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Résumés

Résumé en Frangais

Les Cellules lymphoides innées dans la biologie et pathologie du muscle squelettique

Les myopathies dysimmunes et inflammatoires (DIM) forment un groupe de maladies
acquises affectant le muscle squelettique. Leur caractérisation repose sur la délimitation
précise des processus immunopathologiques, notamment le phénotypage des cellules
immunitaires intramusculaires. La cytométrie en flux (CMF) est la technique la plus fiable
pour analyser les sous-populations de leucocytes et évaluer leurs niveaux d'activation. Nous
avons d'abord développé un protocole purement mécanique d'extraction de cellules du tissu
musculaire permettant de préserver les épitopes de surface cellulaire et nous avons évalué
son applicabilité dans le cadre de la pathologie expérimentale chez la souris et du diagnostic
myopathologique chez I'homme. Chez la souris, la régénération des muscles squelettiques
était associée a I'enrichissement transitoire des macrophages (CD11b"&" Gr'1*), des cellules
dendritiques myéloides (MDC, CD3'CD8* CD11b"e"), des cellules T CD8* (CD3* CD8*) et NK
(CD3°CD11b"&"NKp46*). Dans les modéles murins de dystrophies musculaires héréditaires,
les leucocytes représentent 23 a 84 % des cellules mononucléées intramusculaires, avec un
pourcentage de cellules T CD8* de 4 a 17 % des cellules CD45*, tandis que Les MDC restent
minoritaires. Chez I'homme, les DIM (dysimmune and inflammatory myopathies) étaient
associées au recrutement intramusculaire des cellules T CD8*, mais pas des cellules T CD4* et
des cellules NK. Ensuite, nous avons calculé le ratio [mTCD4*/ T CD8*]/[bTCD4*/ T CD8*] que
nous avons appelé IntraMuscular Inflammation IMI-index (IMl-index) pour mettre en
evidenceun enrichissement sélectif en cellules T CD8* intramusculaires dans les myopathies

immunitaires. L'IMI- index était de 0,99 + 0,25 dans le groupe témoin (CTL), reflétant des



proportions similaires en cellules T CD4* et TCD8* dans le sang et le muscle, I'|MI- index est
de 0,94 £ 0,28 dans les conditions non inflammatoires DIM (0,55 + 0,48 ; p = 0,0001) par
rapport aux groupes CTL et NIC. Enfin, nous avons utilisé notre stratégie de cytométrie en
flux optimisée pour le phénotypage et I'analyse des cinétiques de recrutement des ILC dans
la pathologie expérimentale murine et dans le diagnostic myopathologique. Dans la
myonécrose aigue, le recrutement des NK, des ILC1 et des ILC2 est parallele a celui des
macrophages M1. Dans le modéle murin de dysferlinopathie, I'influx des NK et des ILC1
précéde la myonécrose, suggérant un réle possible des cellules NK dans la nécrose
myofibrillaire. Les ILC2 sont paralleles a |'apparition de la myonécrose. De plus, la lésion
musculaire focale induit un recrutement musculaire a distance des ILC2, mais pas des NK et

des ILC1.

Mots clés

Dysferlinopathies, Cytométrie en flux, ILC, IMI-index, Myonécrose aiglie, Myopathies

dysimmunes et inflammatoires,



Résumé en anglais

Innate lymphoid cells in skeletal muscle biology and pathology

Dysimmune and inflammatory myopathies (DIM) form a group of acquired diseases affecting
skeletal muscle. Their characterization is based on the accurate delineation of
immunopathological processes at work, including the phenotyping of intramuscular immune
cells. Flow cytometry (FC) is the most reliable technique for analyzing leucocyte
subpopulations and evaluating their activation levels. We first developed a purely
mechanical protocol for extracting cells from muscle tissue allowing us to preserve cell
surface epitopes and we evaluated its applicability in the context of experimental pathology
in mouse and myopathological diagnosis in human. In mouse, skeletal muscle regeneration
was associated with the transient enrichment of macrophages (CD11bM&"Gr-1*), myeloid
dendritic cells (MDC, CD3- CD8* CD11b"e"), CD8*T cells (CD3* CD8*) and NK (CD3 CD11b"&h
NKp46*) cells. In murine models of inherited muscle dystrophies, leucocytes represent 23 to
84% of intramuscular mononuclear cells, with a percentage of CD8'Tcells (4 to 17%)
mirroring that of all CD45* cells, while MDC remained a minority. In human, DIM was
associated with intramuscular recruitment of CD8*T cells, but not CD4*T cells and NK cells.
Then, we calculated the ratio [mCD4*'T/CD8'T]/[bCD4*T/CD8*T] that we termed
IntraMuscular Inflammation IMI-index to assess a selective intramuscular CD8+T cells
enrichment in immune myopathies IM-l index was 0.9910.25 in Control group (CTL),
reflecting the similar proportion of CD4* and CD8* T cells in blood and muscle, and 0.94+0.28
in Non Inflammatory Condition (NIC). In contrast, IM-I index was markedly decreased in DIM
(0.55+0.48; p=.0001) compared to CTL and NIC. Finally, we used our Optimized flow-

cytometry strategy for phenotyping and analyze the recruitment kinetics of ILC in the



context of experimental pathology in mouse and myopathological diagnosis. In acute
myonecrosis, NK, ILC1 and ILC2 recruitment parallels that of M1 macrophages. In dysferlin
deficiency, NK and ILC1 influx precedes myonecrosis suggesting a possible role for NK in
fibers injuries. ILC2 parallels the onset of myonecrosis. Furthermore, Focal muscle injury

induces remote muscular recruitment of ILC2, but not of NK and ILC1.

Key words

Dysferlin deficiency, Dysimmune and inflammatory myopathies, Flow cytometry, ILC, IMI-

index, Myonecrosis
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Chapitre 1 : Muscle squelettique structure, croissance, développement et

régénération. Organisation du muscle squelettique

1.1 Structure du muscle squelettique et fibres musculaires
I.1.a Définition du muscle squelettique

Les muscles squelettiques sont les organes permettant de mobiliser le corps par
I'intermédiaire du squelette auxquels ils sont fixés. Les muscles squelettiques sont
responsables de contractions musculaires régulieres, rapides et puissantes, a l'origine
d’actions volontaires discontinues, les différenciant du muscle lisse et cardiaque. Le muscle

squelettique également responsable de la thermorégulation et de la respiration

I.1.b Structure du muscle squelettique

Le muscle squelettique, une structure hiérarchisée est enveloppé dans une membrane
conjonctive appelée épimysium et est divisé en plusieurs fascicules enveloppés dans des
membranes conjonctives appelées périmysium. Ces fascicules (ou faisceaux musculaires)
sont eux-mémes formées de cellules musculaires squelettiques (aussi appelées
rhabdomyocyte ou fibres musculaires)qui sont des grandes cellules tres allongées,, avec de
multiples noyaux cellulaires elliptiques, et limitées par une membrane plasmique appelée
sarcolemme, et entourées d’'une membrane basale essentiellement constituée de laminine,
et enfin par un tissu conjonctif appelé endomysium (Turrina et al. 2013). La fibre musculaire,
d’un diamétre de 10 a 100 micrometres pour une longueur pouvant atteindre 35
centimetres, est organisée en myofibrilles, de 1 a 2 micrometres de diamétre (Figure.1).
L'approvisionnement des fibres musculaires en sang artériel provient de différentes

branches liées a chaque groupe musculaire, et a chaque fibre.
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Figure.1: Schéma d’une fibre musculaire squelettique : une seule fibre musculaire mature est
représentée sous la forme d'un faisceau de myofibrilles, enveloppé par le sarcolemme. Le réticulum
sarcoplasmique enserre les fibrilles avec des tubules transversaux (T) qui les coupent. Des faisceaux
de myofibres forment des fascicules, qui se regroupent ensuite pour former le tissu musculaire. Les

cellules satellites résident le long de la fibre musculaire de I'h6te, directement au-dessus du
sarcolemme sous la lame basale du muscle et a proximité des noyaux. Les fibres nerveuses
innervantes et les capillaires locaux s'étendent le long de la fibre musculaire. Chaque couche est

successivement enrobée par la matrice extracellulaire, non représentée ici (Khavita et al.2019)
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I.1.c Types de fibres musculaires

Le muscle squelettique est constitué de différents types de fibres caractérisées par leur
chaine de myosine lourde (MyHC: Myosin Heavy Chains). Chez ’lhomme, on distingue trois

principaux types :

1- Les fibres lentes de type I: de petit diamétre, elles développent peu de force et

se contractent lentement mais ne se fatiguent qu’au bout d’une longue durée.

2- Les fibres rapides fatigables de type Il de gros diametre, elles développent
beaucoup de force et se contractent rapidement mais se fatiguent au bout de
qguelques minutes de stimulations répétitives.

3- Les fibres rapides résistantes a la fatigue de type /l,: elles sont intermédiaires

aux deux types de fibres précités.

Un quatriéme type de fibres musculaires, le typell,, est citée mais si ’homme possede bien
les génes des protéines correspondants (MyHCIlp), ceux-ci n’ont jusqu’a présent pas été mis
en évidence dans le tissu humain (Holzer et al. 2006, Smerdu et al. 1994 et seraient donc des
fibres de type llx, que I'on retrouve que chez certains animaux. La proportion des différents
types de fibres musculaires dans les muscles varie en fonction des muscles (Eng et al. 2008,
Mathewson et al. 2012, Rupert et al. 2015), mais également de I'dge (Meznaric et al. 2018,
Nikoli et al. 2001), de la partie du muscle (Hermanson et Cobb.2005) ainsi que de I'espéce.
Les techniques d’immunohistochimie ciblées sur les chaines lourdes de myosine (MyHC)
permettent de mieux différencier les types de fibres I, ll,et Il (Bloemberg et Quadrilatero,

2012).
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1.2 Physiologie du muscle squelettique

I.2.a Composition des myofibrilles

Les myofibrilles sont segmentées en sarcomeéres, unité de construction de la cellule
musculaire d’une longueur de 2 micromeétres et maintenus par des filaments de desmine. La
portion protéique myofibrillaire représente jusqu'a 85 % du volume des fibres musculaires
(Favier et al.2008). Les filaments contractiles du sarcomere s'organisent en filaments épais
(Myosine et liaison d'actine de I'ATP au site de la téte de myosine) et en filaments minces
(composés d'actine G et de complexe de troponine). Le disque ou la ligne Z se rapporte a
I'adaptation des fibres musculaires au stress mécanique et comprend différents types de
protéines, tels que la calcineurine, I'actine, la -actinine, la nébuline, la -filamine, la myotiline,
la titine, la ZASP (protéine a motif PDZ alternativement épissé en bande Z), la myogénine et
la téléthonine. La ligne M est représentée par un filament épais de myosine(Favier et

al.2008).

I.2.b Matrice extra cellulaire

Les différents tissus conjonctifs enveloppant le muscle forment la matrice extracellulaire
musculaire ou Extracellular Muscular Matrix (ECM) : composée d’eau, de collagene de type
[, lll, d’une faible proportion de collagene de type IV, V et VI, ainsi que de protéoglycanes et
des glycoprotéines comme la laminine (Gillies et Lieber. 2011, Mayne et Sanderson. 1985).
Le tissu conjonctif intramusculaire est divisé en endomysium, périmysium et épimysium.
L'endomysium, composé essentiellement de collagene de type | et de collagéne de type llI,
correspond au fin conjonctifs séparant les fibres musculaires (Trotter et Purslow. 1992). Le

périmysium, constitué majoritairement de collagene de type |, correspond a la gaine de tissu

22



conjonctif recouvrant les faisceaux musculaires. Plusieurs tailles de faisceaux et plusieurs
niveaux de collagéne sont distingués dans la littérature. Le périmysium primaire recouvre les
petits faisceaux, du périmysium secondaire recouvre les faisceaux secondaires constitués de
plusieurs faisceaux (Gillies et al. 2017). La composition du périmysium en collagéne et en
protéoglycane étant similaire a celle du tendon, certains auteurs supposent que le tendon se

trouve dans la continuité du périmysium (Gillies et Lieber, 2011).

1.3 Contraction musculaire

Le bon fonctionnement de la contraction musculaire dépend de l'intégrité des unités
motrices. Chague motoneurone est responsable de l'innervation de 100 a 10 000 fibres
musculaires, selon le role physiologique principal du muscle. Lors des stimulations
neurochimiques et électriques dans la plague motrice, un systeéme glycoprotéique complexe
se met en place, caractérisé par la libération de |'acétylcholine, de la rapsyne (et son linker
transmembranaire/RATL associé), I'utrophine, les syntrophines, I'agrine, la dolichol kinase-7
(DOK-7) et la kinase spécifique du muscle (MuSK), ainsi que le récepteur du facteur de
croissance épidermique (ErbB), les biglycanes et la tension sodique SCN4A canal fermé. Ce
complexe membranaire se couple au systéeme des récepteurs de la dihydropyridine (DHPR)
dans le tubule en T du muscle squelettique strié, (Reed et al. 2009, Gundersen et al. 2011)
entrainant la libération intracellulaire de calcium du compartiment intrasarcoplasmique vers
le cytoplasme, permettant ainsi l'initiation appropriée de la contraction musculaire par le

complexe d'actomyosine (Gundersen et al. 2011, Taivassalo et al. 2000).

La contraction musculaire se fait selon différentes phases de couplages cycliques : repos,
excitation, contraction, restauration et relaxation. Durantla phase de repos, il n'y a pas

d'interaction des filaments et la molécule d'ATP reste attaché, l'ion calcium reste dans le
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réticulum sarcoplasmique. A la phase d'excitation-activation, I'influx nerveux entraine la
libération du calcium du réticulum sarcoplasmique, qui se fixe sur la troponine modifiant
ainsi sa structure conformationnelle et exposant le site de liaison du complexe actomyosine.
A la phase de contraction, la myosine ATPase est activée par le complexe d'actomyosine,
provoquant la dégradation de I'ATP et la libération d'énergie, tandis que la myosine se lie a
I'actine ; contraction musculaire dite dépendante de I'ATP. Dans la phase de restauration,
une molécule d'ATP pénétre dans le complexe, inactivant le complexe d'actomyosine
(Taivassalo et al. 2000). Dans la phase de relaxation tardive, le calcium est réabsorbé par le

réticulum sarcoplasmique (Devries MC et al.2008).
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Figure.2 : Les différentes étapes du couplage excitation- contraction dans les muscles striés

squelettiques (Biodis, 2015).

Il. Régénération musculaire

11.1 Définition

La capacité du muscle a se régénérer repose principalement sur une population spécifique
de cellules souches musculaires, quiescentes en condition normale, appelées cellules
satellites (Mauro et al.1961). Les cellules satellites sont les progéniteurs myogéniques. De
nombreux types de cellules supplémentaires jouent également un réle dans la réparation
tissulaire efficace, telles que les PIC (PW1* interstitial cells, les mésoangioblastes, les FAPs
(fibro-adipogenic Progenitors) et d'autres cellules associées a la MEC (Biferali et al. 2019).

Les cellules satellites résident dans une niche caractéristique située entre la lame basale et la
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membrane plasmique des myofibres (MAURO et al. 1961).Bien que plusieurs études aient
montré que les myoblastes dérivés de cellules satellites peuvent synthétiser de nombreux
composants de I'ECM, la principale cellule productrice de matrice est le fibroblaste(Mann et
al. 2011). La délétion spécifique des fibroblastes entraine une altération de la régénération
par manque de prolifération des cellules satellites et de leur différenciation prématurée,
suggérant fortement une action paracrine des fibroblastes sur les cellules musculaires
(Murphy et al. 2011). Dans le processus normal de régénération musculaire, la prévention
d'une accumulation excessive de I'ECM et la restauration de l'intégrité de la lame basale
d'origine sont contrdlées par les activités équilibrées des protéases extracellulaires et de
leurs inhibiteurs. Un déreglement de ces activités enzymatiques peut provoquer une
accumulation illimitée d'ECM et une altération de la composition de la lame basale, ce qui
pourrait éventuellement conduire au développement d'une fibrose et a la perte de
I'architecture musculaire normale (Serrano et al. 2011). Enfin, les facteurs pro-
angiogéniques doivent également intervenir a des stades avancés du processus de
réparation pour revasculariser les myofibres nouvellement formées, rétablissant ainsi le

réseau vasculaire du tissu endommagé dans les Iésions (Mounier R e al. 2011).

I1.2 Cellules satellites dans la Régénération musculaire

I1.2.a Définition et Localisation des cellules satellites

Les cellules satellites sont des cellules progénitrices musculaires au repos auto-renouvelées,
situées entre la membrane basale et les fibres musculaires matures. Le facteur de
transcription Pax7 permet aux cellules satellites de rester au repos en réprimant
I'expression d’autres facteurs nécessaires a la prolifération et a la différenciation des

cellules myogéniques. Les dommages résultant d'une lésion musculaire aigue, entrainent
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I'activation des cellules satellites qui sortent de la gaine de la lame basale, pour entrer dans
un cycle cellulaire, caractérisé par une diminution de |'expression de Pax7, et par une
expression d'autres facteurs de transcription spécifiques au muscle, tels que MyoD. ( Allen et
Boxhorn. 1989, Fuchtbauer et Westphal. 1992, Cornélison et al. 2000, Miller et al. 2000,
Tatsumi et al. 2002, Chargé et Rudnicki. 2004, Gattazzo et al. 2020 ). Ainsi, les cellules
myogéniques Pax7*MyoD- sont des cellules satellites quiescentes; les cellules Pax7*/MyoD*
sont des cellules satellites activées ou des cellules myogéniques récemment activées qui ont
échappé a leur localisation de cellules satellites (Tidball et al. 2021). Ces étapes sont

essentielles au cours de la régénération myocytaire.

Les cellules satellites activées proliferent alors et leurs cellules filles sortent définitivement
du cycle cellulaire et soit poursuivent leurs différenciation, soit retournent a |'état de
quiescence pour reconstituer le pool de cellules satellites (Olguin et Olwin. 2004, Zammit et

al. 2006). Ces étapes sont essentielles au cours de la régénération musculaire striée.

I1.2.b Niche des cellules satellites

La niche des cellules satellites est composée de la fibre musculaire hote, (Charge et
Rudnicki. 2004, Tatsumi et al. 2006) de la membrane basale qui se compose principalement
de laminine, de collagéne et de protéoglycanes et d’un systéme microvasculaire qui nourrit
les cellules interstitielles qui interagissent avec les cellules satellites. Chez I'homme 68 % des
cellules satellites (82% chez la souris), sont localisées a moins de 5 um des capillaires ou des
cellules endothéliales vasculaires voisines, a la fois dans les états de quiescence et de
prolifération (Christov et al. 2007, Chazaud et al. 2007). Ces caractéristiques anatomiques de

la niche des cellules satellites suggérent donc qu'une combinaison de signaux provenant de
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la fibre musculaire hote, du systéeme de circulation et de la matrice extra cellulaire régissent

la quiescence, |'activation et la prolifération des cellules satellites.

Il.2.c Mécanismes génétiques et moléculaires de I'embryogenése musculaire

Myogenése embryonnaire

L'origine du muscle squelettique strié est basée sur les cellules progénitrices musculaires de
I'hypaxiale du somite et de la partie dorsale du mésoderme (dermomyotome). Ces cellules
progénitrices musculaires de la partie hypaxiale du dermomyotome se délaminent (en
fonction de I'expression de Pax3/7, cycline-D1, Myf5 et MyoD) et migrent vers le bourgeon
de membre (sous linfluence de HGF, FGF et Sonic hedgehog libérés par le tissu
mésodermique, et stimulation de la voie Wnt/B-caténine), proliférent, expriment des
déterminants myogéniques et donnent naissance a des masses musculaires ventrales et
dorsales par expression de MyoD et Myf5 et Msx1 dans les muscles distaux. Les myoblastes
(cellules myogéniques proliférantes) se différencient ensuite en myotubes striés et

rhabdomyocytes adultes.

Myogenése tardive

Des mécanismes moléculaires interviennent dans le développement musculaire tardif: (i)
MRF4 et MLP participent a l'innervation et a la maturation tardive des myotubes, (ii) Eya2,
Six1l, Myf5, MyoG et Mrf4 sont responsables de la fusion et la différenciation des
myofibres; (iii) Mox2, Lbx1l et c-met participent a la phase tardive de la structuration
musculaire spécifique, selon une polarisation dorsoventrale. Les mécanismes moléculaires
en jeu impliquent la libération de Wnt7a par la zone d'activité polarisante dans le bourgeon

de membre et la stimulation des voies Sonic hedgehog (Shh) par le tissu ectodermique
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dorsal. Il est également important de souligner le role remarquable du dermomyotome
épaxial impliqué dans le développement du muscle paravertébral profond sous |'expression
et la régulation positive de Lbx1 (Russell AP. 2009). Les péricytes périvasculaires de type 2
jouent un rble également au cours de la régénération musculaire et de la myogenése

primaire

11.2.d Mécanismes moléculaires impliqués dans I'activation des cellules satellite

Les cellules satellites restent quiescentes chez I'adulte, cependant leur capacité a réintégrer
le cycle cellulaire aprés une lésion musculaire est élevée. Elles expriment p38-phosphorylée
et MyoD et des niveaux élevés de Cdc6 (cycle de division cellulaire 6). La stimulation de
I'oxyde nitrigue active les cellules satellites provoquant la libération de HGF (facteur de
croissance des hépatocytes) dans la matrice extracellulaire, conduisant a I'activation des
récepteurs c-met, a la prolifération et a l'inhibition de la différenciation de ces cellules
satellites. Les mémes mécanismes d'activation ont été décrits précédemment en relation
avec d'autres stimuli (facteur de mécano-croissance, MAPK, TGF et FGF2/8, syndecans,
métalloprotéinases matricielles-2/9 et collagéne VI). Les cellules satellites activées quittent
leur emplacement typique, proliferent et commencent a exprimer MyoD, Pax3/7 et Myf5
(Kang et al. 2010). Les myoblastes fusionnent et forment des myotubes, qui fusionnent
ensuite au niveau des myocytes lésés et expriment la myogénine. Récemment, il a été
montré que la sévérité de l'atteinte clinique au cours des myopathies acquises et
héréditaires étaient corrélées au degré de perte de cellules satellites. (Shadrach et al 2011,
Engquist et al. 2021). De méme, il a été montré que la sarcopénie liée a |'age est associée a

un default d'expression de Pax7, IGF-1 et a une surexpression du facteur Sproutyl, de PPAR
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(récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes) et de PGCla (PPARS gamma

coactivateur 1-a, Alway et al. 2014).

I1.3 Role des leucocytes dans la régénération musculaire

Le processus de régénération musculaire squelettique nécessite une coordination complexe
entre différentes populations cellulaires (Relaix F, Zammit PS. 2012). Les leucocytes qui
infiltrent le muscle Iésé sont indispensables avec les cellules satellites pour une régénération
réussie. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) prolifératives dans la moelle osseuse
sont la principale source de leucocytes présents dans le muscle régénératif a J2 post lésion
musculaire. Par ailleurs, les cellules immunitaires résidentes dans le muscle sain ont
également un role dans la réparation musculaire par la sécrétion de chimiokines nécessaires
au recrutement de leucocytes circulants (Brigitte et al. 2010). Parmi ces cellules
inflammatoires ce sont les monocytes/macrophages qui jouent le plus grand rdle dans ce
processus de réparation (Figure .3). En réponse aux dommages vasculaires locaux et aux
signaux libérés par les myofibres en dégénérescence, les cellules de la lignée
monocytes/macrophages quittent la circulation sanguine et infiltrent les zones Iésées, pour
phagocyter les débris de myofibres. En plus de cette fonction critique, les cellules
inflammatoires produisent des facteurs de croissance, des cytokines, des médiateurs
inflammatoires et des signaux de danger qui conditionnent le comportement des cellules

satellites pendant le processus de régénération musculaire (Tidball, Villalta. 2010).

Apres une lésion musculaire, il existe donc une réponse inflammatoire bien orchestrée. La
réaction inflammatoire aigue chez la souris est caractérisée par l'infiltration de
neutrophiles (Schneider et al. 2007, Kawanishi et al. 2016). L'afflux de neutrophiles est suivi
d'une infiltration de macrophages de type M1, qui produisent des cytokines pro-

inflammatoires, telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), I'interleukine 1 béta
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(IL-1PB) et l'interféron gamma (IFN-y; Mosser et al. 2008). Ainsi, la présence de ces cytokines
dans la culture de myoblastes primaires augmente la prolifération cellulaire, soutenant
I'hypothése que les macrophages M1 participent a l'activation des cellules satellites (Li et al.
2003). Le recrutement des macrophages M1, est suivi de celui des macrophages M2
antiinflammatoires, qui sont associés a la réparation tissulaire et a la différenciation des
cellules satellites (Arnold L et al. 2007). Les cytokines anti-inflammatoires produites par les
macrophages M2, telles que I'lL-4 et I'IL-10, améliorent la différenciation des myoblastes in
vitro et augmentent I'expression de Myogenine, nécessaire a la différenciation des cellules
satellites (Deng et al. 2012). Par conséquent, la cinétique des macrophages M1 et M2
semble étre associée a la régénération des muscles squelettiques. En plus de leur réle dans
la modulation de la prolifération et de la différenciation des cellules satellites; les
macrophages par leurs cytokines libérées dans le muscle squelettique Iésé, modulent la
production de la matrice extracellulaire par le biais de cellules progénitrices fibro-
adipogéniques (FAPs; Contreras et al. 2017). En effet, la production de composants de la
matrice extracellulaire par les FAPs est régulée par le TNF-a et le TGF-B1, sécrétés par les
macrophages M1 et M2 respectivement. La cinétique des macrophages M1 et M2 régule
I'accumulation initiale puis I'apoptose des FAPs, évitant un dépot excessif de matrice
extracellulaire dans le muscle squelettique (Mann et al. 2011). Par ailleurs, le traitement des
maladies auto-immunes avec un anticorps monoclonal anti-TNF (infliximab et adalimumab)
peut entrainer une fibrose pulmonaire comme effet secondaire, suggérant que l'inhibition
de la signalisation du TNF conduise a un dépbt pathologique de la matrice
extracellulaire (Ostor et al. 2004, Huggett et al. 2006). Les FAPs et les macrophages font
ainsi partie des cellules a I'origine du microenvironnement responsable de I'activation et de
la différenciation des cellules satellites, qui est la niche des cellules satellites (Mashinchian

et al. 2018, Yin et al. 2013).
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Figure.3: Recrutement intramusculaire de cellules mononuclées dans le muscle TA aprés une
injection BaCl2. Panelneg : cellules non caractérisées par le panel de marqueurs standard utilisé,
Myo : cellules myogéniques (Pax7'nGFP*), Endo : cellules endothéliales (CD31"), Peri : péricytes
(PDGFRB* SCA17), M1 : macrophages de type 1 (F4 /80* LY6C), M2 : macrophages de type 2 (F4/80*
LY6C"), FAP : progéniteurs fibro-adipogéniques (PDGFRa* SCA1"), Gran : granulocytes (LY6G®).
(Borock et al. 2021).

