectivement), (Figures
33B-C).

Figure 33 : Corrélations des concentrations de sérotonine entre les aires cérébrales

sérotoninergiques et de I'intestin, du PPP ou du sang total
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Pris ensemble, ces résultats suggerent que la cinétique des concentrations de
sérotonine dans le compartiment périphérique intestinal correle positivement au signal
sérotoninergique renforcé dans le SNC par un traitement prolongé par ISRS, suggérant que les
cinétiques des concenrtations de 5-HT au sein de microsystémes sérotoninergiques, capables
de synthese, pourraient étre également renforcés par un traitement prolongé par ISRS.

D. Discussion et limites

Cette étude s’est intéressée a caractériser, au cours du temps, les effets des ISRS en
administration chronique, simultanément, sur ’homéostasie centrale et périphérique des
concentrations de sérotonine. A notre connaissance, c’est la premiere étude préclinique
mettant en évidence si précisément les cinétiques induites par les ISRS sur les concentrations
de 5-HT, soulignant leurs effets modulateurs du signal sérotoninergique dans le temps, en
central mais également en périphérie.
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Attestant de la stabilité du systeme sérotoninergique, il existe une homéostasie
globale des concentrations de sérotonine en situation physiologique stable au cours du temps
comme le démontre I'absence de différence significative pour I'ensemble des mesures dans
les groupes placebos.

Les cinétiques, induites par les ISRS, des concentrations tissulaires de sérotonine dans
le compartiment central, retrouvées dans notre étude, sont cohérentes avec les études
antérieures, a savoir une déplétion initiale intratissulaire en sérotonine, puis un retour vers
I’état d’homéostasie aprés deux semaines de traitement 213214532 Ces résultats sont en lien
avec les mécanismes de régulation, mis ceuvre lors d’un traitement prolongé par ISRS, incluant
une augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT, secondaire a l'inhibition
directe de sa recapture de la fente synaptique par ces molécules 87212, une diminution du
recyclage de la sérotonine en intratissulaire ou de sa dégradation en 5-HIAA ?Y7. De plus, outre
I’action inhibitrice des autorécepteurs 5-HT1A et 5-HT1B freinant la libération de sérotonine
176531 " d’autres mécanismes de régulation participent au rétrocontrdle négatif tels que la
diminution neuronale de la synthése de 5-HT 215216 Cette déplétion initiale de 50% des
concentrations tissulaires 5-HT dans les régions cérébrales d’intérét est similaire au
phénotype présenté par les souris KO Sert (Figure 7) 1%°. Fait intéressant, a la différence des
souris KO Sert, les souris traitées par fluoxétine montraient une restauration des
concentrations cérébrales de sérotonine avec un retour vers I’état d’homéostasie, a l'issue de
14 jours de traitement, alors que les phénomenes d’inhibition de recapture et de diminution
de synthése ont été décrits comme persistants dans les neurones 5-HT de rongeurs traités par
ISRS jusqu’a 28 jours 215216 A Jinstar de la levée du rétrocontréle négatif secondaire a la
désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1A et 5-HT1B 176212531 d’autres mécanismes
neurobiologiques adaptatifs semblent étre induits par les ISRS au long cours, permettant la
restauration de I’homéostasie sérotoninergique intratissulaire au sein du SNC, comme la
capacité de synthése de 5-HT des neurones noradrénergiques, induite par la fluoxétine 222,

Les effets des ISRS sur les concentrations de sérotonine dans l'intestin, principal organe
producteur de sérotonine en périphérie >° et exprimant également le transporteur SERT 14¢,
ont été peu décrits. Différentes études ont démontré que I'exposition aigué, in vitro, de
fluoxétine tout comme le traitement chronique de 10 jours, in vivo, entrainait une
augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT, tant au niveau des p6les muqueux
que séreux, traduisant une perméabilité intestinale bidirectionnelle augmentée 242245,
Comparable a nos observations, une étude a également montré qu’a I'issue de 2 semaines de
traitement par ISRS, les concentrations tissulaires de sérotonine dans l'intestin et le cblon
étaient inchangés 2%°. Contrastant avec les résultats de notre étude, il a été montré, au niveau
du cblon, que I"'administration d’ISRS était associée a une diminution des concentrations de 5-
HT et de 5-HIAA aprés 6 semaines de traitement >33, Cependant, il a déja été précisé, dans des
études ex vivo, que les concentrations de sérotonine dans l'intestin et le c6lon, sous I'effet
d’ISRS, impliquaient des mécanismes distincts de libération et de recapture de la sérotonine
534

Fait intéressant, les organes producteurs de 5-HT, en central et en périphérie, ont
présenté des cinétiques similaires sous I'effet de traitement ISRS, a savoir une déplétion
intratissulaire initiale et une tendance a la restauration des concentrations de 5-HT apres deux
semaines, suggérant des mécanismes efficaces de régulation du métabolisme de la 5-HT. Dans
I'intestin, on observait une nette augmentation, jusqu’a 7 fois, du catabolisme de 5-HT, au
cours des 10 premiers jours de traitement par ISRS, comparé aux aires cérébrales
sérotoninergiques qui seulement triplaient cette activité, suggérant une mobilisation
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différente d’acteurs du métabolisme 5-HT pour réguler les concentrations 5-HT. En effet, a la
différence de la synapse dans le SNC qui dispose de mécanismes de régulation de 5-HT
enrichis, incluant les boucles de rétrocontréles négatives régies par les autorécepteurs 5-HT
144 les capacités d’adaptation connues de I'intestin s’articulent autour des acteurs classiques
du métabolisme, SERT, TPH1 et MAO 48, De plus, le renforcement du signal sérotoninergique
sous l'effet d’un traitement chronique par ISRS a été démontré dans le SNC mais n’a pas été
exploré au-dela de 10 jours dans l'intestin, questionnant la nature du signal intestinal 5-HT, a
I'issue des 14 jours de traitement ou les concentrations 5-HT tissulaires se restaurent
187,212,242,235 par ailleurs, la survenue des effets induits par la fluoxétine était précoce, avec des
concentrations de 5-HT diminuant des 6 heures post introduction. Ces résultats sont en accord
avec de précédentes études ayant mis en évidence une action rapide des ISRS sur les
concentrations de sérotonine en central comme en périphérie 187245260 v compris pour la
fluoxétine qui présente, parmi les ISRS, la plus longue demi-vie avec un temps allongé pour
atteindre I’état d’équilibre 4. Par ailleurs et de maniére attendue, ces modifications n’étaient
pas associées a des changements de concentrations plasmatiques de tryptophane comme
précédemment montré 263268535,

En tant que compartiment de stockage sérotoninergique régulant la transmission du
signal sérotoninergique systémique notamment pour les organes non capables de synthétiser
localement de la sérotonine 246, il est intéressant de caractériser les concentrations de 5-HT
dans le compartiment circulant. Ainsi, nous avons pu montrer qu’un traitement prolongé par
fluoxétine était associé a une réduction drastique des concentrations de sérotonine dans le
sang total, signifiant une déplétion majeure du stock de sérotonine porté par les plaquettes.
Ces résultats étaient cohérents avec les précédentes études cliniques (Tableau 2) et
précliniques 2°%259, Cette déplétion induite par les ISRS et soutenue au cours du temps suggére
gue ce compartiment ne présente pas de mécanismes de régulation de I’homéostasie
sérotoninergique, a linverse du cerveau ou de lintestin. De plus, comparés aux
compartiments central et périphérique, les ISRS ont présenté un délai d’action plus long dans
le sang total, soit a 3 jours post traitement et de maniere similaire aux études précédentes
258,259 Ce délai peut étre mis en lien avec la durée de vie des plaquettes qui, en I"absence
d’activation, vont maintenir leur stock intracellulaire de sérotonine. Cette durée de vie a été
estimée a 4,8 jours chez la souris >*® et est habituellement de 7 & 10 jours chez ’lhomme >%’.

L’évaluation stable des concentrations plasmatiques de sérotonine au cours du temps
dans le groupe placebo est en faveur d’une limitation de biais technique permettant une
analyse fiable 24, Ainsi, nous avons mis en évidence deux cinétiques induites par la fluoxétine
sur les concentrations plasmatiques de sérotonine au cours du temps, a savoir une
augmentation franche durant la premiere semaine de traitement suivie d’'une diminution des
concentrations de sérotonine plasmatique, signifiant que le traitement par fluoxétine
initialement renforce le signal 5-HT systémique basal puis le freine durablement. La
diminution de la concentration de sérotonine plasmatique apres un traitement prolongé par
ISRS a été rapportée dans plusieurs études cliniques (Tableau 2), tout comme dans le modele
murin KO Sert 1?2, s’opposant aux effets de la fluoxétine augmentant les concentrations
extracellulaires de 5-HT décrits dans le SNC ou dans l'intestin 187:212.242.235 par jjlleurs, ces
données suggerent qu’a I'inverse du stock plaquettaire, il existe des mécanismes de régulation
permettant de moduler les concentrations plasmatiques de sérotonine, garantissant
I'intégrité du signal sérotoninergique systémique. En effet, en dehors des plaquettes, les
poumons peuvent participer activement a la régulation de la sérotonine plasmatique 2°2. Par
ailleurs, le ratio de la concentration de sérotonine plasmatique rapportée a celle du sang total,
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rendant compte de la répartition de la sérotonine entre les compartiments extra et
intracellulaire, peut étre interprété comme le pourcentage de sérotonine libre circulante et a
méme été identifié par certains auteurs comme un marqueur d’activation plaquettaire, voire
comme facteur prédictif d’événement cardiovasculaire >3%°3°  Ce dernier était
significativement augmenté lors d’un traitement prolongé par ISRS. De maniere similaire, dans
une étude clinique récente, il était possible d’évaluer le pourcentage de sérotonine libre
circulante qui était également augmenté de 37% a l'issue de 6 semaines de traitement par
ISRS 2¢* Cependant, des études ultérieures sont nécessaires pour préciser, d’une part, la
fonction du signal, a I'état de base, porté par la sérotonine plasmatique comparée au signal
5-HT délivré par les plaquettes activées et, d’autre part, les effets de cette modulation
biphasique du signal systémique a I’état d’équilibre induite par la fluoxétine, tout comme les
conséquences des faibles concentrations de sérotonine délivrées en cas d’activation
plaquettaire aprés un traitement prolongé par la fluoxétine.

L'investigation de la voie des kynurénines est en plein essor du fait des avancées
scientifiques en faveur de leur implication dans l'inflammation, notamment Ia
neuroinflammation >7>%, Dans notre étude, les concentrations plasmatiques de Kyn étaient
inchangés au cours du traitement prolongé par fluoxétine. Ces données étaient similaires a
celles issues d’études cliniques chez des patients présentant un EDC et ayant été traités de 4
a 8 semaines par ISRS >3°, A I'inverse du compartiment circulant, il a été montré dans une
étude préclinique que les ISRS avaient des effets sur les voies des kynurénines au niveau
central notamment avec une diminution des concentrations de I'acide quinolinique,
substance neurotoxique, dans différentes régions cérébrales >*'. Par ailleurs, nous avons
également évalué l'activité d’IDO qui participe au catabolisme du tryptophane vers les
kynurénines et qui est exprimée principalement par les cellules immunes du sang en s’activant
classiguement en réponse a un signal inflammatoire *’. En paralléle des pics plasmatiques de
sérotonine, I'activité d’IDO était retrouvée augmentée en phase précoce sous I'effet des ISRS,
suggérant de potentiels effets immunomodulateurs induits par la fluoxétine.

Bien qu’il ait été suggéré que les concentrations de 5-HT intraplaquettaires puissent
étre le miroir des changements observés dans les neurones sous I'effet des ISRS 2°°, nos
analyses de corrélation ont mis en évidence que seules les concentrations tissulaires de 5-HT
dans l'intestin présentaient une corrélation forte et positive avec les concentrations tissulaires
de 5-HT dans les aires cérébrales sérotoninergiques. Par ailleurs, 'absence de corrélation forte
entre les concentrations de 5-HT cérébrales et dans le sang total, équivalents a des niveaux
de stockage intratissulaire, est cohérente avec de précédentes études %°’°*?, probablement
sous-tendus par I'expression d’acteurs liés au métabolisme de 5-HT limitée par les plaquettes,
comparés aux neurones sérotoninergiques. Un des mécanismes clés du métabolisme de 5-HT
partagé par les neurones 5-HT et l'intestin réside en leur capacité de synthése de 5-HT qui
pourrait étre un des mécanismes participant au renforcement du signal 5-HT, induit par un
traitement prolongé par ISRS. Fait intéressant, le polymorphisme génétique de Tph2,
impactant négativement son activité, a été identifié comme facteur de résistance au
traitement par ISRS, suggérant I'importance de TPH dans la médiation des effets des ISRS, au
méme titre que sa cible d’action primaire, SERT >*. Il serait donc intéressant d’évaluer si les
autres microsystemes sérotoninergiques possédant une capacité de synthese locale de 5-HT
répondent de maniere similaire a un traitement chronique par ISRS.

Quant a l'appréciation des concentrations extracellulaires de 5-HT, plusieurs études
précliniques et cliniques ont recherché des corrélations entre le niveau de sérotonine dans le
LCR, considéré comme un reflet des concentrations extracellulaires cérébraux de 5-HT, et le
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niveau de sérotonine plasmatique. S’exposant aux mémes défis techniques et
méthodologiques liés aux dosages de la sérotonine, les résultats de ces études sont
contradictoires. Plus précisément, en situation saine, les études précliniques ont mis en
évidence une forte corrélation entre le niveau de sérotonine plasmatique et le niveau de
sérotonine dans le LCR %, alors que les études cliniques n’ont montré qu’une corrélation
modérée voire une absence de corrélation >4, Ces mémes résultats contradictoires ont été
retrouvés pour la corrélation entre le niveau de sérotonine dans le sang total et le niveau de
sérotonine dans le LCR avec une forte corrélation rapportée >26°%¢ yersus aucune corrélation
545.

Une des limites de notre étude repose sur les concentrations tissulaires cérébrales de
5-HT qui ont été évalués sur le regroupement de zones sérotoninergiques d’intérét qu’étaient
le raphé dorsal et le cortex frontal. Ces aires étant difféeremment impliquées dans le
métabolisme sérotoninergique, une caractérisation plus fine des effets chroniques des ISRS
aurait pu étre établie en distinguant les concentrations de 5-HT quantifiées plus précisément
selon les régions cérébrales. Cependant, nous avons pu mettre en évidence des cinétiques de
concentrations tissulaires de 5-HT similaires aux études antérieures 213214532 A |3 différence
des cinétiques largement caractérisées des concentrations extracellulaires de 5-HT dans le
SNC au cours d’un traitement par ISRS, l'absence d’évaluation des concentrations
extracellulaires au niveau intestinal nous limite pour conclure sur la cinétique du signal 5-HT
dérivé de l'intestin sous fluoxétine. Par ailleurs, nous avons utilisé une souche de souris dont
le métabolisme atypique de 5-HT est connu, avec des concentrations de 5-HT notamment
plasmatiques augmentées par rapport aux autres souches murines, favorisant la taille d’effet
des ISRS sur la modulation des concentrations 5-HT °*’. Cependant, en situation saine, ces
résultats peuvent étre comparés aux données biologiques issues d’études cliniques puisque
les modeles murins, notamment des souches C57BI6, ont été comparés aux données
humaines et ont montré leur validité dans I’étude du systéme sérotoninergique >*. En effet,
la sérotonine est hautement conservée a travers les especes, ayant été retrouvée chez les
plantes comme chez les étres humains >2. Selon les protéines impliquées dans le systéme
sérotoninergique, il peut y avoir jusqu’a 80% d’homologie de séquence entre les especes
humaines et de rongeurs notamment pour les récepteurs 5-HT *°. Enfin, I'objectif de cette
étude ne portait que sur la caractérisation descriptive des modulations induites par les ISRS
sur le signal sérotoninergique et ne permet pas de démontrer les mécanismes de régulation,
sous-tendant les effets des ISRS, au cours du temps.

En conclusion, caractériser la modulation positive ou négative du signal 5-HT, dans le
temps, par les ISRS peut permettre d’optimiser les effets bénéfiques ou de minimiser les effets
délétéres liés au signal 5-HT, induits par ces traitements. De plus, la prédiction de la réponse
sérotoninergique d’un organe a un traitement par ISRS, selon les mécanismes de régulation
du métabolisme 5-HT exprimés ou non par cet organe, peut permettre de dégager de
nouvelles cibles des ISRS, tant en termes de durée d’exposition que de I'effet attendu sur le
signal 5-HT, a savoir son renforcement ou sa déplétion.
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Partie 2: La fluoxétine, un traitement favorisant la régénération
musculaire et les fonctions des cellules souches musculaires

A. Objectif : caractériser I'impact de la fluoxétine dans la régénération
musculaire a 'aide de modele de blessure musculaire aigué

De maniere similaire a d’autres facteurs de croissance, la sérotonine participe
positivement a la régulation au développement et au maintien de différents tissus. Ainsi, elle
est une monoamine potentiellement précieuse pour la régénération de I'organisme, tant a
travers ses effets trophiques ciblant des progéniteurs spécifiques, ses effets pro-
angiogéniques stimulant un partenaire privilégié dans le soutien de la régénération tissulaire,
que de ses multiples effets immunomodulateurs. De plus, en cas de blessure, le signal
sérotoninergique peut étre renforcé, par lintermédiaire des plaquettes recrutées
précocement au site de blessure.

Sous-tendus par les effets trophiques de la sérotonine, le traitement antidépresseur
ISRS par fluoxétine a démontré des propriétés régénératives dans différents tissus, tels la
neurogenese, l'angiogenése ou encore |'hématopoiése, en stimulant la cascade de
prolifération et différenciation de progéniteurs spécifiques. Dans cette perspective de
confirmer les propriétés régénératives de cette molécule au sein de I'organisme, il est
important d’investiguer ses effets, en périphérie, dans un autre modele de régénération
tissulaire, ainsi que d’identifier les mécanismes d’action sous-tendant ces potentiels effets
bénéfiques en discriminant les effets communs de ceux spécifiques d’un tissu.

La régénération du muscle squelettique est efficiente et facile d’acces, ce qui a permis
de caractériser précisément, a I'aide de nombreux modeles expérimentaux, les différents
processus biologiques mis en ceuvre lors de la cicatrisation d’un tissu. En ce sens, I'étude de
la régénération musculaire est reconnue comme un paradigme classique d’étude en biologie
régénérative, ainsi qu’en médecine régénérative. Bien que quelques études aient exploré le
role trophique de la sérotonine au sein du muscle squelettique, les effets d’un traitement par
fluoxétine, lors de la régénération du muscle squelettique, n’ont pas été investigués.

Dans notre étude, a I'aide de modeles classiques de blessure musculaire, aigué ou
répétée, nous avons investigué, chez la souris, les effets d’'un traitement prolongé par
fluoxétine sur la régénération musculaire, en précisant les effets sur les cellules souches
musculaires, la vascularisation et l'inflammation. Puis, a I'aide d’outils génétiques et
pharmacologiques, nous avons identifié les mécanismes d’action sous-tendant les effets de la
fluoxétine.

B. Serotonin reuptake inhibitors improve muscle stem cell function and
muscle regeneration (article soumis)
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Summary

Serotonin reuptake inhibitor antidepressants such as fluoxetine (FLX) are widely used to treat
mood disorders. The mechanisms of action include an increase in extracellular level of
serotonin, neurogenesis, and growth of vessels in the brain. We investigated whether FLX
could have broader peripheral regenerative properties. Following prolonged administration of
FLX, we showed that FLX increases the number of muscle stem cells and the muscle
angiogenesis in mice. FLX also improved skeletal muscle regeneration after single and
multiples injuries with an increased muscle stem cells pool and vessel density associated with
reduced fibrotic lesions and inflammation. Mice devoid of peripheral serotonin treated with FLX
did not exhibit beneficial effects during muscle regeneration. Specifically, pharmacological,
and genetic inactivation of the 5-HT1B subtype serotonin receptor also abolished the
enhanced regenerative process induced by FLX. We highlight here a new regenerative

property of serotonin on skeletal muscle.
Keywords

Fluoxetine, serotonin/5-HT, muscle stem cells, muscle regeneration, angiogenesis, 5-HT1B

receptor
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Introduction

Since its approval four decades ago, fluoxetine (FLX), known as the first selective
serotonin reuptake inhibitor (SSRI) !, has become the world’s most prescribed antidepressant
2, Extensive research on neurotransmission, in particular the transmission of serotonin (also
termed 5-hydroxytryptamine, 5-HT) in depressive disorders, has provided strong evidence on
the mechanisms of action of FLX and other antidepressants, beyond the initial increase in
extracellular serotonin levels that they induced **. Indeed, their antidepressant effects involve
an increase in hippocampal neurogenesis, neuronal survival > supported by a concomitant
and mandatory increase in cerebral angiogenesis *°.

In addition to its well-known neurotransmission activity, serotonin is also described as
a peripheral paracrine/autocrine hormone involved in various nonneuronal physiological
functions ''. As a potent mitogen, it can modulate tissue remodeling, and is released at the site
of tissue injury by platelets '2'3. Using ad integrum skeletal muscle regeneration as a paradigm

for regenerative medicine '

, we tested whether FLX could have broader peripheral
regenerative properties. We identified novel effects of FLX, accelerating muscle regeneration
after single as well as multiple muscle injuries by increasing muscle stem cells (as known as
satellite cells, SCs) without exhausting this stem cell pool. In addition, FLX enhanced muscle
repair with a coordinated increase in vessel formation as well as a reduction in the inflammatory
response. Moreover, we demonstrated that FLX effects were dependent of peripheral

serotonin and that the 5-HT1B receptor was a major modulator of downstream FLX action in

muscle stem cells.