Par ailleurs, dans les myopathies inflammatoires et dysimmunes (DIM), dans les dystrophies
musculaires, dans le vieillissement et dans |'obésité, I'inflammation chronique est associée a
I'altération de la fonction des cellules satellites et des FAPs, a l'origine d’'une fibrose et
d’une mauvaise réparation des muscles squelettiques (Contreras et al. 2017, Mann et al.
2011, Wang et al. 2015, Rostasy et al. 2008). En effet, le déséquilibre persistant entre
macrophages pro- et anti-inflammatoires dans le muscle entraine une augmentation des
cellules et des cytokines responsables d’une accumulation aberrante de composants pro-
fibrotiques et, par conséquent une niche défavorable a une bonne réparation des muscles

squelettiques (Contreras et. 2017, Villalta et al. 2009).
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I1.3.a Granulocytes neutrophiles

Au stade initial, l'infiltrat leucocytaire dans le muscle 1ésé chez la souris est principalement
constitué de neutrophiles, qui sont généralement des cellules Ly6G* et CD11b*, et qui ont
un noyau multilobé caractéristique. En régle générale, le nombre de neutrophiles est
maximal dans le muscle dans les 1 a 6 heures suivant la lésion, puis ce nombre diminue
rapidement 12 a 24 heures aprés la lésion (Fielding et al. 1993, Tidball. 2005). Les
neutrophiles ont un role de cellules phagocytaires des débris tissulaires ( Lowe et al. 1995) et
de cellules protéolytiques par la libération de protéases qui aident a dégrader les débris
cellulaires, associé a la libération de concentrations élevées de molécules cytolytiques et
cytotoxiques et une production accrue de radicaux libres qui peuvent endommager les
muscles (Tiidus et al. 1998). Elles secretent également des cytokines et des chimiokines pro-
inflammatoires qui recrutent d'autres populations leucocytaires qui interviennent dans la
régénération musculaire. Ainsi, |'épuisement expérimental du nombre de neutrophiles
réduit les dommages musculaires causés par une ischémie musculaire suivie d'une
reperfusion, ou par des étirements, ou par un exercice exhaustif (Carden et al. 1990,
Kyriakides et al. 1999,). De plus, la déplétion génétique d'enzymes dans les neutrophiles qui
génerent des radicaux libres (gp91, phox ou myéloperoxydase) réduisent considérablement
I'étendue des dommages causés aux fibres musculaires (Nguyen et Tidball. 2003, Nguyen et
al. 2005). Les neutrophiles ont également des effets indirects en augmentant la cytotoxicité

d'autres populations de leucocytes (Nguyen et Tidball, 2003).
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11.3.b Macrophages

Ontogénie des macrophages résidents du muscle squelettique

Les macrophages résidant dans le tissu conjonctif sont nécessaires a I’homéostasie des tissus
au cours des inflammations aigues (Lavin et al. 2015). En utilisant des modeles souris knock-
out, il a été montré que l'ablation du CSF1 (colonystimulating factor-1) entraine des
anomalies du développement, dont des anomalies squelettiques, neurologiques et de
croissance (Sieweke et al. 2013). Les cellules exprimant le marqueur F4/80des macrophages
sont absentes dans le muscle squelettique de ces souris, et une injection intrapéritonéale de
CSF1 chez les nouveau-nés n'est pas suffisante pour sauver les cellules F4/80+ (Ryan et al.
2001, Wiktor-Jedrzejczak et al. 1990).Le CSF1 est nécessaire au développement des
macrophages du muscle squelettique. Cependant, l'impact de ces cellules sur le
développement musculaire n'est pas encore clair. Par ailleurs, la régénération des muscles
squelettiques est altérée chez les souris adultes knock-out pour le CSF3R (Hara et al.
2011) ce qui suggere que le développement des macrophages résidents du muscle
squelettique pourrait ne pas se faire par le CFS1, mais par d'autres cytokines tel que le IL-34
qui est le ligand du CSF3R, comme observé dans la microglie et les cellules de Langerhans. La
reconstitution des macrophages tissulaires suite a des lésions par injections de cardiotoxine,
notexine ou chlorure de baryum est décrite comme associée aux monocytes circulants
(Arnold et al. 2007). Les monocytes Ly6C- sont des cellules patrouilles et n'infiltrent pas les
tissus, alors que les monocytes inflammatoires Ly6C* sont recrutés sur le site de la Iésion par
des chimiokines, telles que le ligand de chimiokine 2 (CCL2), qui sont produites par les
cellules satellites. (Chazaud et al. 2003, Shireman et al. 2007). Ainsi, ce sont des monocytes

Ly6C*/CX3CR1I° qui vont changer leur phénotype lorsqu’ils infiltrent le muscle
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en macrophage anti-inflammatoire Ly6C/CX3CR1"e", Les macrophages expriment le CD11b
mais ils peuvent étre distingués des neutrophiles et autres leucocytes dans le muscle par

leur expression de CD68 chez ’'Homme et, chez la souris, par leur expression de F4/80.

Les Macrophages et régénération des muscles squelettiques

Les macrophages sont des cellules phagocytaires professionnelles, car elles ont une grande
capacité a éliminer les cellules mortes et apoptotiques, les débris cellulaires ainsi qu'un
grand nombre d'agents pathogénes. De plus, ils produisent des especes réactives de
I'oxygene (ROS), sécretent des facteurs solubles tels que des cytokines et des chimiokines et
présentent des antigenes aux lymphocytes T, participant ainsi au maintien de I'homéostasie
tissulaire et développent des fonctions spécialisées de maniere tissu-dépendante
(Medzhitov et al. 2010, Varol et al. 2015). Les macrophages musculaires, pro-inflammatoires
de type M1 chez les souris sont identifiés par leur expression de F4/80 et des niveaux élevés
de CD11b ou Ly6C. Les macrophages anti-inflammatoires de type M2 sont identifiés par leur
expression de F4/80 et des niveaux faibles de CD11b ou Ly6C ou par leur expression de
CD163 ou CD206. Les cytokines modulent le phénotype des macrophages, I'lFNy et le TNFa
pour le phénotype pro-inflammatoire M1 et I'lL4, I'IlL10 et I'lL13 pour le phénotype anti-
inflammatoire M2 (Mills et al. 2000, Weisser et al. 2001, Locati et al. 2020). In vitro, une co-
culture de myoblastes avec des macrophages de type M1 pro-inflammatoires, obtenues par
un traitement avec LPS/IFN-y entraine une prolifération et une croissance accrues mais une
expression de Myog et une formation de myotubes fortement réduites (Varga et al.
2016). Ainsi, les cytokines secrétées par les macrophages de type M1, tels que le TNF-q,
augmentent la prolifération des myoblastes. Par ailleurs, la déplétion de I'IFN-y in vivo est

associée a une augmentation des macrophages de type M2 anti- inflammatoires, qui
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réduisent la prolifération des myoblastes (Villalta et al. 2011). La transition du phénotype
pro- inflammatoires en phénotype anti-inflammatoire des macrophages au cours d’une
lésion musculaire est essentielle pour une bonne régénération musculaire (Tidball et al.
2007). Cette transition est médiée par une augmentation de I'lL-10 et les souris knock-out
pour I'lL-10 présentent une altération de la régénération des muscles squelettiques (Deng et
al. 2012). Les macrophages pro-inflammatoires sont associés a la prolifération des cellules
satellites, et les macrophages anti-inflammatoires sont associés a la différenciation des
cellules satellites (Arnold et al. 2007), Varga et al. 2016). In vitro, la co-culture de myoblastes
avec des macrophages de type M2 obtenus avec un traitement par IL-4 et IL-10 a entrainé
une augmentation de la différentiation, caractérisée par une augmentation de Myogénine,
et de I'indice de fusion signant la formation de myotubes (Arnold et al. 2007, Varga et al. 2016).
Ainsi, la transition phénotypique de macrophages pro- a anti-inflammatoires pendant le
processus de régénération musculaire est crucial pour le bon développement de nouvelles
myofibres. Les voies de signalisation impliquées dans cette transition sont mal comprises.
Cependant, il a été démontré que l'absence d'AMPKal (protéine kinase activée par
I'AMP )dans les macrophages empéche leur transition phénotypique et I'acquisition d'un
phénotype M2 in vitro ; associé a une expression faible des marqueurs de macrophages de
type M2 et une expression plus élevée des marqueurs de macrophages de type M1 lors de
la stimulation par les IL4 et IL10 ou du traitement AICAR .Ainsi, Plusieurs fonctions sont
altérées dans les macrophages AMPKal /~. Les macrophages M2a AMPKal™”~ n'ont pas
montré I'augmentation de la phosphorylation oxydative observée dans les macrophages M2
de souris WT (wild type), confirmant que l'induction de [' oxydation des acides
gras mitochondriaux est liée au phénotype M2. De méme, une carence en AMPKB1 dans les

macrophages entraine une réduction des taux d'oxydation des acides gras et une
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polarisation M1-M2 altérée (Galic et al. 2011). De plus, ces macrophages AMPKal™” ne sont
pas capables de soutenir la myogeneése ; ils stimulent la prolifération des MPC (Mononuclear
phagocytes) et inhibent leurs fusion, indiquant qu'ils n'ont pas acquis de phénotype M2
(Arnold et al. 2007, Saclier et al. 2013). Inversement, l'activation de I'AMPK dans les
macrophages M2 favorise la myogenése. En outre, dans le muscle AMPKal™-et LysM-al™",
le nombre de cellules CX3CR1-GFP & Ly6C/G ~ (M2) diminue au profit des cellules CX3CR1

GFP'*" Ly6C/G* (M1), indiquant un défaut d'inclinaison des macrophages.

Plusieurs autres voies de signalisation ont été impliquées dans la modulation des
macrophages M1 induits par le LPS, notamment les MAPK, PI3K/Akt et NFkB ( Jeong et al.
2009, Peairs et al. 2009, Sag et al. 2008, Yi et al. 2011). Au cours de la régénération des
muscles squelettiques, I'inhibition de la fonction Cebpp est associée a une augmentation des
marqueurs M1 lors de la stimulation du LPS in vitro et conduit a des défauts de régénération
des fibres musculaires in vivo (Ruffell et al. 2009). 1l a également été démontré que
la restriction de I' activation de p38 MAPK par la MAPK phosphatase-1 controle la transition
phénotypique des macrophages et la récupération musculaire (Perdiguero et al. 2011).
Enfin, la signalisation HGF/c-met semble jouer un réle dans la réparation musculaire en
favorisant la transition des macrophages vers un phénotype M2 en régulant la
phosphorylation de I'AMPK via le régulateur CaMKKp, cependant, le mécanisme sous-jacent
par lequel les macrophages produisent du HGF n'est pas encore compris, probablement

lorsque ces cellules sont exposées a des neutrophiles apoptotiques (Choi et al .2019).
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I1.3.c Autres cellules immunitaires impliquées dans la réparation musculaire

Les lymphocytes

Les cellules lymphocytaires sont également citées dans le processus de régénération
musculaire. Les principaux types de cellules lymphocytaires impliquées sont les T helper (h) 1
et Th2 (Wynn et al .2014). Les sous-types Th17 et Treg ont également été caractérisés
(Sugama et al. 2012. Les cellules CD4*Th1l constitue l'immunité a médiation cellulaire et
produisent des cytokines pro-inflammatoire: IFNy, TNF a, IL-12 et IL-2. En revanche, les
cellules CD4*Th2 produisent les IL-4, IL-5, IL.-6 et IL-13, qui sont des cytokines anti-
inflammatoires avec un effet profibrotique. Les cytokines Thl inhibent le développement
des cellules Th2 et, inversement, les cytokines Th2 inhibent le développement des cellules
Thl. Les lymphocytes sont présents en nombre relativement faible dans le muscle aprés une
|ésion aigue par rapport aux cellules myéloides (MclLennan. 1996, Castiglioni et al. 2015,
Deyhle et Hyldahl. 2018). Leur recrutement au site de Iésion est contemporain du
recrutement des macrophages anti-inflammatoires M2, ce qui suggere qu'ils peuvent
favoriser la régénération. Aprés une nécrose  musculaire induite par injection de
cardiotoxine(CTX), les populations lymphocytaires T CD4* et CD8" atteignent leur nombre
maximal a 3 DPI (Day post injection). Toutefois, la déplétion en lymphocytes T et B ralenti
considérablement la régénération musculaire (Zhang et al.2014 , Fu et al. 2015). De plus, les
lymphocytes T cytotoxiques CD8* (LTc CD8*) sont augmentés lors des Iésions musculaires
aigués et la suppression spécifique des LTc CD8" de souris par ablation génétique du Cd8a
ralenti la régénération musculaire apres injection de CTX (Zhang et al. 2014). Cependant, le
nombre de cellules myéloides matures Grl"&" sont considérablement réduit dans les

muscles lésés de souris mutantes pour le CD8a*, ce qui correspondait a une réduction de
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I'expression du ligand de chimiokine-2 (CCL2; Zhang et al. 2014). Ainsi, les LTc CD8*
favoriseraient la régénération musculaire en attirant les macrophages vers le muscle via le
CCL2, et ces macrophages accélerent ensuite la régénération en augmentant plus
rapidement la population de cellules myogéniques. D'autre part, la régénération musculaire
est ralentie sans affecter le nombre de macrophages F4/80* chez les souris mutantes Rag1,
caractérisée par un défaut de production de cellules T ou de cellules B matures (Fu et al.
2015). De plus, les cytokines pro-inflammatoires (IL1a, TNFa et IFNy) sécrétées par les
lymphocytes T augmentent la prolifération des cellules myogéniques in vitro (Fu et al.
2015). Ces résultats montrent que certains des effets pro-régénératifs des cellules T peuvent
se produire par des actions directes sur les cellules myogéniques, suggérant I'implication
d’une autre population lymphocytaire T que les LTc CD8*. Une autre population
lymphocytaire intervient dans la régénération musculaire, c’est la famille des lymphocytes T
CD4* CD25* régulatrices (cellules Treg) (Burzyn et al. 2013, Villalta et al. 2014). Les cellules
Treg, qui expriment le facteur de transcription FOXP3 (Forkhead box P3), sont recrutées au
site de lésion musculaire avec une cinétique similaire a celle des macrophages anti-
inflammatoires, atteignant des pics environ au quatrieme jour apres lésion (Burzyn et al.
2013 ). De plus, leur déplétion prolonge linflammation et ralenti la régénération
musculaire, (Burzyn et al. 2013). Elle perturbe également la transition phénotypique de
macrophages M1 a M2 (Burzyn et al., 2013 ), et ceci, est probablement attribuable a un
défaut de sécrétion de [I'IL10 par les cellules Treg (Villalta et al. 2014, Castiglioni et al.
2015). Par ailleurs, les cellules Treg musculaires produisent le facteur de croissance
amphiréguline qui augmente la différenciation des cellules myogéniques in vitro pour
(Burzyn et al. 2013). Ainsi, tout comme les lymphocytes T, les cellules Treg peuvent avoir

des fonctions régulatrices de la régénération musculaire en modulant la réponse
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immunitaire et en agissant directement sur les cellules myogéniques. Les lymphocytes sont
également impliqués dans la régénération musculaires et le développement de fibroses
observées dans certaines myopathies dégénératives. Les premiéres études ont identifié la
présence de cellules T dans les biopsies de patients DMD et d'autres myopathies (Arahata et
al. 1984, Engel et al. 1986). Cependant, la cytotoxicité des lymphocytes T semblait limitée
chez les patients DMD (dystrophie musculaire de duchenne (Emslie-Smith AM et al. 1989).
Chez les souris nu/nu/ mdx (souris nude immunodéficientes dans le fond mdx), le manque
de cellules T fonctionnelles était associé a moins de fibrose du diaphragme a 3 mois,
soutenant le réle pathogene des cellules T dans le muscle mdx (Morrison J et al. 2000). Par
ailleurs, La thymectomie associée a un traitement avec des anticorps anti-CD4 et/ou anti-
CDS8, n'a pas amélioré la fibrose du diaphragme a I'age de six mois (Morrison et al. 2005,
Spencer et al. 2001). Une étude qui analysé le réle des lymphocytes dans la dysferlinopathie
musculaire chez des souris transgéniques Scid/A/J et a montré que |'absence de lymphocytes

T et B entrainaient une amélioration de la régénération musculaire (Farini et al. 2014).

Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC, dendritic cells) sont des cellules sentinelles, résidentes dans les
issus, qui font l'interface entre l'immunité innée et adaptative. Ce sont des cellules
présentatrices d'antigene (APC, antigen-presenting cells) professionnelles qui migrent dans
les ganglions lymphatiques drainants et déclenchent des réponses cellulaires T et B
spécifiques a l'antigéne (Padilla et Reed. 2008, Hubert et al. 2019). Les DC régulent
positivement les molécules co-stimulantes et les molécules du CMH de classe Il (HLA-DR) et
sécréetent une grande variété de cytokines. Selon le tissu, I'agent pathogéne et le

microenvironnement, les DC favorisent une réponse immunitaire spécifique et adéquate par
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les lymphocytes (Hubert et al. 2019). Les DC CMHII* sont présents dans le muscle normal,
et dans le muscle lésé (Pimorady-Esfahani. 1997). Lors de lésions induites par des injections
de notexine dans le muscle Tibialis Antérieur et paravertébral chez la souris, les
macrophages résidents recrutent des neutrophiles et des monocytes du sang, qui sont
progressivement remplacés par des DC inflammatoires dans le muscle en régénération
(Brigitte et al. 2010). Les macrophages et les DC inflammatoires sont tous deux importants
dans la réponse aux lésions musculaires par la reconnaissance des auto-molécules (par
exemple HMGB-1, SAA1, HSP, ADN, ARN) libérées par les cellules endommagées par les Toll-
like receptors (TLR TLR2/4 et TLR7/8), déclenchant l'inflammation et la réparation des
tissus. Cependant, dans les dystrophies et les myosites, la libération massive de cytokines et
de TLR hyperactifs peut entrainer une inflammation chronique et destructrice (De Paepe,
2020). Ainsi, les DC sont impliquées dans les myopathies inflammatoires et idiopathiques
(MII) mais leur réle n'est pas bien défini (Greenberg et al. 2007, Wirsdorfer et al. 2016,
Hubert et al.2019). Les myopathies inflammatoires idiopathiques (MIl) qui représentent un
groupe hétérogene de maladies d'apparition chronique ou subaigué, se divisent en quatre
grands groupes :(i) le groupe des dermatomyosites, (ii) le groupe des polymyosites et
myosites a inclusions, (iii) le groupe des myopathies nécrosantes auto- immunes et (iv) le
groupe des myosites de chevauchement incluant les syndromes des anti-synthétases
(Mariampillai et al. 2018). Elles sont caractérisées par des infiltrats inflammatoires,
constitués de macrophages, de DC, decellules TCD8* (affectant principalement
I'endomysium dans la polymyosite) et de cellules TCD4*, qui affectent le périmysium dans la
dermatomyosite (Wiendll. 2005, Huang et al. 2018). Deux types différents de cellules
dendritiques ont été décrits dans les infiltrats musculaires des patients MIl, avec une

prédominance de DC plasmocytoides dans les dermatomyosites et de DC dérivées des
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monocytes dans les polymyosites et les myosites a inclusions (Pimorady-Esfahani et al.
1997, Wienke et al. 2018). Par ailleurs, les DC dérivées de monocytes activés par LPS
favorisent la prolifération, la migration et la libération de cytokines des myoblastes et
alterent la différenciation des myotubes, suggérant ainsi que les DC activées inhibent Ia
formation des myotubes et la régénération musculaire. De plus, la co-injection de
myoblastes humains et de DC dans le muscle tibialis antérieur de souris immunodéficientes
|ésées par le froid, a amélioré la migration des myoblastes humains, bien que le nombre
absolu de fibres musculaires humaines soit resté inchangé (Ladislau et al. 2018). Les
connaissances sur les DC dans la dystrophie musculaire de Duchenne sont beaucoup plus
pauvres que pour les MIl. Cependant, certaines données indiquent un réle important des DC,
en effet, le TLR7 exprimé par les DC déclenche la production de cytokines dont le facteur de
croissance transformant (TGF)-B, et participe au cycle Inflammation/dégénérescence
/régénération, suggérant ainsi une interaction des DC avec les cellules T permettant le

maintien d'un tissu fibreux et un muscle dysfonctionnel (Rosenberg et al. 2015 ).

Les mastocytes

Plusieurs études ont également montré que les mastocytes pouvaient jouer un role dans la
réparation normale des muscles squelettiques. |l a été démontré que les mastocytes
s'accumulent dans les muscles |ésés environ 8 heures aprées injection de solution saline dans
le muscle gastrocnémien (Gorospe et al. 1996). Les mastocytes ont également été associés
au développement de la fibrose dans les muscles des souris mdx (Gorospe et al. 1996). Bien
gue les mastocytes sont connus pour libérer de nombreuses cytokines pro - inflammatoires

telles que le TNF a et interleukines telles que I'lL-1 et I'IL-6, compatibles avec leur apparition
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précoce dans le muscle apres une Iésion aigue, en plus de I'histamine et des protéases telles

gue chymase, leur role dans la régénération musculaire n’est pas connue.

Chapitre 2 : La nécrose régénération en pathologie musculaire

I. Les myopathies inflammatoires et dysimmunitaires ou dysimmune and

inflammatory myopathies (DIM)

Les myopathies inflammatoires et dysimmunitaires représentent un groupe de maladies
rares souvent handicapantes et de diagnostic parfois difficile. L'incidence annuelle estimée
est de 5 al0 cas par million et la prévalence de 50a 100 cas par million. Elles peuvent
s’observer a tout age, avec une prédominance féminine sauf pour la myosite a inclusions.
Chez I'enfant, la dermatomyosite est la myopathie inflammatoire la plus fréquente avec une
prévalence entre 2,5 et 4,1 par million d’enfants de moins de 17 ans (Gissinger-Prévot et al.
2008). La myosite a inclusions s’observe surtout aprés I'age de 50 ans.

Les myopathies inflammatoires et dysimmunitaires (DIM) sont des pathologies acquises du
muscle squelettique d’origine auto-immune. Cela englobe les myopathies inflammatoires
proprement dites, définies par la présence de lésions inflammatoires intramusculaires, et les
myopathies nécrosantes auto-immunes non inflammatoires. Le diagnostic positif des DIM
repose sur un faisceau d’arguments, cliniques, biologiques (CPK, auto-anticorps), électriques,
radiologiques et histologiques (Figure.4) permettant une classification précise de la DIM.

1.1 Dermatomyosite (DM) et Polymyosite (PM)

Ces deux entités constituent les prototypes des myopathies inflammatoires idiopathiques.
Elles ne different pas seulement par la présence ou non d’une atteinte cutanée. Ce sont des
maladies fondamentalement différentes, comme [I'attestent leurs profils Iésionnels

musculaires respectifs. En effet, la DM est caractérisée par des lésions ischémiques du
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muscle, associées a une microangiopathie endomysiale avec activation du complément. A
I'histologie, la dermatomyosite est caractérisée par trois grands types d’anomalies: (i) La
microangiopathie, (ii) les lésions myocytaires et I'inflammation (iii).

(i) La microangiopathie endomysiale est un signe précoce, habituellement présent chez les
patients sans symptome musculaire (DM cliniguement amyopathique) et nécessitant le
recours aux techniques immunohistochimiques pour étre visualisée. Elle est liée a une
activation locale du complément aboutissant a la formation de C5b-9 au niveau de la paroi
des capillaires, les lésions microvasculaires se traduisant par une béance luminale et une
déplétion capillaire multifocale.

(ii) Les lésions myocytaires sont trés caractéristiques de la DM et comportent: 1. I'atrophie
périfasciculaire (atrophie prédominant sur les myocytes situés sur les couches les plus
périphériques des faisceaux), 2. Les vacuoles a I’emporte-piéce correspondant a des pertes
myofibrillaires focales, anomalie considérée comme d’origine ischémique, 3. Les
microinfarctus correspondant a des groupes de myocytes au méme stade lésionnel du
processus de nécrose/, d’origine ischémique. En immunohistochimie, on observe une
réexpression myocytaire anormale du CMH-1, affectant la majorité voire la totalité des
myocytes avec un renforcement périfasciculaire, sans expression myocytaire du CMH-2. (iii)
L'inflammation est principalement septale, périmysiale et endomysiale, souvent
périvasculaire, constituée de lymphocytes T notamment CD8*, de lymphocytes B, de
macrophages et de cellules dendritiques plasmacytoides (Tournadre et al. 2009). A l'inverse,
la PM est caractérisée par un processus auto-immun a médiation cellulaire avec présence au
niveau de 'endomysium de lymphocytes T CD8* attaquant et envahissant des myocytes non-
nécrotiques re-exprimant anormalement les antigénes du CMH-1. Les critéres diagnostiques

des dermatomyosites sont réunis dans la table.1.
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Les critéres de Bohan & Peter sont donc souvent remplacés par ceux de 'ENMC ou de
Troyanov (Table.2). Ces critéres, plus complets, précisent non seulement les aspects
cliniques, biologiques, enzymatiques, histopathologiques et électromyographiques, mais
aussi l'existence d’auto-anticorps et d’anomalies a I'IRM musculaire. A I’histologie, la
polymyosite est caractérisée par un processus de myonécrose active avec des signes de
nécrose et de régénération multifocaux, d’intensité variable, associée a une inflammation
endomysiale constituée de lymphocytes CD8* et de macrophages entourant et envahissant
les fibres non nécrotiques (tunnellisation myocytaire). En immunohistochimie, on observe

une réexpression myocytaire anormale diffuse du CMH-1, associée a une expression

multifocale de CMH-2.
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Table.1: critéres diagnostiques des dermatomyosites (Hoogendijk et al. 2004, Troyanov

et al. 2005)

Clinique

Hoogendijk et al

Troyanov et al

Début subaigu ou insidieux
Déficit proximal et symétrique

Signes cutanés (inconstants)

Faiblesse musculaire proximale
symétrique

Rash typique de dermatomyosite :
rash ou papules de Gottron, ou rash
héliotrope, érythéme en bande,
calcifications sous cutanées dans la

forme juvénile (inconstants)

Enzymatique

Elévation des CPK

Elévation des enzymes musculaires

sériques : CPK, ASAT, ALAT, LDH,

aldolases

EMG Syndrome myogéne Modifications spécifiques
myopathiques

IRM Hypersignaux sur séquence STIR Hypersignaux sur séquence STIR

Auto immunité

Ac spécifiques

(Ac anti-JO1, Mi2. . .)

Présence d’anticorps spécifiques des
myosites : anti synthétases, anti-Mi2

ou anti-SRP

Biopsie musculaire

Atrophie péri fasciculaire ; dépot
de C5b9 dans les capillaires,
infiltrat péri vasculaire

(lymphocytes B, CD4+, CD8+)

Infiltrat inflammatoire avec atrophie
périfasciculaire ou phénomeéne de
dégénérescence/régénérescence,

dépot de C5b9 dans les capillaires
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Table.2: Critéres Diagnostiques Des

Troyanov et al. 2005)

Polymyosites (Hoogendijk et al. 2004,

Hoogendijk et al

Troyanov et al

Clinique

Début subaigu ou
insidieux

Age > 18 ans
Déficit proximal et
symétrique

Pas de signes cutanés

Début subaigu ou insidieux

Faiblesse musculaire proximale symétrique

Pas de signes cutanés ni de forme

pédiatrique

Enzymatique

Elévation des CPK

Elévation des enzymes musculaires
sériques : CPK,

ASAT, ALAT, LDH, aldolases

EMG

Syndrome myogéne

Modifications spécifiques myopathiques

IRM

Hypersignaux sur

séquence STIR

Hypersignaux sur séquence STIR

Auto immunité

Anticorps spécifiques

(Ac anti-Jol...)

Présence d’anticorps spécifiques des

myosites : anti-synthétases

Biopsie musculaire

Biopsie musculaire
infiltrat péri-
nécrotique, et fibres

envahies, expression

diffuse de HLA classe 1

Infiltrat péri-nécrotique, fibres envahies,
expression diffuse de HLA classe 1
Infiltrats inflammatoires de lymphocytes

cytotoxiques CD8" et de macrophages

T
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1.2 Myosite a inclusions (IBM) sporadique

Elle touche le plus souvent les hommes (sex-ratio 3/1), aprés 50 ans. Le tableau clinique est
trés évocateur avec une atteinte musculaire chronique, asymétrique, bilatérale, déficitaire,
amyotrophiante et indolente. Le déficit est proximal aux membres inférieurs prédominant
habituellement sur les quadriceps, et distal aux membres supérieurs prédominant sur les
fléchisseurs du poignet. La biopsie musculaire est la clé du diagnostic avec un profil
histopathologique associant typiguement un processus immuno-inflammatoire de type PM,
des anomalies dégénératives myocytaires, des signes de dysfonctionnement mitochondrial
et une involution fibro-adipeuse. Cependant, dans bien des cas, la biopsie ne montre pas
tous les éléments requis pour le diagnostic si bien que les critéres diagnostiques actuels
intégrent également les données cliniques et les CPK (Table.3). Le diagnostic
histopathologique d’IBM repose sur la mise en évidence des anomalies suivantes: (i) un
processus polymyositique avec parfois la présence de lymphocytes B; (ii) des remaniements
myopathiques chroniques avec une anisodiamétrie myocytaire (atrophie anguleuse, hypertrophie)
et une fibrose endomysiale; (iii) des vacuoles bordées contenant de tubulo filaments de 15-18nm en
microscopie électronique, des dépots amyloides, des inclusions et des agrégats protéiques
immunoréactifs pour anti-SMI31 et LC3; (iiii) des signes de dysfonctionnement mitochondrial
(déficit en activité COX). Au stade précoce, toutes les caractéristiques cliniques et histologiques ne
sont pas toujours réunies, conduisant souvent a poser le diagnostic de PM. Dans ce cas, c'est la
cortico-résistance qui fait suspecter le diagnostic d’IBM et c’est a la deuxieme, voire la troisieme
biopsie, qu’on observe les aspects histopathologiques caractéristiques. L'importance de la
confirmation du diagnostic d’IBM repose dans les implications thérapeutiques, car il n’y a alors pas
d’indication a un traitement immunomodulateur et qu’il faut au contraire privilégier la réadaptation

fonctionnelle.
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Table.3. Critéres diagnostiques de myosite a inclusions (IBM) (ENMC. 2011; Dimachkie et

al. 2014)

1. IBM définie au plan clinico-pathologique :
Caractéristiques cliniques et de laboratoire :
Durée> 12 mois.
Age de début>45ans.
Faiblesse des quadriceps 2 fléchisseurs de hanche.
Et/ou
Faiblesse des fléchisseurs des doigts > abducteurs
d’épaule.
Les CK ne dépassent pas 15 x la normale.
Caractéristiques histopathologiques: doit remplir tous les critéres suivants:
- Infiltrat inflammatoire endomysial.
- Vacuole bordées.
- Accumulation de protéines* ou filaments de
15-18 nm.
2. IBM définie cliniquement:
Caractéristiques cliniques et de laboratoire :
Durée> 12 mois.
Age de début > 45ans.
Faiblesse des quadriceps 2 fléchisseurs de hanche.
Et
Faiblesse des fléchisseurs des doigts > abducteurs
d’épaule.
Les CK ne dépassent pas 15 x la normale.
Caractéristiques histopathologiques: doit remplir un ou plusieurs des critéres suivants, mais pas tous:
- Infiltrat inflammatoire endomysial.
- Expression élevé des molécules du CMHI.
- Vacuole bordées.
- Accumulation de protéines * ou filaments de

15- 18 nm.
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3. IBM probable:

Caractéristiques cliniques et de laboratoire :
Durée> 12 mois.

Age de début > 45ans.

Faiblesse des quadriceps 2 fléchisseurs de hanche.
ou

Faiblesse des fléchisseurs des doigts > abducteurs

d’épaule.

Les CK ne dépassent pas 15 x la normale.
Caractéristiques histopathologiques : doit remplir un ou plusieurs des critéres suivants, mais
pas tous:
- Infiltrat inflammatoire endomysial.
- Expression élevé des molécules du CMHI.
- Vacuole bordées.
- Accumulation de protéines * ou filaments de

15-18 nm.

(*)Granulations mise en évidence par le rouge Congo ou crystal violet ou a la tau hyperphosphorylé (SMI-31) ou
p62/SQSTM1 ou thioflavin T/Sou TDP-43).Le p62 est le marqueur de choix en terme de sensibilité et spécificité,

mais les données de littérature sont limitées et nécessitent d’autres travaux.

1.3 Myopathie nécrosante auto-immune (MNAI)

Les MNAI ont longtemps été confondues avec les PM. Cette entité d’individualisation
récente s’observe chez des patients qui présentent un tableau clinique de type PM avec un
déficit moteur proximal symétrique subaigu, et le plus souvent une élévation extrémement
Importante des CPK. La biopsie musculaire montre alors un processus de nécrose myocytaire
actif, sans inflammation, avec activation du complément, ne répondant pas aux criteres
histopathologiques de PM. Elle correspond au profil d’atteinte musculaire observé en

association avec les AC anti-SRP et aux anti-HMG-CR. Les critéres diagnostiques utilisés sont
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ceux de I'ENMC 2003 (Hoogendijk et al. 2004). Le diagnostic peut étre particulierement
difficile du fait du caractere limité voire de I'absence compléte d’inflammation. La
myonécrose est constante, d’intensité variable, de répartition aléatoire avec des lésions
d’ages différents. L'expression myocytaire de CMH-1 est variable (parfois diffuse comme
dans une PM) mais il n’y a pas d’expression de CMH-2. Un élément caractéristique réside
dans la présence d’une activation du complément avec formation de C5b-9 a la surface des
myocytes. || peut également exister une microangiopathie associant déplétion capillaire,
élargissement luminal et dépots capillaires de C5b-9, notamment dans les formes avec anti-
SRP. La principale difficulté est de ne pas confondre la MNAI avec d’autres pathologies non
immunes, comme certaines dystrophies musculaires, notamment les dysferlinopathies qui
donnent un patron histopathologique comparable et peuvent avoir une évolution plus
rapide qu’une autre dystrophie.

1.4 Les Myosites de chevauchement

C'est le type le plus fréquent de DIM (65 a 70 % des cas), caractérisé par la présence de
signes cliniques extra-musculaires (polyarthrite, syndrome de Raynaud, sclérodactylie,
calcinose, pneumopathie interstitielle) ou d’auto-anticorps (AC antisynthétase, anti-SRP,
associés a la sclérodermie ou au syndrome de chevauchement). La classification de Troyanov
(Table.4) qualifie I'atteinte musculaire comme PM ou DM, ce qui peut étre
occasionnellement le cas, mais I'analyse méthodique des profils histologiques montre que
les myosites de chevauchement ont des spécificités propres qui justifient un cadre
myopathologique spécifique.

Les Myopathies associées aux anti-synthétases (MAAS)

Sont caractérisées par un patron lésionnel caractéristique appelé myopathie

dysimmunitaire avec pathologie périmysiale (ou immune myopathy with perimysial
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pathology, IMPP). L'IMPP est donc caractérisée par: (i) Des lésions de myonécrose d’ages
différents de localisation principalement perifasciculaire; (ii) Une inflammation perimysiale
Majoritairement macrophagique et lymphocytaire T CD8* plutot dans I'endomysium
perifasciculaire; (iii) une fragmentation du collagéne périmysial. En immunohistochimie, on
observe un patron tres caractéristique avec une réexpression myocytaire anormale du CMH-
1 parfois étendue, rarement diffuse, a trés nette prédominance périfasciculaire, une
expression myocytaire anormale du CMH-2 de localisation électivement périfasciculaire et
des dépots sarcolemmiques de C5b-9 au niveau périfasciculaire (Aouizerate et al. 2014)

La sclérodermie systémique

Peut donner une atteinte musculaire spécifique caractérisée au plan histopathologique par
une fibrose périmysiale, une micro-angiopathie endomysiale et une atrophie de type 2. La
nécrose et I'inflammation étant absentes ou minimes. A ces anomalies peuvent s’ajouter des

lésions de myopathie inflammatoire de type PM.
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Table.4: Critéres diagnostiques de myosite de chevauchement (Troyanov et al, 2005)

Présence de PM ou DM associée a :

- syndrome de Raynaud
- sclérodactylie,
- infiltration sclérodermique,
- calcinose sous cutanée,
- diminution de la mobilité du bas cesophage
ou de l'intestin gréle
- diminution a moins de 70% de la DLCO,
- pneumopathie insterstitielle sur imagerie
- lupus discoide, présence d’anticorps
anti-ADN natif et hypocomplémentémie,
présence d’au moins 4 des 11 criteres ACR
du lupus systémique

- Syndrome des anti

phospholipides

Et/ou la présence d’au moins

un des anticorps suivants

- Anti synthétases (Jol, PL-7, PL-12, OJ, EJ,
KS)
- Anti-SRP
- Auto anticorps associés a la sclérodermie
ou au syndrome de chevauchement
(anticentromeéres, Scl70, ARN polymérases
I/111, Pm-Scl, RNP (U1, U2, U3, U5)

- Exclusion des anti-Mi-2 (DM),

anti-SSA et anti-SSB
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Figure.4 : Myopathies inflammatoires et dysimmunitaires : aspects histopathologiques

Poly myosite (A) : Infiltrats lymphocytaires T CD8 endomysiaux (fleche) au contact des myocytes
(Immunopéroxydase) ; Syndrome des anti synthétases (B) : Expression myocytaire anormale de
CMH-2 (fleche) a prédominance périfasciculaire (Immunopéroxydase) ;
Dermatomyosite (C ): Atrophie myocytaire périfasciculaire (fleche) et infiltrat inflammatoire septal
(H&E) ;Myosite a inclusions (D) : Déficit focal en COX (fleche) (technique histo-enzymologique) ;
Myopathie nécrosante auto-immune (E, F) : Activation du complément avec dépots de C5b-9
sarcolemmiques (E, immunoperoxydase) ; Nécrose myocytaire avec lésions d’ages différents (F, H&E)

: nécrose aigue (1), fibres basophiles de régénération (2), Noyaux centralisées (3).
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I. 5 Myosites associées aux cancers

La fréquence des formes paranéoplasiques de DIM est estimée a 10 % avant 65 ans et a 50 %
des cas apres 65 ans. Pour retenir le caractére paranéoplasique d’une DIM, il faut que le
cancer apparaisse dans moins de trois ans apres les signes musculaires et que les signes
musculaires disparaissent avec le traitement du cancer. Les DIM paranéoplasiques sont trés
majoritairement des DM ou des MNAI, et, pour ces deux DIM, la recherche d’'une un cancer
doit étre systématique aprés 50 ans. Chez 'adulte, le risque de cancer semble plus élevé
chez les patients DM en cas de présence d’un AC anti-TIF-1Y ou a un anti-NXP2, et chez les

patients MNAI, en cas de séronégativité ou d’AC anti-HMG-CR (Guis et al. 2010).

Il. Les myopathies héréditaires non acquises

Il.a Dystrophies musculaires congénitales

Les dystrophies musculaires congénitales (DMC) sont des troubles héréditaires affectant
principalement le muscle squelettique et définis par une hypotonie et une faiblesse
survenant avant l'acquisition d'une marche indépendante, un retard ou un arrét dans
I'atteinte des jalons de la motricité globale et une pathologie musculaire dystrophique. La
biopsie musculaire est variable, elle peut étre caracterisée par une une variation de la taille
des fibres musculaires, une dégénérescence-régénération, et une fibrose accrue. Les
créatines kinases (CK) sont généralement élevées. La majorité des DMC sont héritées sur un
mode autosomique récessif, a I'exception des mutations dominantes de novo dans les DMC
liées a la Laminine a/c (LMNA), et une proportion de troubles sévéres liés au collagéne 6
(COL6-RD). Bien que des différences géographiques existent, les formes les plus courantes
sont les mutations COL6-RD (12-19 %), les dystroglycanopathies (DGP; 12-25 %), les

dystrophies liées a la laminine-alpha 2 (LAMA2-RD; 10-37 %) et la sélénoprotéine N
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myopathie associée (SEPN1-RM ; 11,65 %). La DMC de type Fukuyama (FCMD) représente la

forme la plus courante au japan (Peat et al. 2008, Sframeli et al. 2017, Clement et al. 2017).

Les DMC peuvent étre classés comme suit :

1-

Les DMCs liées a des protéines structurelles défectueuses de la membrane basale ou
de la matrice extracellulaire (ECM). Ceux-ci incluent LAMA2-RD, COL6-RD et DMCs

avec un déficit en intégrine 7 ou 9 Alpha.

Les DMCs liés a des défauts primaires de la glycosylation DG (dystrglycan) ou a-
DG. Ce sont les dystroglycanopathies et comprennent différents phénotypes allant
du syndrome de Walker-Warburg (WWS) le plus sévere a la maladie muscle-ceil-
cerveau (MEc), DMCs avec retard mental (DMC-RM), DMCs sans retard mental (DMC-
sans RM), DMC avec atteinte cérébelleuse (DMC-CR), élévation isolée de la CK + RM,
cardiomyopathie isolé manifestations oculaires isolées (Godfrey et al. 2011, Nickolls

et al. 2018).

Les DMCs liée a des défauts dans les protéines du réticulum endoplasmique (RE). Plus

précisément, SEPN1-RM.

Les DMCs liés a des défauts dans les protéines de I'enveloppe nucléaire . Il s'agit
notamment de la DMCs liée a la lamine a/c (LMNA) et d'une forme trés rare causée

par des mutations de la nesprin (DMC liée a SYNE1).

Autres DMCs: DMC liées a wune atteinte du trafic ER-Golgi (par

exemple, TRAPPC11, GOSR2 ), les troubles affectant la morphologie mitochondriale
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et lysosomale (par exemple, CHKB , MICU1 et MSTO1), et les dystrophies musculaires
avec atteinte multisystémique et neurodégénérescence (par exemple, le syndrome

de Marinesco-Sjogren).

Il.b Les dystrophies musculaires

Il.b.1 Dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

Les dystrophies musculaires de I'enfant ou de I'adulte se caractérisent par une faiblesse
musculaire progressive pouvant avoir une prédilection pour certains groupes
musculaires. Les dystrophies musculaires de l'enfance sont généralement mortelles, en
raison d'une faiblesse associée du muscle cardiague ou des muscles respiratoires. La
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) représente la maladie héréditaire liée a I'X Ia
plus courante. La DMD est produite par des mutations du géne de la dystrophine sur le
chromosome X, et la plupart des gargons atteints sont diagnostiqués au cours des premieres
années de la vie. Les garcons DMD présentent une marche retardée, des chutes, une
démarche aux orteils et une hypertrophie des mollets. Généralement, les taux sériques de
CPK sont substantiellement élevés. Une mutation ponctuelle est souvent responsable de
cette pathologie (Chaturvedi et al. 2011); les délétions ou les duplications brutes du géne de
la dystrophine représentent 60 % des mutations, et ces mutations sont détectées par un test
sanguin basé sur la PCR (Miller RG et al. 1994). Un certain nombre de ces mutations
ponctuelles peuvent insérer de nouveaux codons d'arrét, et c'est ce mécanisme qui est
impliqué dans le modele de souris mdx.LlLa souris mdx présente de nombreuses

caractéristiques histopathologiques observées dans la DMD, mais ces souris, contrairement
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a leurs homologues humaines, restent ambulatoires et n'ont qu'une durée de vie

légerement réduite. (Sicinski et al. 1989).

Les délétions de génes qui ne perturbent que partiellement I'expression de la dystrophine
sont associées a un phénotype moins sévére, qui est la dystrophie musculaire de Becker
(DMB). La dystrophine est une grande protéine et un composant central du complexe
dystrphine-glycoproteines (CDG, Figure.5) qui assure la stabilité du sarcolemme. En
I'absence de dystrophine, la contraction musculaire augmente le risque de rupture
membranaire, des lesions de myofibres et un dysfonctionnement du sarcomére par
augmentation de la teneur en calcium intracellulaire (Alderton et al. 2000). Dans la DMD, les
biopsies musculaires montrent un processus de nécrose régénération associé a un
remplacement adipocytaire et une fibrose musculaire avec [|'évolution de |Ia
maladie. L'immunohistochimie démontre |'absence de coloration normale du sarcolemme

pour la dystrophine.

In @ Sarcoglycan ¢

Figure.5 : La dystrophine est une grande protéine et un composant central du
complexe dystrphine-glycoproteines (CDG) qui assure la stabilité du sarcolemme

(McNally et al. 2017)
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Il.b.2 Dystrophies musculaires des ceintures (Limb-Girdle Muscular Dystrophies

(LGMD): les sarcoglycanes/ LGMD2 Ca F

Le complexe des sarcoglycanes (SG), composé de quatre principales glycoprotéines
transmembranaires (a, B, y, et 6 -SG) appartient au complexe glycoprotéique associé a la
dystrophine ou CDG. Il est localisé dans la sarcolemme des fibres musculaires ou il agit
comme un lien entre I'extérieur (matrice extracellulaire) et I'intérieur (cytosquelette), il offre
une stabilité structurelle et une protection au sarcolemme pendant le stress mécanique
engendré par la contraction musculaire. La perte des SG pourrait entrainer le clivage de la
béta dystroglycane et interrompre le lien entre le sarcolemme et la membrane (Yamada et
al. 2001, Ozawa et al. 2005). Les sarcoglycanopathies sont un sous-groupe de LGMD causé
par des mutations d'un des genes codant pour |'une de ces SG. Le phénotype clinique des
sarcoglycanopathies est caractérisé par un age de début et une sévérité variables, allant
d'une dystrophie Duchenne-like sévére et précoce a une LGMD d'évolution moyennement
sévere (Angelini et al. 1999). Une forte élévation des CPK est fréquente, notamment chez les
patients encore ambulatoires. Les premiers symptomes apparaissent habituellement dans
I'enfance et le confinement au fauteuil roulant vers 16 ans. Des profils évolutifs moins
séveres ont été rapportés chez des patients présentant des mutations de type faux-sens ou
non-sens. Une cardiomyopathie a été rapportée avec les types B, y, et & alors qu'une
atteinte cardiaque est rarement associée aux mutations du géne codant pour a-SG (Fanin et
al. 2003). Les mutations du gene a-sarcoglycane sont fréquemment des mutations
ponctuelles qui peuvent étre associées a des phénotypes plus légers. Le décalage du cadre
de lecture et les mutations ponctuelles peuvent entrainer des phénotypes graves (McNally
et al. 1996). Les caractéristiques histopthologiques des biopsies musculaires de patients
mutants du sarcoglycane ne peuvent étre distinguées de celles trouvées dans le muscle DMD
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ou BMD. Une exception est les mutations du y-sarcoglycane, ou une coloration résiduelle du

sarcoglycane peut étre présente (Hack et al. 2000).

Il.b.3 Dystrophies musculaires des ceintures : Dysferline

La dysferline est une protéine du sarcolemme impliquée dans |'étape de fusion membranaire
calcium-dépendante du processus de réparation de la fibre musculaire (Bansal et al. 2003).Le
domaine cytoplasmique de la dysferline contient six domaines C2, et les domaines C2 sont
impliqués dans la liaison du calcium et des phospholipides. Les dysferlinopathies sont des
dystrophies musculaires provoquées par des mutations du gene de la dysferline. Une
réduction nette de I'expression de la dysferline démontrée par I'étude en WB (western blot)
et en IHC constitue un des criteres principaux de diagnostic et indiqgue une analyse
mutationnelle du géene. Un déficit en dysferline cause deux phénotypes principaux: une
myopathie distale affectant de fagon prédominante la loge posterieure de jambe, dite de
Miyoshi (MM) et une myopathie des ceintures, la LGMD2B. Ces deux myopathies ont en
commun un début chez I'adulte jeune, une évolution lente de la maladie et une élévation
importante du taux de CPK. Des phénotypes intermédiaires ont été décrits sous le terme
de dystrophie des ceintures distales des membres, avec un déficit a la fois proximal et distal
(Nguyen K et al. 2007). La biopsie musculaire est caractérisée par une absence de coloration
de la dysferline et par une inflammation avec infiltrat de cellules lymphocytes TCD8* pouvant
mimer des myopathies inflammatoires telles que celles observées dans la polymyosite ou la
myosite a inclusions (Hoffman et al. 2002). Les mutations en cause sont réparties sur toute
la séquence codante. |l s'agit majoritairement de mutations faux-sens, non-sens ou

entrainant un décalage du cadre de lecture, mais tout type de mutation peut étre observé.

60



Il.b.4 Autres Dystrophies musculaires des ceintures : Calpaine, Titine, Cavéoline, TRIM32,

Myotiline et Téléthonine

La calpaine-3 est une protéase calcium-dépendante non lysosomale, spécifique du muscle
squelettique. Des mutations dans le géne de la calpaine-3 (CAPN3) sont retrouvées dans la
LGMD2A ou calpainopathie. Elles sont réparties le long de la totalité de la séquence
codante. La calpainoapthie est la plus fréquente des LGMD2 (LGMD récessives, 10 a 30 %),
elle est caractérisée par un déficit amyotrophique proximal, sélectif et symétrique,
respectant la face et le cceur. L'évolution de la LGMD2A se fait progressivement vers une
perte de la marche en moyenne dix a 30 ans apres l'apparition des premiers

symptdémes (Bushby et al. 1999).

Plusieurs autres protéines ont été impliquées dans la dystrophie musculaire, notamment la
cavéoline-3, TRIM32 et la myotiline. Les cavéoles sont des invaginations membranaires qui
participent a la localisation des protéines dans la membrane musculaire. La cavéoline-3 se
trouve insérée dans la membrane, et des mutations dominantes et récessives sont associées
a la dystrophie musculaire (Woodman et al. 2004). TRIM32 est une ubiquitine ligase qui se
lie a la myosine et participe ainsi au recyclage des sarcomeres (Walter et al. 2003). La
myotiline est une protéine associée a la bande Z. La mutation du géne de la myotiline
conduit a une dystrophie musculaire héréditaire dominante. D’autres mutations telles que la

mutation de la téléthonine (Pyle et al. 2004).
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Il.c Mutations de génes associés a la membrane nucléaire/ Dystrophie musculaire d'Emery

Dreifuss

La dystrophie musculaire d'Emery Dreifuss (EDMD) est un trouble lié a I'X, secondaire a une
mutation dans le géene codant pour la protéine membranaire nucléaire, I'émerine, qui
jouerait un role dans I'échafaudage de la chromatine. L'émerine est une protéine largement
exprimée, mais les mutations de ce géne affectent principalement le muscle). L'EDMD
associe une faiblesse musculaire progressive, des contractures et une atteinte cardiaque a
type de bloc auriculo-ventriculaire. Les formes autosomiques dominantes d'EDMD (AD-
EDMD) sont les plus courantes (Helbling-Leclerc et al. 2002)). Des mutations dans le géne
codant pour la protéine de membrane nucléaire interne lamine A/C (géne LMNA) sont

responsables de I'AD-EDMD.

Il.d Dystrophie myotonique

Il.d.1 La dystrophie myotonique de type 1 (DM1, ou maladie de Steinert)

Est I'une des maladies génétiques les plus courantes, affectant 1 personne sur 8 000. La
DML1 est associé a une expansion de trinucléotides sur le chromosome 19 sur I'extrémité 3'
du gene de la protéine kinase de la dystrophie myotonique (DMPK). L'expansion de cette
séquence répétée est accrue au fur des générations et est associée a un age d'apparition
plus précoce. La DM1 est liée a un gain de fonction associé a la production et a
I'accumulation d'ARN contenant des répétitions CUG. La DM1 se manifeste par une
faiblesse musculaire progressive, caractérisée au début par I'atteinte des muscles faciaux,

avec ptosis, troubles de la mastication, et une myotonie. La myotonie est un retard de la
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relaxation musculaire aprés une contraction normale et par des décharges de fibres
musculaires a haute fréquence d'amplitude croissante et décroissante a
I'’électromyographie. Des anomalies cardiaques et neuropsychiatriques peuvent également
étre présentes. Le profil histologique de la DM1 est beaucoup plus variable que celle de
la DMD. Il associe une variation de la taille des fibres, avec atrophie des fibres de type | et
hypertrophie compensatrice des fibres de type Il, des noyaux centraux internalisés, quelques
signes de nécrose, une fibrose et des dépots chroniques graisseux variable que dans la DMD

(Machuca-Tzili et al. 2005).

Il.d.2 Dystrophie myotonique de type 2

La DM2, comme la DM1, est associé a une expansion dans I’ARN non traduit de
tétranucléotides CCTG dans le gene ZNF9. Le phénotype des DM2 peut étre plus léger, bien

gu'une atteinte cardiaque puisse survenir (Schoser et al. 2004).

Il.e Dystrophie musculaire fascio- scapulo humérale

La dystrophie musculaire fascio-scapulo-humérale (FSHD) est la troisieme forme la plus
fréquente de myopathie. Elle est de transmission héréditaire dominante. Elle se manifeste
dans 95% des cas avant I'age de 20 ans par une atteinte des muscles faciaux, un ptosis et
une atteinte de la ceinture scapulaire. La DFSH est associée a une délétion qui affecte la
région subtélomérique du chromosome 4 au niveau du locus 4935. Une séquence d'ADN
répétée de 3,3 kb appelée D4Z4 qui se trouve normalement sur une région de 50 a 300 kb,
avec 11 a 150 copies de la répétition est concernée. Chez les patients atteints de DFSH, il y a

généralement moins de 11 répétitions présentes dans cette région (Tawil et al. 2008).

63


https://www-annualreviews-org.proxy.insermbiblio.inist.fr/doi/10.1146/annurev.pathol.2.010506.091936#dl1

Ill. Vieillissement musculaire

La régénération des muscles squelettiques qui suit une blessure aigue fait intervenir des
cellules immunitaires qui infiltrent les tissus endommagés. Au cours du vieillissement, la
capacité de régénération des muscles squelettiques diminue, ce qui peut contribuer a une
perte progressive de la masse et de la fonction musculaires. Ces réductions de la
régénération musculaire liées a I'dge s'accompagnent de changements systémiques liés a
I'dge dans le systéme immunitaire, qui affectent de nombreuses populations de cellules
myéloides et lymphoides qui peuvent influencer la régénération musculaire. Les
changements liés a I'age dans les cellules immunitaires modifient leurs expressions de
certains facteurs qui affectent la fonction des cellules satellites, nécessaires a la régénération
musculaire normale. Ainsi, les réductions liées a I'age par exemple de |'expression du facteur
de différenciation de croissance-3 (GDF3) ou CXCL10 par les macrophages affectent
négativement la myogenése adulte, en perturbant les interactions régulatrices entre les
macrophages et les cellules satellites. Ces changements contribuent a une réduction du
nombre et de la capacité myogénique des cellules satellites dans les vieux muscles, ce qui

réduit leur capacité a restaurer les muscles endommagés (Tidball et al. 2021).
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Chapitre 3. Les cellules lymphoides innées ou Innate lymphoid cells (ILC) dans

la réparation tissulaire

I. Définition :

Les cellules lymphoides innées ou Innate lymphoid cells (ILC) sont des lymphocytes qui
n'expriment pas les récepteurs antigéniques diversifiés, générés par la recombinaison
d'éléments génétiques et exprimés surles cellules Tet les cellules B. lls sont les
contreparties innées des lymphocytes T (Spits et al. 2013, Eberl et al. 2015, Artis et Spits.
2015). Les ILC1, ILC2 et ILC3 refletent respectivement les cellules CD4*T helper (Th)1, Th2 et
Th17 en termes de fonction, tandis que les cellules tueuses naturelles (NK) refletent les
fonctions des cellules CD8*T cytotoxiques . Les ILC sont en grande partie des cellules
résidentes dans les tissus, elles agissent t6t dans la réponse immunitaire en réagissant
rapidement aux signaux et aux cytokines inductrices exprimées par les cellules résidentes. La
découverte et I'étude des ILC au cours des dernieres décennies ont changé la perception
de la régulation immunitaire. Nous savons maintenant que les ILC productrices de cytokines
contribuent a de multiples voies immunitaires, par exemple en maintenant des réponses
immunitaires appropriées aux agents pathogenes au niveau des barrieres muqueuses,
potentialisant I' immunité adaptative, et la régulation de l'inflammation dans les tissus. Les
cellules ILC1 et Thl réagissent aux agents pathogénes intracellulaires, tels que les virus et
aux tumeurs, Les cellules ILC2 et Th2 répondent aux gros parasites extracellulaires et aux
allergénes, et les cellules ILC3 et Th1l7 combattent les microbes extracellulaires, tels que les

bactéries et les champignons
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Ainsi, lors d'une réaction immunitaire, les ILC et les cellules T s’activent et se régulent
mutuellement. Les ILC peuvent exprimer des molécules de classe |l du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) et reconnaitre les antigenes, activant ainsi les lymphocytes T
spécifiques de l'antigéne, les cellules T produisent de l'interleukine-2 (IL-2), favorisant les

activités ILC (Oliphant et al. 2014) .

Il. Développement des cellules lymphoides innées

Les ILC commencent a fonctionner pendant le développement feetal , en tant que cellules
inductrices du tissu lymphoide (cellules LTi) (Mebius et al. 1997), responsables du
développement de la plupart desorganes lymphoides secondaires en stimulant les
cellules stromales mésenchymateuses pour produire les facteurs nécessaires pour attirer
les cellules hématopoiétiques a la structure lymphoide en développement et les y retenir
(Mebius et al. 1997). Les ILC sont dérivées de progéniteur lymphoide commun ou Common
lymphoid progentor (CLP). Il a été démontré chez la souris que les CLPs ont le potentiel de
générer tous les sous-ensembles de lymphocytes connus (cellules ILC, T, B et NK; Kondo et

al. 1997).