Results

Fluoxetine increases skeletal muscle stem cells proliferation and coordinates vessel

formation
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To investigate the impact of FLX on skeletal muscle stem cells, FLX was delivered per
os at 18 mg/kg daily for six weeks to Tg:Pax7-nGFP mice '°, in which the GFP reporter gene
marks all SCs (Figure 1a). Histological (illustrated in Figure 1b) and cytometric analysis
revealed that the SCs count in the Tibialis anterior (TA) increased by 60% to 80% with FLX
treatment, respectively (Figures 1c and S1a). Using Pax7 immunolabelling, these results were
also confirmed in the wild-type mouse strain C57BI6 (Figure S1b). Extensive histological
analyses of the skeletal muscle showed no change neither in the fiber number, their area nor
their diameter (Figures S1c-e). To quantify proliferation of SCs, BrdU was delivered during
prolonged FLX treatment for up to twelve weeks and showed that 90% of the SCs
(GFP+/BrdU+) proliferated by the sixth week of FLX treatment and this effect was stable and
sustained until twelve weeks of FLX treatment (Figure 1d). A short BrdU pulse 12h before
death demonstrated that most of the SCs were dividing during the fourth and fifth week of FLX
administration (Figure 1e).

Vasculature and angiogenesis are crucial to support SC survival and for an efficient

and coordinated muscle regeneration (angiogenesis/myogenesis coupling) ™. To investigate

1 GFP/+ 1

the effect of FLX on muscle vessels, we delivered FLX to Flk mice '® allowing the
visualization of the entire capillary network due to the GFP expression by endothelial cells.
After six weeks of treatment, FLX-treated mice exhibited a 44% increase in their vessels
number in TA sections (Figures 1f-g). To confirm this enhanced vascularization, we used
CD31 as a marker for endothelial cells. C57BI6 mice that received FLX treatment for 6 weeks
also showed an increase in the vessels number in the TA and Soleus muscle sections (Figures
S1f-g). In support of this, we used an in vivo angiogenesis assay by subcutaneously grafting
Matrigel® plugs containing myoblasts in C57BI6 recipient mice . Immunostaining of CD31
confirmed that vascularization increased 2.9-fold in the plugs of the FLX-treated mice
compared to untreated controls (Figures 1h-j). Neovessels in plugs appeared morphologically

normal and functional as assessed by the presence of a basal lamina and a lumen containing

red blood cells (Figure S1h).
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Interestingly, a 6 weeks FLX treatment was associated with changes in intramuscular
tissue profiles of cytokines, chemokines, and growth factors (Table 1). Indeed, we observed
an overall reduction in muscle cytokines levels except for the level of Interleukin 2 (IL-2), which
was found to be significantly increased after FLX treatment as well as an overall increase in
the muscle levels of growth factors, especially with a significant 143% increase in VEGF level
and a trend for a 14% increase in FGF-b level.

Taken together, these results suggest that chronic administration of FLX has a stable

and sustained effect promoting proliferation of muscle stem cells and vessels.

Fluoxetine accelerates muscle regeneration after injury in vivo

To investigate FLX's regenerative capacity on skeletal muscles, we delivered FLX for
six weeks and then performed notexin-induced injuries (phospholipase that induces a severe
muscle necrosis) of the TA muscle in Tg:Pax7-nGFP and C57BL6 mice '® (Figure 2a). At four
days post injury, FLX-treated mice showed a 2.5-fold increase in the number of SCs (Figures
2b-c), and more cells were differentiating based on the differentiation regulatory factor
myogenin immunolabelling (Figures 2d-e). As expected, control mice showed four days post
NTX a clearly altered profile of intramuscular levels of cytokines and chemokines marked by
an overall increase in these levels compared to those of uninjured control muscles (Table 1).
In contrast, FLX-treated mice exhibited an overall reduction in these intramuscular levels of
cytokines and chemokines regardless of their pro or anti-inflammatory activities (Table 1).
Comparing muscles fourteen days post injury, we found a faster and more complete
regeneration in FLX-treated mice marked by an increase in the fibers number probably newly
formed due to their smaller size associated with a massive increase in regenerated fibers (i.e.,
55% of centro-nucleated myofibers (CNF) in the FLX group versus 39% of centro-nucleated
fibers in the control group) (Figures 2f-h, S2a). In addition, FLX-treated mice showed milder
inflammatory infiltrates, minimal calcium deposits and lower endomysial collagen deposit

fourteen days post NTX (Figures S2b-e). Twenty-eight days post injury the muscles were fully
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regenerated in both groups and appeared histologically similar to pre-injury (Figures S2f-h),
except for centro-located nuclei in virtually all myofibers indicating regenerated fibers (data
not shown). Interestingly, the pool of SCs and the number of muscle capillaries were still
significantly increased in FLX-treated animals after the complete regeneration of the muscle
(Figures S2i-k). To further examine the muscle regenerative capacity and SCs behavior, we
next performed three repetitive muscle injuries (Figure 2j) and found that the muscle efficiently
regenerated without exhaustion of the regenerative capacity over several injuries and
especially SCs counts (Figures 2k-I). Mice euthanized between two rounds of injuries served
as control to ascertain that the muscle did degenerate and regenerate (data not shown).
Taken together, these results support that administration of FLX accelerates muscle
regeneration upon injury by inducing beneficial effects on the three main components involved
in this process via (i) an increase in the stem cells pool and their differentiation capacities
without their exhaustion, associated with (i) an increase in muscle vascularity as well as (iii)

an overall decrease in the inflammatory response.

Fluoxetine effects require stimulation of the 5-HT1B receptor specifically expressed on

muscle stem cells

To investigate the effects of FLX directly on muscle stem cells, since serum is well
documented to contain a relatively high levels of serotonin (5-HT) from platelets lysis '°, we
first studied in vitro the effects of 5-HT and FLX on immortalized murine myoblasts (C2C12)
due to their cell viability in 5-HT-free medium. Two days post exposure to 1 uM 5-HT, the
number of C2C12 nuclei increased by 39.8% compared to the 5-HT-free controls (Figure 3a).
Interestingly, 1 yM FLX for two days in medium without 5-HT did not induce changes in the
number of C2C12 nuclei compared to the control group, whereas the nuclei number increased
1.5-fold after combined exposure to both of FLX and exogenous 5-HT (1 yM FLX and 0.1 uM
5-HT) (Figure 3a). In addition, the effects of 5-HT on C2C12 cell division rates showed a typical

dose-response relationship with a dose-dependent increase in the nuclei number at low
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concentrations up to 1 uM and a downshift at higher concentrations (Figure 3b, 26.1%
increase in nuclei number at 0.01 uM, 47.3% at 1 yM and 37.1% at 10 yM). Of note, exposure
to FLX or 5-HT for one day in regular medium with fetal bovine serum (FBS) comprising
endogenous 5-HT also increased the number of C2C12 nuclei (Figure S3a).

To identify the 5-HT’s mode of action on skeletal muscle, we performed western blots
and RT-qPCR for 5-HT receptors families 1 and 2 in TA muscle from mice treated for six weeks
with FLX or control. As already described in skeletal muscle %, 5-HT2A receptor was the
primary receptor expressed in control muscle at steady state (Figure 3c). Interestingly, we
determined a 108-fold upregulation of 5-HT1B receptor protein expression in muscle after
fluoxetine treatment (Figure 3c). Moreover, Htr1b gene expression was also the most
upregulated in TA muscle after six weeks of FLX treatment (Figure S3b). Of note, the primary
target of FLX is the serotonin transporter SERT ', we confirmed that TA muscle expressed
SERT (Figure 3c). Next, we also observed an upregulation of the 5-HT1B receptor protein
level in C2C12 cells after short FLX exposure (Figure 3d). To confirm the involvement of 5-
HT1B receptor in the cellular effects of 5-HT and FLX, we investigated the number of C2C12
nuclei exposed to 5-HT and FLX after pretreatment with specific 5-HT1B antagonists (i.e.,
SB216641 and GR127935). The increase in the number of C2C12 nuclei following exposure
to 5-HT or to FLX was abolished with both 5-HT1B antagonists (Figures 3e, S3c) while it was
maintained with a specific 5-HT2A antagonist (i.e., MDL100907) as a control (Figure S3c). In
addition, two days of exposure to 5-HT1B agonists (i.e., CP93129 and RU24969) in 5-HT-free
medium were associated with an increase in C2C12 nuclei number (Figure 3f) and fusion
index as a mark of the late stage of myoblast differentiation (Figure S3d).

Finally, we confirmed in vitro the FLX proliferative effects on primary murine myoblasts
FACS-sorted from Tg:Pax7nGFP mice. Indeed, at three days post plating, the number of
myoblasts labeled with their endogenous GFP was increased 1.3-fold after exposure to FLX
compared to the control group seeded in medium containing FBS (Figure 3g). In addition, we
also confirmed the specific expression of 5-HT1B receptor in primary murine myoblasts at

steady state (Figure 3h).

108



Taken together, these results suggest that fluoxetine in vitro acts in a serotonin-
dependent manner on myoblasts and the proliferative effects of 5-HT is mediated by 5-HT1B

receptor.

The beneficial effects of fluoxetine on muscle regeneration in vivo are also mediated by

5-HT1B receptor

To demonstrate the 5-HT-dependent effects of FLX on SCs in vivo, we delivered FLX
to Tryptophan Hydroxylase 1 knockout mice (TPH1™7, which lack serotonin in peripheral
organs ?'. FLX-treated TPH1" mice did not exhibit an increase in Pax7+-SCs number on
uninjured TA sections, unlike FLX-treated wild-type C57BI6 mice (Figure S4a). Of note, the
untreated TPH1" mice didn’t show significant change in the SCs number compared to the wild-
type mice (Figure S4a). At four days post injury, FLX-treated TPH1" mice showed neither an
increase in Pax7* SCs (Figure 4a) nor an increase in myogenin® differentiating cells (Figure
4b) compared to FLX-treated wild-type mice. In addition, in these FLX-treated TPH1"mice, no
reduction of collagen deposits areas was observed fourteen days post injury (Figure S4b).

To investigate whether FLX’s effects on muscle stem cells and vessels are mediated
by 5-HT1B receptor we co-administered a selective 5-HT1B antagonist (GR127935)
throughout the six weeks of FLX treatment. In uninjured muscles, mice treated with FLX +
GR127935 did neither show an increase in the number of SCs nor an increase in the number
of vessels, unlike the FLX-treated mice (Figures S4c-d).

To next determine the involvement of the 5-HT1B receptor in mediating FLX’s effects
on muscle regeneration, we administered GR127935 after six weeks of FLX treatment and
before the notexin-induced muscle injury (Figure 4c). At four days post injury, both increases
in the number of SCs and differentiating cells showed by FLX-treated mice were not observed
in mice receiving FLX + GR127935 (Figures 4d-e). In addition, fourteen days post injury, the
mice receiving FLX + GR127935 did not exhibit the decrease in collagen deposits area, the

decrease in calcium deposit number and the decrease in immune (Gr1+ and F4/80+) cells
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infiltration that the FLX-treated mice showed (Figures S4e-h). As a specificity control, no
abrogation of the FLX effects on muscle regeneration was observed when mice were treated
with a selective 5-HT2A antagonist (MDL100907) and FLX (Figures S5a-g).

Finally, to unequivocally confirm the role of 5-HT1B receptor in FLX effects, we used
floxed tetracycline operator-5HT1B (tetO1B) mice ?* crossed with Pax7CrefR™ mice % to
specifically and conditionally eliminate 5-HT1B receptor from SCs (Figure S4i). Pax7-
CrefR(™::tetO1B mice were treated with FLX and tamoxifen (Figure 4f). C57BI/6 with
tamoxifen and Pax7-CrefR("::tetO1B without tamoxifen served as controls. In non-injured
mice, the Pax7-CrefR(2::tetO1B mice treated by tamoxifen and FLX showed a significant
decrease in SCs number compared to the wild-type mice treated by tamoxifen + FLX and the
Pax7-CretR(72::tetO1B mice treated by FLX (Figure S4j). At four days post injury, we observed
no increase in the number of myogenin® cells in the tamoxifen and FLX-treated Pax7-
CrefR(")::tetO1B (Figure 4g). Collagen deposit area were also unchanged fourteen days post
injury in tamoxifen + FLX-treated Pax7-Cref*(™::tetO1B mice (Figure 4h).

In summary, these results demonstrate that the positive effects on muscle
regeneration induced by FLX treatment are 5HT-dependent and are specifically mediated via

the 5-HT1B receptor expressed on the SCs.

Discussion

Regenerative medicine is a broad field of translational research including in particular
activator molecules which can favorably influence tissue self-repair processes . Far from its
original antidepressant effects ', we provide here a first characterization of new beneficial
actions of fluoxetine (FLX) on muscle regeneration which implement an impact on both muscle
stem cells, vascularization and inflammation leading to a faster healing with limited fibrosis.
Remarkably, this study establishes that satellite cells (SCs) are sensitive to the mitogenic
potential of peripheral serotonin (5-HT) and that FLX, as a modulator of bioavailable serotonin

levels ', positively influences the behavior of SCs via the 5-HT1B receptor.
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We demonstrate by multiple experimental approaches that FLX promotes over time a
controlled and sustained proliferation of SCs at steady state. Interestingly, using a classical
model of muscle injury, we prove that FLX induces a faster, more efficient, and still harmonious
muscle regeneration. At the early regeneration stages, FLX increases the number of Pax7*
and myogenin® cells which are myogenic markers of activation/proliferation and differentiation,
respectively % and, at later stages, FLX leads to a more rapid increase in fiber number and
more specifically of centro-nucleated fibers, thus fully regenerated. More importantly, after
repetitive muscle injuries, FLX preserves the regenerative capacities of the muscle with a
persistently increased SC pool. These results show that all the properties of SCs, namely self-
renewal, proliferation, and differentiation, are improved and remained functional during FLX
treatment. To our best knowledge, this is the first time that the beneficial effects of the FDA-
approved drug FLX on the behavior of muscle stem cells have been demonstrated.

Taking advantage of complementary in vitro and in vivo approaches, we demonstrate
that FLX impacts primary or immortalized myoblasts by extracellular or peripheral 5-HT levels.
In vitro we have characterized this classic biphasic dose-response aspect of the proliferative
effects of 5-HT previously described in other cell types 2628, Our results fully support the
hypothesis of a serotoninergic identity of skeletal muscle in line with previous studies showing
the expression of 5-HT system-related actors in myoblasts or muscle such as the synthetic
TPH1 enzyme ?°, the degradation monoamine oxidase enzyme *° or the SERT transporter *'
associated with a 5-HT signal promoting myoblasts differentiation 22, Using the murine
genetic model TPH1” model constitutionally devoid of peripheral 5-HT, we illustrate that the
pool of SCs at steady state as well as their regenerative capacities are preserved in the
absence of peripheral 5-HT, whether systemic or within a serotoninergic system, suggesting
that this 5-HT booster signal is redundant for the development and maintenance of SCs.
Furthermore, the abolition of the pro-proliferative and pro-differentiating effects of FLX on SCs
post injury in TPH1”~ mice confirm the crucial role of 5-HT in FLX’s mode of action. In addition,
the lack of FLX effects on muscle regeneration in TPH1"~ mice precludes the hypothesis of an

involvement of the typical actions of FLX targeting the central nervous system inducing
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33

behavioral changes in mice including locomotor activity Previously, using similar

experimental approaches, the role of serotonin, independent of its central effects, has been
demonstrated in the regulation of energy metabolism or the bone density turnover 33
Interestingly, the involvement of peripheral 5-HT within serotoninergic microsystems in the

positive or negative regulation of stem cell behavior %2

and more generally in tissue
regeneration '2'3%3%5 has been demonstrated in different organs, highlighting the high
therapeutic potential of its pharmacological modulation.

Remarkably, pharmacological inactivation or genetic conditional inactivation models
have shown that the FLX effects require stimulation of the 5-HT1B receptor specifically
expressed in SCs. To our knowledge, the characterization of 5-HT1B regulating the behavior
of SCs is a novelty. However, further investigations are needed to decipher the downstream
pathways regulated by 5-HT1B in SCs. Previous studies have reported an increasing gradient
of 5-HT2A expression in myoblasts undergoing differentiation into myotubes with a metabolic
role in glucose transport 2°. However, in our study, the in vivo use of a 5-HT2A antagonist did
not counteract the beneficial effects of FLX during muscle regeneration ruling out its
involvement. The mediation of the 5-HT signal through these numerous receptors is complex
6 Thus, several 5-HT receptors can be co-expressed within the same cell type in order to
regulate distinct functions ** and a sequential expression of different receptors specific to
different stages of the stem cell maturation cascade has been reported in the brain or the bone
marrow 384849,

In other tissues, FLX similarly promotes the proliferation of other progenitor cells after
prolonged administration >®3¢, In our study, we show an onset of response in the muscle
marked by a significant increase in BrdU* SCs from the fourth week, whereas the response of
erythropoietic or neuronal progenitors were reported earlier °®%. The cell-type specific
response to the proliferative effects of FLX could be explained by the sensitivity of cells to 5-
HT signal as well as by the frequency of stem cells turnover. On one hand, SCs display a low

turnover rate compared to other progenitor cells *°. On the other hand, contrary to the brain *

or the bone marrow ', our results suggest that, the 5-HT signal is redundant in the functioning
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of SCs. Furthermore, we show a plateau effect of FLX on the SCs pool saturating at 90% of
cumulative BrdU" cells during prolonged treatment, suggesting that 10% SCs seem insensitive
to the FLX effects. The population of SCs is known to be heterogenous, in particular with
committed myogenic progenitors and around of reserve stem cells 2°°2, Interestingly, FLX
positively impacts early neuronal progenitors with no effect on neural stem cells °. Further
studies are needed to clarify whether the FLX effects differ depending on the type of SCs.

Associated with these specific effects targeting SCs, FLX induces a modification of the
microenvironment of SCs with a coordinated increase in vascularization and in local levels of
growth factors such as VEGF. The increased angiogenic capacities of FLX were confirmed by
an in situ angiogenesis assay. Thus, FLX therefore enhances a known bidirectional VEGF-
mediated interaction promoting their respective proliferation between endothelial cells and SCs
%3 In addition, the beneficial effects of FLX on the vascular niche reinforces the virtuous loop
induced by endothelial cells in the maintenance and functioning of SCs **. Similarly in the brain,
the FLX effects on neurogenesis also involved mandatory cross-talk with endothelial cells
mediated by VEGF independently of 5-HT 9%°%_ However, the aboliton of the FLX
proangiogenic effects by a 5-HT1B antagonist in muscle suggests that these effects are also
mediated by 5-HT and not only result from an independent increase in VEGF levels. The 5-HT
involvement in angiogenesis has been extensively studied showing its role in the proliferation
and migration of endothelial cells or even neovascularization by sprouting 2% with
participation in particular of 5-HT1B receptor expressed by endothelial cells 5”8,

In support FLX also shows action on major players in muscle regeneration, namely the
immune system and connective tissue *°. Indeed, FLX initially induces an overall decrease in
local cytokine levels associated with preserved levels of immune cell infiltration (data not
shown) whose role is crucial in the early phase for phagocytosis of necrotic debris and for SCs
activation *°. Then, concomitant with coordinated and accelerated regeneration, a decrease in
immune cell infiltration and collagen deposits are observed in the muscle of mice treated with
FLX, witnessing efficient tissue healing. In addition, the FLX-induced decrease in immune cells

infiltration including macrophages was specifically abolished by a systemic 5-HT1B antagonist.
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The role of macrophages in particular their balance between pro-inflammatory M1 and pro-
regenerative M2 phenotypes, is crucial during muscle regeneration *°. Interestingly, among the
many 5-HT mediated immunomodulatory effects ®, 5-HT has been reported to modulate the
polarization of macrophages promoting maintenance of M2 status '. However, these effects
were mediated by 5-HT2B and 5-HT7 receptors expressed by macrophages and further
studies would be needed to clarify the role of 5-HT1B receptor in the FLX effects on
macrophages. Finally, in our study, the antifibrotic effects of FLX were counteracted in the
absence of peripheral 5-HT or 5-HT1B activation in SCs and post injury collagen deposition
was similar between control or TPH1”~ groups. These results contrast with previous studies
showing the pro-fibrotic role of 5-HT mediated by 5-HT2B and TGF expressed by fibroblasts
and phenotypic improvement in TPH1” in a model of skin fibrosis 2. Further studies are
therefore needed to clarify the interactions between SCs expressing 5-HT1B receptor and
fibroblasts expressing 5-HT2B receptor in the regulation of fibrotic processes usually
considered as the substratum of symptoms in muscle diseases such as muscular dystrophies.