Le développement d'ILC tissu-spécifique se produit in utero dans le foie foetal qui abrite
également des NKPs capables de se différencier en cellules NK in vitro (Tang et al. 2012). Il
apparait donc que les deux premieres étapes du développement des cellules ILC et NK
surviennent tét durant la période foetale. De plus, le foie feoetal contient également un
précurseur ILC3 qui exprime le facteur de transcription RORyt et le marqueur de surface LTi
CD4 (Cherrier et al. 2012, Van de Pavert et al. 2014, Sawa et al.

2010). Ces progéniteurs RORyt + donnent naissance a des cellules CD4* LTi qui migrent vers
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I'intestin pour initier le développement du patch de Peyer et générent également des
NKp46* ILC3 producteurs d'IL-22 (Sawa et al. 2010). Des cellules NK1.1* sont également
présentes dans le foie feetal (Tang et al. 2012).En revanche, l'intestin foetal et
le mésentere foetal abritent des ILC2 et ILC3 mais peu d'ILC1 ou de cellules NK (Bando et al.
2015, Koga et al. 2018 ). Le mésentere feetal contient également des ILC progenitors (ILCPs)
et pourrait donc servir de site intermédiaire ou de réservoir pour le développement précoce

des ILC (Koga et al, 2018).

I.L1 Les facteurs de transcriptions ou transcription factors (TFs) et engagement des

precurseurs des ILC

Ce sont des protéines qui stimulent ou d'inhibent I'expression de certains génes, afin de
promouvoir certaines lignées cellulaires immunitaires au détriment d'autres (Rothenberg et
al. 2016). Les précurseurs communs des ILC ou common innate lymphoid progenitors
(CILCPs) désignent des précurseurs lymphoides qui ont perdu le potentiel de donner des
lymphocytes B et T et qui n'ont pas de potentiel myéloide. Les CILCPs donnent naissance
aux trois principaux groupes ILC et aux cellules NK (Serafini et al. 2015). Les CILCPs
comprennent le récepteur 6 des chimiokines a motif CXC (CXCR6)*, les précurseurs
lymphoides (alLP) et les « progéniteurs lymphoides innés précoces ou early innate lymphoid

progenitors» (EILP ; Yang et al. 2015, Yu et al. 2014; figure.6)

Par ailleurs, les EILP de la moelle osseuse de souris adultes Tcf7 GFP (souris dépletées
en facteur de transcription 1 des cellules T (TCF-1), codé par Tcf7 et qui joue un réle
essentiel dans le développement des lymphocytes T) sont capables de générer toutes les
lignées ILC (ILC1, ILC2 et ILC3) et les cellules NK, mais pas les cellules T et B ( Yang et al.

2015) . Les EILPs sont essentiellement CD127 - (ou IL-7R -), contrairement aux précurseurs
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CLPs et a la descendance qui sont CD127* (Klose et al. 2014, Yang et al. 2015 ). Des travaux
récents ont montré que les EILPs dérivent des CLPs, suggérant ainsi que des changements
rapides dans I'expression de CD127 accompagnent le processus d'engagement de la lignée
ILC (Harly et al. 2018). Mais encore, le TCF-1 impliquée dans la spécification de la lignée T
pourrait stimuler d'autres génes impliqués dans le développement des ILC tels que Gata3 et
(Weber et al.2011). De plus, I'intensité et la durée de la signalisation Notch, combinées a des
concentrations différentielles d' IL-7 seraient également cruciales dans la différenciation vers
les cellules T ou les ILC (Radtke et al. 1999, Schmitt et Zufiga-Pfliicker. 2002 ). Il est
également connu que les signaux Notch ne sont pas recquis pour la génération de cellules
NK (Radtke et al. 2000) et de cellules RORyt + foetales (Possot et al. 2011). Ainsi une
exposition courte ou des quantités intermédiaires de Notch combinées a des quantités
élevées d'lIL-7 dans les CLPS conduisent a la génération d'ILC2, tandis que des quantités
soutenues ou élevées de signalisation Notch induisent une différenciation en cellules T (Koga
et al. 2018). Par conséquent plusieurs facteurs de transcriptions opérent pour séparer les
CILCPs des early T cell progenitor (ETPs) permettant la séparation définitive des lignées ILC et
NK des cellules T, y compris la protéine régulée par I' interleukine-3 du facteur nucléaire ou
nuclear factor interleukin-3 regulated protein (NFIL3) et le thymocyte selection-associated
high mobility group box protein (TOX). De faibles quantités de NFIL3 dans les CLPs et une
expression élevée de NFIL3 et de TOX dans les CILCPs pourraient maintenir I'expression de
TCF-1 dans les CILCPs, au moins pendant les premiéres étapes de I'engagement des lignées
cellulaires ILC et NK (Yu et al. 2014).

La différenciation des CILCPs entraine I'expression de l'inhibiteur de facteur de transcription
de I'ADN 2 ou TF Inhibitor of DNA (ID2) et renforce leur engagement vers la lignée ILC

(Figure.6). Ainsi I'ID2 semble étre un mécanisme essentiel pour exclure la différenciation
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vers les lymphocytes B et T et favoriser la différenciation vers la lignée ILC des
CLPs (Verykokakis et al. 2014 ). Les signaux qui régulent positivement I'expression d'ID2 dans
les CILCPs ne sont pas entierement caractérisés, bien qu'il ait été montré que NFIL3 peut lier
le promoteur ID2 dans les précurseurs des ILCs. Toutefois, |'utilisation de souris ID2 GFP a
la fois CD127* pré-pro NKPs et CD127**4B7-ID2*commun « helper » innate lymphoid
progenitors (CHILPs) a montré que les NKPID2* donnent naissance a des cellules NK
matures in vivo tandis que ID2* CHILP peuvent générer des cellules ILC1, ILC2, ILC3 et
inductrices de tissu lymphoide (LTi) la facon dont les NK Progenitor (NKP) cytotoxiques et les
ILCP auxiliaires sont générés de maniére différentielle est en grande partie inconnue, un
mécanisme cytokinique pourrait étre impliqué dans le développement de NKP a partir des
CILCPs. L'IL-15 est un candidat probable de I'émergence de NKPs cytotoxiques a partir des

CILCPs pour aider a établir la lignée NK.
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CHILP

Figure.6 : Développement et fonction des ILC.

La différenciation des ILC se fait par étapes, des cellules souches hématopoiétiques (CSH) aux
précurseurs des ILC, puis a la lignée lymphoide. Le développement d'ILC a partir du CLP nécessite
une suppression médiée par ID2 des différenciations qui générent des cellules B et T. Les CLPs
s'engagent en outre dans la lignée ILC/NK via des cellules ILC-precurseurs multipotentes. Les sous-
populations ILC dépendent de I'expression de facteurs de transcription spécifiques. CLP, ancétre
lymphoide commun; EILP, progéniteur lymphoide inné précoce; CHILP, précurseur ILC auxiliaire
commun; NKp, précurseur des cellules NK; ILCp, précurseur ILC; LTip, précurseur cellulaire LTi (Kim et

.2021).
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Figure.7 : Tropisme tissulaire des ILC (Kim et al. 2021)

L'ILC progeniteur dérivé de I'hématopoiése de la moelle osseuse pénétre dans le sang pour rejoindre
les organes lymphoides et non lymphoides. Ce processus nécessite I'expression de divers récepteurs
de chimiokines et de I'intégrine a4B7. Leur position stratégique dans les tissus permet aux ILC d'agir
comme un moniteur de tissus sains et de permettre une réponse rapide aux signaux
inflammatoires. CLP (common lymphoid progenitor), ancétre lymphoide commun; ILCp, précurseur

ILC. (Kim et al.2021)

71



1.2 Différenciation vers les sous populations d’ILC

Les cellules NK et les ILC1 produisent des cytokines de type 1 (y compris I'IFN-y) d'une
maniere dépendante du T-bet, (Klose et al. 2014, Townsend et al. 2004).La concentration de
T-bet a un impact différent sur 'homéostasie des cellules NK et ILC1. En effet, Tbx21 est
partiellement réprimé au cours du développement des cellules NK et augmenté lors du
développement des ILC1 (Daussy et al 2014). Par ailleurs, I'expression de Runt-related
transcription factor 3(RUNX3) est essentielle pour la génération de cellules T-bet* NK, ILC1 et
NKp46* ILC3 (Ebihara et al. 2015). En plus du T-bet, les cellules NK nécessitent plusieurs
autres facteurs de transcriptions qui ne sont pas partagés avec les ILC1, I'Eomesodermin
(Eomes), le Zinc finger E-box-binding homeobox 2 (ZEB2) et le TF SMAD4 (Cortez et al. 2017,
Robinette et al. 2015 ). Ainsi, chez les souris Eomes fl/fl Vav Cre/+, les NKPs n’arrivent pas a
maturité, identifiant I’'Eomes comme un régulateur positif de la différenciation des cellules

NK mais pas des autres ILC (Gordon et al. 2012, Klose et al. 2014).

La différenciation des ILC2, implique les facteurs de transcriptions RORa, TCF-1, BCL11b et
Gata-3 (Wong et al. 2012, Califano et al. 2015, Walker et al. 2015, Yu et al. 2016).
Cependant, le mécanisme de différenciation des ILC2 n’est pas connu, par ailleurs, des
quantités élevées de TCF-1 dans les progéniteurs ILC  peuvent prédisposer a la

différenciation vers les ILC2 par les TFs Gata3 par I'activation des cytokines de type 2.

La différenciation des ILC3 est dépendante du RORyt pendant la vie foetale et adulte
(Cording et al. 2014 ) et le réle de RORyt dans la différenciation des ILC3 semble similaire a

celui opérant au cours de la différenciation des cellules Th17 (He et al. 2017).
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1.3 Localisation de la différenciation des ILC

L'identification d'un ILC progenitor (ILCP) humain circulant suggére que la différenciation des
ILC pourrait étre possible dans les tissus en réponse a des signaux inflammatoires locaux, on
parle de ILC-poiesis (Di Santo et al. 2017,Lim et al. 2017; Figure.7). De plus, il est proposé que
les ILC matures soient des cellules résidentes dans les tissus avec peu ou pas de capacité de
migration (Gasteiger et al. 2015, Huang et al. 2018). Le concept supplémentaire de
génération de cellules NK et de sous- populations ILC a partir de précurseurs naifs dans les
tissus en réponse a des signaux environnementaux peut aider a expliquer les différences
spécifiques aux tissus dans I'homéostasie des cellules ILC et NK. Par exemple, la moelle
osseuse adulte est riche en cellules NK et en ILC2 immatures, alors que les ILC3 sont rares
(Hoyler et al. 2012, Sawa et al. 2010). En revanche, l'intestin foetal et adulte favorise
fortement le développement d'ILC3 avec peu ou pas de génération de cellules NK (Bando et

al. 2015, Cherrier et al. 2012, Klose et al. 2014).

lll. Differentes sous populations d’ILC

lll.a. Cellules Nautural Killer (NK) et Innate lymphoid cells 1 (ILC1)

Les cellules NK sont des cellules cytotoxiques qui circulent dans le sang exprimant fortement
la perforine (Vivier et al. 2011). Elles peuvent tuer les cellules tumorales et les cellules
infectées par les virus. Dans le thymus de souris, les cellules NK conventionnelles (NKc)
cohabitent avec les ILC1 qui expriment le CD127 (IL-7Ra) et le Gata-3, produisent des
guantités plus élevées d'IFN-y et de facteur de stimulation des colonies de granulocytes-
macrophages (GM-CSF) et dépendent de la cytokine IL-7 et du facteur de transcription Gata-

3 pour leur différenciation (Vosshenrich et al. 2006), mais les ILC1 sont généralement non
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cytotoxiques ou faiblement cytotoxiques, ont de faibles niveaux d'expression de la
perforine et fonctionnent comme une premiére ligne de défense contre les infections virales
et certaines bactéries, telles que T. gondii (Klose et al. 2014) ou C. difficile (Abt et
al.2015). Les cellules NK et les ILC1 ont plusieurs caractéristiques en commun. Elles
produisent  principalement de I'IFN-y  nécessitent le  T-bet pour leur
différentiation. Cependant, les NK se développent a partir d'un progéniteur lymphoide inné
commun ou Common Innate Lymphoid Progenitor (CILP) via un précurseur de cellules NK
(NKP), tandis que les ILC1 se développent a partir de CILP via un précurseur de cellules
lymphoides innées (ILCP; Constantinides et al. 2014, Klose et al. 2014, Scoville et al.
2016). Concernant la caractérisation phénotypique des cellules NK et des ILC1, les ILC1 ont
des marqueurs phénotypigues en commun avec les cellules NK et les ILC3, dont le NK1.1
chez la souris et les NCR, NKp44 chez I'homme, et NKp46 chez I'homme et la souris
(Table.4). Les ILC1 expriment chez 'homme le marqueur CD127 alors que les cellules NK
cytotoxiques CD16 * CD56* ne I'expriment pas. Cependant, les cellules NK CD56 gt CD16-
circulantes expriment le CD127. Par aileurs, le CD200R distingue les ILC1 des cellules NK
chez la souris (Weizman et al. 2017). Les cellules NK humaines expriment le NKp80, qui n'est
pas exprimé sur les ILC1 (Freud et al.2016). Les ILC1 sont des cellules résidentes dans les
tissus, tandis que les cellules NK circulent dans la circulation sanguine (Peng et al. 2013,
Gasteiger et al. 2015). Chez la souris, les ILC1 sont détectées avant la naissance, tandis que
les cellules NK émergent deux a trois semaines aprés la naissance (Diefenbach et al. 2014). 1l
existe également des différences dans la production et la dépendance des facteurs de
transcription. Chez la souris, les ILC1 dépendent strictement de T-bet alors que les cellules

NK nécessitent le facteur T-box Eomes (Daussy et al. 2014).
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Table.4 : Principaux marqueurs phénotypiques des sous populations ILC (Vivier et al. 2018).

Mouse Human
NKpd46~ NKpas™ NKp#4~ NKp4d*
NK ILCY WLC2 LT 1es LC3 NK ILCY ILC2 T Ie3 ILC3
Dell-surface CD45 + + + nt 4+ + CD4s - . = Int +
ndecules  Cp1Z7ELTRa) ' Y 4+ e+ W w CDI27(L-7TR}) =i+ * .4 e +
CD1671 INK1.1)  « + - - - -+ CD161 (NK1.1)  +/- . Y "
ST2 (IL-33R) - nd 4+~ nd nd nd ST2 (L-33R) - = o/~ nd nd -
CD278 (ICOS) nd + nd W w CD278 (ICOS) - nd ¢+ nd nd .
ILITRAL2SR) - nd - - - IL17R8 (L25Ry - - . - nd -
CD294 (CATH2) - nd nd nd nd CD294 (CRTHZ - =~ ' - - -
KLRG1 “ - ‘ - - - KLRG1 . - . - - -
CD117 (c-ian) - M- W e W w CD117 (o-kiY -W - O . 0
cDe9 . . d nd nd nd cDeg W + nd nd nd nd
CD254 (RANKL) nd nd nd  « . . CD254 (RANKL) - nd nd 4 . .
CD1%6(CCRE) - nd - . s - CD196 (CCRE) - o/~ o= & o - o
CD335 (NKp4B) + + - - - + CD335(NKpdg) + - - - W Wi+
CD25 (ILl-2R%) -W o+ - - - CD25 (L-2Raz) +/- W + W s -W
MHC-I - - + . + - MHC-Il 4 nd  «~ nd nd e
IL23R - - nd . + . IL23R W wle AW . ’
IL1RA - . nd . . iR w/= w 0 . ‘
cDi22 + + w - - - cpD122 + nd nd -W W w
CD314 INKG2D) + nd - - - + CD314 (NKG2D) + nd nd - -w -W
Ly49 - M- = - - - KIR 4 - - - - -
coM /- nd - M - +/- cD94 4 = - - - -
Parforin + w o - - - - Perforin + - - - = -
CD253 (TRAIL) 0 d nd nd nd IL12R) + . - - - W
Sca-1 (LySa) ¢ . . - nd . CDI(CCRY) nd  «/- + nd nd nd
CDsad nd nd - nd e . cDsS6 + - - -W e/ e
(integrin =47)
CD48a n . nd nd nd CD183(CXCR3) nd + nd nd nd nd
(integrin x1§1)
CD90 (Thy1) -+ + + + + CDA337 (NKp30) + + + - - -
CD160 : +  nd nd nd CD336 (NKpe4) © - - - - .
cD103 y - m nd nd nd CD16 - = - - - -
CD200R - + nd nd nd nd NKp&0 + - nd nd nd nd
franscription  Tbet + + - - - . Toet . . - - - -
actors Eomes ¢ ¥ = - = - Eomes S = =
RORYt - - - + + + AORYt - W YW 4 + .
GATA3 -W W 4 —W -Ww W GATA3 -W W 4 -W W -W
AnR - nd nd - + + ARR -W W - + - +
RORa nd nd + nd  nd nd

The expression of cartain markers varies according 1o the organs. int, intermediate expression; W, weak exprassion: nd, not detemmined. “+/-"" means
‘hat exprassion is detected in some, but not all, cells *Not expressed by NK cells of liver, inlesting, skin, uterus, salivary gland, bone mamow, or lymph
y0des. Expressad by NK ceds in the thymus and in some spleen populations

’Expressed by the majority of ILC1, except for liver populations and intraepithelial gut ILC1,

‘Expressed by NK cells of the intestine, uterus, and thymus. but not the spleen and liver.

‘Expressed by activated cells.

'Expressed by the majority of ILC1, except for tons# and intraepithelial ILC1.

Not axpressed by NK calls of the spleen, Iiver, uterus, or blood. Expressed by NK cells in the gut,

'Not expressed by liver or spleen NK calls. Expressed by NK cells in the blood,

llil.b. Les innate lymphoid cells 2 (ILC2)

Les ILC2 sont définies par leur capacité a produire les cytokines de type 2 IL-4, IL-5 et IL-13
(Moro et al. 2010, Price et al. 2010) et sont résidentes dans les tissus (Gasteiger et al.
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2015, Moro et al. 2016). Elles répondent aux cytokines IL-25 et IL-33 et sont impliquées dans
la lutte contre les parasites, tels que I'helminthe Nippostrongulus brasiliensis et la
réparation des tissus endommagés en produisant AREG (amphiréguline; Monticelli et al.
2015). Les ILC2 nécessitent le facteur Gata-3  pour leur développement et leur

fonctionnalité (Hoyler et al. 2012, Furusawa et al. 2013, Mj6sberg et al. 2012).

Les ILC2 de souris expriment le CDA45, I'lL-7Ra (CD127), le CD90 (Thy1) et I'lL-2Ra (CD25,
(Moro et al. 2010, Price et al. 2010). L'expression du récepteur IL-33 (ST2) et du récepteur IL-
25 varie en fonction de l'organe. ST2 est exprimée surtout dans le poumon, le foie et le tissu
adipeux (Monticelli et al. 2011, Chang et al. 2011, Mchedlidze et al. 2013, Lee et al. 2015),
en revanche, I'lL-25R est fortement exprimé par les ILC2 de l'intestin gréle (Schneider et al.

2018).

Les ILC2 humaines, que ce soit dans le sang périphérique ou dans les tissus, expriment
sélectivement le récepteur chimiotactique Th2 (CRTH2) et des taux élevés de CD161, ainsi
que le CD127 et le CD25 (Mjosberg et al. 2011). Les ILC2 du sang peripherique humain
expriment également I'lL-18Ra (Simoni et al.2017). De plus, le facteur de transcription Gata-
3 est fortement exprimé par les ILC2 murines et humaines et, par conséquent, il s'agit d'un

marqueur utile pour l'identification des ILC2 (Hoyler et al. 2012, Mj6sberg et al. 2012).

Les ILC2, la réparation tissulaire et la fibrose

Les ILC2 jouent un role important dans la limitation des l|ésions tissulaires aprés une
infection par la production de ligands pour le récepteur du facteur de croissance épithélial,
I'amphireguline (AREG). En effet, Il a été démontré que I'AREG produit par les ILC2 contréle

la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales, qui elles sont nécessaires a la
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réparation épithéliale aprés une infection grippale (Monticelli et al. 2011, Zaiss et al.
2015). De méme, les dommages tissulaires étendus apres la migration et I'expulsion des
helminthes conduisent également a la production d'AREG (Monticelli et al. 2015). Il est
donc possible que le circuit de signalisation (IL-13 et AREG) qui favorisent la réparation des
tissus puissent étre dérégulés en présence d'une inflammation chronique et d'un milieu
cytokinique altéré pour favoriser les réponses fibrotiques (Matha et al. 2021). En effet, les
ILC2 sont une source pertinente d'IL-5 au début des réponses immunitaires et sont
indispensables pour le recrutement des éosinophiles et la programmation des macrophages
anti- inflammatoires (Molofsky et al. 2013). Lors d'une Iésion musculaire, I'lL-4 dérivée des
éosinophiles induit la prolifération de progéniteurs fibro/adipogéniques (FAPs) empéchant
leur différenciation en adipocytes. De cette facon, les FAPs soutiennet la myogenése et la

régénération du muscle squelettique 2 (Heredia et al. 2013).

Les ILC2 mémoires

Chez la souris, les ILC2 pulmonaires peuvent acquérir une mémoire immunologique
(Martinez-Gonzalez et al. 2016) capables de développer des réponses immunitaires
robustes a la stimulation ultérieure par des allergénes ou des cytokines non apparentés. lls
expriment I'll17rb, une sous-unité du récepteur IL-25 et IL-10 (Seehus et al. 2017). Chez
'homme, les ilLC2 mémoires sont caractérisées par l'expression de l'isoforme CD45R

(CD45R0) notamment dans le sang péripherique (Gray etal. 1993).

lll.c. Les innate lymphoid cells 3 (ILC3)

Les ILC3 sont abondantes au niveau des sites muqueux et sont impliquées dans la réponse

immunitaire innée aux bactéries extracellulaires et des commensaux intestinaux (Satoh-
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Takayama et al. 2008, Buonocore et al. 2010, Sonnenberg et al. 2012, Rankin et al.,
2016). Les ILC3 produisent de I'lL-22, grace a laquelle elles maintiennent I'homéostasie
intestinale et favorisent la prolifération des cellules souches intestinales. De plus, les ILC3
peuvent réguler les réponses adaptatives de type Th17 (Hepworth et al. 2013). Deux sous-
populations d'ILC3 peuvent étre distingués selon I'expression de marqueur NKp46 (chez la
souris) et NKp44 (chez I'homme) (Luci et al. 2009, Cupedo et al. 2009, Sanos et al. 2009), ce
sont les NCR*"ILC3. Les ILC3 murines et humaines peuvent produire du GM-CSF. Chez la
souris, les NKp46*ILC3 dépendent de Tbet et peuvent produire de I'IFN-y (Klose et al.

2013, Rankin et al. 2013).

Les ILC3 et la réparation tissulaire

Pour étre réparé, un tissu doit étre nettoyé des microbes, des cellules mourantes et des
débris, les ILC1 et ILC3 sont nécessaires pour procéder a la réparation avant que le tissu ne
puisse retourner a I'hnoméostasie (Figure.9). En effet, I'lL-22, produite principalement par les
ILC3, induit les cellules épithéliales a exprimer des peptides antibactériens tels que Reg3y et
Reg3B, ainsi que des protéines antivirales via le renforcement de la signalisation de
I'interféron-A (Hernandez et al. 2015) alors que |'absence constitutive d'IL-22 augmente le
cancer colorectal induit par l'inflammation (Huber et al. 2012), l'effet favorisant Ia
prolifération de I'lL-22 sur les cellules épithéliales peut également soutenir la progression du

cancer du cOlon (Kirchberger et al. 2013, Hernandez et al. 2018).

Les Cellules LTi

Les cellules LTi sont cruciales pour la formation des ganglions lymphatiques secondaires et

des plaques de Peyer au cours du développement embryonnaire, par l'action de la
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lymphotoxine (Mebius et al. 1997). Ces cellules expriment c-Kit et CCR6, mais pas les

NCR. Comme les ILC3, ils sont strictement dépendants de RORyt.

NK' | ILCH
IL-22 Cytotoxicity, [FN-y IL-13, AREG, IL-5

Protection from Elimination of microbes, Tissue remodeling
tissue damage dying cells and debris and repair

Figure.9 : Role des ILC dans la réparation tissulaire (Vivier et al. 2018)

lil.d. Regulatory ILC (ILC Regs)

Récemment, une nouvelle sous population ILC a été identifiée, il s’agit d’ILC productrices
d'IL-10 appelés Regulatory ILC (ILCregs) (Golebski et al. 2021, Morita et al. 2019, Wang et al.
2017). Les ILC Regs expriment un facteur de transcription distinct qui est I'ID3 (inhibiteur de
la liaison a I'ADN 3), de plus, la signalisation du facteur de croissance autocrine transformant

béta (TGF-B) est importante pour leur développement (Wang et al. 2017).
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IV. Plasticité des ILC

Une fois que les progeniteurs des ILC (ILCP) et les ILC matures pénétrent dans les tissus,
elles semblent y résider et proliférer localement (Gasteiger et al. 2015, Kim et al. 2016).
Dans le tissu, I'ILCP se différencie en sous populations d'ILC en fonction de I'environnement
tissulaire. Par railleurs, on dit que les ILC sont plastiques, ce qui signifie qu'ils peuvent se
convertir en d'autres sous-types d’ILC en réponse aux cytokines environnementales (Fig. 8).
Ainsi, la stimulation des ILC3 RORyt* avec de IL-12 et IL-15 augmente leur expression de T-
bet et d'IFNy, ce qui est caractéristique des ILC1 (Bernink et al. 2015, Montaldo et al. 2015).
De plus, les ILC1 peuvent également étre transformées a la fois in vivo et in vitro en ILC3 par
IL-2, IL-1B et IL-23 (Bernink et al. 2015). Il existe aussi une plasticité réversible similaire entre
les ILC2 et les ILC1, les ILC2 stimulées in vitro par I'lL-12 présentent une expression accrue de
T-bet et d'IFNy, ce qui est inversé par I'lL-4 (Bal et al. 2016, Lim et al. 2016, Silver et al. 2016).
Cette plasticité ILC met en évidence la capacité des ILC a comuniquer avec les autres cellules

du micro-environnement tissulaire et a s’adapter.
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Figure.8: Plasticité des ILC.

Les ILC présentent une plasticité qui peut basculer entre des sous-populations pour s'adapter
rapidement aux changements de I'environnement. La plasticité des ILC1, ILC2 et ILC3 dépend des

signaux du microenvironnement tissulaire, principalement des cytokines (Kim et al. 2021)
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Durant cette thése, nous avons abordé les infiltrats leucocytaires au cours de
différents processus myopathiques; les processus myopathiques inflammatoires et
les processus de nécrose — régénération. Le role des  macrophages dans la
nécrose- régénération myocytaire aigue a été et est toujours trés étudié. Les autres
populations leucocytaires n‘ont été que peu étudiées, comme par exemple les
lymphocytes T (implication des lymphocytes T CD8" dans les dystrophies
musculaires) .L'implication de cellules de I'immunité innée et adapative n’a jamais
été étudiée. Un résultat préliminaire obtenu durant mon stage de master a été la
mise en évidence de la présence d’un petit contingent de cellules NK parmi les
infiltrats leucocytaire (2% des leucocytes) dans les muscles dystrophiques de souris
Bla/J et souris Sgca. Les cellules NK sécretant de I'lIFNY, elles pourraient intervenir
dans l'activation des macrophages pro-inflammatoires. De méme, les cellules de
I'immunité innéee ILC2, connues pour avoir un role dans la réparation tissulaire,
pourraient intervenir dans la régénération post myonécrose. L'objectif de cette

these est triple :

Objectif 1 : Optimiser la méthode de phénotypage des leucocytes intramusculaires par
cytométrie en flux

Les leucocytes sont impliqués de maniere cruciale dans la réparation post lésionnelle du
muscle squelettique et dans la physiopathologie des myopathies inflammatoires et
dysimmunitaires. La caractérisation des processus immunopathologiques nécessite un
phénotypage précis des cellules immunitaires intramusculaires, ce qui ne peut pas étre
réalisée de maniere optimale par les approches immunohistochimiques conventionnelles. La

cytométrie en flux (CMF) est la technique la plus fiable pour analyser les sous-populations

83



leucocytaires et évaluer leurs niveaux d'activation, cependant les protocoles classiques
d'extraction cellulaire basés sur la digestion enzymatique peuvent fausser les résultats en
lysant les molécules de surface cellulaire. L’hypothése est qu’'un protocole purement
mécanique d’extraction des cellules mononuclées du tissu musculaire pourrait permettre

une meilleure caractérisation des cellules leucocytaires qu’un protocole enzymatique.