The combined action of FLX on myogenesis, angiogenesis and inflammation
supporting harmonious muscle regeneration in an acute injury model makes it a worthy
therapeutic strategy for endogenous muscle diseases. Interestingly, several studies point to
the potential effects of FLX in a model of chronic muscle injury such as Duchenne muscular

63-65 |n addition, at a functional level FLX has already been shown to have a major

dystrophy
positive impact on muscle strength, possibly dependent on peripheral serotonin %¢¢’. Beyond
muscle our results point out that the effects of antidepressants on the regeneration of other
organs than the brain need to be investigated. As such, our work opens new perspectives to
further study the role of serotonin and 5-HT1B receptor on other stem cell types and to further

understand the role of antidepressants on stem cell behaviour and their therapeutic potential

on regenerative medicine.
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Figures Legends:
Figure 1: Fluoxetine increases the proliferation of skeletal muscle stem cells and the

functional vascularization of the skeletal muscle.
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(a) Schematic representation of fluoxetine (FLX) delivery. (b) Representative histological TA
sections of control and FLX-treated mice; sections display GFP (SCs marker, green), Laminin
(extracellular matrix, white), Hoechst (nuclei, blue), the arrows indicate SCs. Scale bars
indicate 50 um. (c¢) Quantification of the SCs number by GFP immunostaining on TA sections
from control and FLX-treated Tg:Pax7nGFP mice (n=11 mice per condition). (d) Percentage
of cumulative divided SCs counted by BrdU immunostaining after FACS-sorted GFP+ cells
from control and FLX-treated Tg:Pax7nGFP mice. Mice received BrdU throughout
administration of FLX or control for 12 weeks (n=3 per condition and time point). (e) Percentage
of dividing SCs counted by BrdU immunostaining after FACS-sorted GFP+ cells from control
and FLX-treated Tg:Pax7nGFP mice. Mice received a short pulse of BrdU over chronic FLX
administration (n=3 per condition and time point). (f) Representative histological TA sections
of control and FLX-treated FIk1°”* mice; sections display GFP (endothelial cells marker,
green). Scale bars indicate 50 ym. (g) Quantification of the vessels number by GFP

immunostaining on TA sections from control and FLX-treated Flk1¢"*

mice (n=5 mice per
condition). (h) Representative histological Matrigel® plugs sections of control and FLX-treated
C57BI6 mice; sections display CD31+ cells (endothelial cell marker, red), Desmin (myoblasts
marker, green), Hoechst (nuclei, blue). Scale bars indicate 50 um. (i) Quantification of the
vessels number by CD31 immunostaining on cross sections of Matrigel® plugs from control

and FLX-treated recipient mice (n=6 mice per condition). All values are represented as median

with interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01.
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Figure 2: Muscle regeneration after injuries is effectively improved by fluoxetine
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(a) Schematic representation of the notexin-induced TA injury model, fluoxetine (FLX)

administration and death time points. (b) Quantification of SCs number by GFP
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immunostaining 4 days post injury on TA sections from control and FLX-treated Tg:Pax7nGFP
mice (n=6 mice per condition). (¢) Representative histological TA sections of control and FLX-
treated mice 4 days post injury; sections display GFP (green), Laminin (white), Hoechst (nuclei,
blue), the arrows indicate SCs. Scale bars indicate 50 um. (d) Quantification of differentiating
cells number by Myogenin immunostaining 4 days post injury on TA sections from control and
FLX-treated Tg:Pax7nGFP mice (n=7 mice per condition). (e) Representative histological TA
sections of control and FLX-treated mice 4 days post injury; sections display Myogenin (green),
Laminin (white), Hoechst (nuclei, blue), the arrows indicate SCs. Scale bars indicate 50 pm.
(f) Representative Hematoxylin and Eosin (HE)-stained TA sections of control and FLX-treated
mice 14 days post injury. Scale bars indicate 50 um. (g) Automatic quantification of the centro-
nucleated fibers number 14 days post injury on TA sections from control and FLX-treated
C57BI6 mice using the MuscleJ analysis (n=5-6 mice per condition). (h) Automatic
quantification of the fibers number 14 days post injury on TA sections from control and FLX-
treated C57BI6 mice using the Muscled analysis (n=5-6 mice per condition). (i) Percentage of
the collagen deposit area stained with Sirius Red 14 days post injury on TA sections from
control and FLX-treated Tg:Pax7nGFP mice and analysed with Fiji software (n=7 mice per
condition). (j) Schematic representation of the three repetitive notexin-induced TA injury model,
FLX administration and death time points. (k) Quantification of the SCs number by Pax7
immunostaining 28 days post the third notexin injury on TA sections from control and FLX-
treated C57BI6 mice (n=3-5 mice per condition). (I) Representative HE-stained TA sections of
FLX-treated mice 28 days post the third notexin injury. Scale bars indicate 50 uym. All values

are represented as median with interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01, ***p=<0.001.
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Figure 3: The proliferative effects of fluoxetine on myoblasts are serotonin dependent

and act through the 5-HT1B receptor.
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(a) Percentage of the nuclei number in C2C12 cells after exposure to 1 uM serotonin (5-HT),

1 uM fluoxetine (FLX) and 1 yM FLX + 0.1 yM 5-HT in 5-HT-free medium for two days.
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Quantitative analysis carried out with the Columbus software based on the Hoechst staining
(Data are representative of at least 3 independent experiments). (b) Percentage of the nuclei
number in C2C12 cells after exposure to increasing doses of 5-HT for 24h in 5-HT-free medium
(Data are representative of at least 3 independent experiments). (c) Level of protein
expressions of various 5-HT receptors in TA muscle from control and FLX-treated C57BI6 mice
(n=5 mice per condition). (d) Level of protein expression by western blot of the 5-HT1B
receptor in C2C12 cells exposed to 1 uM FLX for 4 hours normalized to GADPH housekeeper
protein level. (e) Percentage of the nuclei number in C2C12 cells pretreated with specific
antagonists 0.1 uM (5-HT1B antagonists: SB216641 and GR127935) and exposed to 1 uM 5-
HT for 24h in 5-HT-free medium (Data are representative of at least 3 independent
experiments with biological quadruplicates per condition). (f) Percentage of the nuclei number
in C2C12 cells cultured after exposure to 1 yM 5-HT and 0.5 uM 5-HT 1B agonists (CP93129,
RU24969) for two days in 5-HT-free medium (Data are representative of at least 3 independent
experiments with biological quadruplicates per condition). (g) Percentage of primary murine
alive GFP+ SCs isolated by FACS from Tg:Pax7nGFP mice after exposure to 1 yM FLX for
three days in regular medium (n=3-5 mice per condition). Quantitative analysis performed with
the Columbus software based on the endogenous GFP fluorescence (h) Representative
western blot of the expressions of the targeted 5-HT1B receptor protein and the housekeeping
GAPDH protein in murine primary myoblasts isolated by pre-platting from control mice (n=3).

All values are represented as median with interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01,

***p=<0.001, ****p=<0.0001.
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Figure 4: The beneficial effects of fluoxetine are also mediated

receptor during muscle regeneration.
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(a) Quantification of the SCs number by Pax7 immunostaining 4 days post injury on TA
sections from control and fluoxetine (FLX)-treated C57BI6 and TPH1” mice (n=6 mice per
condition). (b) Quantification of the differentiating cells number by Myogenin immunostaining
4 days post injury on TA sections from control and FLX-treated C57BI6 and TPH1” mice (n=5
mice per condition). (¢) Schematic representation of the notexin-induced TA injury model, FLX
and 5-HT1B antagonist (GR127935) administrations and death time points. (d) Quantification
of the SCs number by Pax7 immunostaining 4 days post injury on TA sections from control,
FLX and FLX+ GR127935-treated C57BI6 mice (n=5-7 mice per condition). (e) Quantification
of the differentiating cells number by Myogenin immunostaining 4 days post injury on TA
sections from control, FLX and FLX+ GR127935-treated C57BI6 mice (n=5-7 mice per
condition). (f) Schematic representation of the notexin-induced TA injury model, FLX and
tamoxifen administrations and death time points. (g) Quantification of the differentiating cells
number by Myogenin immunostaining 4 days post injury on TA sections from C57BI6 and
Pax7-Cre®R(2::tetO1B mice receiving the control, tamoxifen and/or FLX (n=5-7 mice per
condition). (h) Percentage of the collagen deposit area stained with Sirius Red 14 days post
injury on TA sections from C57BI6 and Pax7-CrefR(::tetO1B mice receiving the control,
tamoxifen and/or FLX (n=5 mice per condition). All values are represented as median with

interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01, ***p=<0.001.
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Tables Legends:

Table 1: Intramuscular Cytokine/Chemokine levels after prolonged fluoxetine treatment

at steady state and after muscle injury.

Tissue cytokines levels
(pg/g muscle tissue)
IL-1a
IL-1B
IL-2
IL-3
IL-4
IL-5
IL-6
IL-9
IL-10
1L-12(p40)
1L-12(p70)
IL-13
IL-17
Eotaxin
G-CSF
GM-CSF
IFNy
KC
MCP-1
MIP-1a
MIP-1b
RANTES
TNF-a
FGF-b
MIG
PDGF-B
VEGF

Control
Mean £SD
234 £33
1397 +379
508

426 +182

95 £59
57431
347 £244
875 £147

3746 1213

2819
840 +328
1640 £1170
488 +352
442 49
120 £111
8920 +1661
1115 £117

590 +386
128 +25

Fluoxetine

Mean #SD 9 of changei

150 +22
756 +205
82411

3346

3414
3316
118 +40
626 £69

312 £165
70 £33
469 £90

8429 £822
1275 618

583 £262
313191

-36%
-46%
63%

-92%

-63%
-41%
-66%
-28%

-80%
-85%
6%

-6%
14%

-1%
143%

0.0286, *
0.0286, *
0.0571

0.0571

0.2667
0.5333
0.0571
0.0286, *

0.1
0.1143
0.6857

0.8857
>0.9999
0.8
0.0286, *

Muscle injury
Mean +SD
308 +179

3698 +2201
212 181

3446 £1517

353 +206

163 £103
1057 771
2101 £1173

12110 £6920
32578 +15206
2049 £1269
103 £77

37824 29635
6135 £5391
2866 £2118

1118 +923
15858 +5742
790 +107
61580 +46406

544 +426

% of change !
32%
165%
321%

707%

270%
186%
204%
140%

80%
263%

2206%
1155%
548%
826%
78%
-29%

323%

P
>0.9999
0.0571
0.0571

0.0571

0.0571
0.0571
0.1143
0.0571

02
0.0571
0.0571

0.0286, *
0.0286, *
0.0286, *

0.1143
0.0286, *

0.0286, *

Muscle injury + Fluoxetine

Mean £SD
9149
2039 435

23 +20
429 +147
94 £9
97 £11
293 53
938 +107

263
717 £502
29065 13853
617 218
788 167
152 +143
11495 +2198
996 +319
13012 +11218

653 293

% of change 2
-70%
-45%

-99%

-73%
-40%
-72%
-55%

-75%

-23%
-90%
-72%
-86%
-28%
26%
-79%

20%

p
0.0571
0.0286, *

0.3429

0.0571
0.2
0.0286, *
0.0286, *

0.0286, *

>0.9999
0.0286, *
0.0286, *
0.0286, *
0.3429
0.4857
0.0571

0.3429

Multiplex Elisa (Luminex® assay) was performed on the muscle tissue of control and 6 weeks

fluoxetine (FLX)-treated uninjured mice as well as 4 days post injury (n=4 per condition). The

values are represented as the mean + standard deviation and the percentage of fold-change

relative to control uninjured mice (') or control injured mice (*) were also calculated,

respectively. In red are represented the percentage of fold-change increases compared to the

control group and in blue are represented the percentage of fold-change decreases compared

to the control group. Individual p-values were determined with the Mann-Whitney test, *

p<0.05.
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Supplemental Figures Legends:
Supplemental Figure 1: Fluoxetine increases satellite cell and vessel numbers with no

effect on muscle fibers at steady state.
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(@) Quantification of the SCs (GFP+) number per TA with cytometry analysis from
Tg:Pax7nGFP mice treated with fluoxetine (FLX) or control with FACS analysis (n=20 mice
per condition). (b) Quantification of the SCs number by Pax7 immunostaining on TA sections

from control and FLX-treated C57BI6 mice (n=5-6 mice per condition). (c) Automatic
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quantification of the muscle fibers number on TA sections from control and FLX-treated C57BI6
mice using the MuscleJ analysis (n=4-5 mice per condition). (d) Area of muscle fibers in ym?
on TA sections from control and FLX-treated C57BI6 mice using the Muscled analysis (n=4-5
mice per condition). (e) Diameter of muscle fibers in um on TA sections from control and FLX-
treated C57BI6 mice using the MuscleJ analysis (n=4-5 mice per condition). (f) Quantification
of the vessel numbers by CD31 immunostaining on TA sections from control and FLX-treated
C57BI6 mice (n=5 mice per condition). (g) Quantification of the vessel numbers by CD31
immunostaining on Soleus sections from control and FLX-treated C57BI6 mice (n=7 mice per
condition). (h) Representative Hematoxylin and Eosin-stained cross sections of Matrigel®
plugs from control and FLX-treated recipient mice. Arrows indicated functional vessels
containing red blood cells. Scale bars indicate 100 um. All values are represented as median

with interquartile range. ** p<0.01, ****p<0.0001.
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Supplemental Figure 2: Fluoxetine accelerates muscle regeneration ad integrum after

Injury.
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(a) Distribution of fiber area in pm? 14 days post injury on TA sections from control and
fluoxetine (FLX)-treated C57BI6 mice using the MuscleJ analysis (n=6-8 mice per condition).
(b) Representative Sirius Red-stained TA sections of control and FLX-treated mice 14 days
post injury. Scale bars indicate 50 um. (¢) Quantification of the calcium deposit number by
Hematoxylin and Eosin staining 14 days post injury on TA sections from control and FLX-

treated Tg:Pax7nGFP mice (n=7 mice per condition). (d) Percentage of F4/80+ (macrophages)
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and (e) Gr1+ (granulocytes) immune cells infiltration areas 14 days post injury on TA sections
from control and FLX-treated Tg:Pax7nGFP mice analyzed with Fiji software (n=7 mice per
condition). (f) Automatic quantification of the fibers number 28 days post injury on TA sections
from control and FLX-treated C57BI6 mice using the MuscleJ analysis (n=6-8 mice per
condition). (g) Area of muscle fibers in um? 28 days post injury on TA sections from control
and FLX-treated C57BI6 mice using the Muscled analysis (n=6-8 mice per condition). (h)
Quantification of muscle fiber diameter in um 28 days post injury on TA sections from control
and FLX-treated C57BI6 mice using the MuscleJ analysis (n=6-8 mice per condition). (i)
Quantification of the SCs number by Pax7 immunostaining 28 days post injury on TA sections
from control and FLX-treated C57BI6 mice (n=6 mice per condition). (j) Quantification of the
SCs (GFP+) number per TA with cytometry analysis 28 days post injury from Tg:Pax7nGFP
mice in FLX and control group (n=7 mice per condition). (k) Quantification of the vessel
numbers by CD31 immunostaining per muscle fiber on TA sections from control and FLX-
treated C57BI6 mice (n=7 mice per condition). All values are represented as median with

interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01, ***p=<0.001.
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Supplemental Figure 3: Fluoxetine acts on myoblasts via the 5-HT1B receptor
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(a) Percentage of nuclei numbers in C2C12 cells after exposure to 1 uM fluoxetine (FLX) and
1 uM serotonin (5-HT) for 24h in regular medium containing endogenous 5-HT. Quantitative
analysis performed with the Columbus software based on the Hoechst staining (Data are
representative of 3 independent experiments). (b) mMRNA expression level of various 5-HT
receptors (Htr) by RT-gPCR in TA muscle from control and FLX-treated C57BI6 mice (n=5
mice per condition, values were analysed using the 2**°Y method). (c) Percentage of the
nuclei number in C2C12 cells pretreated with 0.1 uM specific antagonists (5-HT 1B antagonists:
SB216641 and GR127935; 5-HT2A antagonist: MDL100907) and exposed to 1 uM FLX for
24h in regular medium (Data are representative of 3 independent experiments). (d)
Quantification of the fusion index (%) for C2C12 cells cultured after exposure to 1 yM 5-HT
and 0.5 pM 5-HT1B agonists (CP93129, RU24969) for two days in 5-HT-free medium.
Quantitative analysis performed with the Columbus software based on the Hoechst and
CellMask staining (Data are representing a pool of 3 independent experiments). All values are

represented as median with interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01, ***p=<0.001,

****p=<0.0001
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Figure Supplemental 4: Fluoxetine acts on muscle stem cells and muscle regeneration

in a 5-HT and 5-HT1B dependent manner.

a L T e — b =10 *x
* ns =\..
E 60 § 8 i
: 1 5o |1
3 ® L] .‘z s
F 40 o
% g 4 * T
¢ v < %
8 20 ‘_? 2
°
© 0
C57BI6 C57BI6  TPH1"- TPH1™ C57BI6 C57BI6  TPH1’- TPH1"
Control FLX  Control FLX Control FLX Control FLX
C N d * *
< 15,000 KoKk Keokok . 3,000 | —
e e E .
@ . =
& 10,000 ®. g 2,000
a T
[ [ -8
o [
© 5000 R 'S *? S, * .
» Lo @ 1,000
Q oo ° [ L]
[ ] ]
@ 3
0 T T s > o
Control FLX FLX + " Control FLX FLX+
GR127935 GR127935
e = ns * f 5 * *
°\°. 10- | e | — g- 30 ——r—
$ 4l o .
s o 8 20 i
= =
g 61 ¢ * X i <
g e g
3 4 I g10] | & . |3
g 24 ) e Y £ ° (]
g E *
S0 . . v 20 T 2, T
o Control  FLX FLX + o Control  FLX FLX +
GR127935 GR127935
g * * h *k *ok
201 I 20 f
9 ® B3 °
§ 151 . T 815 'I'
S 8
ao T 2] [, [1
2 8
3 o e
+ 51 ‘f‘ -i- é 5
: sallk : By
0 r r r 0 r r
Control FLX FLX + Control FLX FLX +
GR127935 GR127935
i J
20 1
Control Tamoxifen * |
E 15
5-HT1B L 55 kDA £
-
- — 35 kDA T 10
GAPDH E— % _;_
&
3
Qs

C57BI6 Pax7-CreFR(™)::tet01B  Pax7-CreFR tetO18
+ Tamoxifen + Tamoxifen
+FLX +FLX +FLX

(a) Quantification of the SCs number by Pax7 immunostaining on TA sections from control and
fluoxetine (FLX)-treated C57BI6 and TPH1”"mice (n=3-6 mice per condition). (b) Percentage
of the collagen deposit area stained with Sirius Red 14 days post injury on TA sections from
control and FLX-treated C57BI6 and TPH1” mice and analyzed with Fiji software (n=5 mice

per condition). (c) Quantification of the SCs (GFP+) number per TA with cytometry analysis
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from Tg:Pax7nGFP mice in FLX, FLX + GR127935 and control group (n=10 mice per
condition). (d) Quantification of the vessels number by GFP immunostaining on TA sections
from FIk1°F”* mice in FLX, FLX + GR127935 and control group (n=5 mice per condition). (e)
Percentage of collagen deposit area stained with Sirius Red 14 days post injury on TA sections
from control, FLX and FLX+ GR127935-treated C57BI6 mice (n=5-7 mice per condition). (f)
Quantification of the calcium deposit number stained with Hematoxylin and Eosin 14 days post
injury on TA sections from control, FLX and FLX+ GR127935-treated C57BI6 mice (n=5-7 mice
per condition). (g) Percentage of Gr1+ (granulocytes) and (h) F4/80+ (macrophages) immune
cells infiltration areas 14 days post injury on TA sections from control, FLX and FLX+
GR127935-treated C57BI6 mice and analyzed with Fiji software (n=7 mice per condition). (i)
Representative western blot of the expressions of the targeted 5-HT1B receptor protein and
the housekeeping GAPDH protein in murine primary myoblasts isolated by pre-platting from
Pax7-CreR(72::tetO1B mice receiving the tamoxifen or the control (n=3-6 mice per condition).
(j) Quantification of the SCs number by Pax7 immunostaining on TA sections from C57BI6 and
Pax7-CreR(2::tetO1B mice receiving the control, tamoxifen and/or FLX (n=5 mice per

condition). All values are represented as median with interquartile range. * p<0.05, ** p<0.01.
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Supplemental Figure 5: Fluoxetine acts on muscle stem cells and muscle regeneration

independently of the 5-HT2A receptor.
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(@) Quantification of the SCs (GFP+) number per TA with cytometry analysis from
Tg:Pax7nGFP mice in fluoxetine (FLX), FLX + MDL100907 and control group (n=10 mice per
condition). (b) Quantification of the vessels number by GFP immunostaining on TA sections
from FIk1°™* mice in FLX, FLX+ MDL100907 and control group (n=5 mice per condition). (c)
Quantification of the SCs number by Pax7 immunostaining 4 days post injury on TA sections

from control, FLX and FLX+ MDL100907-treated C57BI6 mice (n=5-7 mice per condition). (d)
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Quantification of the differentiating cells number by Myogenin immunostaining 4 days post
injury on TA sections from control, FLX and FLX+ MDL100907-treated C57BI6 mice (n=5-7
mice per condition). (e) Quantification of the calcium deposit number stained with Hematoxylin
and Eosin 14 days post injury on TA sections from control, FLX and FLX+ MDL100907-treated
C57BI6 mice (n=5-7 mice per condition). (f) Percentage of Gr1+ (granulocytes) and (g) F4/80+
(macrophages) immune cells infiltration areas 14 days post injury on TA sections from control,
FLX and FLX+ MDL100907-treated C57BI6 mice and analyzed with Fiji software (n=7 mice

per condition). All values are represented as median with interquartile range. * p<0.05, **

p<0.01, ****p=<0.0001.

Materials and Methods:

Mice and animal procedures

All procedures in this study were approved by the Animal Care and Use committee at
the Institut Pasteur (CETEA 2014-0040). Unless specified 6 weeks old male mice were used
in this study and different strains were used : the wild-type C57BI/6RJ, Tg:Pax7nGFP ',
Flk1CFP* 18 TPH17-2' Pax7-CrefR(2 2 and tetO1B ?2. All the genotyping were performed by
standard PCR methods. Mice were housed on a 12:12 light/dark cycle in a pathogen free

facility with controlled temperature and humidity. Food and drink were given ad libitum.

Fluoxetine (Lilly, fluoxetine hydrochloride syrup 20mg/5mL) was dissolved in the
drinking water and delivered per os at 18mg/Kg. Antagonists GR127935 (Potent and selective
5-HT1B/1D antagonist, Tocris #1477) and MDL100907 (Potent and selective 5-HT2A
antagonist, Tocris #4173) were used at 4mg/Kg respectively and delivered in Azlet osmotic

sub-cutaneous pump (#2001D).

Thymidine analogue Bromodesoxyuridine (BrdU, Sigma-Aldrich #85002) was used to

assess cell proliferation at a concentration of 50mg/kg dissolved in 0.9% NaCl. For the short
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pulse chase labelling, the mice received intraperitoneally BrdU 12h and 4h before death. For
the cumulative assay BrdU was delivered per os in the drinking water during 12 weeks

throughout the course of fluoxetine or control condition.

For muscle injuries, mice were anesthetized with isoflurane, the back limb was shaved
and injected with a Hamilton syringe containing 10ul of notexin (LATOXAN #L8104) at
0.25mg/ml directly in the Tibialis anterior (TA). We have chosen 4 days post-injury as it
corresponds to a significant expression of Myogenin; 14 days as it corresponds to half
regenerated muscle in normal conditions and 28 days for fully regenerated muscle. In the serial
injury experiments, notexin was injected every 28 days and a subgroup of mice was sacrificed

to control for efficient regeneration.

To induce the Cre-mediated recombination, the Pax7-CrefR(™::tetO1B mice were
given Tamoxifen food pellets (TAMOXIFEN DIET TAM400/CreER, Harlan TD.55125) for 21

days or throughout FLX administration.

Histological analysis

All histological analyses were performed in double blind and in the TA unless specified
and in double blind. The TA was carefully dissected and snap frozen in liquid-nitrogen-cooled
isopentane for a few minutes and stored at -80°C prior to cryo-sectioning (10um sections).
Sections were kept at room temperature overnight before staining. Sections were then
rehydrated in PBS for 10 minutes and fixed in 10% formalin for 3 minutes. The sections were
then routinely stained with hematoxylin and eosin (HE) using an automated stain machine or

with Sirius Red to assess the collagen deposit.