Notre protocole optimisé de phénotypage des leucocytes intramusculaires pourrait
permettre d‘étudier précisément les cinétiques de recrutement des sous populations

leucocytaires dans les situations de myonécrose aigiie et de muscles dystrophiques

Méthodes : Etudes in vivo sur des modeles murins de myonécrose aigue et de dystrophies
musculaires, comparaison d’une méthode d’extraction purement mécanique des leucocytes
a la classique technigue enzymatique sur des muscles de souris dystrophiques. Analyse par

cytométrie en flux des suspensions cellulaires et comptage immunohistochimiques.

Objectif 2: Etude du recrutement intramusculaires lymphocytes T et NK et description de
'index «Intra Muscular Inflammation (IMl-index)» permettant de détecter un
enrichissement intramusculaire en lymphocytes TCD8*

L’enrichissement intramusculaire en lymphocytes TCD8* ainsi que la diminution du taux de
lymphocytes TCD4* est décrit par immunohistochimie dans les biopsies musculaires de
myopathies inflammatoires et dysimmuntaires. L'hypothese est que le calcul du ratio
[mCD4*T/CD8*T]/ [bCD4*T/CD8*T] que nous avons appelé « IntraMuscular Inflammation (IM-
[) index » permet d’éviter le biais induit par les variations de répartition des lymphocytes T

CD4*et CD8* dans le sang.
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Méthodes : Extraction mécanique des leucocytes intramusculaires, préléevement de sang
total. Analyse cytométrique des populations lymphocytaires CD4* et CD8". Calcul des ratios

muscle (m) CD4*/CD8* Et sang (b) CD4*/CDS8".

Objectif 3: Mettre en évidence et analyser la cinétique de recrutement des cellules
lymphoides innées ou innate lymphoid cells dans le muscle

Les innate lymphoid cells (ILC) ou cellules lymphoides innées sont des cellules de I'immunité
innée qui sont les contreparties innées des lymphocytes T. Les ILC sont en grande partie des
cellules résidentes dans les tissus, elles agissent tot dans la réponse immunitaire en
réagissant rapidement aux signaux et aux cytokines inductrices, exprimées par les cellules
résidentes dans les tissus. La découverte et I'étude des ILC au cours des derniéres décennies
ont changé la perception de la régulation immunitaire. Des résultats préliminaires avaient
mis en évidence la présence de cellules NK dans les muscles |ésés par des injections de
chloride de barium. L’hypothese est que les ILC sont impliqués dans le processus de
nécrose-régénération musculaire et dans les processus inflammatoires des myopathies

dysimmunes.

Méthodes : Extraction mécanique des leucocytes au niveau de muscles de modéles murins
de myonécrose aigue et de dystrophies musculaires. Extraction leucocytaire de biopsies
Humaines. Analyse des cinétiques de recrutements des ILC par cytométrie en flux et études

immunohistochimiques.
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Aucune étude n’avait recherché la présence des ILC dans les muscles, que ¢a soit dans
les modéles murins ou dans les biopsies de pathologies musculaires Humaines. Nous avons
abordé cette question en mettant au point des panels d’anticorps permettant de rechercher
les différentes sous populations d’ILC dans les muscles de souris et dans les muscles de

biopsies Humaines
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Résultats
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Publication 1 : Stratégie de phénotypage des leucocytes intramusculaires par

cytométrie en flux

Présentation du sujet

Le phénotypage des cellules immunitaires intramusculaires est essentiel pour la
caractérisation des myopathies inflammatoires et dysimmunitaires (DIM). La cytométrie en
flux (CMF) est la technique la plus fiable pour analyser les sous-populations de leucocytes et

['évaluation de leurs niveaux d'activation.

Dans ce travail, Nous avons développé un protocole d’extraction cellulaire purement
mécanique, qui permet de préserver les épitopes de surface cellulaire et nous avons évalué
son applicabilité dans le contexte de pathologies murines et pour le diagnostic
myopathologique chez I'homme.

Des souris Bla/l (n=10) qui représentent le modéle murin de la dystrophinapthie ont été
utilisées pour comparer les deux méthodes d’extraction des cellules mononuclées; la
méthode enzymatique et la méthode purement mécanique chez la souris.

La cohorte de patients utilisée pour la comparaison des deux méthodes d’extraction
cellulaire comporte des patients avec une myopathie inflammatoire et dysimmunitaire

DIM : n=9 et des patients avec des conditions non immunitaires NIC: n=7,

Dans le cadre de cette publication ou je suis 1éme auteure, j'ai réalisé les extractions

des cellules mononuclées, les marquages des leucocytes, I'analyse des résultats de

cytométrie en flux, la création des figures et la rédaction de la publication.
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Optimized Flow Cytometry Strategy for Phenotyping
Intramuscular Leukocytes: Application to the Evaluation of
Myopathological Processes
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Abstract

Phenotyping intrnmuscular immwne cells is essential for the char-
acterization of dysimmune/inflammatory myopathies (DIM), Flow
cytometry (FC) & the most reliable technique for analyzing kuko-
cyle subpopulations and evaluating their activation levels. We devel-
oped a purely mechanical protocol for extmcting cells from nuscle
tissae allowing us 1o preserve cell surface epitopes and detenmined
its applicability to expermental pathology in mice and myopatho-
logical diagoosis in human Skeletal muscle regeneration in mice
was associated with a tmnsent ennichment of  macrophages
(CDHB"*Gr-1 "), myeloid dendritic cells (CD3C8“CD1IB™™),
CD8" T  cells (CD3I'CR7), and NK cells (CD3
CDIB"*NKps6 ). In murine models of inberited muscle dystro-
phics, leukocytes represented 23%-84% of intramusculr monons-
clear cells, with a percentage of CDS” T cells (4%-17%) mirroring
that of all CD457 cells, while MPCs remained a minonity. In human
16 samples (DIM: 0 =9, nonimmune conditions: n = T7), DIM was
associated with mtramuscular recruitment of CDR™ T cells, bug not
CD47 T cells and NK cells. FC allowed concomitant guantificatson
of HLA-DR, CD25, CD3K, and CD57 acuvation/diffcrentiation bio-
markers and showed increased activation levels of CD4 ' and CD8”
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T eells m DIM. In conclusion, FC s an appropriate method for guas-
tifying imtmmuscular leukocyte subpopulations and analyzing their
ACHUVALION states,

Rey Words: Flow cytometry, Inflammitory myopathy, Lympho-
cytes, Muscular dystrophy, Myofiber necrosis. Myopathy.

INTRODUCTION

Dysimmume and inflammatory myopathies (DIM) form
a group of acquired diseases affecting skeletal muscle. Their
characterization is based on the accurute delineation of immu-
nopathological processes at work, including the phenotyping
of intramuscular immune cells (1=3), Among the cell populs-
tions present in nomal adult skebetal muscle tissue, leukocytes
represent o low percentage and are mainly resident mocro-
phages (4). In pathological conditions, myofiber necrosis
induces marked leukocyte recruitment (5). Indeed. following
an carly, transient recruitment of neutrophils. myeloid mono-
nuclear cells that are mainly derived from a pool of circulating
monocytes infilirmate the injured tissue, Most recruited leuko-
cytes are macrophages, with an initial proinflammatory, or
M1 phenotype. These proinflammatory macrophages ire re-
quired for the efficient clearance of apoptotic or necrotic cells
and debris; a subsequent population of anti-inflammatory, or
M2-ype, macrophages have specific proregenerative func-
tions such as matrix remodeling and promotion of angiogene-
sis (6). Lymphocytes also accumulate in skeletal muscle after
acute injury, as well as in chronic muscle dystrophies related
1o dystrophin (5), dysfertin (7), and sarcoglycan (8) deficien-
cies. The function of mtramuscular lymphocytes is poorly un-
derstood, although both CD4 ' and CD8 ' T cells seem to play
a role in the pathological features of dystrophinopathies (9). In
addition, CD4"Foxp3 " regulatory T cells accumulate
acutely injured skeletal muscle and are required for the com-
pletion of postinjury muscle repar (6),

Flow cytometry (FC) is the standard technique for phe-
notyping and quantifying leukocyte subpopulations, Current
multichannel devices allow the parallel analysis of up 1o 20
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different cell membrane markers, compared with the restricted
number of markers (usvally <4) that can be evaluited by im-
munohistochemical techniques performed on tissue sections.
The FC analysis of intramuscular Jeukocytes requires the ex-
traction of a sufficient number of mononuciear cells, with pre-
served cell membrane markers, Most stodics investigating
intramuscular leukocytes use enzymatic digestion 10 optimize
cell extraction output becawse of the large quantity of connec-
tive tissue within skeletal muscle (10, 11), However, the use
of enzymes may alter or suppress surface molecule expression
(12), and therefore could distont FC results. In addition, skele-
1al muscle i a highly vasculasized tissve, necessitating the
elimination of blood from samples before subjecting them (o
cell extraction to avoid any contamination. In experimental
conditions, it is possible 10 perfuse animals with solutes 10 re-
move intravascular blood before death and sampling (9), an
approach inappropriate for human samples,

In the present work, we developed a protocol for FC
analysis of intramuscular leukocytes including manual drain-
ing of tissue blood and purely mechanical dissociation of mus-
cle tissue, Compared with standard enzymutic digestion, our
procedure ncreased leukocyte extraction output and preserved
their surface markers expression, thereby improving the dis-
cnmination of subpopulations. In the context of myopatholog-
ical processes, this technigue is highly useful for analyzing
intramuscular lymphocytes subpopulation phenotypes and ac-
tivation states.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Approval and Consent to Participate

Experiments conducted in animals have been formally
approved by the animal steering committee and ethical com-
mattee (ComEth) of the Moador Instinie of Biomedical Re-
scarch (IMRB) (authorization APAFIS number 13472-
2018030914428353v3), In accordance with current French
legislation and hospital research ethics committee (Approval
mimber 12409 at CPP/IRB le-de-France 1X), patients gave
their written informed consent for their participation in
research.

Animal Models

One- to 6-month-old mice of different genotypes were
used, normal or transgenic: (1) wild-type mice C5TBL/6 J; (2)
dysterdin-deficient Blw/J mice, in which the progressive mus-
cular dystrophy (prowd) allele from the A/J inbred stmin, an
ETn retrotransposon (5<6 kb) inserted in the intron 4 of dysfer-
lin gene, 15 crossed onto the CSTBL/6 genetic (13); and (3) a-
sarcoglycan-deficient Sgca CSTBL/6 mice. in which exons 2
and 3 of the a-sarcoglycan gene were replaced by a neomycin
resistance cassetie (14). Blw/J and Sgea mice are mouse mod-
els of limb girdle muscle dystophy-type 2B and D, respec-
tively. In both models, skeletal muscle changes are typically
chamctenized by ongoing muscle myofiber necrosis and regen-
eration, leukocyte recruitment, myofiber atrophy, and fibrosis,
with first muscular changes being detectable by | week and
2months of age in Sgea and Bl respectively. Animals were
obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). All

-
-

the experiments were carried out per French and European
Community guidelines.

Experimental Muscle Injury

For muscle injury, WT mice were anesthetized with
¥ mgAg Ketamine and 20mg/kg xylazine, and the left tibialis
anterior (TA) muscles were injected with SOuL barium chlo-
ridke (1.2% BaClyin PBS) (15). Noninjected right TA muscles
were used as controls, TA muscles were dissected at 1+, 3-, 5,
and 7-day postinjection (DPI).

Skeletal Muscle Sampling in Animals and
Intramuscular Leukocyte Extraction

Mice were killed by cervical dislocmion, One forelimb
muscle (Biceps brachii), and hindlimb muscles, that is, Psous,
Glureus maximus, Gluteus medins, Quadriceps femoris, Semi-
membranosis and Sendtendinosus, Sartortus, Gastrocnenus,
Soleus, TA, and Extensor digitorwn longus muscles were dis-
sected for Blo/) and Sgep models. TAs were dissected for the
myonecrosts model. Muscles were kept in a wet gauze pad
and weighed. Samples dedicated 1o histology were snap frozen
at —80°C in nitrogen-cooled isopentane as described (2), He-
matoxylin and eosin stain and immunofluorescence techni-
ques were performed on 7-pm cryosections.  Samples
dedicated to cytology were carefully and repeatedly rinsed
with 0.9% NaCl 1o eliminate most of the blood. Then, muscle
samples were subjected either 10 mechanical dissociation or
enzymatic digestion, In case of mechanical dissection, muscle
samples were minced with & microscissor or scalpels. then
gently crushed with a syringe plunger, and collected in 20 mL
of RPMI 1640 Medium GlutaMAX (ThermoFisher Scientific
Life Technologies SAS; Les Ulis, France). The cell suspen-
sion was filtered ot 104, 70, and 40 pm successively then cen-
wrifuged at 1500rpm for 10minutes. In case of enzymtic
digeston, we added a step of incubation (2 h, 37°C) with col-
lagenase A (50pg/pL: Sigma Aldrich [Saim-Quentin-Fallav-
jer, France] number 10103578001) and dispase 11 (12 U/mL;
Sigma Aldrich number D4693-1G). The specific effects of
enzymes on cell surface markers were evaluated by perform-
ing experiments with inactivated enzymes ( 2-hour incubation
at 4°C for collagenase, addition of EDTA | mM for dispase
1. Obtained cell pellets were subjected to cytocentrifugation
and immunocytochemical techniques, or 1o FC, For cytocen-
trifugation. cell pellcts were recovered in 600 L bovine se-
rum albumin (BSA)RPMI 1640 Medium GluaMAX 0.2%/
PFA 2%, then subjected 10 cytocentrifugation (500 mpm for
15 mn, Cytospin).

Immunofluorescence Analysis of Leukocyte
Subpopulations

Immunofluorescence labeling of CD45, CD8, and
CD11b was performed on muscle cryosections or cytocentri-
fugation smears following the same profocol. After fixation
(PFA 2%, 5 minutes at room temperature (RT)), slides were
washed 3 times with PBS and blocked with 10% BSA (Sigma
Aldrich A7906-100G) in PBS for 30minutes at RT. For

91



| Neuropathol Exp Newrol » Volume 00, Number 0, 2022

How Cytometry of Intramuscular Leukocytes

CDIIb and CDS slides, cells were incubated with Avidin
Block (ThermoFsher, (04303 ) for 10 minutes, washed 2 times
with PBS, then incubated with Biotin Block for 10 minutes,
The following primary antibodises diluted 1:50 in PBS were
used: Rabbit antimouse CD45  (abcam[0558; Cambndge.
UK), rat antimouse CDS (abeam22378) and rat-antimouse
CDI1b (BIO-RAD MCA 711: Mames-la-Coquette. France).
The mcubation was performed overmight at 4°C. Secondary
antibody incubation was performed for 1 hour wt RT: biotiny-
lated anticat 1:200 (Vector Laboratories, BAY400; Burlin-
game, CA), or Cy3-Donkey antirabbit 1200 Jackson IR, 711-
006-152; Ely, UK). For CD1Ib- and CDS-staned sections.
streptavidin FITC (BD Pharmingen, 54060, Allschwil, Swit-
zerland) was added at 12108 for 30 minutes at RT. and DAP]
staimng (Hoechst, Romamville, France) was performed for
I seconds. Shdes were mounted vwsing Vectashield Mounting
Medivm, Images were scquired using a Zewss (Vemsailles,
Frunce) microscope and Axio vision 4.0 software.

FC Protocol for Mouse CD45" Cells, CD8 T Cells,
CD4* T Cells, and CD11b™ Cells: Analysis and
Quantification

The following Tuorochrome-conpugated antibodies di-
rected agamst different cell surface markers were usad: PE
anti-CD4S (clone 20-FL1, FITC ami-CD3 (clone 17A2).
FITC anti-CDS (clone 53-6.7). APC anti-CD1 1B clone M1/
T, APC anti-Gr- 1 (clone RB6-3CS), and cell viability was
ensured by using 7-AAD viability staining solution (all from
BioLegend, San Diego, CA)L The obtained cell pellet was re-
covered in 0,.2% BSA/RPMI-GlutaMAX. Alter blocking mon-
specific . Fomediated  interactions with 0,5 pg/100 ul
antimouse CD16/CD32, for 15 minutes at 4°C, the cell suspen-
sion was aliquoted (100 ul, per tube) wnd the recommended
quantdy of each primary antibody was combined with an ap-
propriste volume of (.2% BSA/RPMI-GlutaMAX for a [l
staimng volume of 10 L for each wbe. The incubation was
performed for 30minutes ot 4°C protected from light. Cells
were washed by adding | mL of 0.2% BSA/GlutaMAX in
cach tube, then centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes at 4°C,
The supernatant was discarded, and the cell pellet recovered m
BSARPMI GlutaMAX, 400 pl_ foreach tube.

To subtract avtofluorescence from analysis, unlaheled
cells, and fluorescence-minus-one controls were used 1o derer-
mine positive and negative thresholds, Leukocytes were first
guted on live CD45" singlets and subsequently the different
subpopulations were identified according 1o the relevant
markers. Da were colkected on a [4-color LSR Fontessa (BD
Biosciences).

FC Protocol for Mouse Satellite Cells and
Fibroadipogenic Progenitor Cells: Analysis and
Quantification

The previous protocol was used 1o analyze satellite cells
(SCs) and fibroadipogenic progenitor (FAP) colls with me-
chanical and  enzymatic methods. and  the  following
Nuorochrome-conjugated antibodies directed agamst different
cell surface markers were used: PECY 7 anti-CD4S (clone 30

Fi1), PECY7 anmti-TERTIY (clone TER-119), BV42L anni-
CD3M (clone RAM34), PE anti-SCA | (clone D7), A700 mti-x
miegrin-7 (clone FAB3SIEN), and APC anti-CDI40 (clone
APAS). Dat were collected on a I-color LSR Fonessa (BD
Biosciences),

Human Samples (Blood and Muscle)

Blood and muscle samples were obtained from 16
patients undergoing musche hiopsies for diagnostic purposes
in Hennt Mondor Reference Center for Neuramuscular Dis-
cases. The routine diagnostic classilication of patients com-
bined clinical and  lustopathological  data In particular,
European Newromuscular Centre (ENMC) critena were used
to dingnose denmatomyositis, mmune-medinted necrotizing
myopathy (IMNM) and inclusion bady myositis (IBM), and
Trayanov classification was used to dingnose overlap myositis
(OM) (29). Based on clinicopathological criteria, patients
were chussified as DIM or noninflammatory condition (NIC).
The study was camried out per current French and European
Community regulstions (Henn Mondor Biological Resource
Platform: registrtion number DC-2000-934), French Mimstry
of Rescarch: approval by the Comité de Protection des Per-
sonnes [CPPYIRB He de France-1X, March 12, 2012),

FC Protocol for Human Samples (Blood and
Muscle)

FC protocols reguire the use of fresh musche tissue.
Seven muscle samples were used 1o compare mechanical dis-
sociution and enzymatic digestion technigues following the
protocol desenibed above. Other samples were subjected 10
mechanicul dissociation only. After mechanical dissociation
or enzymatie digestion of muscle bropsies, cells were col-
lected i Now cytometer tubes i RPMEGlutaMAX with 2%
BSA (100 pL of the cell suspension/tube). Cells were thes im-
mediately incubated i the dark for 30 mmutes o 4°C with o
mix of the following antibodies: Ko anti-CD43 (clone 1.33),
ECD anti-CD3 (clone UCHT1), PB anti-CD4 (clone 13B82),
and APC-Alexa700 anti-CDS (¢lone BY. LT Gl from Beek-
man Coulter, Villepinie, France). Viability was assessed using
T-AAD Viability Dye, In some cases, staining with the follow-
ing antibodies was also performed: PCy7 anti-CD19 (clone
J3-119), PE anti-CD36 (clone N9 ), PCyT anti-CD4 (clone
SFCH2T4DIL), FITC aoti-CDST  (cloneNC1H, PB - anti-
HLADR (clonelmmu-357) or its PB 1gG 1 isotype control, PE
anti-CD3K (clonel.STY8-4-3) or its PE 1gG1 ssotype control
(all from Beckman Coulter), aad APC ant-CD2S (clone 2A3)
or its APC 1gGIK wsotype control (both from BD Biosciences,
Allschwil, Switzerland). Samples were then washed in PBS
with 2% BSA wnd immediately soquired using a Navios flow
cytometer (Beckman Coulter),

Blood samples were simultancously collected in EDTA
tubes and shipped a1 RT, Immunostaining was performed on
100 pL of fresh whole blood and incubated in the dark for
10minutes at RT with the same mix of antibodies used for
muscle analysis. Red blood cell lysis wos then performed us-
g VersaLyse Lysing Solution (Beckman Coulter) according
10 the manulacturer’s instructions. Finally, samples were

3
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FIGURE 1. Intramuscular leukocyte detection comparing mechanical dissociation and enzymatic digestion techniques in muscle
biopsies. (A) Representative panel of FC intramuscular lymphocyte detection using either mechanical dissociation (upper panel)
or enzymatic digestion (lower panel). Lymphocytes were gated on viable singlet SS-C low CD45" cells. CD8' T cells were
identified as CD45° CD3" CD8' cells, T CD4' T cells were identified as CD45™ CD3" CD4" cells, NK cells were identified as
CD45'CD3 CD56" cells and B cells were identified as CD45" CD3 CD19"' cells. Statistical dot plots representing the
percentage of each studied population obtained with either mechanical dissociation (in black) or enzymatic digestion (in gray) in
the Bla) mouse model (B) and human biopsies (C). Results are presented as mean = SD. *p < 0.05, Wilcoxon paired test (n =7/

condition).

washed m PBS with 2% BSA and immedately ascquired using
the [0-color Navios Now eytometer (Beckman Conliers. All
the obtauned data were analyzed with Kaluza 2.1 software
(Beckman Coulter). Lymphocytes from blood and muscle

4

samples were gated according 1o gh-CD43 fluorescence n
tensity and low side scatter imtensity: CD45 T cells were de-
fined as CDITCDA™  Iymphocyies, CDE™ T cells as
CDI*CDS" Iymphocytes, NK cells as CD3"CDS6" Iympho-
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TABLE 1. Comparison of Mechanical and Enzymatic Leukocyte Extraction Methods

Murine Mec Murine Enz Hinan Mo Humsan Ens
CDYS" cells 0878 = 10% B4.50 = 7.30% 0.52 = 0.86% A0 = &%
COHYL Gril ' cel 06 = 640% 416 = 2.1%
CDI" Teells 26622 14.40% Undetectable
CDR" Teelly 2008 = 260% 128 2 0.80% 2539 17.90% 1227 = 1007%
NK cefls 1495 £ 3.06% 152=73"%
Satetbre colly 025 = 0.6% 170 046% ROBS KLY 480 = 70%
FAPS cells G107 = 007% A0 =2.0%

FAPS, fibeo/adipogenic progennors. Enmr, snrymace; Mec, mechancal

cytes and B cells as CD197 Iymphocytes. When indicated. the
expression of CD38, HLA-DR, CD25, and CDS7 was studicd
on CD4F T eells, CDE™ T cells, and NK cclls (Supplementary
Data Fig. S3), The corresponding isotype controls were used
10 set the threshold of expression. SCs were gated according 10
CDA5 cells and were defined as CDA5-CDS6" cells, Tn addi-
tion, we analyzed the effect of different enzymes on the sur-
Tace markers: collagenase A + dispase 1L liberase (Liberase
TL Research Grade, Rochie, Mannbeim, Germany ) and Liber-
ase + dispase 1L The blood of 3 paticats was incubated with |
of the 3 enzyme mixes and then immediately incubuted in the
dark for 30minutes at 4°C with a mix of the following anti-
bodies: Ko anti-CD45 (clone L33), ECD mii-CD3 (clone
UCHTI), PB ant-CIDM (clone 13B8.2), and APC-Alexa7(0
ant-CDS (clone BY.11) PCY7 ante-CD19 (chone 13-119), PE
anti-C D36 (clone NYO1) (all from Beckman Coulter). Viabil-
ity was assessed vsing 7-AAD staining solation (ab228563)
and acquined using 10-color Navios flow cytometer (Beckman
Coulter),

Statistics

Statistical analyses were carmied out wsing GruphPod
Prism V7 software (La Jolla, CA) with an a emvor of 5%, Sig-
nificantly  different values are indicated on graphs by
Fp< D05, “Fp <000, and *=E=p < 0001, Bartlen est allowed
us to determine the equality of vanances between groups.
One-way ANOVA was vsed when there were more than 2
groups. followed by a Tukey post hoe test in the case of equal
varmnces or by a Dunnett test if the variances were uncqgual.
The Swdent test was used o compare 2 groups, For human
samples, nonparametric paired Wilcoxon test and Mann-Whit-
ney test were used to compare FC data.

RESULTS

Mechanical Tissue Dissociation Improves the
Reliability of Intramuscular Mononuclear Cell
Analysis Compared with Enzymatic Digestion

To establish o reliable peotocol for analyzing muramus-
cular leukocytes by FC. we wsed the Bla/J stmin, a mouse
maodel of muscular dystrophy characterized by abandant intra-
muscular feukocyte nfiltration. In 3month-old Bla/) mice,
the 1013l number of mononuctear cells extracted by mechani-
cal dissociation of all ssmpled muscles was 6,19 = 0,38 x 10°

versus 4.13 %= 1.01 % 10” with the enzymatic method, corre-
sponding 10 an output of 4,12 =025 and 2.75 = 0,67 = 10"
cells per gram of muscle tissuc, respectively (p = 0.02), fmmu-
nofluorescence  performed  on - eytocentrilugation  smears
showed that leukocytes consisted mamly of macrophages
(CDLIBY), with o CDRCDAS ratio of 035 with mechanical
dissociation versus (LO] with enzymatic digestion (n=3;
P < .00 (data net shown).

FC analysis showed that the percentage ol leukocytes
(CDI57) among fiving cells was 94.78% with mechanical ex-
traction versus 84.50% with enzymatic digestion (Fig, 12 Sup-
plementary Data Fig. ST Morcover, with the mechanical
miethod, the proinflammatory M1 macrophages and CDR*T
cell subpopulations (CD1ThY Gr-17 cells and CD3"CDS” | re-
spectively) were better discrimimated than with the enzymatie
digestion method. The proportion of CDEHBTGr-17 was
30.6% of CDA5 ™ colly with the mechanical method but 4,16%
with the enzymatic one  (Fig. 1B, left), Similarly,
CD3'CDE’ T eells represent 20.8% and 1.28% of CD45* cells
with mechanical and  enzymustic methods,  respectively
(Fig. 1B, night), The stamng mdex (S1) is calculased as the
difference between the mean Nuorescence intensity (MFL) of
the positive and negative populations, divaded by 2 times the
standard deviation of the negative populations (12). The
higher the index. the better the discrimination of the positive
populstion. With the mechanical method, the SE of the
CDA'CDS™T population was 32.9 versus 3,99 with the enzy-
matic method; similarly, the S1 of the CDI Gr-17" popula-
tion wis 41,0 with the mechanical method versus 21,8 with
enzymatic digestion (Supplementary Duta Fig. SI1C)

The cell yiekd was better with the enzymatic digestion
for SCs and FAP cells as assessed by the peroentages of
CD34" Scal “a7mtegrincells (SCs) and
CD347Scal "CDI40 cells (FAPs) among CD4STERIIY
living cells in mice and CD457CDS6 cells (SCs) in haman
(Table I: Fig. 2A).

Enzymes used for tissue digestion (collagemase A, dis-
pase 1) affected cell surface markers and therefore may distont
FC results. CD4S molecules were ressstant 1o enzymalic diges-
tion (93.3% with imctivated enzymes versus %0.3% with fully
active enzymes ). A marked distortion was observed with CDS
since the percentage of CD3"CDS'T celly among living
CD45" cells dropped from 25% to 8.90% when enzymes were
nol mactivated, In human muscles, mechanical dissociation
displayed a better output for the overall number of mononu-

5
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FIGURE 2. (A, B) Satellite and FAP cell detection comparing
mechanical dissociation and enzymatic stion techniques
in C57BL6/] mouse and muscle biopsies. Statistical dot plots
representing the percentage of each studied lation
obtained with either mechanical dissociation (in black) of
enzymatic digestion (in gray) in the C578L6/] mouse model
(A) and human biopsies (B). Results are presented as
mean = 5D, *p<0.05, Wilcoxon pared test for human
biopsies. (€) Human circulating  leukocyte  detection
comparing 3 enzyme mixes: Statistical dot plots representing
the mean fluorescence intensity (MFI) of each studied
population (CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, and CD56)
obtained with the 3 enzyme mixes. Results are presented as
mean * SD. *p < 0.0S, unpaired test (n= 3/condition).

clear cells (mean: 26.1 x 1) cells/g of tissue. range: 54 = 107/
g0 72 x l("/g) compared with enzymatic digestion (mean:

6

TABLE 2. Comparison of the Different Enzymatic Digestion

Techniques

Nokwz  CollA = Displl  Lik = Duplt  Lib
MACD3 mn 35 34 i
MFICD4 214 160 148 165
MFI CDR 6.5 1o 150 1nn
MFI CDI9 &5 59 59 8
MHFI CD% X1 150 i 2

CollA s Dinpll, collagesase A jdspase I LD, Iderme: LibiDapll libes
sesdipac 1L MFL s flocreseoce imemdy: No B, no siayese.

16.2 % 10° cellsfg of tissue, range: 40.3 x 10Yg 02.5 x l()‘lg )
The percentage of extracted CD45" cells among living cells
wis higher using enzymes, However, the percentages of
CD4Y T cells, CDS™ T cells, and NK cells among CD45*
cells were higher after mechanical dissociation compared with
enzymatic methods (Figo 1A, C) Indecd. with the enzymatic
method, CD4* T cells were undetectable und the percentage
of CDR* T cells and NK cells was significantly lower com-
pared with the mechanical method (Table |2 Fig, 10). The
percentage of CD3 cells was compurable with both methods.

Similarly. MFI (mean = SD) of CDS, CDS6, snd CD19
was lugher with mechanical dissociation compared with enzy -
matic digestion (Supplementary Data Fig. §2). The MFI of the
CD4 population could not be compared since it was undelect-
able with the enzymatic method. CD45* and CD3* popula
tons were similarly detected with both methods since the MFI
of CD4S and CD3 were comparable with mechanical and en
zymatic methads (Supplementary Data Fig. 5820, Regarding
SCs. the results were similar to those in mice: The percentage
of CD45~ CD56 " cells being higher with enzymaic digestion
than with mechanical dissociation (Fig. 2B). Finally, the MFI
of the CD3, CD4, CDI19, and CD36 markers was higher with
mechanical dissocugion than with enzyvmatic digestion and no
significant differcnce was observed in the MFI between the 3
enzymatic methods, Collagenase A < Dispase 1], Libense +
Dispase I1, and Liberase (Table 23, The MFI of CDS was
higher with enzymes and there was no difference for the CD4S
MFET (Table 2: Bz, 2C) Fimally, we did not find sigmificant
differences between the different enzyme combinations for
the percentages of CD45, CD3, CD4, CDE, CDIY, and C56
populations (data not shown ),

FC Allows Assessment of Intramuscular
Recruitment of Myeloid and Lymphoid Cells in
Experimental Conditions

In BaCly-injected snimals, histological examimation of
igured muscle showed extensive acute mynecrosis followed
by regencration, with numerous pale necrotic fibers at 1 DPI,
myophagocytosss, and SC prohiferation at 3 DPL, presence of
immature basoplalic regenerating fibers at S DPI, and centro
nucleaed fibers at 7 DPL (Fig. 3A) and 12 DPI (data not
shown). We performed FC to quantify and analyze the intra-
muscular recruitment of myehoxd and lymphosd cells through-
out acute myofiber necrosis and regeneration. The myofiber

95



| Neuropathol Exp Neurol » Volume 00, Number 0, 2022

Fow Cytometry of Intramuscular Leukocytes

B D
100 —

i o [ o ] -g
60 §
“ O

L B

£ o

S S PSS S S

C E
Lt el
|
50 —he -
Y T——
2 d
2
8 20 8
o
= 20 %
S
®

FELIL S LS

—~ e
30 asen I—[‘_m_'
.
20+ .
10

k=

201

151 .

104

54

LSS S

FIGURE 3. Intramuscular leukocyte recruitment in mouse during postinjury muscle repair. (A) Acute muscle injury induced by
intramuscular BaCl; injection (TA muscle). For each animal, contralateral noninjured TA muscle was used as control. Upper

panel: Muscle histology at diferent time points after injury:
cryosections; scale bar: 50 um), Leukocyte recruitment in ing

1(D1), D3, D5, and D7 (hematoxylin and eosin staining on
TA and contralateral noninjured (control, Ctrd) at different time

points after injury (day postinjury [DPI] 1, 3, 5, and 7). Percentage of leukocytes (B) among all living cells, myelold dendritic

(MD) cells (€), CD8 T cells (D), and NK cells ().

TABLE 3. Phenotyping of Intramuscular Leucocytes in Acute Myofiber Injury

1ope1 Cirl Aol Cird oM Cirl 70P1 Ciel
COI57 cells 130 L&30% 35 L 50% S2ST2WAIN 20:280% 21900 1L0% 320390L% 129 £93% 1.90 = | 9%
COR Teells LS 0% 060 = 080% 090 = 06N 00 00% 199 = 3.5% 7,50 8 80M% 20400 320 = 2.0
MD celis 205 1L50% 00 = 00% 270 = 08% 002 00% B £ 2.10% 4702330% 720 2330% 10,40 = 9. 4%
NK celly QI =01 010 0.16% SW=48% Q0= 00% .40 = DA% G002 040 0.10% 070 = | 20P%
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FIGURE 4, Intramuscular leukocyte recruitment in 2 mouse models of muscular dystrophies, Intramuscular leukocyte recruitment

in a mouse at different ages (1, 3, and 6 months); percen

of leukocytes a all living cells (A); CD8'T cells (B);

m dendritic (MD) cells (€); NK celis (D). Intramuscular leukocyte recruitment in Bla/] mouse at different ages (1, 3, and

6months); percentage of leukos
-p < 0.05; "p (0.01; ”",(o' ‘; “..p <

necrosigiregeneration process was associated with o massive
infltration of the mjured muscle by leukocytes (CD457),
mainly macrophages (CDHB""Gr-1"), peaking at 3 DPI
then decreasing to baseline levels by 7 DPI (Fig. 3B). lnera-
musculiar MDCs (CD3-CDSTCD ™) peaked a1 3 DPI, at
the same time as M1 macrophages (Fig. 30 In contrast,
CD8" T cells (CD3TCS) were mainly observed at 5 DPI

8

s among1all llv'l\g cells (E); CD8'T cefis (F); myeloid dendritic (MD) cells (G); NK cells (H).

(Fig. 3D) then decreased a1 7 DPL NK cells (CD3~CD1 1"
NKP467 ) trmnsiently peaked at 3 DP1 (Fig. 3E). Numerical
valves are indicated in Table 3,

In dystrophic muscles, the propoetion of leukoeytes
(CIDI57) aanong the overall intramuscular populaton of
mononucicar cells was found murkedly increased, but their dy-
namics vanied between Sgea (Fig,  4A) and Bl mice
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TABLE 4, Phenotyping of Intramuscular Leucocytes in Murine Dystrophic Process

Bl ] e Spea mouse
1 Month 3 Months 6 Months 1 Months IManths  Months
CD4S cells 6T =228% 0WH=7T2% 615 = 23.5% 634 =261% 654 =224% TS5 = 193%
CDS*T celts 106 = 95% 167 = 61% BLxa% 160 = 27% $2=54% 135=47%
M cells L1 2 004%, 03 =02% 23LL™ 04 = 0%, 8.8 = 7.0% 262 28%
NK cells 152 15% 038 =00% 035208 21 10% 15> 1.8% 0= 1%
0P, day ¢ MDOS, Tobd dendritie colle; NK celis. oatund Killer ceile.

(Fig. 4E) The percentage of CD3TCD8'T cells among
CD45"cells paralicled that of CD45"cells in both Sgea
(Fig. 4B) and Blay) mice (Fig. 4F), In Sgea. it changed signif-
icantly over time, while in Bla/) mice it persisted at the sume
level from 1 to 6months of age. The percentage of MDCs
(CD3 CRCDHN) also vaned with time wnd Bla/)
(Fig. 4C, G). Lastly, the percentage of NK cells increased
with time in Sgea, while it was maximal ot T month, then de-
creased in Bla/) (Fig 4D, H). Numencal values are indicated
m Table 3,

FC is a Suitable Technique for Phenotyping
Intramuscular Lymphocyte Subpopulation
Infiltrates in Human Pathology

FC was used to analyze CD3™ T cells, CD$™ T cells,
CDS™ T cells, and NK cells in the muscles of 16 patients and
in the bload of 11 patients. Age, sex, and detailed diagnoses
are indicated in Table 5. Nine paients were diagnosed as
DIM including IMNM (n=4), OM (0 = 2}, and anti-PD1 wsti-
body-induced myositis (n= 3), Seven patients were diagnosed
as NIC including neurogenic atrophy (o =44) and fibromyalgia
(n=3). Representative histological features arc shown in Fig-
ure S, The percentages of circulating CDSY T cells, CDS™ T
cells. and NK cells were comparable in DIM and NIC
(Fig. 60A-C, left pancl). while in muscle that of CD8'T cells
was higher in DIM compared with NIC (Fig. 6A-C. nuddle
panel b After noemalization with relation to blood percentages
(cakculation of muscle/blood  [m/b) ranos), FC analysss
showed that the myb ratio between the percentage ol intramus-
calar (muscle m|) and circulating (blood [b]) CD3ITCDS™T
cells was higher (p< 0.01) i DIM patients compared with
NIC 23% = 10% vs 070% = 04%), whilke m/h
CD3"CD4 T cells and nvh CD3 7 CD36'NK celis ratios were
comparable in both groups (0.3% = 0.2% vs 0.5% = 0.4%.
1.7% = 1.5% vs 0.7% * 0.6%, respectively: Fig. 6A-C, right
panel ).

FC Allows the Evaluation of the Activation State
of Intramuscular Lymphocytes

In order 1o mose thoroughly decipher T and NK cells ac-
tvation stotus i the muscle, we analyzed the expression of
the activation markers HLA-DR. CD25, and CD38 along with
the expression of the terminal differentiation marker CDS7,
that is. associated with a cytotoxic phenotype in CDS™ T cells

(16-18). Our results showed evideace for a highly activated
state of mtramuscular CDX' T cells as shown by the signifi-
cantly increased proportion of cells with enhanced expression
of CD38 amd HLA-DR in DIM compared with NIC (CD38"
CDS'T: 48.4% = 16.8% vs 16.5% = 5.9%; HLADRCDS™T:
$8.7% * 20,6% vs 26.7% = 23.9%: Fig. TA; Supplementary
Data Fig. §3).

Regarding CID47 T cells, the proportion of cells with en-
hanced CD25, CD38, and HLA-DR expression appeared in-
creased m DIM compared with NIC (CD25"CDA'T cells:
4640 = 16.3% vs 282% = 11.2%: CD38"CD4™T cells:
10.7% + 124% vs 17.9% = 17.10%: HLADRTCD4'T cells:
323% & 122% vs 127% = 9.5%), but the difference was
only signifxant for CD25 and HLA-DR markers, possibly doe
10 o stall number of samples (Fig. 78: Supplementary Data
Fig. S4),

The Jevel of CD25 and HEA-DR expression on NK cells
was comparable between the 2 studied groops (CD25NK:
R.7% = 9.8% vs 4.0% = 6.0%; HLDR™NK: 13.3% = K4% vs
69% = 3.6%: Fig. 7C; Supplementary Datr Fig. S4) The
analysis of CD37 expression on CDS™ T cells, CD4T cells
and NK cells did not show any difference between DIM and
NIC groups (CDA7TCDS'T cells: 58.2% = 21.2% vs 51.4%
4+ 259%; CDST' CDET cells: 11.9% = 5.4% vs 169% +
16.1%; CDSTY NK cells: 47,1% = 152% vs 47.7% = 5.9%:;
Fig. TA-C),

DISCUSSION

The fsolation of specific cell populations from tissue
renxins a entical step in the undesstnding and charactesizn-
tion of many human diseases (19 A crucial issue for FC ap-
plied to tissue-denved cell evaluation is the development of
optimum apgroaches (or cell isolation. That i especially chal-
lenging n the case of skeletal muscle tissue, which displays a
highly orgamzed architectuse supported by connective tissue
scaffolding. For decades. cell extruction protocals applied to
skeletal musele tissue were hased on mechanical dissection
followed by lengthy enzymatic digestion  using  vanous
enzymes including collagenase, dispase, and pronase (20-22),
These protocols were initially setup for studying myogenic
stem cells (20). and turther extended to the isolation of other
muscle cell types. To date, numerous stadies sull utilize enzy-
matic digestion-hased cell extraction profocols 1o mvestigate
the rok: of leukocytes in muscle hiology and pathology using
FC (6, 23-27). Disparitics among existing protocols are hkely

9
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TABLE 5. Clinical Data, Histological Features and FC Intramuscular Lymphocyte Phenotyping in included

Patients1.2,3.4.5.6.7.8.9.10,11,12.13.14,15.16.

Cine AgeSes Climical Fasures Histopatiwlogi- T-Cells CITT Celis COR'T Colls NK Cells
cal Dlagnusis mh mh mh mh
25/F *  Paimal (UL+1LL) weakness IMNM 0739 0.225 1837 1853
*  Progresson: 24 weeks
* CK: 50N
*  Aatl.SRP
25/F *  Provimal weakness = UL and LL IMNM(*) LOKT 0457 2624 0.665%
* Dyspnea
*  Progression |year
* CK:d5xN
* Amkoly
H8F *  Proxenal (UL+LL) sod xxial IMNM 110 0.929 1359 0559
weakness
*  Progression: 4 monhs
* K 20«N
*  Anti-SRP+
03F *  Proxmmal (UL+LL) weakness and IMNM 0.945 0454 2380 1625
myalgias
*  Progression: 12 weeks
* CK:15xN
* Antb HMGCR+
SUF * Melanoma Immame check- L2 04 1978
*  Anti-PDI and anti- CTLAA therapy potot infubs-
(nfvolwmab, ipilamab) 1or-leducal
*  Fasciitigpamiculitis myasiis
*  Progression: 4 wecks
* CK:N
S6F * Beeast and og cancers Tomuee check- 1Lon o770 1464
* Anti-PDI and ant- CTLAS therapy point khibs-
(ouvolumab, ipilemab ) tor-isduced
*  Duffuse muscle weal fropped y
head syndrome, dysplape,
cachenia
¢ Progression: 4 weeks
* CK:15xN
65/M *  Lung cancer Immaune check- 1672 (1.420 4370
* Ami-PD] iberapy (pembeolizomab) point ok
* Duffuse muscle weakness, dropped- 1or-induced
head syndrome, dysplaiga, [ TUE N
*  Progresson: 3 weeks
* CK:1IxN
26/F ¢ Chroose myalgis in LL OM, penbable
* Progresson: 24 weeks
* CK:N
M * Systemic sarcoidosty oM
*  Proximal UL weakness and
myalgas
*  Pmgression: 12 weeks
* CK:6xN
23F *  Chroosc dilfuse myakgias Mikd type-1I fi-
*  Progression: > | year ber atrophy
* CK:N
M *  Proximal LL acakness asd Peeudo.myo-
myalgias pathic oewmo-
*  Progeession: 20 yeany genic atrophy
(continued)
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TABLE 5. Continued

Case Age Sex Clinkonl Features Mistuputbologs- T-Cels CINTT Cells CDST Cells NK Cels
cal Diagnosis m'b mh mh mb
* CK:BxN
OIVF ¢ Provimal (UL LL) weaknesa and Ml type-11 fi- 0629 3% 0856 (1490
athiromyalgins ber atrophy
*  Progression: 10 years
* OK:5xN
S2mM *  Esopbagas and lung cancer Mild type-11 6 0080 0020 0067 0127
*  Promimal (UL-LL) weakorss and ber atrophy
athromyalgias
*  Progression: Smonths
* CK:N
36F * Owomic diffuse myslgias No hstokgical 1011 OBRT 1097 a7
¢ Sicca syndnome change
*  Progression: b yem
* CK:N
4UF * Ohromic diffuse myalgia No hstobogical
¢ Progression: 20 year change
¢ KN
*  Ultrasownd sugzesting
inflasmmation
F *  Chronic diffuse mysigio No hastokogical 0m7 0544 0656 14794
* Progression: 12 years change
* CK:N

CK, creaine Kinse, HMO-CR, hydn yI-COA seddes

IMNM. fmaume - maliasd la:nxn-. m

LL. bower Timbs, so®, catio befwesn e porcestyge

yopehy,
celk tmang maoscolar (m) and blood 4b) t)mpthu- for Tcolls (COMS'CDY ) CON'T celle (CDMS DY OO ), CON'T colaCDMS " COX CD8" ), and NK cells
ICDES'CD3 D% xmmmnnwmwmm.wu

lis and |

*This patient was initially disgnosal o saother coniles s

Aley sreivery mnder ve Sexapy, sle

o INEUOCALTYT A
wopped her tromtmont and medical lem-wlov!yun mm-’wuh'nd-ulwuhn in carge in cor cemter. A second oy wan perfermed and unespeciedly showed
| featwes of ¥

IMINM et of the eypical bi

yopaihy

to produce suboptimal cell isolates. inconsistencies between
cell yields, viability, or cell surface marker expression keading
to poor reproducibility, and ultimately 1o unintended biases in
subsequent data interpretation (19). In particulor, studies in-
vestigating the potential changes induced by tissue enzymatic
digestion showed that the types of enzymes used, their possi-
ble combination with mechanic agitation, and the time of incu-
bation are factors that can chunge the respective proportion of
leukocyte subsets among studied cells (19, 28, 29). Our results
showed that the overall vields of enzymatic digestion and s
unwansed effects on surface cell marker detection also depend
on the studicd species. Putting together all these considera-
toms, we conclude that enzymes used for tissee dissociation
may impair the reliability of leukocyte phenotyping and this
should be considered when nvestigating myopathological
processes. In contrast, our results confinmed the usefulness
and reliability of enzymatic digestion for SCs and FAPs ex-
traction, probably because collagen fibers and other extrace]-
lular matrix componeats impair the retrievad of these cells
after simple mechanical tissee dissociation,

Our protocol proved 1o be fully applicable for investigat-
ing the role of lenkocytes in myopathological processes. In the
context of experimental seute musele inpry, FC showed the
missive recruiment of mam»plugcs. peaking at day 3 DPI
and the later recruitment of CDE* T cells (peaking at 5 DP1.
Aningury-induced  mnate  mmmune  response  favors  the

collaboration  of myogenic  progenitors with  nonmuscle
cells, and this response 15 integral 10 the repair process, It is
well established that the huge macrophage infiltmtion s
beneficial to muscle regencration but whether this process
also plays an immmne protective tole is unkonown (30, 31).
Our FC approach also uncovered the recruitment of a mmority
CO45TCDICDRTCDTIN™® subpopulation, corresponding
to MDCs and peaking @t 3 DPL, like other monocyte-derived
cells. Skeletal muscle tissue destruction, such as that induced
by Lm. mngection of BaCly, tiggers a “sterile” mMammatory re-
spomse {15) similar to the respoase to infection in terms of leu-
koeyte  mfiltration  and  formation  of  promflammatory
meditors st the site of ingry (321 Jogically DC have been
identified in injured muscle (33-35). Whether these cells play
i role i myofiber regeneration remains unclear and it seems
more probable that DCs that accumulste in regenerating skele-
tal muscle remain there “on demand™: and they may migrate
o the deainmg ymph node m the case of the presence of a
pathogen to boost watigen-specific T-cell responses (32). The
recruitment of MDCs within mjured muscle assoctates with
that of CD8™ T cells, suggesting these cells could also contrib-
ute to the immunological protection. In addition. CDS ' T cells
have been shown o be divectly involved i the repair and
regeneration of damaged muscle tissue hy regulating the
secretion of MCPI o recruit Gel™ mucrophages, which
facilitate myoblast proliferation (36, 37),
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FIGURE 5. Muscle biopsies from patients with NIC and dysmmune/inflammatory myopathy (DIM), Type-2 atrophy (A, B),
immune-mediated necrotizing (IMNM; C-E), and nivolumab-induced myositis (F1). Type-2 atrophy (NIC): (A) Mild-
myofiber angulous atrophy without mflammatory infiltrate or myofiber necrosis; (B) Normal immunostaining for major
histocompatibility complex (MHC)-1 with negative myofibers and positive capillaries (arrow). IMNM: (€) Randomly distributed
necrotic myofibers at different stages of the healing process, without conspicuous inflammatory infiltrates; (D) Varying myofiber
MHC-1 expression with strongly positive small fibers (arrow) alongside fibers with positive immunostaining restricted to
sarcolemma and negative fibers; (E) Membrane attack compiex/C5b-9 immunostaining showing granular C5b-9 deposit at the
leve! of non-necrotic fiber sarcolemma (arrows). Nivolumab myositis: (F, G) Focal nodular endomysial mononuclear cells
infiltrate (arrows) and myofiber necrosis (arrowheads); (H) Ubiquitous abnormal MHC- expression by miyofibers with strong
staining of inflammatory cells (star); (1) CD8 4 T cells (arrows) within nodular infiltrates, All stainings were performed on 7.um
cryosections; (A, F, G) Hematoxylin and eosin; (B, D, E, H, 1) immunoperoxidase technigues were carried out using Bond-Il
automaton (Leica, Nantemre, France) for detecting HLA-ABC (C, H; clone number W6/32, 1/4000, Dako, Glostrup, Denmark),

MAC/CS5b-9 (C; clone number ab55811, 1/50, Dako), and CDB (I; clone C8/1448 number M7103, 1/400, Dako).

The recruitment of mtramuscular Jeukocytes 10 dystro-
phic muscles must be analyzed taking into account the molec-
ular basis and stage of disease. In Blw/) mice, a marked
intramuscular recnaitment ol leukocytes can be observed from
the first month of life, although myofiber necrosis will not be
visible wmtil the third month (13). This apparent discrepancy
can be explained by hreaches persisting at the surface of non-
necrofic fibers leading 1o an uninferrupted release out of the
cell of vanous molecules acting as danger signals and promot-
ing the recruitment of inflammatory celis (3%). In Sgea mice,
myofibers are unable 1o sustaim the physical strains of muscle
contraction, and leading to therr necrosis (14), 1t must be noted
that in both models. while pathology and fibrosis progressed
with time. our protocol has proved to be fully suitable for the
analysis of mtramusculir cells despite the lack ol enzymatse
digestion.

To our knowledge, our study is the first oae using FC
for pmalyzmg intramuscular leukocytes i the context of hu-
man pathology, In routine practice, muscle biopsy samples are
conventionally processed for histology (39), leukocyte pheno-
typing being carnied out through immunohistochemistry (IHC)

I2

on i limited number of sections. In contrast to THC, FC has the
advantage 1o allow the simultaneous assessment of up 1o 20
muarkers i moch larger tissoe volume, precisely quantifying
the different subpopulations. The mam disadvantages of FC
maty be found in (1) the necessity 10 immediately process mus-
¢le samples o the time of biopsy and therefore to coordmate 2
different lab benches; (2) the time required for appropeiately
preparing samples and extracting cells; (3) the obligation 1o a
prion armange an antibody panel blind to pathological findings,
and (4) the necessity to perform in parallel 4 blood analysis to
avoid possible erroncous analyses due o circulatmg leukocyte
subpopulations. Notwithstanding these construnis. FC was
extremely etficient in studying muscle pathology. Indeed. de-
spite the small number of patients included 1 our stody, FC
hightighted intramuscular recruimment of CDS'T cells in all
types of DIM analyzed. Using m/b rutios allows the avoidance
of misimterpretation of results finked to potentially mrked
vartions of circulating CDS® T cells. The accumulation of
CDS™ T cells within muscle tissue cannot be aseribed 10 ongo-
ing myofiber necrosis because then it would have been assoc-
ated with CD4" T cells (37). In the context of DIM, the 1HC
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FIGURE 6. Characterization of Intramuscular lymphocytes in DIM and NIC biopsies. Percentage in blood (left) and in muscle

(middle), and muscle (m)/blood (b) ratio (right) for
patients.

phenotyping of intrmmuscular cell infilirion in muscle biop-
shes s usually directed toward the identification of a character-
stic peocess (38, 39). The discovery of leukocyte populations
imbakance i DIM provides an exciting prospect for diggnosis,
Of course, the number of cases evaluated m this study s 100
small to draw firm conclusions. but these first results ure suffi-
ciently encournging 1o plan further studies on a larger scale,
Lastly, we also showed that FC allows the accurate and easy
analysts of T- and NK-cell nctivation states. Interestingly, we
found u significant proportion of activated CD47 T cells,
CDR" T cells and NK cells within muscle tissue from the NIC
group that mostly includes paticnts with chronic muscle pain.
Fibromyalgia s a very frequent condition, sigmificantly associ-
ated with inflammmory joint diseases (40) and therefone fre-
quently rasing the question of inflammatory muscle damage.
Various nonspecilic morphological and metabolic changes ex-
st the museles of patients with fibromyalgaa but are mot sul-
ficient for a definite diagnosis, as in our patients {10). In fact,
the mam question is o determune the exact levels of T and NK
cells actvation in healthy muscle. Overall, the evaluation of
leukoeyte activation by FC is highly useful for pathopliysio-

DE* T cells (A), CD4" T cells (B), and NK celis (C) in DIM and NIC

logical research, and this technigue could alse help 1o monitor
the therapeutic response i patients with DIM.

In conclusion, our work demonstrates that FC s a tech-
nigue fully sutable for quantifying itramuscular leukocyie
subpopulations and analyvzing their activation states. We
showed that preanalytic conditions are a determming factor
for the refiability of results and thit enzymatic digestion must
be avorded when studying immune cells. Our results obtained
in houmsan, even if very prelimmary, indicate that the evalua-
tion of muscle versis blood leukocyte subpopulation balance
as well as the quantification of activation states could open
new tracks for understanding the pathophysiology of muscle
diseases.
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and NIC
*p < 0.05, nonpaired Mann-Whitney test.
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data from patients are stored and kepr in Henri Mondaor Uni-
versity Hospital, Detailed quantirative data from animals and
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thor and after anonymization for patients.
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Application du protocole optimisé de CMF a la myosite induite par

pembrolizumab/Anti PD-1

Les inhibiteurs du check- point, y compris including programmed-cell death (PD)-1 and
cytotoxic T-lymphocyte—associated protein (CTLA)-4 inhibitors, se sont avérés efficaces dans
le traitement de nombreux cancers, mais dans de rares cas, ils sont responsables de
complications graves menagant le pronostic vital. Le principal mécanisme d'action de ces
agents est I'activation du systéeme immunitaire contre le cancer. Cependant, la réactivation
de l'immunité cellulaire a été associée a des complications telles que des cedémes
périphériques, fatigue, prurit, éruption cutanée, élévation des taux d'enzymes hépatiques et
d'autres événements endocriniens, gastro-intestinaux et hématologiques. Une myosite a
médiation immunitaire a également été rapportée chez moins les patients ayant bénéficié

d’un traitement par I'inhibiteur du check-point immunitaire, le pembrolizumab.

Dans ce travail, nous avons utilisé deux clones de I'anticorps anti PD-1 afin d’étudier I'effet
du Pembrolizumab sur les lymphocytes T et le PD-1 lymphocytaire. L'analyse des

Lymphocytes T a été faite par CMF.

ProgrammedDeath (PD)-1 & PD-1 Ligands (PD1L)

Anti PD1 Ab:
Binding PD-1/PD-L1 nivolumab,
N7 g pembrolizumab,
inhibition of immune response restoration of immune response p[d||izumab

- Anti-tumoral biotherapy
- Adverse effects:
autoimmunereactions

PD1 binding 2 T-celldeactivation
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Immunohistochimie d’une myosite antiPD-1

Analyse cytométrique d’une myosite induite par le Pembrolizumab
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Les analyses par cytométrie en flux ont permis de mettre en évidence que le complexe PD1-
anticorps anti-PD-1 impliqgué dans la myosite anti-PD-1 reste en surface et n’est pas
internalisé. Ainsi la CMF est tout a fait applicable a I'étude des mécanismes

physiopathologiques des myosites.