Immunostainings
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Immunostaining was performed on cryosections fixed with 4% paraformaldehyde (PFA

EMS#15710) in cold PBS, permeabilized with 0.5% Triton X-100 20 min at room temperature,

washed, and blocked with 10% BSA (Sigma-Aldrich, #A1933) for 30 min. Sections were

incubated with primary antibodies overnight at 4°C (Table $1) and with Alexa-conjugated

secondary antibodies 1/250 and Hoechst for 45 minutes. For BrdU immunostaining the cells

were treated with 2N HCI after fixation for 20minutes at room temperature and neutralized with

0.1M borate through 2 washes. The procedure was then identical to other immunostainings.

Sections were then analyzed using an automated axioscan (Zeiss) or inverted Observer.Z1

Apotome (Zeiss).

Table S1: List of antibodies used for immunostainings.

antibodies according

Antigen Host Concentration Reference

BrdU (Bu20a) Mouse 1ug/ml Dako M0744

CD31 Rat 15ug/mi BD Pharmingen 550274

F4/80 (BM8) Rat 0.5ug/ml Thermo scientific MF-48000

GFP Chicken 1ug/ml Abcam ab13970

Laminin Rabbit 0.69ug/ml Sigma-Aldrich L9393

Ly-6C (Gr1) Rat 0.5ug/ml Caltag LabRM3030

Myogenin (F5D) Mouse 4ug/ml Thermo  scientific  MA5-
11486

Pax7 Mouse 12pg/mi DSHB

Secondary Donkey 0.5ug/ml Jacksonimmuno

#711486152 (Rabbit)

#200162037 (Mouse)
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to the primary Ab #703546155 (Chicken)

host

Cell count, sorting, and culture

For satellite cell counting, only the tibialis anterior muscle was dissected as previously
described in cold DMEM-Glutamax (Gibco #41965-039) %. TA Muscles were then chopped
with small scissors and put in a 50 ml Falcon tube with collagenase 0.08% (Sigma-Aldrich,
#C51385), trypsin 0.08% (Sigma-Aldrich, #G6452) and DNAse 1Ul/mL (Roche,
#04716728001) at 37°C with gentle agitation. After 20 minutes, the supernatant was collected
in 20% serum placed on ice, and the collagenase/trypsin solution was added to continue the
digestion. Once muscle is completely digested, the solution was filtrated using 40um cell
strainers and analyzed by FACS. Cells were labelled with propidium lodide 10 pg/ml (Sigma-
Aldrich#P4170) to exclude dead cells and displayed using the PE (Phycoerythrin, Red)
channel on the FACS profile. FACS analysis was done using a FACSaria (Beckman). All
analyses and quantitation were performed using Summit v4.3 software from DakoCytomation
and FloJo software. The quantification of GFP+ cells by cytometry was performed on the entire

TA muscle.

For the number of BrdU+ cells, GFP+ cells were FACS-sorted and plated in a cytospin
machine (Cytospin4; Thermofisher), spun at 500 g with low acceleration for 5 min. The slide
was dried off and cells were fixed with 4%PFA. After immunostaining against BrdU,

proliferating cells were expressed as the percentage of BrdU+-GFP+ among the SCs.

For satellite cell FACS-sorting, all the muscles of the hind limbs from Tg:Pax7nGFP
mice were dissected and digested as previously described. Cells were labelled with propidium
lodide 10 pg/ml to exclude dead cells and displayed using the PE channel on the FACS profile.
Cell sorting was done with Aria Ill (BD Biosciences) and BD FACSDIVA software (BD

Biosciences). SCs were directly plated onto 96-well plate (PerkinElmer, #6005550) coated with
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Matrigel (150ng/ml, BD Biosciences#354234) at an initial density of 6,000 cells per well. SCs
were cultured in 1:1 DMEM-Glutamax (Gibco, #41965-039):Ham’s F-12-Glutamax (Gibco,
#31765035) containing 20% serum FBS (Biowest S1860) and kept in an incubator (37°C, 5%
CO2). The drug used was Fluoxetine (Sigma-Aldrich, #F132) at 1 uM. Alive cells were imaged
using the 10x air immersion objective on an Opera Phenix High-Content Imaging System

(Perkin Elmer).

For the isolation of SCs from the Pax7-CrefR(™::tetO1B mice, we used the five-step
pre-platting as previously described . Briefly, all muscles of the hind limbs of mice were
dissected. After enzymatic digestion as previously described, the solution was seeded onto
gelatin-coated 6-well plates. After incubation, the supernatant containing non-adherent cells
was transferred to a new gelatin-coated well. The incubation times for each of the 5stages
respectively were 1h, 2h, 18h, 24h and 24h. In the 4™ and 5" pre-platting steps, adherent cells
were transferred to new gelatin-coated wells for 1h. Next the supernatant containing non-
adherent SCs was transferred to flasks coated with Matrigel®. They were cultured for 3 days
in 1:1 DMEM-Glutamax:Ham’s F-12-Glutamax containing 20% serum FBS and kept in an

incubator (37°C, 5% CO2). The cells were then collected in RIPA buffer to protein extraction.

C2C12 cells between the 2" and the 10" passage were maintained in a monolayer in
DMEM-Glutamax (Gibco #41965-039) supplemented with 10% FBS (Biowest S1860) and kept
in an incubator (37°C, 5% CO2). For the proliferation assay, the cells were plated in 96-well
plates (PerkinElmer, #6005550) at an initial density of 2,000 cells per well and cultured in the
regular medium with 10% FBS for 24h. Then serotonin starvation was induced for 24h by
washing cells with PBS and replacing medium with 90% DMEM-Glutamax and 10% charcoal
stripped FBS (Thermo, #A3382101). At 48h post plating, C2C12 cells were exposed to
different drugs for 24 and 48h with medium changed every day. The drugs used were
Fluoxetine (Sigma-Aldrich, #F132) at 1 uM, Serotonin (Sigma-Aldrich, #H9523) at 1 uM except
for the increasing doses, SB216641 (selective 5-HT1B antagonist, Tocris #1242) at 0.1 uM,

GR127935 (potent and selective 5-HT1B/1D antagonist, Tocris #1477/) at 0.1 yM, MDL100907
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(potent and selective 5-HT2A antagonist, Tocris #4173) at 0.1 uM, CP93129 (potent and highly
selective 5-HT1B agonist, Tocris #1032) at 0.5 yM and RU24969 (potent 5-HT1A/1B agonist,
Tocris #0912) 0.5 pM. All the drugs used were dissolved in the water. For antagonist drugs,
cells were pre-treated with specific antagonists for 30min and then exposed to 5-HT or FLX
combined with the antagonists for 24h. Plasma membrane staining was performed with
CellMask Green Stain (ThermoFisher, #37608) diluted 1:1,000 in DMEM for 15min and then
cells were washed with PBS and fixed with 4% PFA for 10min. Next, cells were stained with
Hoescht for 30min, and cells were imaged using the 10x air objective on an Opera Phenix
High-Content Imaging System (Perkin Elmer). The experimental procedures were repeated

independently three times.

Image Analysis

For diameter, area and number of fibers, as well as number of centro-nucleated fibers,
sections were immunostained with Laminin and Hoescht and all fiber parameters were
performed automatically using the high-content analysis, MuscleJ 7°, in ImageJ software
independently of the centro or peripheral location of the nucleus. For calcium deposits, their
number was quantified on HE-stained TA sections and expressed as a number per section.
For collagen deposit quantification, Imaged 1.46r software was using between 10 different
photos randomly taken per section and 3 sections minimum per experimental group. We
converted the pictures in a binary image and then collected the pixel values. The collagen

deposit area was quantified on TA section stained by Sirius Red among the total section area.

The quantification of SCs and differentiating cells by immunofluorescence was
expressed as number of cells per mm?, when done in vivo. The total number of cells was
counted and divided by the size (in mm?) of the tissue. SCs were quantified on section either
after GFP or Pax7 immunostaining (specified in figure legends) on the entire section. At least

7 sections per muscle were quantified at different levels of the muscle. The quantification of
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vessels by immunofluorescence was expressed as number of cells per mm? or per fiber, when
done in vivo. Vessels were quantified on section either after GFP or CD31 immunostaining
(specified in figure legends) on the entire section. The quantification of immune cells was

expressed as a percentage of infiltration area relative to the entire tissue section.

Morphological analysis of cultured cells (i.e. SCs or C2C12s) was performed using
Columbus Conductor™ software (Perkin Elmer Technologies) to assess the nuclear count
(detected by endogenous GFP for SCs and Hoescht stain for C2C12s), nuclear area and
roundness. The plasma membrane was detected for C2C12s with CellMask Green Stain to
assess the nuclei number per cell using the integrated Image analysis building blocks
appropriated. Cells touching image borders were excluded. The nuclei number was divided by
the mean of the nuclei number in the control wells (n=8 per plate) and the normalized data
were analysed as a percentage of nuclei. The fusion index was calculated as the ratio of the

nuclei number in multinucleated cells (= 2 nuclei per cell) to the total number of nuclei per well.

Western Blot

Tissue samples were lysed with cold Ripa buffer (Sigma-Aldrich, #R0278) in Lysing
Matrix Z tubes (MP Biomedicals, #116979010) and processed at 4.0m/sec for 30s with the
FastPrep-24 instrument (MP Biomedicals, #116004500). Cell lysates were prepared by
washing with cold PBS followed by incubation on ice for 1h RIPA buffer with 1X complete
protease inhibitor cocktail (Roche, #11873580001). To remove particulates, tissue and cell
lysates were centrifuged at 14,0009 for 15 min at 4°C and the supernatant was collected. The
protein suspensions were quantified using a Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo, #23227)
and the 96-well plates were read on GloMax® Discover (Promega) at 570nm. 25 ug of proteins
per sample were separated by electrophoresis on 10% SDS (Sigma-Aldrich, #L3771))-12%
Acrylamide (Sigma-Aldrich, #A9099) gel and then transferred to a nitrocellulose membrane

(PerkinElmer, #NBAO83G001EA). The membranes were blocked with 5% BSA (Sigma-
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Aldrich, #A1933) in TBS (PBS with 0.1% Tween 20X (Sigma-Aldrich, #P9416)) for 1h and then

incubated with primary antibodies (Table S2) overnight at 4 °C. After washed with TBS, the

membranes were incubated with horseradish peroxidase (HRP) conjugated antibodies (Table

S$2) for 45 min. Bound antibody complexes were visualized by SuperSignal West Femto

Maximum Sensitivity Substrate (Thermo scientific, #34095). The exposed membranes were

imaged using Gbox imaging system from Syngene (Cambridge, UK). The levels of GAPDH

housekeeping protein expression were used for the normalisation of each target protein level.

Table S2: List of antibodies used for western blots.

to the primary Ab

host

Antigen Host Concentration Reference
5-HT1A Rabbit 0.3pg/ml Thermo scientific PA5-28090
5-HT1B Rabbit 1pg/ml Sigma SAB4501470
5-HT1D Rabbit 1ug/ml Invitrogen PA1-29462
5-HT1F Rabbit 0.5ug/ml Invitrogen PA5-51066
5-HT2A Mouse 1ug/ml Novus Biological NBP2-26091
5-HT2B Rabbit 3pg/ml Novus Biological NLS1187
5-HT2C Rabbit 0.25ug/ml Novus Biological NBP2-67100
SERT Rabbit 4ug/ml Alomone Labs AMT-004
GAPDH Rabbit 1pg/ml Cell Signaling 2118
HRP-linked 0.2ug/ml Cell Signaling
secondary Goat #7074 (Rabbit)
antibodies according

Horse #7076 (Mouse)
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RT-gPCR

Total RNA was extracted using TRI Reagent® (Invitrogen, #15596026) as per the
manufacturer’s instructions. The total RNA was reverse transcribed using the iScript™ Reverse
Transcriptase Supermix for RT-gPCR (Bio-rad, #1708840). Real-time quantitative PCR was
performed using Power SYBR Green (Bio-rad, #1725274) and the rate of dye incorporation
was monitored using the StepOneTM Plus RealTime PCR system (Applied Biosystems). At
least three biological replicates were used for each condition. Data were analysed by StepOne
Plus RT PCR software v2.1 and Microsoft excel. B2microglobuline transcript levels were used
for the normalisation of each target (=ACT). RT-gPCR CT values were analysed using the 2

(42CY method to calculate the fold expression. The primers used were listed Table S3.

Table S3: List of primers used for RT-qPCR.

Gene Sequences
Hirla Fwd : AACTATCTCATCGGCTCCTT
Rev : GATTGCCCAGTACCTGTCTA
Hirlb Fwd : CTCCATCTCTATTTCGTTGC
Rev : GTCTTGTTGGGTGTCTGTTT
Hirld Fwd: CCATCCATCTTGCTCATTAT
Rev : CACCTGGTTGAAAAAGAGAG
Hiroa Fwd : TGTGATGCTTTTAACATTGC
Rev : CCAACTTACTCCCATGCTAC
Hir2b Fwd : GAACATCCTTGTGATTCTGG
Rev : AGGCAGTTGAAAAGAGAACA
B2microglobuline Fwd: GACCGGCCTGTATGCTATCC
Rev: TCAGTCTCAGTGGGGGTGAA

Luminex® (Multiplex Immunoassay).
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As previously described, the muscle samples were snap frozen and lysed. After
clarification, the supernatant was processed for analysis of Luminex® multiple cytokine and
chemokine (Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Standard 23-Plex, Group | and Standard 9-Plex,
Group Il). TA muscle was collected from control and FLX-treated C57BI6 mice (n=4 per
condition). For the injury model, TA muscle was collected 4 days post NTX from control and

FLX-treated mice (n=4 per condition).

Statistics

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software using appropriate
tests after being assessed for non-normal distribution: the non-parametric Mann-Whitney test
for comparing two groups, the non-parametric Kruskal-Wallis test for comparing more than two
groups, or the non-parametric Wilcoxon test for comparing to a theorical value such as
statistical analysis of fold change, and a minimum of 95% confidence interval for significance;
p values indicated on figures are < 0.05 (*), < 0.01(**), < 0.001 (***), < 0.0001 (****), ns: not
significant. Unless specified, quantitative data were represented by median and interquartile

range.
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Discussion générale

A. Résumé de la thése

Les mécanismes d’action des ISRS ayant été largement mis en évidence dans le SNC
tant sur la modulation positive du signal 5-HT que sur le couplage neurogenése/angiogenése,
le but de ce travail était de caractériser, a I'aide de modeéles animaux expérimentaux, les effets
de la fluoxétine sur le signal 5-HT en périphérie et d’investiguer les potentiels effets favorisant
la régénération du muscle squelettique, connu pour sa capacité régénérative remarquable.

Dans une premiere partie, nous avons montré que la fluoxétine, en bloquant I’activité
du transporteur SERT, induit une modulation du signal 5-HT au niveau de l'intestin, premier
lieu de synthese 5-HT de I'organisme, ainsi qu’au niveau sanguin, premier lieu de stockage de
5-HT, portant le signal 5-HT systémique. De maniére similaire aux effets décrits dans le SNC,
le traitement prolongé par fluoxétine entraine une adaptation du métabolisme de 5-HT de
I'intestin, suggérant des mécanismes de régulation tendant vers ’homéostasie au sein de
tissus avec une capacité de synthese locale de 5-HT. A l'inverse, le traitement chronique par
fluoxétine entraine une déplétion du stockage de sérotonine dans les plaquettes, un signal
sérotoninergique systémique initialement renforcé puis durablement freiné. Ces résultats
suggerent que la modulation positive d’un signal 5-HT systémique nécessite un traitement
subaigu en fluoxétine et que les organes possédant un métabolisme 5-HT restaurent une
nouvelle homéostasie 5-HT a Iissue d’un traitement chronique par la fluoxétine.

Dans une deuxieme partie, nous avons mis évidence des actions bénéfiques de la
fluoxétine sur la régénération musculaire qui s’articulent a la fois sur les cellules souches
musculaires (CSMu), la vascularisation et I'inflammation conduisant a une cicatrisation plus
rapide avec moins de fibrose. Cette étude établit que les CSMu sont sensibles au potentiel
mitogene de la sérotonine périphérique et que la fluoxétine, en tant que modulateur des
concentrations extracellulaires de 5-HT, influence positivement et directement le
comportement des cellules souches musculaires, via le récepteur 5-HT1B. Ces résultats
appuient pleinement I'hypothése d'une identité sérotoninergique du muscle squelettique,
actuellement peu caractérisée.

Plus précisément, nous avons démontré, par de multiples approches expérimentales,
que la fluoxétine favorise au fil du temps une prolifération contrélée et soutenue des CSMu,
a I'état d'équilibre. A I'aide d’un modele classique de Iésion musculaire, nous avons montré
que la fluoxétine promeut une régénération musculaire plus rapide, plus efficace et toujours
harmonieuse. Plus important encore, apres des blessures musculaires répétitives, la
fluoxétine préserve les capacités de régénération du muscle avec un pool de CSMu
constamment augmenté. Profitant d'approches complémentaires in vitro et in vivo, nous
démontrons que la fluoxétine module positivement le comportement de CSMu et de
myoblastes. S’appuyant sur des modeles d'inactivation pharmacologique ou d'inactivation
génétique conditionnelle, nous avons montré que les effets de la fluoxétine nécessitent une
stimulation du récepteur 5-HT1B spécifiqguement exprimé par les CSMu.

Associé a ces effets spécifiques ciblant les CSMu, la fluoxétine induit une modification
du microenvironnement des CSMu, a I’état de base, avec une augmentation coordonnée de
la vascularisation et des concentrations locales de facteurs de croissance comme le VEGF. Puis
au cours de la régénération, tout en stimulant le couplage myogenése/angiogeneése, la
fluoxétine induit une diminution globale des concentrations locales de cytokines associée a
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une diminution de linfiltration des cellules immunitaires et des dépots de collagene,
témoignant d'une cicatrisation tissulaire efficace.

B. Implications

1. Le muscle squelettique, une identité sérotoninergique limitée

Nos résultats soutiennent I’hypothése d’une identité sérotoninergique du muscle strié
squelettique. En effet, nous avons mis en évidence, d’une part, I'expression par le muscle
squelettique de SERT, ainsi que de différents récepteurs 5-HT puis nous avons confirmé
I’expression du récepteur 5-HT1B par des myoblastes primaires, a I'état d’équilibre.
Témoignant de I'effet direct de la sérotonine sur le muscle, la stimulation du récepteur 5-
HT1B, spécifiquement exprimé par les CSMu, était le principal médiateur des effets positifs de
la fluoxétine, au cours de la régénération musculaire. Ces résultats rejoignent les précédentes
études montrant I'expression d’acteurs liés au systeme 5-HT dans le muscle ou par des
myoblastes comme SERT, MAO, Tph1, 5-HT2A et Htr7, ainsi que les effets de 5-HT favorisant
la différenciation et la croissance musculaires, in vitro #9°>:499:502,503,505,506

Toutefois, les capacités de synthése locale de 5-HT au sein du muscle nécessite la
confirmation d’une activité fonctionnelle de TPH. En effet, comparés aux autres tissus
sensibles a la sérotonine tant au cours de leur développement qu’au cours de leur réparation
a l'age adulte, I'absence d’anomalies majeures chez les souris Tphl”" au cours du
développement ou de la régénération musculaire, suggere un réle non crucial de la sérotonine
dans ’lhoméostasie du tissu musculaire 1344%_ Par ailleurs, bien que I'expression de TPH2 ayant
déja été rapportée en périphérie >*° et que les muscles de souris Tph17- contiennent de la
sérotonine %%, 'hypothése d’une synthése locale de 5-HT via TPH2 semble peu probable ou
limitée dans sa fonction physiologique, étant peu capable de compenser I'absence de
sérotonine dans les souris Tph1”~ . Le caractére redondant de I'action de 5-HT dans le muscle
a I’'age adulte explique en partie la longue durée de traitement par fluoxétine nécessaire in
vivo pour stimuler les CSMu. Bien que les éléments ci-dessus soient en faveur d’une sensibilité
limitée du muscle a la 5-HT, il ne peut étre exclu qu’a I'instar du SNC, le muscle dispose d’un
systeme de régulation du métabolisme 5-HT plus complexe que dans d’autres tissus,
nécessitant une levée de rétrocontrole afin de renforcer localement le signal 5-HT.

Cependant, I'hypothése d’une double boucle d’action de la sérotonine ne peut étre
exclue, a savoir une boucle centrale, dérivée de TPH2, pouvant participer a I’'homéostasie du
tissu musculaire et une boucle périphérique, dérivée de TPH1, non cruciale pouvant stimuler
la régénération musculaire, sous-tendant les effets de la fluoxétine. L’intrication de
différentes boucles d’action de la sérotonine a déja été décrite dans le métabolisme osseux
ou énergétique 1°7158160-162 Fn effet, notamment au cours du développement musculaire, la
sérotonine pourrait participer a la stimulation de la croissance musculaire, a travers une action
centrale sur la voie somatostatine/GH/IGF-1 >, Les anomalies du développement musculaire
rapportées en cas de régime riche ou pauvre en tryptophane peuvent soutenir cette
hypothése 517518,

Ainsi, des études ultérieures sont nécessaires pour confirmer lidentité
sérotoninergique du muscle a travers ses capacités de synthése locale de 5-HT et de préciser
plus finement le r6le physiologique de la sérotonine au cours du développement musculaire
ou dans le comportement de CSMu.
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2. La fluoxétine, un traitement ciblant les cellules souches

Dans notre étude, nous avons montré que le traitement chronique par fluoxétine
favorisait une prolifération controlée et soutenue des CSMu, dans un muscle sain non |ésé, et
gu’elle influengait positivement le comportement de CSMu jusqu’a 3 blessures musculaires
répétées, lorsque le pool de CSMu avait été préalablement exposé au traitement. Nos
résultats ont montré que toutes les propriétés des CSMu, a savoir I'autorenouvelement, la
prolifération et la différenciation, étaient améliorées et restaient fonctionnelles au cours d’un
traitement prolongé par fluoxétine. De plus, a I'aide d’approches in vitro et in vivo, nous avons
confirmé que la fluoxétine, de maniere dépendante de la sérotonine, exergait un effet direct
sur les CSMu et myoblastes.