Conclusion

Nos travaux ont montré que la CMF est une technique tout a fait adaptée pour quantifier les
sous-populations leucocytaires intramusculaires et analyser leurs états d'activation. Nous
avons montré que les conditions pré-analytiques sont déterminantes pour la fiabilité des
résultats et ainsi que la digestion enzymatique doit étre évitée lors de I'étude des cellules
immunitaires. En effet, certaines populations leucocytaires peuvent étre indétectables telle
qgue la population de lymphocytes TCD4* en utilisant des enzymes de digestion pour
I'extraction des cellules mononuclées, ce qui fausse les interprétations et analyses

physiopathologiques.
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Nos résultats obtenus sur les biopsies humaines, méme si tres préliminaires, indiquent que
I'évaluation par CMF de I'équilibre des sous-populations leucocytaires musculaires vs
leucocytes sanguins ainsi que la quantification des états d'activation pourraient ouvrir de
nouvelles pistes pour comprendre la physiopathologie des maladies musculaires. Ainsi, les
DIM sont associées a un recrutement de cellules T CD8*, mais pas de cellules T CD4* et de
cellules NK. De plus, la quantification des biomarqueurs d'activation et de différenciation
HLA-DR, CD25, CD38 et CD57 ont montré des niveaux d'activation accrus des cellules TCD4*

et T CD8* dans les DIM.

Chez la souris, nos résultats indiquent que la régeneration post lesionnelle du muscle
squelettique est associée a I'enrichissement transitoire en macrophages (CD11b"%" Gr-1*), en
cellules dendritiques myéloides (MDC, CD3" CD8* CD11b"9"), en cellules T CD8" (CD3*
CD8") et en cellules NK (CD3 CD11b"9" NKp46*). Dans les modéles murins de dystrophies
musculaires héréditaires, les leucocytes représentent 23 a 84 % des cellules mononuclées
intramusculaires, avec un pourcentage de cellules T CD8* de 4 a 17% de tous les leucocytes,

tandis que les MDC restent minoritaires.

Ce travail a donc montré que la CMF est une technique tout a fait adaptée pour quantifier
les sous-populations de leucocytes intramusculaires et analyser leurs états d'activation a
condition de réaliser une extraction des cellules purement mécanique respectant les

épitopes de surface cellulaire.
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Publication 2 : La cytométrie en flux montre que les myopathies
inflammatoires et dysimmunitaires (DIM) se caractérisent par un recrutement

sélectif en cellules T CD8* intramusculaires

Présentation du sujet

La biopsie musculaire est I'examen clé pour le diagnostic des DIM en permettant la
caractérisation précise des processus immunopathologiques et le phénotypage de
I'infiltration intramusculaire de cellules immunitaires. Parmi les populations cellulaires
présentes dans le tissu musculaire squelettique adulte normal, les leucocytes représentent
un contingent minoritaire formé principalement de macrophages résidents. Par ailleurs,
qguelle qu'en soit la cause, le processus de nécrose myocytaire induit un recrutement
leucocytaire, marqué principalement de macrophages, pro-inflammatoires et de
macrophages anti-inflammatoires, mais également de maniére beaucoup moins marquée,
de lymphocytes. En effet, il se produit un enrichissement intramusculaire en lymphocytes
apres une lésion aigue du muscle et lors de processus dystrophiques chroniques liées a des
déficits en dystrophine, dysferline ou en sarcoglycane. La fonction des lymphocytes
intramusculaires n'a pas été bien étudiée, bien que les cellules T CD4* et T CD8* semblent
jouer un réle dans la pathologie de la dystrophinopathie. De plus, il a été récemment montré
que les suppresseurs de réponse immunitaire Foxp3*CD4"* les lymphocytes T régulateurs
(Treg) s'accumulent dans le muscle squelettique 1ésé et sont nécessaires pour achever la

réparation musculaire post-lésionnelle.

Les DIM se différencient par le profil des infiltrats inflammatoires. Les polymyosites et IBM

sont caractérisés par la présence d'un infiltrat endomysial de de lymphocytes T CD8*

109



cytotoxiques. Dans les myosites de chevauchement on observe également des infiltrats T
CD8* notamment dans I'endomysium) mais aussi des macrophages dans le périmysium,
parfois des infiltrats périvasculaires lympho-histiocytaires et la présence de cellules NK
(Hervier et al. 2016). Dans la dermatomyosite, les infiltrats inflammatoires sont décrits
comme polymorphes (macrophages, lymphocytes T CD4* et CD8*, lymphocytes B), septaux
et souvent périvasculaires. Une particularité de la DM est la présence de cellules
dendritiques plasmacytoides sécrétrices d’'IFN de type | dans le perimysium. Dans, les
myopathies nécrosantes autoimmunes on considére que les infiltrats inflammatoires se
limitent en général au recrutement leucocytaire post-nécrotique (cf supra) avec parfois des

aggrégats voire des infiltrats lympho-histiocytaires périvasculaires.
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Abstract

Idiopathic inflammatory myopathies (IIM) form a heterogeneous group of autoimmune
disorders differentiating from each other by clinical features, treatment responses and
prognoses. They can be classified into several subgroups; dermatomyositis, antisynthetase
syndrome, immune-mediated necrotizing myopathy, inclusion body myositis. However, flow
cytometry (FC) associated to a purely mechanical extraction of leucocytes allows to evaluate
at the same time a large number of cell surface markers with their expression levels, and to
provide an exact count of different leucocyte subtypes. Then, FC seems especially
appropriate for investigating muscular inflammatory infiltrates. In a retrospective analysis of
FC phenotyping of blood and muscle leukocytes in muscle biopsy patients, we showed that
IIM specifically associates with muscle enrichment in CD8* T cells. From our results, we
determined an intramuscular inflammation index (IM-1) which is characterized by a
muscle/blood ratio of the CD4*/ CD8" ratio. The MI-I has a cut-off value correlated with the
IIM diagnosis according to the EULAR / ACR classification. These preliminary data suggest
that FC may have its place in the panel of techniques for analyzing muscle biopsies,

especially when an 1IM is suspected.

Keywords

Inflammatory and dysimmune myopathies, CD8*T cells enrichment, Idiopathic inflammatory

myopathies (IIMs) (IM-1) index, EULAR/ACR classification
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Introduction

Idiopathic inflammatory myopathies (IIM), also termed myositis, form a heterogeneous
group of autoimmune disorders differentiating from each other by clinical features,
treatment responses and prognoses [1]. Various myositis-specific autoantibodies have been
identified and, on the basis of clinical, histopathological and immunological features, [IM can
be classified into several subgroups — dermatomyositis (including amyopathic
dermatomyositis), antisynthetase syndrome, immune-mediated necrotizing myopathy,
inclusion body myositis, polymyositis and overlap myositis [1]. For decades, the diagnosis of
IIM was based on muscle biopsy which allows to accurately delineate immunopathological
processes at work and to precisely characterize intramuscular immune cells infiltration [2]
However, the constant progress in circulating myositis-specific autoantibodies (MSA)
screening and muscle imaging make this view disputed and some authors go so far as to
consider that there is no longer a gold standard for the diagnosis of 1IM [3, 4]. Interestingly,
recent algorithm-based classification systems showed that it can be possible to diagnose an
[IM without taking into account myopathological data [5] An explanation could be that the
common holistic approach of muscle biopsy interpretation is not suitable for a quantitative
diagnostic scoring, especially since the interrater variability in muscle biopsy reading appears
disappointingly high [6].This state of facts points out the crucial need for accurately

guantifying individual histopathological features.

Phenotyping and quantifying intra-tissular leucocytes subpopulations can be achieved
through immunohistochemistry (IHC) or flow cytometry (FC). IHC is the most used technique
since it is rapid and easy-to-do and can be a-posteriori performed on frozen or paraffin

sections. In contrast, FC required to be extemporaneously performed on cells extracted from
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fresh tissue. However, compared to IHC, FC allows to evaluate at the same time a much
larger number of cell surface markers with their expression levels, and to provide an exact
count of different leucocyte subtypes present in a tissue or fluid sample. So, FC seems
especially appropriate for investigating muscular inflammatory infiltrates with the advantage

to provide rater-independent quantitative results, fully suitable for IIM diagnostic scoring.

Here, from the retrospective analysis of FC phenotyping of blood and muscle leucocytes in
patients with muscle biopsy, we showed that IIM specifically associate with muscular
enrichment in CD8* T-cells. From our results, we determined an IntraMuscular Inflammation
(IM-1) index with a cut-off value correlated with 1IM diagnosis according to EULAR/ACR
classification. These preliminary data suggest that FC could have a place in the panel of

techniques used for analysing muscle biopsies, especially when 1IM is suspected.

Methods

We retrospectively analysed the data from patients who underwent a muscle biopsy for
diagnosis purposes between 01/01/2000 and 12/31/2020 in our centre. We selected
patients in whom FC leucocyte phenotyping was performed in both muscle sample and
blood, and included at least CD45, CD3, CD4, CD8 and CD56 markers. Diagnostic
classification combined clinical, immunological and histopathological data and patients were
separated in three groups: (i) Dysimmune and Inflammatory Myopathies (DIM); Non-
Inflammatory Conditions (NIC); and patients without definite muscle pathology, named
Controls (CTL). Histopathological techniques were carried-out as described [7]. All patients
were a posteriori classified according to the EULAR Classification of Immune Idiopathic

Myopathies [8]. Study was approved by the Institutional Review Board (IRBO0O003888,

114



IORG0003254, FWA00005831) of the French Institute of Medical Research and Health

(approval #20-724).

Statistical analyses were carried out by Kaluza 2.1 software (Beckman Coulter) with an alpha
error of 5%. The differences are significant for a value P <0.05 and indicated on graphs by *,
or ** (p <0.01), *** (p <0.001). One-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test was used

to compare flow cytometry data.

Results

101 muscle biopsies were performed in our centre during the study period. FC was done in
92 (90.20%) including 44 DIM, 32 NIC and 16 CTL. Age, sex and detailed diagnoses are

indicated in Table.1.

Quantification of circulating and intramuscular T cells and NK cells

The repartition of studied circulating (blood, b) leucocytes subsets was similar in DIM, NIC
and CTL (Fig. 1B). FC analysis showed that DIM group distinguished from NIC and CTL by a
higher percentage of intramuscular (muscle, m) CD3*CD8* T cells and a lower percentage of
m CD3* CD4*T cells. In contrast, mCD3" CD56* NK cells were similar in the three groups
(Fig.1C). In addition, mCD8* T cells/bCD8* T cells ratio was significantly higher in DIM (1.58 vs
0.97 and 0.95 for NIC and CTL, respectively) whereas there was no difference regarding
mCD4* T cells/bCD4* T cells ratio (0.67 vs 0.88 and 0.99, Fig.2A). Similarly, mCD4*/CD8* T cells
ratio was significantly decreased in DIM (1.03 vs 1.88 and 1.45 for NIC and CTL, respectively)
whereas there was no difference regarding bCD4*/CD8* T cells ratio (2.20 vs 2.04 and 1.54,

Fig.2B).
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IntraMuscular Inflammation (IM-1) index in DIM, NIC and CTL

To avoid the bias induced by variations of CD4* and CD8" T cells repartition in blood, we
calculated the ratio [mCD4*T/CD8'T]/[bCD4*T/CD8*'T] that we termed IntraMuscular
Inflammation (IM-l) index. IM-I index was similar in CTL and NIC (0.99+0.25 in CTL vs
0.94+0.28 in NIC, ns) reflecting the similar proportion of CD4* and CD8" T cells in blood and
muscle. In contrast, IM-l index was markedly decreased in DIM (0.55+0.48; p=.0001)
compared to CTL and NIC, with minimum overlapping between DIM and CTL or NIC (Fig. 2C),
witnessing the selective intramuscular enrichment in CD8* T-cells in DIM compared to CTL
and NIC. Four cases with DIM had IM-l index within the values corresponding to non-
inflammatory muscles (1.52, 1.75, 2.22 and 2.36, Fig. 2C). Two of them had abnormally high
number of circulating CD8* T cells (61% and 80% of T cells). The two others had
granulomatous myositis, which is characterized by the presence in muscle tissue of non-
caseous giant-cell granulomas with numerous CD4* T cells [9]. Our results didn’t show any
difference between DIM and NIC and CTL regarding NK cell muscle infiltration when

comparing muscle NK cells percentage and NK muscle/NK blood.

Correlation between IM-index and EULAR classification of Idiopathic Inflammatory

Myopathies

In order to validate the IMI-index, we classified the cohort of 92 patients according to the
EULAR/ACR classification of idiopathic inflammatory myopathies (Fig. 3A). FC diagnosis and
EULAR/ACR classification were indicated in table.1. The required data were available for 89
patients: (i) Definite IIM (PM, IBM, AINM, DM, amyopathic DM and Juvenile DM, n=14); (ii)
Probable IIM (n=15) and (iii) Not Probable IIM (n=60) (Fig. 3B). IM-I index was 0.83+0.72 and

0.87+0.33 in Probable IIM and Not Probable IIM groups, respectively, while it was markedly
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decreased in Definite IIM (0.4+0.27) (Fig. 3C). Three patients, who have been classified as
Probable IIM according to EULAR/ACR classification, had a high IM-I index (1.75, 2.22 and
2.36, Fig. 3C). This apparent discrepancy can be explained by their peculiar conditions.
Indeed, one of them had a chronic CD8* T cell hyperlymphocytosis associated with HIV
infection, and the two others had a granulomatous myositis, which is known to be

characterized by the abundance of CD4* T cells.

Discussion

Diagnosing idiopathic inflammatory myopathies (IIM) requires to evidence the
immunological nature of muscle involvement and to accurately delineate the subtype of [IM.
IIM delineation is an important step since that will determine the complementary workup,
the prognosis and the treatment. Although non- or minimally-invasive methods such as
muscle imaging or MSA screening are currently preferred to muscle biopsy in first intention,
biopsy keeps all its usefulness for detecting and characterizing myopathological processes,
especially when diagnosis remains ambiguous or in case of therapeutic failure. Ancient
studies reported that, in [IM, false-negative results may occur in 10-20% of all biopsies, a
finding ascribed to the focal nature of inflammatory muscle injuries [10, 11]. Pathologists
constantly seek to improve the diagnostic performance of muscle biopsy, in particular by
using a large number of immunopathological markers [7]. FC is an additional technique
which allows to precisely count the different leucocyte subpopulations present within tissue
as well to precisely mesure their activation state. Our present results points out its potential
diagnostic usefulness, since DIM associated with an elective intramuscular enrichment in
CD8* T cells compared to NIC and CTL. Interestingly, this finding was not restricted to

polymyositis and IBM, which are known to be characterized by CD8* T-cells muscular
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infiltration, but was also observed in other types of DIM such as dermatomyositis. At any
rate, FC allows to accurately detect intramuscular inflammation and therfore to overcome
the inter-rater variability in muscle biopsy reading. In our cohort, nine DIM patients were
classified as “Not IIM” by the EULAR classification, while the calculation of the IMI index
found a rate <0.55, supporting the diagnosis of DIM. Thus, the IMI index could be a
complementary marker for assessing the diagnosis of 1IM in situations of uncertainty, and
help to prompt treatment initiation. Of course, we are aware of the limitations of such
retrospective study and of the need for further studies, but these preliminary results seem
sufficiently encouraging to consider FC as a new promising for that analysis of muscle

inflammation.
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Legends

Figure 1. A. Representative panel of flow cytometry intramuscular lymphocytes detection
using mechanical dissociation. Lymphocytes were gated on viable singlet SS-C low CD45*
cells. CD8* T cells were identified as CD45* CD3* CD8" cells, CD4* T cells were identified as
CD45* CD3* CD4* cells, NK cells were identified as CD45" CD3  CD56" cells. B-C: Flow
cytometry détection of blood (B) and mechanicaly extracted muscular (C) CD4* T, CD8" T
and NK lymphocytes in DIM (blue, n=), NIC (red, n=) and CTL (green, n=) groups. Results are

presented as mean * SD. *p < 0.05, One-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test.

Figure 2. A. Muscle/blood CD8* T and CD4* T NK lymphocytes ratio in DIM (blue, n=), NIC
(red, n=) and CTL (green, n=) groups. B. Muscular and Blood CD4*T/CD8"* T ratio in DIM, NIC
and CTL groups. C. (IMI)-Index (Left graph) and ectopic points of (IMl)-index in DIM, NIC and
CTL groups (Right graph). Results are presented as mean + SD. *p < 0.05, One-way ANOVA

followed by a Tukey post-hoc test.

Figure 3. A. Calculator used by the EULAR classification. B. Classification tree of idiopathic
inflammatory myopathies according to EULAR/ ACR criteria.C. IMI)-Index and ectopic points
of (IMl)-index in DIM, NIC and CTL groups. Results are presented as mean £ SD. *p < 0.05,

One-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test

120



Table 1. Sex, Age, histological diagnosis, EULAR classification and IMI-index in

included patients

Patient Sex Age Histological Diagnosis EULAR CD4/CD8 mb
Patient 1 F 34 CD8*T cell Inflammation PROBABLE IIM 0,08951049
Patient 2 F 66 Polymyositis DEFINITE 1IM (1BM) 0,121693122
Patient 3 F 63 Inclusion body myositis DEFINITE IIM (1BM 99%) 0,125217391
Patient 4 F 48 Dermatomyositis DEFINITE IIM PM 99%) 0,146666667
Patient 5 M 44 HIV Polymyositis PROBABLE IIM (PM 85%) 0,238095238
Patient 6 F 67 Vasculopathy+ Atrophy NOT IIM 38% 0,244186047
Patient 7 M 64 Inclusion body myositis DEFINITE IIM (1BM) 0,252543941
Patient 8 M 60 Lupus myositis PROBABLE IIM (PM 87%) 0,285326087
Patient 9 F 71 Vasculopathy DEFINITE IIM 0,289224953
Patient 10 M 23 Dermatomyositis DEFINITE lIM 0,289285714
Patient 11 M 27 Polymyositis NOT IIM 11% 0,291083567
Patient 12 F 56 Dermatomyositis DEFINITE IIM (DM 96%) 0,291666667
Patient 13 M 59 Endomysial Inflammation
+Neuropathy NOT IIM 29% 0,3125

Patient 14 M 41 Probable Polymyositis 0,318027211
Patient 15 F 66 Non specficific myositis

NOT IIM 0,333333333
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Patient 16 35 Dermatomyositis PROBABLE IIM 76% 0,333333333
Patient 17 36 Auto-immune necrotizing

myopathy NOT IIM 50% 0,350793651
Patient 18 74 Inclusion body myositis DEFINITE IIM (IBM) 0,391111111
Patient 19 68 Inflammatory myopathy PROBABLE IIM 0,4
Patient 20 64 Myositis secondary to

thymoma 0,408067542
Patient 21 42 Neurogenic desease +

Probable Polymyositis 0,419533851
Patient 22 72 Inclusion body myositis PROBABLE IIM 0,449197861
Patient 23 59 Dermatomyositis DEFINITE lIM 0,464629121
Patient 24 46 Overlap myositis PROBABLE IIM 0,464646465
Patient 25 19 Probable polymyositis DEFINITE IIM 0,497142857
Patient 26 25 Overlap myositis NOTIIM 4% 0,498113208
Patient 27 54 Non specific myositis+

vasculitis NOTIIM 16% 0,51242236
Patient 28 33 Fasciitis NOT IIM 2% 0,532258065
Patient 29 20 Non specific myositis PROBABALE IIM 0,542635659
Patient 30 32 Dermatomyositis NOT IIM 23% 0,555555556
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Patient 31 59 Inclusion body myositis +

Neurogenic disease DEFINITE IIM (IBM) 0,594871795
Patient 32 60 Necrotizing myopathy NOTIIM 5% 0,595744681
Patient 33 46 Dermatomyositis

DEFINITE IIM 0,689035917

Patient 34 49 Auto-immune necrotizing with

anti SRP PROBABLE IIM (PM 83%) 0,697560976
Patient 35 60 Overlap myositis + septal

inflamation PROBABLE IMM 1,755944931
Patient 37 72 Granulomatous myositis PROBABLE IIM 2,364864865
Patient 38 51 Macrophagic myofascitis, Non

specific myositis NOT IIM 16% 0,442687747
Patient 39 59 Non specific myositis 0,68
Patient 40 51 Granulomatous myositis NOT IIM 0,750617284
Patient 41 54 Chronic myopathy NOT IIM 16% 0,76754386
Patient 42 46 Necrotizing myopathy NOT IIM 2% 1,124615385
Patient 43 72 Overlap myositis NOTIIM 1% 1,523809524
Patient 44 61 Atrophy type Il +

microangiopathy NOT IIM 13% 0,470779221
Patient 45 54 Neurogenic desease NOT IIM 0,615090213

123




Patient 46 57 Atrophy type I NOT IIM 8% 0,631897203
Patient 47 69 Neurogenic desease NOT IIM 1% 0,694214876
Patient 48 41 Myofiberatrophy NOTIIM 2% 0,707082833
Patient 49 49 Myofiberatrophy NOT IIM 0,712891986
Patient 50 72 Neurogenic desease NOT IIM 13% 0,719298246
Patient 51 57 Proximal myotonic myopathy NOTIIM 7% 0,721925134
Patient 52 75 Atrophy type lI+ neurogenic

desease NOT IIM 0,756481481
Patient 53 40 NOT IIM 0,760869565
Patient 54 65 Atrophy type Il PROBABLE IIM 0,761313221
Patient 55 57 Inflammatory neuropathy NOT IIM 16% 0,763636364
Patient 56 40 Mitochondriopathy + HIV

Polymyositis PROBABLE IMM (PM62%) 0,806100218
Patient 57 57 Myopathie necrosante DEFINITE IIM 0,811965812
Patient 58 74 Neurogenic desease NOT IIM 3% 0,852713178
Patient 59 32 Atrophy type Il (myasthenia) NOT IIM 2% 0,90625
Patient 60 43 Congenital myasthenia NOT IIM 1% 0,908424908
Patient 61 76 Atrophy type Il NOT IIM 4% 0,912280702
Patient 62 33 Ischemia DEFINITE IIM (DM 99%) 0,965106383
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Patient 63 50 Atrophy type Il NOT IIM 1% 0,972
Patient 64 69 Neurogenic atrophy NOTIIM 2% 0,985248447
Patient 65 84 Rod myopathy NOT IIM 4% 0,992063492
Patient 66 73 Neurogenic atrophy NOT IIM 1,018518519
Patient 67 48 Atrophy type I NOT IIM 1,06557377
Patient 68 51 Macrophagic myofascitis NOT IIM 1,166240409
Patient 69 44 Neurogenic atrophy

NOT IIM 1% 1,21969697
Patient 70 49 Macrophagic myofascitis NOT IIM 7% 1,34375
Patient 71 28 Macrophagic myofascitis NOT IIM 1,387755102
Patient 72 42 Neuropathy NOT IIM 1,404958678
Patient 73 78 Neurogenic atrophy NOT IIM 1% 1,479289941
Patient 74 84 Lobular fibers NOT IIM 1,666976744
Patient 75 37 Dysferlinopathy (LGMD 2B) NOT IIM 25% 0,51
Patient 76 37 Multicore myopathy NOT IIM 1% 0,672131148
Patient 77 62 Normal NOT IIM 0,669856459
Patient 78 41 Normal NOT IIM 7% 0,683333333
Patient 79 22 Normal PROBABLE IIM 0,722222222
Patient 80 60 Normal NOTIIM 1% 0,748051948
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Patient 81 63 Normal NOT IIM 0,782608696
Patient 82 40 Normal NOT IIM 5% 0,787878788
Patient 83 41 Normal NOT IIM 5% 0,859375

Patient 84 35 Normal NOT IIM 2% 0,960170697
Patient 85 56 Normal NOT IIM 5% 0,987317073
Patient 86 55 Normal) NOT IIM 7% 1,041666667
Patient 87 65 Normal NOT IIM 1% 1,080392157
Patient 88 56 Normal NOT IIM 5% 1,120769231
Patient 89 51 Macrophagic myofascitis NOT IIM 7% 1,142857143
Patient 90 22 Normal NOT IIM 1,186507937
Patient 91 34 Normal NOT IIM 2% 1,322962963
Patient 92 35 Normal NOT IIM 3% 1,433691756
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Figure.2
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Figure.3
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons défini le rapport [mCD4*T/CD8'T]/ [bCD4*T/CD8*T] que
nous avons appelé index d’Inflammation IntraMusculaire (IM-l) qui permet de s’affranchir
des biais induits par les variations de la répartition des lymphocytes TCD4* et CD8* dans le
sang. L'indice IMI-I était de 0.99 + 0.25 dans le groupe CTL, reflétant la proportion similaire
de cellules TCD4* et CD8* dans le sang et le muscle, et de 0.94 + 0.28 dans le groupe NIC. En
revanche, l'indice IMI-I était nettement diminué dans le groupe DIM (0.55 + 0.48; p = 0.0001)
ce qui témoigne de 'existence d’un recrutement lymphocytaire T CD8" intramusculaire dans
les DIM quelque soit leur type (a I'exception des myosites granulomateuses). Ainsi un IMI-
Index <0.55 peut étre comme marqueur de recrutement intramusculaire de LTCD8" et donc

un indice diagnostique de DIM.
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Publication 3 : Les innate lymphoid cells dans la biologie et la pathologie

musculaire

Présentation du sujet

Les cellules lymphoides ou innate lymphoid cells (ILC) ou cellules lymphoides innées
sont les contreparties innées des lymphocytes T. Les ILC sont en grande partie des cellules
résidentes dans les tissus, elles agissent tot dans la réponse immunitaire en réagissant
rapidement aux signaux et aux cytokines inductrices, exprimées par les cellules résidentes
dans les tissus. Les ILC1, ILC2 et ILC3 sont les homologues innés des cellules T CD4* auxiliaires
(Th)1, Th2 et Th17, respectivement en termes de fonction, alors que les cellules NK reflétent
les fonctions des cellules T CD8* cytotoxiques: les ILC1 sont T-bet® et produisent de
I'interféron gamma, les ILC2 expriment fortement Gata-3 et liberent I'lL-5 et I'IL-13, tandis
que les ILC3 dépendent de RORgt et sécrétent I'lL-22 et I'lL- 17. La découverte et I'étude des
ILC au cours des derniéres décennies ont changé la perception de la régulation immunitaire.
Dans nos résultats préliminaires, nous avons mis en évidence un recrutement de cellules NK,
contemporain de l'infiltrat de macrophages pro- inflammatoires dans les muscles Tibialis

Anterieurs |ésés par des injections de chlorure de baryum.

Depuis leur découverte initiale dans l'intestin, les ILC ont été identifiées dans plusieurs
autres organes chez la souris, notamment les poumons, la peau, le tissu adipeux, le foie, le
pancréas et le cceur, ainsi que chez I'homme. Leurs réles pathologiques et protecteurs dans
de multiples conditions humaines ont été décrits comme dans l'asthme, la dermatite
atopique, la fibrose et les infections. Les ILC2 jouent également un réle essentiel dans
I'homéostasie du tissu adipeux en soutenant I'immunité de type 2 et en favorisant la

formation de tissu adipeux blanc.
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Dans ce travail, nous avons étudié la cinétique de recrutements des sous populations
ILC dans des modéles murins : (i) Modéle murin de myonécose aiglie (n=10 par date) obtenu
par injection de chlorure de baryum ;(ii) Deux modéles murins de dystrophie musculaire
donc de myonécrose chronique : La souris Bla/J qui est modéle murin de la dysferlinopathie
et la souris Sgca qui est modele murin de 'alpha sarcoglycanopathie (n=10 par condition).
Nous avons également recherché les ILC dans des biopsies humaines obtenues dans le cadre

de la routine (n=12, 10 muscles histologiquement normaux et 2 muscles myopathiques)

Dans le cadre de cette publication olU je suis 1% auteure, j’ai réalisé les
extractions des cellules mononuclées, les marquages des leucocytes, I'analyse des résultats
de cytométrie en flux, la création des figures et la rédaction de la publication.
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Abstract

Among the cell populations present in normal adult skeletal muscle tissue, leucocytes
represent a low percentage, mainly formed by resident macrophages. In pathological
conditions, myofiber necrosis by itself induces marked leucocyte recruitment. Indeed,
following an early, transient recruitment of neutrophils, myeloid mononuclear cells, mainly
derived from a pool of circulating monocytes, infiltrate the injured tissue. Most recruited
leucocytes are macrophages, with an initial proinflammatory or M1 phenotype, required for
the efficient clearance of apoptotic or necrotic cells and derivative debris; a subsequent
population of anti-inflammatory (M2- type) macrophages displays specific pro-regenerative
functions. Lymphocytes also accumulate in skeletal muscle after acute injury, as well as in
the case of chronic muscle dystrophies related to dystrophin, dysferlin or sarcoglycan
deficiencies. We have also described in the muscles of acute myonecrosis and chronic
necrosis a small infiltrate of NK cells. Other leucocytes among them Innate lymphoid cells
(ILC) may be involved in the process of necrosis-regeneration. Flow cytometry (FC)
associated to a purely mechanical extraction of leucocytes is the most reliable technique for
analyzing leucocyte subpopulations and evaluating their activation levels. In mouse, skeletal
muscle regeneration was associated with the enrichment of NK, ILC1 and ILC2 which
parallels that of M1 macrophages in accute myonecrosis. In dysferlin deficiency, NK and ILC1
influx precedes myonecrosis suggesting a possible role for NK in fibers injuries. ILC2 parallels
the onset of myonecrosis. Furthermore, focal muscle injury induces remote muscular

recruitment of ILC2, but not of NK and ILC1.
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Key words: Bla/) mouse, flow cytometry (FC), innate lymphoid cells (ILC), myofiber necrosis

and regeneration, tissue repair.
Abbreviations

BaCl,: Barium chloride.