Dans le SNC a I'état d’équilibre, il a été clairement démontré que la fluoxétine, lors
d’une administration nécessairement prolongée, exercait des effets stimulant la neurogenéese
hippocampique a travers une action ciblant spécifiquement les progéniteurs neuronaux, sans
atteinte des cellules souches neuronales et permettant une augmentation ou accélération de
la prolifération, de la survie neuronale, ainsi que de la maturation neuronale 3°4356359 |es
similitudes des effets de la fluoxétine sur le comportement des cellules souches et
progéniteurs issus de ces deux tissus suggerent une proximité de fonctionnement des cellules
souches, ontogénétiquement intéressantes. De plus, ces éléments sont dans la continuité des
interactions bidirectionnelles, via le systéme 5-HT, existant entre ces deux organes #96:>50,551,

En dehors du SNC, la fluoxétine a également démontré des effets stimulant la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire d’autres lignées de cellules souches. Ces
effets positifs ont notamment été rapportés sur les lignées myéloides, aprés un stress aigu de
moelle osseuse 42443¢_|[s s’inscrivaient dans la continuité des effets 5-HT connus, s’exercant
de maniere auto et paracrine au sein de microsystemes sérotoninergiques, et ciblant
différents progéniteurs hématopoiétiques, a savoir les progéniteurs multipotents
hématopoiétiques, les progéniteurs érythropoiétiques ou encore les mégacaryoblastes
115,142,424,427,434.

A la différence du SNC qui nécessitait 14 jours de traitement ou de la moelle osseuse
stressée qui nécessitait 7 jours, les effets de la fluoxétine impactaient significativement le pool
de CSMu, dés la 4°™¢ semaine. Plusieurs hypothéses peuvent étayer cette durée plus longue
de traitement dans le muscle, comparée aux autres tissus. D’'une part, comme citée ci-dessus,
les effets 5-HT semblent redondants, signifiant une faible sensibilité a ce signal. D’autre part,
la fréquence de renouvellement de cellules souches au sein d’un tissu peut impacter la
rapidité de réponse a un signal mitogénique. En effet, les CSMu présentent un faible taux de
renouvellement par rapport aux autres progéniteurs >°2, Enfin, le traitement par fluoxétine
entraine, in vivo, une augmentation significative de la vascularisation du muscle squelettique,
dés la 3°™ semaine (données non montrées). Les vaisseaux constituent un partenaire
privilégié des CSMu, illustré par leur proximité au sein de la niche de CSMu et de leur relation
linéaire entre la densité vasculaire et le nombre de CSMu 4%, De plus les CEs participent
activement a la régulation des comportements de quiescence et d’activation des CSMu
447,465,487  Ainsi, bien que I'effet prolifératif direct et rapide de la sérotonine et de la fluoxétine
ait été démontré in vitro sur des myoblastes, 'augmentation de la densité vasculaire induite
par la fluoxétine pourrait participer a un remodelage de la niche de CSMu favorisant
I'accessibilité des CSMu, ainsi que leur sortie de quiescence des CSMu. Ainsi, les CSMu,
activées par les CEs, pourraient alors étre plus sensibles a la sérotonine, augmentée dans le
microenvironnement sous I’effet de la fluoxétine. Ces résultats sont cohérents avec les effets
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de la fluoxétine dans le SNC, comprenant une augmentation de vascularisation cérébrale des
12 jours de traitement, soutenu par une augmentation du facteur angiogénique VEGF,
indispensable dans la médiation des effets de la fluoxétine sur la neurogenése 361369380 pe
maniére similaire dans le muscle, VEGF est un médiateur important dans les interactions
bidirectionnelles entre les CE et les CSMu *®7 et pourrait également étre impliqué dans les
effets induits par la fluoxétine. En ce sens, nous avons montré une augmentation musculaire
locale de VEGF, a I'issue du traitement chronique par fluoxétine. Par ailleurs, d’autres acteurs
cellulaires participent a la niche de CSMu tels que les péricytes, les progéniteurs fibro-
adipogéniques ou encore les cellules mésenchymateuses muscles lisses et il ne peut pas étre
exclu que la fluoxétine exerce également une action sur eux influengant le comportement des
CSMu.

De plus, nous avons montré un effet plateau de la fluoxétine sur le pool de CSMu
saturant a 90% des cellules BrdU+ cumulées pendant un traitement prolongé, suggérant que
10% des CSMu semblaient insensibles aux effets de fluoxétine, a I'état de base. De
nombreuses études ont permis de montrer que la population de CSMu était hétérogene,
notamment dans leur capacité d’engagement myogénique et d’autorenouvelement,
suggérant une distinction, au sein des CSMu exprimant PAX7, entre des cellules souches de
réserve et des progéniteurs myogéniques 40941476 Fait intéressant, dans le tissu nerveux et
hématopoiétique, les effets de la fluoxétine ou de la sérotonine ne concernaient que les
progéniteurs et ne semblaient pas impacter les cellules souches, pouvant suggérer un effet
similaire de la fluoxétine ciblant seulement les progéniteurs myogéniques au sein du muscle
142,355,427 plus précisément, il a été montré, dans le SNC, que la fluoxétine favorisait le mode
de division symétrique des progéniteurs neuronaux 3°°, soutenant les processus
d’amplification d’une population cellulaire, a la différence des divisions asymétriques pouvant
assurer I'autorenouvélement d’une population de cellules souches #’°. Des études ultérieures
sont nécessaires afin d’identifier la cible cellulaire précise de la fluoxétine ou de la sérotonine,
au sein des CSMu, ainsi que de préciser les modulations induites par ces molécules sur le
comportement des CSMu, telles que le mode de division cellulaire favorisé, la maturation ou
encore la survie cellulaire.

Ainsi, la fluoxétine influence positivement et directement différentes populations de
cellules souches et progéniteurs, favorisée activement par son role angiogénique. Des études
ultérieures sont nécessaires afin d’identifier précisément les stades cellulaires sensibles a la
sérotonine, au cours des cascades de cellules souches, et de préciser le type d’effet induit par
la sérotonine sur le comportement des cellules souches. Au-dela du muscle, la sensibilité d’'un
tissu aux effets trophiques de la sérotonine et la fréquence de renouvellement des cellules
souches semblent guider I'investigation des effets de la fluoxétine sur les cellules souches,
ainsi que 'optimisation de leur administration.

a) Place du récepteur 5-HT1B dans les cellules souches

Dans notre étude, a I'aide d’approche in vitro et in vivo, incluant des modeéles animaux
d'inactivation pharmacologique ou génétique, nous avons mis en évidence que les effets de
la fluoxétine spécifiquement sur les CSMu nécessitent, d’'une part, la sérotonine dérivée de
TPH1 et, d’autre part, la stimulation du récepteur 5-HT1B, exprimé par les CSMu. A notre
connaissance, la caractérisation de la régulation du comportement de CSMu par le 5-HT1B est
une nouveauteé.
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Comme précédemment cités, des études ont rapporté I'expression d’un gradient
croissant d'expression du récepteur 5-HT2A dans les myoblastes en cours de différenciation
en myotubes, avec un réle métabolique prédominent dans le transport du glucose >%37%, De
plus, une étude antérieure a montré, a partir de cultures de myoblastes foetaux de rats, que
I'exposition de 5-HT entrainait une augmentation rapide de I'expression génique de
Myogénine, inhibée en présence de haute dose d’antagoniste 5-HT2A, la kétansérine,
suggérant un effet 5-HT favorisant la différenciation musculaire, dépendant du récepteur 5-
HT2A %, Il est a noter gqu’outre son antagonisme 5-HT2A, la kétansérine exerce de
nombreuses autres activités biologiques, telles qu’un antagonisme de récepteurs 5-HT1A, 1B,
7 mais également un antagonisme des récepteurs adrénergiques al ou encore des récepteurs
dopaminergiques . De plus, les affinités réceptorielles peuvent varier avec les espéces
comme c’est le cas pour le récepteur 5-HT1B 101, Enfin, comparés a leur constante d’affinité
de l'ordre du nM, des hautes doses de kétansérine, de I'ordre du uM, peuvent diminuer la
spécificité de liaison réceptorielle de la molécule %%, Fait intéressant, il a été montré que le
récepteur 5-HT2A pouvait étre activé par un autre ligand que la sérotonine, tel que des
glycosaminoglycanes présents dans la matrice extracellulaire, et favorisait alors la
différenciation terminale de myotubes >2!. Toutefois, dans notre étude, I'utilisation in vivo et
in vitro d'un antagoniste de la 5-HT2A, le MDL100907, exercant une activité antagoniste
spécifique aux récepteurs 5-HT2 prédominant sur 5-HT2A, n'abolissait pas les effets pro-
prolifératifs et pro-différenciants, induits par la fluoxétine, sur des CSMu et myoblastes. La
modulation du signal 5-HT est hautement régulé et complexe. Ainsi, plusieurs récepteurs 5-
HT peuvent étre co-exprimés au sein d'un méme type de cellule afin de réguler des fonctions
distinctes ou de co-réguler leur expression 107338346 De plus, une expression séquentielle de
différents récepteurs spécifiques a différentes étapes de la cascade de maturation des cellules
souches a été rapportée dans le cerveau ou la moelle osseuse 42313, Pris ensemble, ces
résultats suggerent que la stimulation du récepteur 5-HT1B pourrait moduler les étapes
précoces de la myogenése quand l'activation du récepteur 5-HT2A, de maniére non
exclusivement dépendante de la sérotonine, participerait a la différenciation terminale. En
plus de confirmer ces résultats préliminaires, des études ultérieures sont nécessaires afin
d’explorer si d’autres récepteurs 5-HT sont présents au sein de CSMu et des progéniteurs
myogéniques, ainsi que leur fonction au cours de la cascade de myogenese.

Quant au récepteur 5-HT1B, son expression est diffuse dans I'organisme, tant dans le
SNC, le tissu vasculaire ou d’autres organes périphériques comme le cceur, la prostate ou
encore le tissu osseux %%°7. Fait intéressant, plusieurs études ont suggéré qu’il pouvait avoir
une présentation « silencieuse », pouvant s’activer en réponse a des facteurs dits de
« priming » 9. D’un point de vue transductionnel, outre sa voie principale de signalisation par
inhibition de I'adénylate cyclase, le récepteur 5-HT1B peut également activer les voies ERK,
Akt, PLC ou encore la NOS °¢,

Outre son role dans la régulation du signal central 5-HT, le récepteur 5-HT1B joue un
role dans le tonus vasculaire, notamment en favorisant la vasoconstriction, limitant sa
stimulation au long cours %%,  Son activité peut également transmettre les effets
mitogéniques induits par la sérotonine. Ainsi, son activation favorise la prolifération de
progéniteurs neuronaux intermédiaires, de cellules endothéliales, de cellules musculaires
lisses vasculaires ou encore de progéniteurs ostéoclastiques 138313:338346553 pe plus, son
expression a également été caractérisée dans différents tissus néoplasiques >,

Ainsi, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déchiffrer les voies en
aval régulées par le 5-HT1B dans les CSMu. De plus, d’autres modes d’action de la sérotonine
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touchant a la biogenese mitochondriale ou aux effets antioxydants, ou de la fluoxétine a
travers des modifications épigénétiques, restant également a explorer.

3. La fluoxétine, un traitement ciblant également les autres acteurs de la
régénération tissulaire

Dans cette étude, nous avons montré dans cette étude qu’un traitement chronique
par fluoxétine exergait une triple action favorable au cours de la régénération musculaire en
ciblant des effets pro-myogéniques, des effets pro-angiogéniques associant une densité
vasculaire augmentée avec des niveaux locaux augmentés de VEGF, ainsi que des effets
immunomodulateurs comprenant une diminution globale de cytokines et d’infiltration de
cellules immunes, I'ensemble résultant en une cicatrisation efficace avec une fibrose limitée.
Outre les effets positifs de la fluoxétine sur le couplage angiogenése/neurogenése

similaires aux effets présents dans notre étude sur le couplage
angiogenése/myogenese, la triple action de la fluoxétine a également été rapportée dans des
modeles de blessures vasculaires cérébrales. En effet, il a été montré, post ischémie cérébrale
transitoire que la fluoxétine atténuait les processus inflammatoires précoces et tardifs,
incluant une diminution d’activation microgliale, d’infiltration de neutrophiles et de
macrophages, ainsi que de marqueurs pro-inflammatoires comme les MMP et les cytokines
395-397 Elle stimulait également la neurogenése en promouvant la survie neuronale et la
migration de nouveaux neurones 393395397 Enfin, elle favorisait I'angiogenése cérébrale, a
travers 'augmentation de facteurs pro-angiogéniques, tels que le couple VEGF/VEGFR2 et des
niveaux HIF1la, associée a une amélioration fonctionnelle de la circulation sanguine grace a
des effets vasodilatateurs, dépendants de NOS 393397,399-401 Eait intéressant, en périphérie, les
effets combinés pro-angiogéniques, anti-inflammatoires et antioxydants de la fluoxétine ont
également été mis en évidence dans des modeles d’ischémie transitoire sur le muscle
cardiaque, le rein ou encore sur la patte arriere, associés a un effet vasodilatateur sur le
muscle améliorant le débit sanguin 5073557559,

Plus spécifiqguement, nous avons montré que les effets de la fluoxétine ciblant les
vaisseaux dépendaient également de I'activation du récepteur 5-HT1B et non du récepteur 5-
HT2A, ces derniers étant abolis in vivo en présence d’un antagoniste 5-HT1B systémique, sans
modification en présence d’un antagoniste systémique 5-HT2A. Ces résultats sont cohérents
avec les actions mitogéniques connues de la sérotonine via le récepteur 5-HT1B, dont
I’expression prédomine celles des autres récepteurs au sein des cellules endothéliales 334333,
Bien que nous n’ayons pas observé d’effet synergique lorsque les souris étaient traitées par
fluoxétine et antagoniste 5-HT2A, il a été montré que I'inhibition du récepteur 5-HT2A pouvait
entrainer indirectement [l'activation des récepteurs 5-HT1B des CEs stimulant ainsi
I’angiogenése 338347,

Dans notre étude, nous avons mis en évidence qu’au cours de la régénération, les
infiltrats de neutrophiles et de macrophages étaient diminués par la fluoxétine, de maniere
dépendante de 5-HT1B. Au cours d’une blessure, le réle connu de la sérotonine plaquettaire
et des cellules endothéliales, qui expriment 5-HT1B, dans le recrutement de cellules immunes
pourraient sous-tendre les effets d’infiltration de cellules immunes atténués de la fluoxétine
123,150,334555  par gilleurs, la sérotonine est un médiateur connu de diverses fonctions
immunorégulatrices, allant du recrutement de cellules immunes, de leur activation et
différenciation, a la sécrétion de cytokines 43, Différentes lignées cellulaires sont, d’ailleurs,
capables de synthétiser de la sérotonine agissant de maniére auto ou paracrine et expriment

361,380
7
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différents récepteurs 5-HT dont le récepteur 5-HT1B (Figure 9) 3, Fait intéressant, il a été
montré in vitro que la sérotonine modulait la polarisation des macrophages en favorisant le
maintien du statut M2, via I'activation des récepteurs 5-HT2B et 5-HT7 °¢°. Or, parmi les
processus immuno-inflammatoires apparaissant au cours de la régénération musculaire, les
macrophages tiennent une place centrale, avec des fonctions dépendantes du phénotype
exprimé (M1 ou M2), qui incluent la phagocytose, la sécrétion de cytokines ou encore la
régulation du couplage angiogenése/myogenése 447448490491 = Ajnsi  des investigations
ultérieures sont nécessaires pour préciser, d’une part, les effets précis de la fluoxétine sur les
cellules immunitaires, notamment les macrophages, et, d’autre part, la régulation
probablement indirecte du récepteur 5-HT1B dans les infiltrats immunitaires.

Enfin, dans notre étude, les niveaux de dépodts de collagéne, au cours de la
régénération musculaire, étaient similaires chez les souris sauvages et les souris TPH17,
contrastant avec des études précédentes montrant le role pro-fibrotique de la 5-HT dérivée
de TPH1, dans différents tissus comme la peau, le poumon, le foie ou encore le coeur >%1. Selon
le tissu ciblé, I'implication des récepteurs 5-HT2A, 2B et 7 a été démontré a travers la
modulation de la voie liée a TGFB ou encore la croissance ou la transdifférenciation de
myofibroblastes *°1°%2, Des études ultérieures sont donc nécessaires pour préciser le role de
la sérotonine dans la fibrose musculaire et les mécanismes d’action sous-tendant les effets
anti-fibrotiques de la fluoxétine.

C. Limites

Bien que chaque travail ait été déja discuté dans chaque partie respective, nous
pouvons également pointer les limites générales de nos approches expérimentales.

Le caractere pléiotropique de la sérotonine et la complexité et diversité des acteurs
liés a son systeme font de I'étude du systeme 5-HT, un enjeu scientifique tant au niveau
méthodologique comme technologique. lllustrant ces défis d’investigation, on peut évoquer
le dosage de sérotonine difficile du fait de I'instabilité de cette molécule % et le risque de
contamination par activation plaquettaire 2°*. Commun a d’autres cibles protéiques, la
caractérisation des acteurs 5-HT peut également étre limitée, d’une part, par la faible
sensibilité des outils technologiques, notamment par immunomarquage ou radio-ligand, du
fait d’une haute homologie de séquence protéique entre ces récepteurs °’ et, d’autre part,
par la complexité de régulation de leurs expressions, pouvant donner lieu a des dissociations
de niveaux entre I'expression génique, protéique et d’activité fonctionnelle d’'un acteur,
largement étayé dans le SNC 79194215219-222,224,225 | ‘apnnroche expérimentale in vitro peut
également étre difficile devant la stabilité de la molécule variant avec les niveaux d’oxygene,
de lumiére, du pH ou encore sur la durée d’expérimentation 339°63, De plus, la présence de
hautes concentrations de sérotonine dans les différents sérums utilisés couramment en
culture cellulaire a limité nos investigations sur les effets 5-HT sur le comportement de cellules
souches °%4, Enfin, I'utilisation des outils pharmacologiques peut étre également limitée en
termes de sélectivité des activités biologiques, variant entre les espéeces et parfois entre les
types cellulaires %7191, Par exemple, le récepteur 5-HT1B présente un profil pharmacologique
selon les espéeces, puisque la molécule CP93129 est un agoniste sélectif 5-HT1B ou le (-
)propranolol est un antagoniste sélectif, uniquement chez les rongeurs %’.

Par ailleurs, I'’étude des effets de la fluoxétine au cours de la régénération musculaire
comprend également plusieurs limites. D’une part, cette étude ne comprend qu’un modele
de blessure aigue par notexine. Il aurait pu étre pertinent d’explorer les effets de la fluoxétine
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dans un modele de blessure aigué avec destruction du pool de cellules satellites et des
vaisseaux comme dans le cas de la blessure par engelure, dans un modele de blessure
chronique comme dans les myopathies notamment génétiques ou encore dans le modele de
transplantation de cellules souches 441, D’autre part, les effets positifs de la fluoxétine sur la
régénération musculaire n‘ont été montré qu’en cas de longue période de traitement
précédent la blessure, suggérant que les modifications préalables du tissu musculaire induites
par la fluoxétine facilitent la régénération musculaire. Il aurait pu étre intéressant d’évaluer si
les effets de la fluoxétine seraient similaires, distincts ou absents, en cas d’administration
uniquement apres blessure musculaire. Par ailleurs, 'ensemble de nos expériences a porté
sur les effets de la fluoxétine, en tant que molécule prototypique des ISRS. Néanmoins, cette
molécule possede un profil pharmacologique propre comprenant notamment des propriétés
anti-inflammatoires ou influencant les autres monoamines, non partagés par les autres
antidépresseurs de type ISRS ou méme aux autres molécules appartenant a la grande classe
des ISRS 373, La confirmation des effets positifs sur la régénération musculaire a I'aide d’un
autre ISRS permettrait de généraliser les effets de la fluoxétine a 'ensemble de cette classe.
Une autre limite majeure de notre étude est I'absence d’investigation de bénéfices
fonctionnels d’un traitement par fluoxétine sur le plan de la force musculaire, de la physiologie
ou du métabolisme musculaire. De plus, la quasi-totalité de nos expériences a été réalisée sur
le muscle dit rapide Tibialis Anterior, questionnant les effets de la fluoxétine sur les muscles
squelettiques lents comme le Soleus et leurs CSMu. Enfin, I’étude in vitro sur des myoblastes
immortalisés limite la généralisation des effets directs de la sérotonine ou de la fluoxétine sur
les cellules souches musculaires, pour qui la culture sans sérum est, a ce jour, compromise.

D. Perspectives

1. La fluoxétine, un traitement efficace de myopathies ?

L'action combinée de la fluoxétine sur la myogenese, I'angiogenése et I'inflammation,
favorisant une régénération musculaire harmonieuse dans un modele de blessure aigué, en
fait une stratégie thérapeutique valable pour les maladies musculaires endogénes comme les
myopathies génétiques, inflammatoires ou encore dans les conditions de sarcopénie liée a
I’age. Cliniquement, la blessure musculaire, toutes causes confondues, est une des premieres
causes de douleurs chroniques et d’incapacité physique, faisant de cette condition médicale
un enjeu socio-économique et de santé publique >,

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique liée au
chromosome X, affectant 1 gargon sur 3500 dans le monde et qui se caractérise par une
dégénérescence neuromusculaire progressive >%. Cette maladie incurable est causée par des
mutations du gene DMD entrainant I'absence d’expression correcte de la dystrophine,
protéine au rdle clé dans la liaison entre le cytosquelette des fibres musculaires et la matrice
extracellulaire *®’. Son absence conduit a des myofibres instables et endommagées entrainant
des cycles de régénération inefficace et de nécrose associés a une inflammation, les tissus
musculaires étant progressivement remplacés par de la fibrose et du tissu adipeux, conduisant
a une incapacité fonctionnelle majeure 5. A 'aide de différents modéles animaux, il a pu étre
précisé que I'absence de dystrophine impactait, d’'une part, le comportement des CSMu,
marqué par une capacité proliférative diminuée et un mode de division cellulaire altérée, et
d’autre part, des anomalies vasculaires avec une perte de capacité angiogénique des cellules
endothéliales #84°6° De ce fait, la DMD peut aussi étre considérée comme une maladie
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affectant les cellules souches musculaires et les vaisseaux. Fait intéressant, plusieurs études
ont déja mis en évidence des effets positifs d’antidépresseurs dans différents modeles
animaux de DMD, comprenant une diminution des niveaux de dégénérescence musculaire,
d’infiltrats de cellules immunes, de niveaux de cytokines pro-inflammatoires, associées a une
amélioration fonctionnelle de la force musculaire >70-573,

Par ailleurs, de récents résultats suggérant une modification du systeme 5-HT dans le
muscle de souris avec sarcopénie liée a I'dge ouvrent également des perspectives
d’exploration de traitement par ISRS dans cette condition *°*. Cependant, a I'instar des effets
de la fluoxétine diminués avec I’dge sur la neurogenése hippocampique 34, ses effets sur le
muscle pourraient également étre atténués ou inexistants.

Ainsi, la fluoxétine est une piste thérapeutique prometteuse nécessitant des
investigations précliniques et cliniques extensives dans les pathologies musculaires. Bien
gu’elle ne puisse pas avoir pour vertu d’étre un traitement curatif de DMD, la fluoxétine
pourrait étre une vraie stratégie d’amélioration fonctionnelle et du phénotype musculaire,
permettant un ralentissement de I’évolution de la maladie en préservant la fonctionnalité des
muscles respiratoires ou cardiaques et une meilleure qualité de vie, résultant en une survie
augmentée.

2. Place des ISRS dans la médecine régénérative

La médecine régénérative est un vaste domaine de recherche translationnelle, incluant
en particulier des molécules activatrices qui peuvent influencer favorablement les processus
d'autoréparation tissulaire. Loin de ses effets comportementaux antidépresseurs, nous avons
montré de nouvelles actions bénéfiques de la fluoxétine sur la régénération musculaire. Il est
intéressant de noter que le traitement par plasma riche en plaquettes, et donc riche en
sérotonine, a également montré des effets favorisants la réparation de blessures musculaires
aigués et chroniques °%>°74 A la différence des difficultés de standardisation et de
reproductivité de la thérapie par plasma riche en plaquettes ou comparé aux risques liés aux
approches traditionnelles de transplantation d’organe ou thérapie cellulaire, la stratégie
thérapeutique par fluoxétine peut s’appuyer sur nombreux avantages en termes de sécurité
d’emploi et de tolérance, offrant de nouvelles perspectives dans la régénération ou réparation
tissulaire.

Une approche complémentaire des bénéfices de la fluoxétine a explorer dans le champ
de la médecine régénérative concerne la transplantation d’organes ou de cellules souches tant
sur le renforcement potentiel de I"'amplification in vitro de cellules souches collectées que
dans le traitement du receveur afin de favoriser la prise de greffe. Cette stratégie a déja été
évoquée en hématologie apres la mise en évidence d’une diminution de la réponse de rejet
lié a la greffe dans des modeéles animaux de transplantations de moelle osseuse °7>.

Outre le SNC, la moelle osseuse et dorénavant le muscle squelettique, de nombreux
tissus ont d’ores et déja montré une sensibilité a la sérotonine au cours de leur réparation,
justifiant I'exploration d’éventuels bénéfices d’un traitement par fluoxétine 356:424436:438,439 pe
plus, afin d’identifier de nouvelles cibles tissulaires pouvant bénéficier des effets d’ISRS au
cours de leur réparation, plusieurs parametres sont a prendre en considération tels que la
sensibilité aux effets trophiques de 5-HT du tissu ciblé, ainsi que les mécanismes de régulation
du métabolisme de 5-HT et notamment de synthése qu’il possede, le type d’acteur cellulaire
a cibler, avec une attention particuliere sur I'accessibilité et le degré de renouvellement en
cas de de cellules souches.
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Dans cette perspective, il existe un réel enjeu d’optimisation de l'utilisation de ce
traitement tant sur la question d’association a d’autres facteurs de croissance qui a déja
montré une efficacité synergique en sortie d’aplasie médullaire %3¢, qu’a la stimulation
simultanée avec d’autres monoamines comme le nécessite la réparation dentaire avec la
sérotonine et la dopamine %38, De plus, I'optimisation de la modulation positive ou négative
du signal 5-HT, dans le temps, par les ISRS, peut permettre de cibler les effets bénéfiques de
ces molécules et d’en minimiser les effets déléteres et également d’adapter le type de signal
5-HT requis par I'organe. Ainsi, a la différence du SNC ou du muscle, nous pouvons faire
I’hypothese qu’une régénération tissulaire comme celle du foie, dépendante de la sérotonine
périphérique et sans capacité de synthése locale #*°, pourrait bénéficier d’un traitement
subaigu par fluoxétine visant une majoration du signal 5-HT systémique plutét qu’une
stimulation chronique par ISRS s’associant a une déplétion de ce signal. Enfin, a I'instar du
développement de la vortioxétine qui s’est basé sur les avancées neuroscientifiques ayant
identifié le réle de chaque récepteur 5-HT dans la modulation des effets antidépresseurs >7°,
le développement d’une molécule combinant I'ensemble des mécanismes d’action lié au
systeme 5-HT favorable a la régénération tissulaire ouvre des perspectives thérapeutiques
prometteuses.
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Defective angiogenesis in CXCL12 mutant
mice impairs skeletal muscle regeneration
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Abstract

Background: During muscle regeneration, the chemokine CXCL12 (SDF-1) and the synthesis of some specific heparan
sulfates (HS) have been shown to be critical. CXCL12 activity has been shown to be heavily influenced by its binding to
extracellular glycosaminoglycans (GAG) by modulating its presentation to its receptors and by generating haptotactic
gradients. Although CXCL12 has been implicated in several phases of tissue repair, the influence of GAG binding under
HS influencing conditions such as acute tissue destruction remains understudied.

Methods: To investigate the role of the CXCL12/HS proteoglycan interactions in the pathophysiology of muscle
regeneration, we performed two models of muscle injuries (notexin and freeze injury) in mutant CXCL12529™/Gagtm
mice, where the CXCL12 gene having been selectively mutated in critical binding sites of CXCL12 to interact with HS.
Histological, cytometric, functional transcriptomic, and ultrastructure analysis focusing on the satellite cell behavior and
the vessels were conducted on muscles before and after injuries. Unless specified, statistical analysis was performed
with the Mann-Whitney test.

Results: We showed that despite normal histology of the resting muscle and normal muscle stem cell behavior in the
mutant mice, endothelial cells displayed an increase in the angiogenic response in resting muscle despite the
downregulated transcriptomic changes induced by the CXCL12 mutation. The regenerative capacity of the CXCL12-
mutated mice was only delayed after a notexin injury, but a severe damage by freeze injury revealed a persistent defect
in the muscle regeneration of CXCL12 mutant mice associated with vascular defect and fibroadipose deposition with
persistent immune cell infiltration.

Conclusion: The present study shows that CXCL12 is crucial for proper muscle regeneration. We highlight that this homing
molecule could play an important role in drastic muscle injuries and that the regeneration defect could be
due to an impairment of angiogenesis, associated with a long-lasting fibro-adipogenic scar.

Keywords: Muscle stem cells, Endothelial cells, CXCL12, Heparan sulfates, Skeletal muscle, Regeneration, Angiogenesis,
Vasculogenesis, Fibrosis

Background

Wound healing is complex, and an alteration in the
process can lead to chronic wound or fibrotic tissue
formation. Skeletal muscle owns its remarkable capacity
of regeneration to satellite cells (SCs), the main stem
cells of this tissue [1]. After muscle injury, SCs are
activated, proliferated, differentiated, and fused to repair
damaged myofibers [2]. However, muscle regeneration
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also requires specific structural and trophic cues such as
the presence of functional vascular supply and neuronal
activity [3, 4].

The stem cell's microenvironment is composed of a
multitude of signals secreted by neighboring cells.
Among chemokines, CXCL12 (SDF-1) is one of the most
studied and was initially described to maintain
hematopoietic stem cells within the bone marrow [5].
CXCL12 exists in three splice variants (a, B, and y) in
mice and acts on cells that are expressing the CXC
chemokine receptor type 4 (CXCR4) and/or 7 (CXCR?)
[6]. Beyond binding to their cognate receptors, the
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affinity of the chemokines to the glycan moiety of
proteoglycans (GAG), specifically heparan sulfates (HS),
creates a concentration gradient which drives an orien-
tated migration and recruitment of circulating cells from
surrounding tissues (diffusion/chemotaxis) [7].

CXCL12 has interesting proangiogenic properties of
stimulating new blood vessel (vasculogenesis) formation
during both the developmental and the postnatal period
[8] and on angiogenesis [9]. Under ischemic conditions,
CXCL12, upregulated by HIF1-q, leads to the mobilization
of endothelial progenitor cells (EPCs) from the bone mar-
row [9] to revascularize injured tissues. Further, CXCL12
was described as a local factor in driving neovascular
sprouting [10] and as having a direct effect on endothelial
cells (EC) proliferation and in vitro capillary tube forma-
tion [11]. These beneficial effects have also been con-
firmed in vivo using a Matrigel plug assay [12].

Recent studies have also described the potential in-
volvement of the CXCL12-CXCR4 pathway in the
muscle repair process. An increase of CXCL12 was
shown to enhance regeneration of injured skeletal mus-
cles by inducing stem cell mobilization and by increasing
the migration of myoblasts [13]. In addition, the
CXCL12-CXCR4 pathway was shown to be upregulated
in response to skeletal muscle damage and a CXCR4
antagonist induced a delay in muscle regeneration [13].
Thus, the administration of CXCL12 could accelerate
the skeletal muscle repair process [13].

However, the involvement of chemokines, specifically
the adsorption of CXCL12 by glycosaminoglycan and
their biological functions, has not been elucidated. A
new CXCL12 mutant mouse (CXCL12628M™/Gagm 1ice)
was recently engineered, with the CXCL12 gene having
been selectively mutated (knock-in) in the critical HS-
binding domain supposed to induce drastic reduction of
CXCL12/HS interaction without affecting CXCR4-
activation capacity [14]. CXCL126%8"™/Ggm (K]) mice
showed no developmental defects and expressed normal
levels of total and CXCL12 isoform-specific mRNA. The
KI mice had an increase in the concentration of circulat-
ing CXCL12 and in circulating CD34+ hemopoietic
precursor cells. However, after acute muscle ischemia,
the KI mice exhibited a defect in revascularization [14].

We therefore investigated the role of the CXCL12/HS
proteoglycan interactions in the pathophysiology of
muscle regeneration, focusing on the SC behavior and
in vascular abnormalities. When comparing severe
muscle injuries which affected all cell types and dis-
rupted the overall architecture of the muscle, the KI
mice showed more fibroadipose scarring neighboring
the regenerative regions relative to their wild-type coun-
terparts. Thus, the disruption of the CXCL12/GAG
interactions may transform the muscle into a non-
regenerative tissue. An important aspect of this defect
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was the abnormal vascular system that developed in this
fibro-adipogenic scar.

Materials and methods

Mouse experiments and muscle injuries

All procedures in this study were approved by the Ani-
mal Care and Use Committee at the Institut Pasteur
(CETEA 01332.01). Unless specified, 6—10-week-old
males were used in this study and housed under a 12:12
light/dark cycle in a pathogen-free facility with con-
trolled temperature and humidity. Food and drink were
given ad libitum. The experiments were conducted in
C57BL/6] R] mice (Janvier Labs, France) or in genetic-
ally engineered mice backcrossed with making having a
C57BL/6] R] background.

Animals were anesthetized by ketamine and xylazine
(respectively 80 mg/kg and 10 mg/kg before injuries).
For the freeze injury, the tibialis anterior (TA) was
exposed and frozen with three consecutive cycles of
freeze-thawings by applying a liquid nitrogen-cooled
metallic rod for 15s. For the myotexin injury, 10 uL of
12.5 pg/mL notexin (Latoxan) was injected in the TA.
To limit the variability between the toxin batches, 25
batches (12.5 mg) were reconstituted, pooled, aliquoted,
and stored at — 20 °C.

Histological staining

TAs were collected and snap-frozen in liquid nitrogen-
cooled isopentane for 5 min and stored at — 80 °C before
cryosectioning (7 um sections). The sections were then
routinely stained with hematoxylin-eosin, Sirius Red, or
Oil Red O.

To preserve GFP fluorescence for the 3D study of
blood vessel organization, whole TA muscles were fixed
in 10% neutral-buffered formalin for 2 h, then cryopre-
served in 40% sucrose overnight at 4 °C before freezing
in OCT (Tissue-Tek®, Sakura® Finetek, CA, USA). Serial
cryosections (7-um- or 100-pm-thick sections for 2D
and 3D analysis, respectively) were performed.

For immunostaining, the tissues were rehydrated in
PBS, saturated with 3% BSA, and permeabilized with
0.5% Triton X-100. Sections were incubated with pri-
mary antibodies (CD31, BD Pharmingen, #550274;
Laminin, Sigma, #L.9393; Pax7, DSHB) overnight at 4 °C
and then with Alexa-conjugated secondary antibodies
for 1h at 37°C. Sections were counterstained with
Hoechst 33342 (Life technologies®, CA, USA) (5 min in
PBS with 10 mg/mL, H3570, Invitrogen, CA, USA).

Image acquisition

Images were captured on a Nikon Eclipse E800 micro-
scope using the Nikon ACT-1 software and DXM1200
camera for bright field image acquisition. Fluorescence
images and 3D reconstructions were performed with a
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Leica® TCS SPE DM 2500 and LAS AF software (Leica®,
Germany).

Two-dimension analyses were performed, using Ima-
ge] (NIH, MA, USA) and NIS-Element (Nikon) software.
We measured the muscle fibers’ count, diameter, and
capillary number per myofiber. At least 100 randomly
selected fibers were considered for each muscle.

Three-dimensional analysis was performed to evaluate
the organization of the vascular network and to quantify
the number of vessels sprouting. For each muscle, 10
images were collected at 4 um intervals to create a stack
in the z axis. 3D reconstruction of this z-stack image
was performed using 80- to 150-pm-thick frozen sections.

Cell sorting and FACS

Using transgenic Tg:Pax7nGFP and FIk1°** mice
allowed for selection by cytometry (FACS). Soft tissue
was separated from the bone by dissection in cold
DMEM, and muscles were chopped. Single cell suspen-
sions were obtained from the TA or muscle bulk by
enzymatic digestion at 37 °C with gentle agitation (colla-
genase (Sigma; T1426) 0.08% and trypsin (Sigma; C5138)
0.08% for SCs; collagenase B (Roche; 11088807001) 10
mg/mL and dispase II (Dutscher Dominique; 17105-041)
2.4 U/mL for other cell sorting).

After a 20-min digestion, the supernatant was col-
lected on ice and enzymatic solution was added until the
muscle was completely digested. The solution was fil-
tered through 40 um filter. To exclude dead cells, cells
were stained by propidium iodide (Sigma, #P4170) prior
to their analysis for the individual sorts of GFP-ECs and
GFP-SCs. For cell sorting from uninjured and regenerat-
ing muscle of Tg:Pax7nGFP, ECs, macrophages, and
fibro-adipogenic precursor cells were isolated using anti-
FA/80-PE (Biolegend, #123110), anti-CD31-e450 (eBios-
ciences, #48-0311-82), anti-CD45-APC/Cy7 (Biolegend,
#103116), and anti-Scal-PE/Cy5 (Biolegend, #012463).
Cell sorting was done with Aria IIT (BD Biosciences) and
BD FACSDIVA software from BD Biosciences.

Live video microscopy

Cells isolated by FACS were plated overnight on a 24-
well glass bottom plate (P24G-0-10-F; MatTek) coated
with Matrigel (BD Biosciences #354234) and placed in
an incubator in pre-equilibrated medium (1:1 DMEM
Glutamax:MCDB (Sigma-Aldrich), 20% fetal calf serum
(FCS; Biowest S1860). The plates were then incubated at
37°C, 5% CO, (Zeiss, Pecon). A Zeiss Observer.Z1
connected with a LCI PInN x 10/0.8 W phase II object-
ive and AxioCam camera piloted with AxioVision was
used. Cells were filmed for up to 5days, and images
were taken every 30 min with bright field and phase
filters and MozaiX 3X3 (Zeiss).

Page 3 of 15

In vivo angiogenesis assay

To assess the residual capacity of endothelial cells to re-
spond to a normal or modified CXCL12 signaling gradi-
ent, attractor cells (SCs), which have better angiogenic
properties than others as previously described [15], from
Tg:Pax7nGFP WT and KI mice were FACS isolated and
culture expanded in 22 um filtered 1:1 DMEM Glutamax
(Gibco): MCDB (Sigma-Aldrich; M6770) containing 20%
fetal bovine serum (FBS), plated on Matrigel (BD Biosci-
ences; #354234). Cells were grown in an incubator
(37°C, 5%, CO»).

Cold Matrigel (BD Biosciences; #354234) was mixed
with myoblasts (7.10° cells/mL). Mice were anaesthe-
tized using isoflurane, and cold Matrigel (0.5 mL) was
injected into the abdominal subcutaneous tissue. After
21 days, mice were euthanized and Matrigel plugs were
removed and fixed in JB fixative (zinc acetate 0.5%, zinc
chloride 0.05%, and calcium acetate 0.05% in Tris buffer
at pH=7) for 48h and then embedded in low-melting
point paraffin (poly ethylene glycol distearate; Sigma,
USA). Five-micrometer-thick paraffin sections were
deparaffinized in absolute ethanol, air dried, and used
for HE staining and immunolabeling for CD31/Desmin.

Blood vessel formation into the plug was quantified in
one section per plug, by counting the number of cells
per square millimeter using Image] software. Images
were obtained on Leica® TCS SPE DM 2500 and LAS AF
software (Leica®, Germany) microscope and expressed as
mean values of 3—4 mice per condition.

Vascular functionality imaging
Perfusion imaging was performed prior to and 28 days
post-FI by dynamic contrast enhancement MRI (DCE-
MRI). Briefly, a bolus of contrast agent, gadoterate
meglumine, was injected intravenously and followed by
T1-weighted MRI imaging for more than 9 min.

The data were analyzed using Tofts/Kety model, pro-
viding an estimated blood flow.

Microarray analysis

RNA’s quality and concentration of satellite cells (GFP+)
and endothelial cells (GFP+) respectively sorted by FACS
from TA of TgPax7nGFP and FIk1°™™* WT and KI
mice were assessed with a 2100 Bioanalyzer (Agilent).
RNA (RIN > 5) was processed and hybridized on a Gene-
Chip™ Mouse Gene 2.0 ST Array (Affymetrix).

Raw data (.CEL files) were read into the R language
and environment for statistical computing (version 3.4.1;
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria;
https://www.R-project.org/) using Rstudio (version 1.0.153;
Rstudio, Boston, USA; https://www.rstudio.com/) and the
affy package (version 1.54.0). Preprocessing and qual-
ity control was performed by using the oligo package
version 1.40.2.
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Array data were normalized using the Robust Multi-
array Average (RMA) method and summarized by
median polish.

Affymetrix probe identifiers were mapped to Entrez
Gene identifiers using mogene20sttranscriptcluster.db
package (version 8.6.0), and log-transformed intensities
yielded by the RMA process were averaged per Entrez
Gene IDd, producing 19.685 unique identifiers.

Corresponding Gene Ontology Biological Pathways
(GOBP) were retrieved using gage package (version
2.26.1). In each cell type, for each GOBP, the null
hypothesis was an absence of CXCL12 mutation effect,
that is, a repartition of the between-group rank-test
statistic of genes belonging to that GOBP following the
same repartition that the overall gene between-group
rank-test statistics.

Non-parametric rank tests were separately performed
per cell type to test for a mutation effect, using the
Generally Applicable Gene-Set/Pathway Analysis in gage
package.

For a given GOBP, CXCL12 mutation effect was con-
sidered significant below a cutoff g value of 0.1 (g value
resulting from the Benjamini-Hochberg procedure). The
lists of significantly affected GOBP were simplified to
GO-slim generic terms with GSEABase package (version
1.38.2).

RTQPCR

Total RNA was isolated from cells using the RNAeasy
Micro kit (Qiagen) and reverse transcribed using Super-
script III Reverse transcriptase (Invitrogen). RTqPCR
was performed using Power Sybr Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), and the rate of dye incorpor-
ation was monitored using the StepOne Plus RealTime
PCR system (Applied Biosystems). Two biological repli-
cates were used for each condition. Data were analyzed
by StepOne Plus RT PCR software v2.1 and Microsoft
Excel. Rpll3 transcript levels were used for the
normalization of each target (= ACT). RTqPCR CT
values were analyzed using the 27 *““") method. The
primer sequences used are listed in Additional file 1:
Table S1.

Scanning electron microscopy

Samples were fixed at 37 °C in 0.05% glutaraldehyde and
2% PFA in 0.2 M Hepes for 15 min followed by fixation
in 4% PFA in 0.2M Hepes for 15 min. Samples were
post-fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate
buffer (pH 7.2) at 4 °C, washed three times for 5 min in
0.2 M cacodylate buffer (pH 7.2), treated for 1 h with 1%
osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer, and then
rinsed in distilled water. Samples were dehydrated
through a graded series of 25, 50, 75, and 95% ethanol
solutions for 5min and for 10min in 100% ethanol
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followed by critical point drying with CO,. Samples were
sputtered with a 10-nm gold/palladium layer and were
observed in a JEOL JSM-6700F field emission scanning
electron microscope at a voltage of 5kV. Pericytes and
endothelial cells were identified as described by Sims
[16].

Statistical analysis

Unless specified, the data are expressed as mean + SEM.
When stated, the percentile 95% confidence intervals
were calculated by bootstrapping the statistic using R
(3.4.1) boot package. Statistical analysis was performed
using GraphPad software (Prism, CA, USA) with the
Mann-Whitney test or Wilcoxon signed rank test; p <
0.05 was considered statistically significant.

Microarray data are presented in the form of volcano
plots (integrating log2 fold values and multiple-test
adjusted probabilities) and as heat map plots, generated
in R studio.

Results

CXCL12 Kl mice resting muscle has a less stabilized
vasculature

To investigate the muscle morphology in the CXCL125%"™/-
Gagm Jnock-in (KI) mice [14], sagittal cross sections with
hematoxylin-eosin (HE) staining of 8-week-old KI mice
were performed. The stained cross sections did not
reveal any malformation when comparing the KI mice
to the C57Bl/6 mice (WT) (Fig. 1la, b). Specifically,
extensive histological analyses on the skeletal muscle
sections did not show any major differences between
the WT and the KI mice. Tibialis anterior (TA) cross
sections stained by HE showed muscle fascicles
surrounded by a thin layer of perimysium individually
separating each fiber with peripherally located nuclei
(Fig. 1c, d). No differences were observed in either the
number of the fibers nor the size of the fibers
(Additional file 2: Figure S1A and S1B). In addition, the
histological visualization of collagen I and III fibers by
Sirius Red staining in the KI mice revealed typical
organization of the connective tissues inclusive of the
endomysium, the perimysium, and the epimysium
layers (Fig. le, f; Additional file 2: Figure S1C). These
data were confirmed by immunostaining against lam-
inin, which is a component of the muscle basal lamina.
Both the KI mice and the WT mice showed no abnor-
malities (Fig. 1g, h).

Next, to investigate the vasculature of the skeletal
muscle, we assessed the number of capillary sections per
myofiber (called myofiber “capillarization”) using lam-
inin/CD31 immunolabeling (Fig. 1g, h). An unsignificant
increase in the capillarization of the myofibers in the TA
from the KI mice over the WT mice was observed (p =
0.09; Additional file 2: Figure S1D). Using FIk1°¥*/*
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CXCL1 2 gagtm / gagtm

Sirius red

Basal lamina

Fig. 1 CXCL12579"™/G9"™ mice show no systemic developmental or
morphological defects but signs of vascular destabilization. a, b
Representative pictures of HE-stained sagittal cross section of 8-
week-old a WT (C57BI6) mice and b KI (CXCL12%39"/630™) myjce.
Scale bar represent 10 mm. Muscle morphology comparison
between the Kl and the WT mice on ¢, d HE stained tibialis anterior
(TA) sections from ¢ WT and d KI mice. Scale bar represent 100 um.
e, f Sirius Red (collagen deposits) staining in TA sections from e WT
and f Kl mice. Scale bar represent 50 um. g, h Endothelium (CD31,
red) and muscular basal lamina (laminin, green) immunolabeling
counterstained for nuclei (DAPI, blue) in TA sections from g WT and
h KI mice. Scale bar represent 50 um. i, j Longitudinal blood vessel
organization of sectioned TA from i WT (FIk1°"™*) and j KI

(CXCL1 259t m/Gagtm £ 1 SFP/) mice. White arrowheads point towards
the sprouting structures. Scale bar represent 10 um. k, I SC (Pax7-
GFP, green) location, basal lamina (laminin, blue), and vessels (CD31,
red) immunostained in TA sections from k WT (Tg:Pax/nGFP) and | Kl
(CXCL1 2599t m/GadtM by 7nGFP) mice. Scale bar represent 10 um (n =3
animals per condition). All the experiments were repeated

independently two times

(WT-FIk1) [17] and CXCL126tm/Gagtm,pljeq GEP/+ (.
Flk1) mice, which have green fluorescent endothelial
cells (ECs), cytometric analysis also showed a trend to
an increase in the number of muscle ECs in the KI-Flk1
mice when compared to the WT-FIkl mice (p=0.07;
Additional file 2: Figure S1E). Moreover, 3D imaging
analysis revealed a well-organized vascular network in
both the KI-FlIkl1 and the WT-FIkl mice (Fig. 1i, j).
Interestingly, we observed the presence of tip cells only
within the resting muscle of the KI mice (Fig. 1j, inset),
associated with a significant increase in the number of
blood vessels sprouting compared to the muscle of WT
mice (Additional file 2: Figure S1F).

To characterize SCs during homeostasis, we used Tg:
Pax7nGFP  (WT-Pax7) and  CXCL126%tm/Gagtm,
Pax7nGFP (KI-Pax7) mice in which the GFP reporter
gene marks all of the SCs [18]. Histological analysis of
the TA sections showed that the WT and the KI SCs
were both located between the sarcolemma and the
laminin-labeled basal lamina and were close to the
CD31-labeled vessels (Fig. 11, h; Additional file 2: Figure
S1G). Additionally, both of the histological and the cyto-
metric analyses showed that the numbers of the SCs in
the TA were not different between the WT and the KI
mice (Additional file 2: Figure S1H and S1I).

Since the organization of the connective tissues and
the muscles fibers, including the SCs, was maintained,
one can conclude that the disruption of the CXCL12/HS
interactions did not result in major morphological
modifications in the resting skeletal muscle. In contrast,
the vascular structures in the KI mice displayed some
abnormalities, which could reflect the destabilization of
the vascular network by active angiogenesis due to
sprouting.
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The unchallenged SCs retain their adaptive behavior
despite transcriptomic changes induced by the CXCL12
mutation

To further investigate whether the CXCL12 mutation
could affect the behavior of SCs at homeostasis, we
performed a genome-wide microarray analysis on FACS-
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Pax7 mice (Fig. 2a—c) confirmed by specific RTqPCR on
the most up- and downregulated genes (Additional file 3:
Figure S2A to S2C). The cell-type pathways involved in
skeletal muscle development were specifically downregu-
lated in the KI SCs, although no abnormalities were
observed in the resting muscle (Fig. 1b, j). Strikingly, we

sorted SCs from the uninjured TA of WT-Pax7 and KI- showed that when compared to the WT mice, the cell
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Fig. 2 Transcriptome analysis of the SCs and the ECs from the uninjured TA of the Kl versus the WT mice and in vivo angiogenesis assay. a Venn
diagram of unique and overlapping differentially represented (g value < 0.1) Gene Ontology Biological Pathways (GOBP) in Kl versus WT mice
depending on the cell type (Pax7/GFP-positive and FIk1/GFP-positive cells). b Simplification of GOBP terms into GOBP slim terms, along with the
number of differentially represented GOBP terms participating in each GOBP slim. ¢ Transcriptional profile of the 30 most significantly
differentially expressed genes in the selected GOBP. Expression of genes is presented as centered and scaled log2 fluorescence intensity (red to
yellow key), and each row represents a gene, named by its MGl symbol (n =3 animals were used per condition). d, e Representative
immunostaining of Matrigel plugs mixed with KI (CXCL12529"/G39M™:p5y 7nGFP) satellite cells inserted for 3 weeks in either d WT (C57BI6) or e Kl
(CXCL12629tm/Gagi™) mice Endothelial cells (CD31, red), myoblasts (desmin, green), and nuclei (DAPI, blue) were immunolabeling. Scale bars
represent 20 um. f Quantification of the CD31 positive/negative surface ratio as an indicator of vessel formation. Data are mean percentage + SEM
(10 fields per Matrigel plug). n =5 animals per condition. All the experiments were repeated independently two times. *p < 0.05
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cycle and cell differentiation-associated pathways were
downregulated in the KI SCs. Conversely, the positive
regulatory pathways of vasculature development includ-
ing the CXCR4-related pathway were upregulated in the
KI SCs.

To confirm whether the transcriptomic modifications
induced by the CXCL12 mutation could modify the SCs’
behavior, we assessed, in vitro, the parameters of the
FACS-sorted SCs. Video microscopy did not show any
difference between the WT-Pax7 and the KI-Pax7 SCs
with respect to the velocity (Additional file 3: Figure
S2D), the onset of the first cell division (Additional file 3:
Figure S2E), and the division rate (Additional file 3:
Figure S2F). The percentage of MyoD+ (the SC activa-
tion marker) and Myogenin+ (the SC differentiation
marker) cells explored at 2days and at 4 days post-
plating did not show any difference between the two
types of SCs (Additional file 3: Figure S2G).

Overall, these results suggest that the CXCL12 muta-
tion modifies, in vivo, the transcriptomic landscapes in
SCs. However, the muscle development and the SC loca-
tion are preserved, arguing for the existence of an effect-
ive coping mechanism during both embryogenesis and
homeostasis. In addition, the intrinsic adaptive capacities
of SCs including activation, proliferation, migration, or
differentiation are maintained in vitro, suggesting that
the CXCL12 mutation does not have a direct impact on
the myogenic process.

ECs display an increase in the angiogenic response in
resting muscle despite the downregulated transcriptomic
changes induced by the CXCL12 mutation

Because the resting muscle had an altered vascular net-
work (Fig.1j), we investigated the impact of the CXCL12
mutation on the behavior of ECs during homeostasis.
We therefore performed a genome-wide microarray
analysis on FACS-sorted ECs from the uninjured TA of
WT-FIk1 and KI-FIkl mice confirmed by specific
RTqPCR on the most up- and downregulated genes
(Additional file 4: Figure S3A to S3C). Cell cycle and
cell-differentiation-associated pathways were markedly
downregulated in the KI ECs, as were the positive regu-
latory pathways for vasculature development (Fig. 2a—c).
Surprisingly, when comparing the KI vs. the WT ECs,
the organization and synthesis of collagen fibrils were
the only upregulated pathway, with alphal chains of
collagens I, II, III, and V being particularly upregulated
(Fig. 2¢).

To confirm the role of the CXCL12/HS disruption on
EC behavior, we performed an in vivo angiogenesis assay
using Matrigel plugs containing either KI-Pax7 or WT-
Pax7 SCs grafted to either WT or KI recipient mice. In
the Matrigel plugs containing the KI SCs grafted into
the KI mice, the number of CD31-labeled vessels
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increased by 74.3% when compared to the WT mice
(p =0.0025; Fig. 2d—f). The newly formed vessels were
functional as the lumen contained red blood cells but
were strikingly misshaped in appearance (Additional file 4:
Figure S3D). In addition, the percentage of CD31+ area
was always higher in the Matrigel plugs containing the
KI SCs grafted into the KI mice when compared to
Matrigel plugs with the WT SCs grafted into either of
the recipient mice (Additional file 4: Figure S3E). In
contrast, we did not observe any difference in vessel
formation whenever the WT SCs were used in the
Matrigel plugs, in either the WT or the KI recipient
mice (Additional file 4: Figure S3E).

Taken together, these results suggest that the CXCL12
mutation indirectly induced a downregulated transcrip-
tomic landscape in ECs, although these cells exhibited
an increased proangiogenic response. However, the
genetic profile of the ECs indicated that the CXCL12
mutation may impact the regenerative response-
associated gene expression in the KI ECs. To test this
hypothesis, we studied the muscle regeneration in WT
and KI mice.

The regenerative capacity of the CXCL12-mutated mice is
delayed after a notexin injury
To investigate whether the CXCL12 mutation could
have an effect during muscle regeneration, we began
our investigation with a notexin (NTX) injection injury
model that is less toxic for ECs and SCs [19]. At 12 days
post-injury, the WT muscles showed partial regeneration.
It was characterized by centrally nucleated small baso-
philic fibers that were associated with some peripheral
multifocal calcium deposits, which replaced necrotic myo-
fibers via a foreign body granulomatous reaction (Fig. 3c).
Contrary to the WT muscles, the KI muscles displayed a
delay in muscle regeneration with a significant increase in
the number of calcium deposits (Additional file 5: Figure
S4A and S4B) and with an unusual fat infiltration (Fig. 3d).
One-month post-injury, the muscles from the WT and
the KI mice were similarly regenerated with centro-
localized nuclei (Fig. 3e, f) without any significant modifi-
cation in the number of the fibers or in the size of the
fibers (Additional file 5: Figure S4C and S4D). However,
the KI muscles displayed a diminished increase in the
myofiber’s capillarization when compared to the WT
group (Additional file 5: Figure S4E). Cytometric analysis
revealed that both of the KI-Pax7 and the WT-Pax7 mice
showed an increase in the number of SCs in the injured
TA 1month post-NTX injury (Additional file 5: Figure
S4F).

The CXCL12 mutant mice exhibited a delay of muscle
regeneration 12 days post-NTX injury, followed by a
complete regeneration after 1 month post-injury.
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Fig. 3 Muscle regeneration is delayed after a notexin injury in CXCL1
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before 12 and 30 days post-NTX injury in a, ¢, e WT (C57BI6) and b, d, f Kl (CXCL12%39m/Gagtmy ice Seale bar represent 100 um. n =3 animals
per condition. All the experiments were repeated independently two 49 times
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mice. a—f Representative HE-stained TA sections respectively

Severe damage by freeze injury reveals a persistent

defect in the muscle regeneration of CXCL12 mutant mice
Next, we used a freeze injury (FI) model which induced
a greater destruction of fibers, SCs, and vessels in the
muscles. Twelve days post-FI, the WT mice showed a
regeneration wave composed of necrotic fibers located at
the superficial layer, infiltration of inflammatory cells
into the intermediate layer, and regenerated myofibers in
the deep layer of the tissue (Fig. 4e). Interestingly, in WT
mice, we showed that total CXCL12 gene expression was
upregulated at 12 days post-FI (mean expression relative
to reference gene 0.06 [Clys 0.03-0.08] in uninjured, 1.90
[1.53-2.34] in FI mice, p =0.03; Additional file 6: Figure
S5A). Among the tested cell types, CXCL12 was specific-
ally expressed by the fibro-adipogenic precursor cells
(FAPs) and the ECs. In addition, the FAPs mainly
expressed the isoform alpha of the CXCL12 gene in

contrast to the ECs that expressed the gamma isoform
(Additional file 6: Figure S5B to S5D). One and two
months post-FI, the muscle was fully regenerated in the
WT mice (Fig. 41, m). This specific timing of the muscle
regeneration was not observed in the KI mice. At 12 days
post-FI, the KI muscles showed no area of regeneration
(Fig. 4f), had a larger area of fibrosis in the Sirius Red
staining (p = 0.0021; Fig. 4g, q), and displayed an unusual
fat infiltration visualized by Oil Red O staining (p = 0.047;
Fig. 4h, r). Moreover, whereas mutation was not signifi-
cantly associated with a difference in CXCL12 gene
expression in uninjured mice (mean difference KI-WT -
0.03 [Clgs — 0.06-0]; p = 0.27), this expression was signifi-
cantly lower for KI mice post-FI as compared to their WT
countertypes (mean difference KI-WT - 1.08 [Clgs — 1.57
to - 0.65]; p = 0.007; Additional file 6: Figure S5A to S5D).
These regenerative defects lasted up to 2 months post-FI
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represent 100 um. Representative adipocytic staining (Oil Red O) of d resting, h 12, 1 30, and p 60 days post-Fl of the TA from Kl mice. Scale bar
represent 100 um. q Fibrosis quantified with Sirius Red positive/negative surface ratio. The mean ratio + SEM is given for the injured TA from K
mice at three time points. r Adipose area quantified with Oil Red O positive/negative surface ratio. The mean ratio + SEM is given for the injured
TA from Kl mice at three time points. s Macrophages infiltration quantified by F4/80 positive/negative surface ratio. The mean ratio + SEM is given
for injured TA from WT and Kl mice at three time points. For all quantifications, n=5 mice per condition and per time point and were repeated

independently two times. *p < 0.05; **p < 0.01

(Fig. 4j—1, n—p) with a progression of the fibrosis (p =
0.0011; Fig. 4q) and of the fat infiltration (p =0.0079;
Fig. 4r). The KI mice also exhibited an increase in macro-
phage (F4/80+ cells) infiltration 12days post-FI when
compared to the WT mice. This continued to increase in
the KI mice 1 month post-FI, while they were transient in
the WT mice (p = 0.0079; Fig. 4s). The muscle fibers were
also affected in the KI mice at 1 month post-FI. Their size
was reduced (Additional file 6: Figure S5F) and had a

trend of reduced number of capillaries (Additional file 6:
Figure S5@G). In addition, we observed a drastic decrease
(=72 %) in the number of SCs (Additional file 6: Figure
S5H) in the KI muscles when compared to the WT
muscles.

These results suggest that after a severe damage, the
muscle regeneration capacity is severely impaired by the
CXCL12 mutation. Specifically, this pathological repair
affects all actors involved in muscle regeneration,
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resulting in fibroadipose deposition and persistent im-
mune cell infiltration, as well as a strong reduction in
the number of SCs.

The unstable vascular network is dysfunctional in the
absence of the CXCL12/HS interaction during muscle
regeneration

To further study the impact of the CXCL12 mutation on
the vascular network during muscle regeneration, we
also performed a FI in WT-Flkl and KI-FIk1 mice. One
month post-FI, the KI-Flk1 mice exhibited vascular re-
generation defects, including abnormal fusions forming
large syncytia and atrophic vessels (Fig. 5a—f), associ-
ated with an increase in sprouting vessels number com-
pared to the WT-Flkl mice (p = 0.005; Additional file 7:
Figure S6A).

To investigate the destabilization of the vascular net-
work 1 month post-FI, we performed coupled immuno-
staining of ECs (CD31+) with perivascular cell labeling
of pericytes (NG2+) and smooth muscle cells (a-SMA+).
Regenerative zones in the KI mice showed no difference
with those of the WT mice. We observed that each
muscle fiber was surrounded mostly by capillary struc-
tures and rare arteriolar vessels associated with the
expected pericytes and smooth muscle cells (Fig. 5g—j).
Conversely, in the fibrotic regions observed only in the
KI mice, large vascular structures were identified in the
absence of close contact with perivascular cells (Fig. 5k).
In addition, these vascular structures often appeared
non-permeable, indicating a potentially functional defect
(Fig. 5k).

To further confirm the abnormalities in vascular and
perivascular structures post-FI, muscle samples were
analyzed by scanning electron microscopy (SEM). In the
WT muscles, we observed the specific localization of a
SC. It was located between the basal lamina and the
myofiber and was close to an EC which was covered by
a pericyte (Additional file 2: Figures S6B to S6D). In the
KI muscles, the two different zones of regeneration were
selected. In the regenerated area, the muscle ultrastruc-
ture was similar to the WT muscle (Additional file 7:
Figure S6F). In contrast, in the non-regenerated area, the
number of pericytes identified around the vessels was
significantly reduced compared to the WT muscle (p =
0.004; Additional file 2: Figures S6G and S6H). The EC
was also isolated from the other structures by a large accu-
mulation of fibrotic tissue (Additional file 7: Figure S6G).

To identify the functional impact of the CXCL12 mu-
tation on the vascular network, muscle vascularization
was examined by DCE-MRI comparing the WT and KI
mice (Fig. 5] to n). Despite vascular abnormalities at
resting condition, no significant difference was found in
any functional parameters of the resting muscles of the
KI and the WT mice (Fig. 51). One-month post FI

Page 10 of 15

muscles from the KI mice exhibited a significant de-
crease in the perfusion parameters when compared to
the WT mice (p=0.01; Fig. 5m and n). The blood flow
between the injured and the contralateral muscle was
lower in the KI group compared to the WT group (WT:
25.31 + 16.8 mL/min/100mL KI: 17.02 + 14.338 mL/
min/100mL p=0.04) (data not shown).

These observations suggest that in the absence of
the binding between CXCL12 and HS, the vascular
network displayed local and heterogeneous destabilization
during muscle regeneration. These abnormal vessels,
having lost their cellular contact with the perivascular
supporting cells, lead to a functional defect in muscle
perfusion.

Discussion

Our data indicates that high-affinity CXCL12 binding to
HS plays a critical role in muscle regeneration following
severe injury. However, the interaction does not appear
to be critical in mild injuries nor in limb morphogenesis.
We showed that disruption of the CXCL12/GAG inter-
actions leads to a loss in the regenerative capacity which
involves vascular abnormalities and the persistence of
fibroadipose tissue remodeling.

HS synthesis has been shown to increase and to be
critical in muscle regeneration in mice [20] and in axo-
lotl models [21]. Among the GAG binding moieties, the
CXCL12y affinity for HS has been shown to be among
the strongest ever reported for a protein [22]. This inter-
action has been proven to create concentration gradients
crucial in the directional migration and the local reten-
tion of cells, as well as, enhancing the presentation of
receptors and protecting ligands from degradation [23].

More specifically, the quantitative modulation of the
CXCL12 signaling axis has already been shown to influ-
ence the kinetics and efficiency of muscle regeneration,
and the volumetric muscle loss of age-associated cach-
exia [13, 24, 25]. CXCL12 has been shown to positively
influence muscle repair by modulating SC migration [13,
24] and fusion [26] and by attracting non-muscle pro-
genitor cells [24] with in vitro dose effects depending on
the CXCL12 matrix adsorption [27]. To our knowledge,
no studies have so far been conducted on the in vivo
confirmation of the necessity of the CXCL12/HS binding
during the muscle repair processes. Overall, the in vivo
study on the CXCL12/GAG interactions which modu-
lates a concertation gradient and/or the presentation of
the molecule by the cell membrane during the skeletal
muscle regeneration is a novelty.

As previously described, CXCL126%€™/Gagm  mjce
reached the adult state and showed no morphological
changes [14]. More specifically, the KI mice exhibited a
normal histological organization of skeletal muscle.
Although basal transcriptomic analysis of in vivo SCs
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Fig. 5 The abnormalities of vascular structures are associated with an absence of close contact with perivascular cells and with a functional
perfusion defect post-Fl in the KI mice. a-f Longitudinal blood vessel organization of the TA respectively before and 30 days post-Fl in a, d WT
(FIK1ST*) and b, ¢, e, f KI (CXCL12629t™ G0t g1 1GFP74y miice. Scale bar represent 10 pm. n= 3 animals per condition and per time point. All the
experiments were repeated independently two times. Representative Sirius Red staining 1 month post-Fl of the TA from g WT (C57BI6) and i Kl
(CXCL12%29M/Ga9tm) mice Scale bar represent 200 um. Immunostaining for ECs (CD31, red), pericytes (NG2, white), and smooth muscle cells (a-
SMA, yellow) from the indicated zones of h injured TA from the WT, and j the regenerated or k the fibrotic TA from KI mice. Scale bar represent
20 um. n =3 animals per condition. All the experiments were repeated independently two times. I, m Direct contrast enhancement MRI
assessment of vascular functionality: vascular tracer signal intensity per number of acquisitions comparing one WT (C57BI6) to one Kl

(CXCL12629tm/Ga9™) 6 yse | before and m after 1 month post-FI. n The mean area under curve (AUC) + SEM of vascular tracer intensity 1 month
post-Fl is given (n=6 WT mice and n=7 Kl mice). *p < 0.05

revealed a dysregulation in major intracellular and and early differentiation. Although this in vitro pheno-
developmental-related pathways, the SCs were normal in  type has not been studied in exogenous CXCLI12-free
location and number. The SCs in vitro demonstrated the  conditions, it is indicative of a lack of cumulative alter-
preserved abilities of migration, activation, proliferation, ations in the KI SCs during muscle damage.
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Contrary to the appearance of a normal phenotype of
the KI SCs, the KI mice exhibited minor vascular abnor-
malities in the non-challenged muscle, including an
increase in the number of sprouting vessels. These could
be linked with the presence of tip cells, which could be a
marker of unstable vessels. However, this increased
muscle capillarization did not translate into an enhance-
ment in limb perfusion in the angio-MRI of the uninjured
KI mice, thereby hinting at an inefficient vascularization.
Interestingly, we showed in an in vivo Matrigel plug assay
that the KI vessels exhibited increased angiogenic capacity
only when the KI SCs where used as bait. These results
were contrasting with the transcriptomic analysis of the
ECs from the uninjured KI mice, which revealed the
downregulation of pathways involved in proliferation,
differentiation, and motility. Conversely, no increase in
neoangiogenesis in response to the WT SCs grafted in the
KI mice could be found. This is observed despite other
cells from the KI mouse being free to colonize the Matri-
gel plug and secrete mutated CXCL12. Although the
potent interaction between the SCs and the ECs during
in vivo angiogenesis assay has already been shown [15, 28,
29], the specific activation and response of the KI vessels
only to the KI SCs, which are capable of producing and
releasing mutated CXCL12, as we showed, or other
CXCL12-regulated factors, remains to be explored.

To study the importance of the CXCL12/HS inter-
action during muscle regeneration, we chose two injury
models differing in severity and tissue layer location. We
have previously demonstrated in WT mice that NTX
injury induced a reduced destruction of SCs and vessels
in muscle compared to FI [19]. Contrasting to the
remarkable regenerative capacity of the WT mice, the KI
mice exhibited an impaired regenerative phenotype
which was dependent on the severity of the injury
model. In particular, the NTX-induced injury 12 days
post-injury showed a broader disruption in tissue and
was associated with a temporary adipogenic response in
the KI mice. However, there was a similar adaptive
response in the number of SCs in the KI and the WT
mice. A comparable delay in the post-NTX muscle
regeneration has also been described after the inhibition
of the CXCL12/CXCR4 signaling with a CXCR4 antag-
onist [13]. Interestingly, severely FI muscles from the KI
mice generated large fibrotic zones. This alteration was
associated with the lack of an increase in the number of
SCs in the KI mice. In addition, fibrosis is an active
process which differs from the volumetric loss that is to
be expected if the lack of efficiency of the regenerative
myogenesis steps was the only process involved in the
regeneration. We accordingly broadened the scope of
our study to include cell types associated with fibrosis.

One striking observation in post-FI fibrotic zones was
the infiltration of macrophages into the damaged areas.
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This last observation apparently contradicts published
data in which systemic administration of non-HS bind-
ing CXCL12 was shown to inhibit haptotactic leukocyte
migration to sites of inflammation [30]. This discrepancy
could result from design differences between the studies.
In the reported study, the effect of single dose, after 24
h, of a mutated CXCL12 introduced intravenously into
WT mice was studied. Conversely, in our studies, the
persistent expression of a mutated chemokine and the
assessment of macrophage infiltration 12 and 30 days
post-injury were analyzed. The difference in the muta-
tion of CXCL12 involved in both studies could also be
an explanation. The mutated CXCL12 expressed by the
KI mice in our studies has been shown to retain agonist
potency without desensitizing CXCR4 [23], which was
not the case in the other study.

The most salient feature of the pathological phenotype
post-FI was the uncoordinated infiltration of abnormal
vascular structures. Despite the apparently angiogenic-
facilitating phenotype of the KI ECs, their adaptation to
the local needs proved to be defective in the KI mice, as
the grossly misshapen capillaries found 1 month post-FI
associated with a decrease in perfusion efficiency in
angio-MRIs. As previously reported when CXCLI12 is
overexpressed in models of limb ischemia, it supports
neoangiogenesis by attracting EPCs and by increasing
the number of newly formed vessels leading to an
increase in blood flow [9]. In addition, CXCL12 also
participates in vascular remodeling by recruiting inflam-
matory cells and by directly attracting smooth muscle
cells [31, 32]. More specifically, the disruption of the
CXCL12/GAG interaction also leads to a defect in
angiogenesis and neovascularisation in a limb ischemia
model, which can be rescued by the administration of
exogenous CXCL12y [14].

Surprisingly, the transcriptomic assay of the uninjured
ECs from the KI mice suggested the possibility that they
might be heavily primed towards extracellular matrix
synthesis, a feature that only appears after severe injury.
This phenotype could be explained by a dysregulation of
the endothelial pericyte and the endothelial smooth
muscle cell interactions. Indeed, pericytes participate in
vascular regulation and stabilization [33], but are also
regulated by the endothelium. Pericytes have been
shown to be one of the major sources of collagen-
producing cells in a kidney fibrosis model [34]. The
alteration of their interactions has been established in
both the capillary rarefaction and in fibrosis induction
[35]. Interestingly, it has been shown that the increased
levels of CXCL12a and the low HS binding isoform of
CXCL12 participate in the kidney and myocardial
fibrosis. It has been shown to directly induce a collagen-
synthetizing phenotype on perivascular cells, a pheno-
type amenable by CXCR4 antagonist therapy [36].
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Additionally, the direct stimulating role of CXCL12 in the
expression of matrix proteases could be hindered and the
fibrosis could result not only from an increase in collagen

expression, but also from its non-degradation [13, 24].

Finally, it has been shown that chemokines cooperate
by directly modifying the availability and gradient forma-
tion of each other through the competition for GAG
adhesion. The exclusion of CXCL12 from this competi-
tion could lead the other chemokines to be perceived
more strongly by their receptors revealing non-CXCL12

effects [37].

Conclusion

The present study shows that CXCL12 is crucial for
proper muscle regeneration. We highlight that this
homing molecule could play an important role in drastic
muscle injuries and that the regeneration defect could
be due to an inefficient angiogenesis. Endothelial cells’
transcriptional priming towards extracellular matrix
synthesis in uninjured KI mice could represent another
facet of vascular involvement in fibrosis, if further exper-
iments were to confirm the actual extracellular matrix
molecule expression. Whether comparable skews towards
fibrosis are observed in otherwise regenerating models
such as hepatectomy following CXCL12/HS interaction
disruption should also warrant further studies. Finally,
understanding whether unbound CXCL12 alone triggers a
profibrotic activity, HS-bound CXCL12 an antifibrotic
activity, or whether an indirect mechanism is at play such
as the displacement from HS disrupting the pattern of
bound molecules could offer new insight in the occur-

rence of pathological scarring.

Supplementary information
Supplementary information accompanies this paper at https://doi.org/10.
1186/513395-019-0210-5.
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Additional file 1: Table S1. Oligonucleotide primers for RTqPCR,
Related to Figures 5, S2, S3.

Additional file 2: Figure S1. (Related to Figure 1). Quantitative
histological and cytometric parameters of the resting muscle from WT
and CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Quantification of (A) fibers number and
(B) fibers diameter by Hematoxylin-eosin staining in the uninjured TA
from WT (C57BI6) and CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three animals (n=3)
were used per condition and were repeated independently two times.
() Quantification of Sirius Red positive/negative surface ratio. The mean
ratio = SEM (3 sections per mice, 10 images per sections) is given for the
uninjured TA from Kl (CXCL12Gagtm/Gagtm) mice. (D) Quantification of
vessels number by CD31 immunostaining in the uninjured TA from WT
(C57BI6) and CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three animals (n=3) were used
per condition and were repeated independently two times. (E) Quantification
of GFP-positive cells by FACS analysis from both the TAs of WT
(FIk1GFP/+) vs. KI (CXCL12Gagtm/Gagtm = Flk1GFP/+) mice. (n=5 mice
per condition). (F) Quantification of the sprouting vessels number in
the resting muscle of WT (FIk1GFP/+) and KI (CXCL12Gagtm/Gagtm :
FIk1GFP/+) mice (n=5). Quantification of number of SCs by Pax7/GFP
immunostaining (G) or by FACS analysis (H) in the uninjured TA from

WT (Tg:Pax7nGFP) and CXCL12Gagtm/Gagtm mice (n=5 mice per condition).
Data are given as the mean + SEM. *** p < 0,0001.

Additional file 3: Figure S2. (Related to Figure 2). CXCL12gagtm/
gagtm and WT satellite cells show identical behavior. (A) Heat map of the
three most up- and down-regulated genes identified by the genome-
wide microarray analysis on FACS-sorted SCs from the uninjured TA of
WT-Pax7 (n=3) and KI-Pax7 (n=3) mice. Expression of genes is presented
as centered and scaled log2 fluorescence intensity (red to yellow key),
each row represents a gene, named by its MGl symbol. Confirmation by
specific RTGPCRs for the three most up-regulated genes (B) and the three
most down-regulated genes (C). Data are represented as the fold change
of expression in KI SCs (n=5) compared to WT SCs (n=5) with the use of
Wilcoxon signed rank test. SCs from (n=3) WT (Tg:Pax7nGFP) and (n=3) KI
(CXCL12Gagtm/Gagtm:Pax7nGFP) were sorted by FACS and plated to
assess their behavior by live videomicroscopy: (D) the velocity, (E) the
onset first cell division and (F) the division rate. (n=100 cells counted). (G)
Quantification by immunostaining 2 days post plating of percentage of
MyoD and Pax7 population in WT vs KI SCs and 4 days post plating of
percentage of Myogenin and Pax7 population in WT vs Kl SCs (n=3 mice
per condition and per time point). Data are given as the mean + SEM. *
p < 0.05; * p < 001.

Additional file 4: Figure S3. (Related to Figure 2). KI ECs display an
increased angiogenic response. (A) Heat map of the three most up- and
down-regulated genes identified by the genome-wide microarray analysis
on FACS-sorted ECs from the uninjured TA of WT-FIk1 (n=3) and KI-Flk1
(n=3) mice. Expression of genes is presented as centered and scaled log2
fluorescence intensity (red to yellow key), each row represents a gene,
named by its MGl symbol. Confirmation by specific RTqPCRs for the three
most up-regulated genes (B) and the three most down-regulated genes
(C). Data are represented as the fold change of expression in Kl ECs (n=5)
compared to WT ECs (n=5) with the use of Wilcoxon signed rank test. (D)
Representative immunostaining of matrigel plugs mixed with KI
(CXCL12Gagtm/Gagtm:Pax7nGFP) satellite cells inserted for 3 weeks in Kl
(CXCL12Gagtm/Gagtm) mice with endothelial cells (CD31, red) and
myoblasts (Desmin, green). Scale bars represent 10 um. (E) Quantification
of the CD31 positive/negative surface ratio in matrigel plugs mixed with
the KI (CXCL12Gagtm/Gagtm::Pax7nGFP) or the WT (Tg:Pax/nGFP) SCs
inserted for 3 weeks in either the WT (C57BI6) or the KI (CXCL12Gagtm/
Gagtm) mice. Data are mean percentage + SEM (10 fields per matrigel
plug). Five animals (n=5) were used per condition and were repeated
independently two times. Data are given as the mean + SEM.* p < 0.05;
1< 001,

Additional file 5: Figure S4. (Related to Figure 3). Quantitative
histological and cytometric parameters of the muscle one month post
NTX injury in the WT and the CXCL12Gagtm/Gagtm mice. (A)
Quantification of calcium deposits number by Von Kossa staining in 12
days and one month post NTX injured TA from WT (C57BI6) and
CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three animals (n=3) were used per condition
and were repeated independently two times. (B) Representative Von
Kossa stained TA section 12 post NTX injury in KI (CXCL12Gagtm/Gagtm)
mice. Scale bar represent 100pum. Quantification of (C) fibers number and
(D) fibers diameter by Hematoxylin-eosin staining in uninjured and post
NTX injured TA from WT (C57Bl6) and CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three
animals (n=3) were used per condition and were repeated independently
two times. (E) Quantification of vessels number by CD31 immunostaining
in the uninjured and the post NTX injured TA from WT (C57Bl6) and
CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three animals (n=3) were used per condition
and were repeated independently two times. (F) Quantification of GFP-
positive cells by FACS analysis per TA of the uninjured and the post NTX
injured WT (FIk1GFP/+) vs. KI (CXCL12Gagtm/Gagtm :: FIk1GFP/+) mice.
(n=5 mice per condition). Data are given as the mean + SEM. * p < 0.05;
# b <001, ** p < 000]1.

Additional file 6: Figure S5. (Related to Figure 4). Quantitative
histological and cytometric parameters of the muscle one month post Fl
in WT and CXCL12Gagtm/Gagtm mice. RTqPCR gene expression in FACS-
sorted MPs, FAPs, SCs, ECs from TA muscle without injury and TA 12 days
post FI from WT-Pax7 and KI-Pax7 with relative expression, represented as
a log2, of total CXCL12 gene (A), alpha CXCL12 isoform gene (B), beta
CXCL12 isoform gene (C) and gamma CXCL12 isoform gene (D). The data
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are represented in Log2 and n=3 animals per condition for uninjured
mice, n=5 animals for injured WT-Pax7 mice and n=6 animals for injured
KI-Pax7 mice. Quantification of (E) the number of fibers and (F) the fiber's
diameter by Hematoxylin-eosin staining in the uninjured and post FI TA
from WT (C57BI6) and CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three animals (n=3)
were used per condition and were repeated independently two times.
(G) Quantification of the number of vessels by CD31 immunostaining in
the uninjured and the post Fl injured TA from WT (C57BI6) and
CXCL12Gagtm/Gagtm mice. Three animals (n=3) were used per condition
and were repeated independently two times. (H) Quantification of GFP-
positive cells by FACS analysis per the TA of uninjured and post Fl injured
WT (FIk1GFP/+) vs. KI (CXCL12Gagtm/Gagtm :: FIk1GFP/+) mice. (n=5 mice
per condition). Data are given as the mean + SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01,
% 5 < 0,001,

Additional file 7: Figure S6. (Related to Figure 5). Quantitative
histological and ultrastructure parameters of the vascular network of
muscle one month post FI in WT and Kl mice. (A) Quantification of the
sprouting vessels number one month post Fl in the muscle of WT
(FIk1GFP/+) and Kl (CXCL12Gagtm/Gagtm :: FIk1GFP/+) mice (n=5). (B and
E) Scanning Electron Microscopy (SEM) sample were selected according
to Sirius Red staining. Scale bar represent 200 um. (C and D) A set of
representative images of a satellite cell (SC); a myofiber (MF); an
endothelial cell (EC); a pericyte (PC) from WT (C578BI6) muscle. Scale bar
represent 1 um. (F-G) Representative images of a SC, a MF a EC and a PC
from two different zones selected on Sirius Red section in K
(CXCL12Gagtm/Gagtm) muscles: (F) in a fully regenerated area and (G)
in the non-regenerated zone. Scale bar represent 1 um. (H) Number
of pericytes identified around vessels in the non-regenerated zone of
KI muscle compared to WT muscle one month post Fl. Ten fileds
including at least one vessel were randomly counted on each TA
section for each condition (n=3 animals per condition). Data are
given as the mean + SEM. p < 0.05; ** p < 0.01.
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Titre : Effets de la fluoxétine, inhibiteur de la recapture de la sérotonine, sur les cellules
souches musculaires et la régénération musculaire

Résumé : La fluoxétine (FLX), premier inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine développé il y a 50 ans, est le traitement
antidépresseur le plus prescrit au monde. Plusieurs mécanismes d’action sous-tendent |'effet antidépresseur de cette classe tels que
le renforcement de la neurotransmission de la sérotonine (5-HT) mais également I'augmentation de la neurogenése hippocampique,
de la survie neuronale et de I'angiogenése cérébrale. En périphérie, la sérotonine, principalement synthétisée par I'intestin et stockée
dans les plaquettes, a également montré des effets positifs sur différentes cellules souches et dans plusieurs modeles de
régénération tissulaire. Les effets de FLX sur le comportement de cellules souches et la régénération tissulaire au-dela du systeme
nerveux central ont été a ce jour peu étudiés. Nos objectifs étaient, d’'une part de caractériser la modulation des concentrations de
5-HT induite par FLX dans le compartiment central, périphérique et circulant, et d’autre part d’investiguer les propriétés
régénératives de FLX en périphérie a I'aide du modéle de régénération ad integrum du muscle squelettique. Nous avons d’abord
évalué par HPLC différentes concentrations de 5-HT au cours du temps chez des souris traitées par FLX ou placebo. Dans le cerveau
et l'intestin, organes synthétisant la 5-HT, le traitement par FLX entrainait initialement une réduction des concentrations
intratissulaires de 5-HT suivie d’une restauration de ces concentrations. A I'inverse, dans le sang total, le traitement par FLX entrainait
une déplétion drastique et soutenue des concentrations de 5-HT, associée a une augmentation transitoire des concentrations
plasmatiques de 5-HT suivie d’'une diminution durable de ces concentrations. Pris ensemble, ces résultats suggérent que le signal 5-
HT systémique n’est augmenté qu’en cas de traitement subaigu par FLX et que les organes, possédant un métabolisme 5-HT,
restaurent une nouvelle homéostasie a I'issue d’un traitement chronique par la fluoxétine. Dans un second temps, nous avons
montré que le traitement prolongé par FLX augmentait le nombre de cellules souches musculaires et I'angiogenése musculaire chez
la souris. FLX améliorait également la régénération du muscle squelettique aprés une blessure unique et des blessures multiples
induites par I'injection intramusculaire de notexine. L’accélération de la régénération musculaire induite par FLX résultait d’une triple
action marquée par une augmentation du pool de cellules souches musculaires, une augmentation de la densité des vaisseaux et
une réduction des lésions fibrotiques et de l'inflammation. In vitro, nous avons montré que les effets prolifératifs de FLX sur des
myoblastes immortalisés étaient dépendants de 5-HT et de I'activation du récepteur 5-HT1B. In vivo, les souris, dépourvues de 5-HT
périphérique traitées par FLX, ne présentaient pas d'effets positifs pendant la régénération musculaire. De plus, l'inactivation
pharmacologique et génétique du récepteur 5-HT1B dans les cellules souches musculaires abolissait également I'amélioration induite
par FLX sur la régénération musculaire. En conclusion, nos résultats montrent qu’a travers la modulation du signal 5-HT en périphérie,
FLX favorise une régénération musculaire harmonieuse sous-tendue par une action combinée sur la myogenése, I'angiogenese et
I'inflammation. Ces résultats mettent en lumiére I'identité sérotoninergique du muscle squelettique et dégagent une stratégie
thérapeutique prometteuse pour les maladies musculaires endogénes. Au-dela du muscle et du cerveau, nos résultats soulignent
que les effets des antidépresseurs sur la régénération d'organes doivent étre étudiés. Enfin, ces travaux ouvrent de nouvelles
perspectives d’investigation tant sur le réle de la sérotonine et du récepteur 5-HT1B dans d'autres types de cellules souches que sur
le potentiel thérapeutique des antidépresseurs en médecine régénérative.

Mots clés : Fluoxetine, sérotonine, 5-HT, récepteur 5-HT1B, cellules souches musculaire, régénération musculaire, angiogenese,
inflammation

Summary: Fluoxetine (FLX), the first selective serotonin reuptake inhibitor developed 50 years ago, is the most prescribed
antidepressant treatment worldwide. Several mechanisms of action underlie the antidepressant effect of this class, such as the
reinforcement of serotonin (5-HT) neurotransmission but also the increase in hippocampal neurogenesis, neuronal survival, and
cerebral angiogenesis. Peripherally, serotonin, mainly synthesized by the gut and stored in platelets, also showed positive effects on
different stem cells and in several tissue regeneration models. The effects of FLX on stem cell behavior and tissue regeneration
beyond the central nervous system have been little studied to date. Our objectives were, on the one hand, to characterize the
modulation of 5-HT levels induced by FLX in the central, peripheral, and circulating compartments, and on the other hand, to
investigate the regenerative properties of FLX in the periphery using the skeletal muscle ad integrum regeneration model. We first
assessed by HPLC different levels of 5-HT over time in mice treated with FLX or placebo. In the brain and intestine, organs synthesizing
5-HT, FLX treatment initially led to a reduction in intra-tissue 5-HT levels followed by a restoration of these levels. Conversely, in
whole blood, FLX treatment resulted in a drastic and sustained depletion of 5-HT levels, associated with a transient increase in plasma
5-HT levels followed by a sustained decrease in these levels. Taken together, these results suggest that systemic 5-HT signaling is
increased only during subacute FLX treatment and that organs, possessing 5-HT metabolism, restore a new homeostasis after chronic
FLX treatment. In a second step, we showed that prolonged FLX treatment increased the number of muscle stem cells and muscle
angiogenesis in mice. FLX also improved skeletal muscle regeneration after single and multiple injuries induced by intramuscular
notexin injection. The acceleration of muscle regeneration induced by FLX resulted from a triple action marked by an increase in the
muscle stem cell pool, an increase in vessel density and a reduction in fibrotic lesions and inflammation. In vitro, we showed that the
proliferative effects of FLX on immortalized myoblasts were dependent on 5-HT and 5-HT1B receptor activation. In vivo, mice lacking
peripheral 5-HT treated with FLX did not show positive effects during muscle regeneration. Moreover, pharmacological, and genetic
inactivation of the 5-HT1B receptor in muscle stem cells also abolished the FLX-induced improvement in muscle regeneration. In
conclusion, our results show that, through modulation of the 5-HT signal in the periphery, FLX promotes a harmonious muscle
regeneration underpinned by a combined action on myogenesis, angiogenesis and inflammation. These results highlight the
serotonergic identity of skeletal muscle and point to a promising therapeutic strategy for endogenous muscle diseases. Beyond
muscle and brain, our results highlight that the effects of antidepressants on organ regeneration need to be studied. Finally, this
work opens new perspectives of investigation both on the role of serotonin and the 5-HT1B receptor in other types of stem cells and
on the therapeutic potential of antidepressants in regenerative medicine.

Keywords: Fluoxetine, serotonin, 5-HT, 5-HT1B receptor, muscle stem cells, muscle regeneration, angiogenesis, inflammation