BSA: Bovine serum albumin.

CLP: common lymphoid progenitors.

CILCP: Common ILC precursors

DIM: Dysimmune/inflammatory myopathies.

DPI: Days post-injury.

FAP: Fibro/Adipogenic progenitor.
FC: Flow cytometry.

FMO: Fluorescence-minus-one.
HE: Hematoxylin-eosin.

IBM: Inclusion body myositis.

ID2: Inhibitor of DNA binding 2.
IHC: Immunohistochemistry.

ILC: innate lymphoid cell

LGMD: Limb girdle muscle dystrophy.

LL: Lower limbs.

MFI: mean fluorescence intensity.
min: minutes.

NIC: Non-Immune Condition.
NFIL3: Nuclear factor Interleukin 3

TCF1: T cell factor 1
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NK: Natural killer cell.
PBS: Phosphate buffered saline.

PLZF: promyelocytic leukemia zinc finger.

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640.

RT: Room temperature.
SC: satellite cells

SG: sarcoglycan.

TA: Tibialis anterior.
Treg: T regulatory cell.
UL: Upper limb.

Vs: Versus.

WT: Wild type.
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Introduction

Several muscle diseases are characterized by regenerative necrosis implying the activation of
satellite cells (SC). Myofiber necrosis induces marked leucocyte infiltration [1]. Following
early transient recruitment of neutrophils, myeloid mononuclear cells, mainly derived from a
pool of circulating monocytes, infiltrate the injured tissue. Most recruited leucocytes are
macrophages, with an initial proinflammatory, or M1 phenotype. These proinflammatory
macrophages are required for the efficient clearance of apoptotic or necrotic cells and
derivative debris. A subsequent population of anti-inflammatory, or M2- type, macrophages
displays specific pro-regenerative functions, such as myogenic cell differentiation, matrix
remodeling and the promotion of angiogenesis [2]. Other immune cells have been observed
in damaged muscle, among them dendritic cells which participate in the cycles of
inflammatory necrosis - muscle regeneration by interacting with T CD8* lymphocytes [3, 4].
Lymphocytes also accumulate in skeletal muscle after acute injury, as well as in the case of
chronic muscle dystrophies related to dystrophin [1], dysferlin [5] or sarcoglycan [6]
deficiencies. The function of intramuscular lymphocytes is poorly understood, although both
CD4* and CD8* T cells seem to play a role in the pathological features of dystrophinopathy
[6]. In addition, it was recently shown that CD4* Foxp3* regulatory T cells (Treg) accumulate
in acutely injured skeletal muscle and are required for the completion of post-injury muscle
repair [2].

Innate lymphoid cells (ILC) are lymphocytes that do not express the type of diverse antigen
receptors expressed on T cells and B cells [7, 8]. ILC are mostly tissue resident cells. The
discovery and study of ILC has contributed to the understanding of the role of the immune
system in tissue homeostasis, in particular by the production of type 1 and type 2 cytokines

to control pathogens at mucosal barriers, potentiating adaptive immunity and regulating
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tissue inflammation [10]. They are the counterparts of T helper lymphocytes; ILC1, ILC2, and
ILC3 mirror CD4* T helper (Th)1, Th2, and Th17 cells, respectively, in terms of function,
whereas natural killer cells mirror the functions of CD8* cytotoxic T cells [9,10]. Indeed, the
group of ILC1 includes ILC1 themselves and natural killer (NK) cells that express CD161 and
interleukin (IL)-12 receptor beta (IL-12RB) on their surface, and the transcription factor T-
bet. ILC1 secrete interferon y (IFNy) and tumor necrosis factor a (TNFa), while NK cells
produce TNFa, IFNy, perforin, and granzyme [11, 12, 13, 14]. ILC2 express the IL-33 receptor
(IL- 33R) and the transcription factors Gata binding protein 3 (Gata-3) and RAR-related
orphan receptor alpha (RORa), and release IL-5 and IL-13, amphiregulin, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), and IL-9 [7,15, 16]. ILC3 are subdivided into
three populations according to their expression of C-C motif chemokine receptor 6 (CCR6)
and natural cytotoxicity receptors (NCR), NKp46 in mouse and NKp44 in human. ILC3
typically express IL-1 and IL-23 receptors and the RORyt and aryl-hydrocarbon receptor (AhR)
transcription factors and release IL-17 and IL-22 [13, 17]. The different phenotipic markers of
ILC subsets are reported in the table 1. Furthemore, regulatory ILC are IL-10 producing ILC
and express the inhibitor of DNA binding 3 (ID3) transcription factor and the transforming
growth factor beta (TGF-B) [18, 19, 20].

Lymphocyte subpopulations (ILC, T, B, and NK cells) develop from common lymphoid
progenitors (CLPs) in the fetal liver and the adult bone marrow [21]. Common ILC precursors
(CILCP) denote lymphoid precursors that have lost B and T cell potential, have no myeloid
potential, and give rise to the three main ILC groups and conventionnal NK cells [22]. In the
mouse, the differentiation of CLP into mature ILC subsets is regulated by the coordinated
expression of a variety of transcription factors that activate or repress critical target genes.

These transcription factors include 1D2, NFIL3, promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF),
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TCF1 and GATA3 [9]. The expression of the transcription factor NFIL3 that controls ID2, Gata-
3, EOMES, and T-bet correlates with the engagement of progenitors in the ILC2, ILC3, ILC1
and NK pathways [22, 23, 24]. The Notch signal is crucial for generation of T cells and NK
cells. However, a recent study suggests that short exposition or intermediary amounts of
Notch combined with high amounts of IL-7 in CLP leads to ILC2 generation, while sustained
or high amounts of Notch signaling induces differentiation into T cells [22].

Since their initial discovery in the gut, ILC2 have been identified in several other organs in
mice, including the lung, skin, adipose tissue, liver, pancreas, and heart, as well as in humans
and their pathological and protective roles in multiple human conditions such as asthma,
atopic dermatitis, fibrosis, and infections. ILC2 also play a critical role in adipose tissue
homeostasis by supporting type 2 immunity and promoting the formation of white adipose
tissue [25, 26]. Furthemore, different murine studies suggest that ILC2 are involved in the
process of tissue repair. In murine models of infection with helminth N. brasiliensis, 1LC2
were found to alleviate the lung tissue damage [27]. Indeed, ILC2 seems to play a role in
cutaneous wound healing [28] .Thereby, the depletion of ILC2 in an influenza experimental
infection was found to aggravate the loss of epithelial integrity cause by influenza A virus in
mice [29,30].

In the present work, we studied and analyzed the recruitment kinetics of ILC1, ILC2, ILC3 and
NK in mouse models of acute necrosis and muscular dystrophies and also in human muscle.
Materials and Methods

Animal models

One to 12 month old mice of different genotypes were used, normal or transgenic: (i) wild
type mice C57BL/6 J; (ii) dysferlin-deficient Bla/J mice, in which the progressive muscular

dystrophy (prmd) allele from the A/J inbred strain, an ETn retrotransposon (5-6kb) inserted
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in the intron 4 of dysferlin gene, is crossed onto the C57BL/6 genetic background [31]; and
(iii) a-sarcoglycan-deficient sgca C57BL/6 mice, in which exons 2 and 3 of the a-sarcoglycan
gene were replaced by a neomycin resistance cassette [32]. Bla/J and sgca mice are mouse
models of limb girdle muscle dystrophy (LGMD)-type 2B and D, respectively. In both models,
skeletal muscle changes are typically characterized by ongoing muscle myofiber necrosis and
regeneration, leucocyte recruitment, myofiber atrophy and fibrosis, with first muscular
changes being detectable by 1 week and 2 months of age in sgca and Bla/J, respectively. For
each experimental group, 10 animals have been used. Animals were obtained from The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). All the experiments were carried out per French
and European Community guidelines.

Experimental muscle injury

For acute muscle injury experiments, WT mice (n=5 for each time point) were anesthetized
with 80mg/kg ketamine and 20 mg/kg xylazine, and the left Tibialis anterior (TA) muscle was
injected with 50 puL barium chloride (1.2% BaCl, in PBS) [33]. Non injected right TA muscles
were used as controls. Dates of study were 1, 3, 5 and 7-day post injection (DPI).

Skeletal muscle sampling in animals and intramuscular leucocytes extraction

Mice were euthanatized by cervical dislocation. For acute necrosis experiments, only TAs
were taken off. For the study of Bla/J and Sgca models, one forelimb muscle (Biceps brachii),
and hindlimb muscles, Psoas, Gluteus maximus, Gluteus medius, Quadriceps femoris, Semi
membranosus and Semi tendinosus, Sartorius, Gastrocnemius, Soleus, Tibialis anterior, and
Extensor digitorum longus muscles were dissected for Bla/J and Sgca models. Muscles were
kept in a wet gauze pad and weighed. Samples dedicated to histology were snap frozen at -
80 °C in nitrogen-cooled isopentane as described [34]. Hematoxylin-eosin (HE) stain and

immunofluorescence techniques were performed on 7-um cryosections. Samples dedicated
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to cytology were carefully and repeatedly rinsed with 0.9% NaCl to eliminate most of the
blood. Then, minced with a micro-scissor or scalpels, and gently crushed with a syringe
plunger, and collected in a 20 ml of RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ (Thermo Fisher
Scientific Life Technologies SAS; Les Ulis, France). The cell suspension was filtered at 100, 70
and 40 um successively then centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes. Obtained cell pellets
were subjected to cytocentrifugation and immunocytochemical techniques, or to flow
cytometry. For cytocentrifugation, cell pellets were recovered in 600 ul bovine serum
albumin (BSA)/RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ 0.2%/PFA 2%, then subjected to
cytocentrifugation (500 rpm for 15 mn, Cytospin®).

Immunofluorescence analysis of leucocyte subpopulations

Immunofluorescence labelling of NK46 was performed on muscle cryosections or
cytocentrifugation smears following the same protocol. After fixation (PFA 2%, 5 min at
room temperature), slides were washed three times with PBS and blocked with 10% BSA
(Sigma Aldrich A7906-100G) in PBS for 30 minutes at room temperature. Primary antibody
was rat anti-mouse NKP46 (Biolegend 137602; San Diego, USA) diluted 1:50 in PBS and
incubated overnight at 4°C. Secondary antibody was Cy3-Donkey anti-rat 1:200 (Jackson IR,
711-006-152; Ely, UK) 1 hour at room temperature (RT) and DAPI staining (Hoechst,
Romainville, France) was performed for 10 sec. Slides were mounted using Vectashield
Mounting Medium. Images were acquired using a Zeiss (Versailles, France) microscope and

Axio vision 4.0 software.
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Flow cytometry (FC) protocol for mouse ILC1, ILC2 and NK cells analysis and quantification

The following fluorochrome-conjugated antibodies directed against different cell surface
markers were used: Brillant Violet 510 anti-CD45 (clone 30-F11; Biolegend, San Diego, USA),
PE/Cyanine 7 anti-CD3 (clone 17A2; Biolegend), APC750 anti- CD8a (clone 53-6.7; Biolegend),
APC anti-CD11B (clone M1/70; Biolegend), Brillant Violet anti-CD11c (clone N418;
Biolegend), Brillant Violet anti-CD19 (clone 6D5; Biolegend), Brillant Violet anti-Gr-1 (clone
RB6-8C5; Biolegend), Brillant Violet anti-TER119 (cloneTER119; Biolegend), PE-CF594 anti-
CD127 (cloneSB/199, BD biosciences ; Rue Aristide Berger, pont de Claix, 38800), Brillant
Violet 785 anti-NKP46 (clone 29A1.4; Biolegend), Brillant Violet 421 anti-NKG2A/C/E (clone
20d5; BD biosciences), Alexa Fluor647 anti-CD200R (clone OX-110; BD biosciences), Alexa
Fluor 488 anti- Eomes (clone Danl11mag, Thermo Fischer), PE anti-GATA3 (clone 16E10A23,
Biolegend) and cell viability was ensured by using 7-AAD Viability Staining Solution
(Biolegend, San Diego, USA). The obtained cell pellet was recovered in 0.2% BSA/RPMI-
GlutaMAX™. After blocking non-specific Fc-mediated interactions with 0.5 pug/100 uL anti-
mouse CD16/CD32, for 15 minutes at 4°C, the cell suspension was aliquoted (100 pL per
tube) and the recommended quantity of each primary antibody was combined with an
appropriate volume of 0.2% BSA/RPMI-GlutaMAX™ for a final staining volume of 100 puL for
each tube. The incubation was performed for 30 minutes at 4°C protected from light. Cells
were washed by adding 1 mL of 0.2% BSA/GlutaMAX™ in each tube, then centrifuged at
1500 rpm for 10 minutes at 4 °C. The supernatant was discarded, and the cell pellet
recovered in BSA/RPMI GlutaMAX™, 400 ul for each tube.

To subtract autofluorescence from analysis, unlabeled cells and fluorescence-minus-one
(FMO) controls were used to determine positive and negative thresholds. Leucocytes were

first gated on live CD45" singlets and subsequently the different subpopulations were
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identified according to the relevant markers. Data were collected on a 14-colour LSR
Fortessa (BD). ILC1 were defined as CD45" Lin" CD3" (lineage negative, CD19, CD11C, Gr-1,
TER119) CD11b'" NKP46*/- CD200R*, ILC2 as CD45* Lin- CD3"CD11b'*" CD127*-Gata-3* and
NK cells as CD45* Lin" CD3" NKP46* CD159a*/"Eomes"*.

Human samples (blood and muscles)

Blood and muscle samples were obtained from 12 patients undergoing muscle biopsies for
diagnostic purposes in Henri Mondor Reference Center for Neuromuscular Diseases. The
routine diagnostic classification of patients combined clinical and histopathological data. In
particular, European Neuromuscular Centre (ENMC) criteria were used to diagnose
dermatomyositis (DM), immune mediated necrotizing myopathy (IMNM) and inclusion body
myositis (IBM), and Troyanov classification was used to diagnose overlap myositis (OM)[35].
According to clinicopathological diagnosis, patients were classified as
Dysimmune/Inflammatory Myopathy (DIM, n=2) or Non-Inflammatory Condition (NIC, n=10).
The study was carried out per current French and European Community regulations (Henri
Mondor Biological Resource Platform: registration #DC-2009-930, French Ministry of
Research; approval by the Comité de Protection des Personnes (CPP)/IRB lle de France-IX,
March 12th, 2012).

Flow cytometry protocol for human samples (blood and muscles)

FC protocols require the use of fresh muscle tissue. Twelve muscle samples were used to
analyze the kinetics of recruitment of ILC in human muscle bopsies. After mechanical
dissociation of muscle biopsies, cells were collected in flow cytometer tubes in RPMI-
GlutaMAX with 2% BSA (100pL of the cell suspension/tube). Cells were then immediately
incubated in the dark for 30 minutes (min) at 4°C with a mix of the following antibodies: Kro

anti-CD45 (clone J.33, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-CD3 (clone REA613, MiltenyBiotec),
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PerCP-Vio700 anti-CD4 (clone REA623, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-CD8 (clone
REA734, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-CD14 (clone REA599, MiltenyBiotec), PerCP-
Vio700 anti-CD15 (clone VIMCG6, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti- CD19 (clone REA675,
MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-CD20 (clone REA780, v), PerCP-Vio700 anti-CD33 (clone
REA775, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-CD34 (clone REA1164, MiltenyBiotec), PerCP-
Cy5.5 anti-CD1c (clone REA694), PerCP-Cy5.5 anti-CD203c (clone REA826, Biolegend),PerCP-
Vio700 anti-CD11c (clone MJ4- 27G12.4.6, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-CD123 (clone
REA918, MiltenyBiotec), PerCP-Vio700 anti-FceRla (cloneREA758, MiltenyBiotec),PerCP-
Vio700 anti-CD11c (clone MJ4- 27G12.4.6, MiltenyBiotec), VioBright 515 anti- CD161 (clone
REA631, MiltenyBiotec) or its VioBright 515 1gG1 isotype control, APC-Vio770 anti- CD294
(clone REA598, MiltenyBiotec) or its APC-Vio770 IgG1 isotype control, PerCP-Vio700 anti-
anti-KLRG1 (clone REA261, MiltenyBiotec) or its PerCP-Vio700 IgG1 isotype control, PE-
Vio615 anti-CD117 (clone REA787, MiltenyBiotec) or its PE-Vio615 IgG1 isotype control, PCy7
anti-CD16 (clone3G8, Beckman Coulter), PE anti-NKP44 (cloneZ231, Beckman Coulter) or its
PE IgG1 isotype control, APC anti-CD56 (clone N90, Beckman Coulter) or its APC IgG1 isotype
control and the Viability was assessed using 7-AAD Viability Dye. Samples were then washed
in PBS with 2% BSA and immediately acquired using a Navios flow cytometer (Beckman
Coulter).

Simultaneously, blood samples were collected in EDTA tubes and shipped at room
temperature. Immunostaining was performed on 100 pl of fresh whole blood and incubated
in the dark for 10 min at room temperature (RT) with the same mix of antibodies used for
muscle analysis. Red blood cell lysis was then performed using Versalyse Lysing Solution
(Beckman Coulter) according to manufacturer instructions. Finally, samples were washed in

PBS with 2% BSA and immediately acquired using the 10-color Navios flow cytometer
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(Beckman Coulter). All the obtained data were analyzed with Kaluza 2.1 software
(BeckmanCoulter). Lymphocytes from blood and muscle samples were gated according to
high-CD45 fluorescence intensity and low side scatter intensity; ILC2 were defined as CD45*
Lineage™ (CD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD19, CD20, CD33, CD34, CD1c, CD203c, CD11c,
CD123,FceRla ;lin") CD161*CD117* KLRG1*CD294*. ILC3 were defined as CD45* Lin" CD161*
CD117* NKP44*-CD56"-and NK cells as CD45* Lin- CD161* CD117- CD56* CD16* NKP44*. The
corresponding isotype controls were used to set the threshold of expression.

Statistics

Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism V8 (La Jolla, CA) withan alpha
error of 5%. The differences are significant for a value of P <0.05 and indicated ongraphs by
*, or ** (p <0.01), and *** (p <0.001). Bartlett test allowed us to determine the equality of
variances between groups. One-way ANOVA was used when there were more than two
groups, followed by a Tukey post-hoc test in the case of equal variances or by a Dunnett test
if the variances were unequal. The Student's test was used to compare two groups. For
human samples, statistical analyses were carried out by Kaluza 2.1 software (Beckman
Coulter) with an alpha error of 5%. The differences are significant for a value P <0.05 and
indicated on graphs by *, or ** (p <0.01), *** (p <0.001). One-way ANOVA followed by a
Tukey post-hoc test and unpaired t test were used to compare flow cytometry data.

Results

Intramuscular recruitment of innate lymphoid cells (ILC1, NK cells and ILC2) in
experimental conditions

In BaClz-injected animals, histological examination of injured muscle showed extensive acute
myonecrosis followed by regeneration, with numerous pale necrotic fibers at one day post

injection (1DPI), myophagocytosis and satellite cell proliferation at 3 DPI, the presence of
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immature basophilic regenerating fibers at 5 DPI, and centronucleated fibers at 7 DPI (Fig.
1A) and 12 DPI (data not shown). We performed FC to quantify and analyze the
intramuscular recruitment of ILC1, ILC2 and NK cells throughout acute myofiber necrosis and
regeneration. The myofiber necrosis/regeneration process was associated with a massive
infiltration of the injured muscle by leucocytes (CD45*), mainly macrophages (CD11b"" Gr-
1*), peaking at 3 DPI, then decreasing to baseline levels by 7 DPI (Fig. 1B). Intramuscular ILC1
(CD45* Lin" CD3:CD11b" NKP46*- CD200R*) and NK cells (CD45* Lin- CD3" NKP46* CD159a""
Eomes*) peaked at 3 DPI, at the same time than M1 macrophages (ILC1: 48.10+13% of
CD11b'¥ cells and NK cells: 5.18+4.80% of CD11b"&" cells; Fig. 1C-D). Indeed,
Immunofluorescence performed on cytocentrifugation smears showed an NK cell infiltrates
at 3DPI (Fig. 1E). Regarding Intramuscular ILC2 (CD45* Lin- CD3- CD11b'°% CD127*- Gata-3*),
they peaked also at 3 DPI on both sides (ILC2: 30.90+8.50% of CD11b'"" cells for the injured
TA and 38.20+5.40% of CD11b'°% cells for the contralateral non-injected TA (Fig. 2A-B)
evidencing that focal muscle injury induced remote muscular recruitment of ILC2. The ILC
infiltration precedes the recruitment of CD8*T cells on day 5 post injection on both sides,
injected and non-injected TA, at the rate of 19.9% and 7.5% of CD45* population,
respectively (Figure. 2B).

Intramuscular recruitment of innate lymphoid cells (ILC1, NK cells and ILC2) in murine
dystrophic muscles

In dystrophic muscles, the ILC recruitment differs according to the considered condition. In
dysferlin-deficient Bla/J mice, the recruitment of NK cells and ILC1 preceded the occurrence
of first muscle injuries, since it appeared at 1 month of life (NK: 12.2+5.50% of CD11b"ie"
cells; ILC1: 19.70+11.50% of CD11b'" population, Fig. 3 C-D). Regarding ILC2, their

infiltration paralleled the onset of myonecrosis and remained at the same level at 12 months
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of life (ILC2: 48.2+26.60% and 46.40+4.60% of CD11b'°¥ population, at 3 and 12 months,
respectively, Fig. 3E).

In contrast, in a-sarcoglycan (SG) deficient sgca mice leucocyte CD45" infiltration significantly
varied over time. At 1 month of life, sgca mice started to walk and presented a myopathic
crisis that corresponded to massive myocytic necrosis and massive leucocytes infiltration at
a rate of 67+22.80% (Fig. 4B). At 3 months, CD45* cells dropped to 29+7.20% and paralleled
the rate of myofiber regeneration (Fig. 4A) to increase again at the age of six months
(63.5%£23.5%). The NK cells were regularly recruited at low rates in parallel with overall
leucocyte infiltration (2.10+1.10%; 1.5+ 1.80% and 4.0 +1.60% respectively at 1, 3 and 6

months of life, Fig4C).

Intramuscular ILC infiltrates in the context of human pathology

Flow cytometry and immunperoxydase staining were used to analyze ILC1, NK cells, ILC2 and
ILC3, in muscles and blood of 12 patients. Detailed diagnoses are indicated in Table 2. Two
patients were diagnosed as DIM, including lupus myositis (n=1) and dermatomyositis (n=1)
and ten patients were diagnosed as NIC including neurogenic changes (n=3), type Il atrophy
(n=3), mitochondriopathy (n=1), lipid overload myopathy (n=1), non-specific myofiber
atrophy (n=1) and minimal change myopathy with lobulated fibers (n=1).

The percentages of lineage™ (lin") which includes the ILC and NK subpopulations was higher in
NIC compared to DIM (NIC : 6.55+3.70%, DIM : 2.20+1.70% ; Fig. 5A, left panel). Four NIC
patients had high Lin" populations (12.20%, 9.70%, 8.20% and 7.80%) and corresponded to
three patients with neurogenic changes and one patient with type | latrophy. The biopsies of
these patients displayed small lesions of myonecrosis on histological examination.

Regarding the percentages of the different subpopulations of ILC, the NK were similar in

both groups: NIC and DIM (NK cells: 76.80+£29.80% vs 92.90+ 10.10% respectively). However,
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a small contingent of ILC2 was found in the NIC and DIM groups (DIM: 11.60+£19.60%; NIC:
3.00+4.30%). Moreover, immunoperoxydase GATA-3 staining performed on cryosection of
the amyopathic dermatomyositis showed the presence of a Th2 canonical transcription
factor; Gata-3.

Discussion

This work is the first investigating innate lymphoid cells (ILC) in muscle pathology. The main
result was the evidence for ILC1, NK and ILC2 recruitment at the site of acute muscle injury
and for synchronous remote ILC2 recruitment in non-injured muscles. Knowing that CD8* T
cells are involved in skeletal muscle regeneration by regulating the secretion of MCP-1 to
recruit Grl (high) macrophages, which facilitate myoblast proliferation [36] and that ILC2
facilitate pro-inflammatory macrophages differentiation to anti-inflammatory macrophages
under IL-4, IL-13 secretion [37], it is therefore possible that ILC2 and TCD8* cells interact in
the muscle repair process. The alteration of this interaction would lead to an absence of the
inflammation resolution and/or to the perpetuation of the myonecrosis process. ILC2
recruitment in remote non-injured muscles could constitute a protective reaction towards
the possibility of a future aggression. The mechanism by which remote muscles tissues are
able to recruit ILC2 remains unknown to date. The connection existing between peripheral
nervous system and ILC [9] could be a way to launch the remote muscular recruitment of ILC
in response to focal injury.

In dystrophic muscles, the ILC recruitment differs according to the mechanisms of myofiber
injury. Bla/J mice are deficient in dysferlin, a molecule crucially involved in plasma
membrane repair. Myofibers being unable to repair plasma membrane tears induced by
muscle contraction, breaches persist at the surface of non-necrotic fibers with an

uninterrupted release out of the cell of various molecules acting as danger signals and
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promoting the recruitment of inflammatory cells [38].The accumulation of unrepaired
membrane breaches ultimately leads to myofiber necrosis [39, 40], which repeats itself
continuously and perpetuates the accumulation of leucocytes within muscle tissue. Myofiber
necrosis will not be really visible in Bla/j mouse until the third month [39], but CD45*
leucocytes infiltration was detectable as early as the first month of life and at the same level
throughout the pathology (Fig. 3B). Such early recruitment of NK cells and ILC1 preceding the
occurrence of first muscle injuries, suggests a possible role for NK and ILC1 in myofiber
injuries, either directly or indirectly through the activation of macrophages and IFNY
secretion [41].

Regarding ILC2, their infiltration in the muscles from Bla/j mice paralleled the onset of
myonecrosis and remained at the same level at 12 months of life (Fig. 3E), suggesting a role
of ILC2 in muscle regeneration. Such pro-reparative effects could be mediated through the
secretion of anti-inflammatory cytokines such as IL-4, IL-5, IL-13 and IL-9 as well as the
growth factor amphiregulin [27]. One identified function of ILC2 is to promote the shift of
macrophage from pro-inflammatory M1 to anti-inflammatory M2 phenotype through IL-4
and IL-13 secretion [37]. They also promote the differentiation of helper T cells into Th2 type
by inducing the migration of activated dendritic cells to the draining lymphoid nodes [42].
ILC2 also produce amphiregulin (AREG) in response to IL-33 release to support tissue
regeneration [43] and activate Foxp3*CD4* regulatory T (Treg) cells [43], which are required
for the normal repair of skeletal muscle [44]. The major IL-33-expressing cells in skeletal
muscle display fibro/adipogenic progenitor (FAP) cells markers [44, 45]. The role of ILC2 in
sub epithelial fibrosis under the influence of IL-13 was also characterized in lung [46, 47].

Once activated, a proportion of ILC2 acquire immunological memory and some of them may
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transdifferentiate into IFNY producing ILC1-like cells or IL-17-producing ILC3-like cells upon
the stimulation by IL-18 and IL-12 or by IL-18, IL-23 and TGFR respectively [48].

The pathophysiological mechanism is different in sgca mice since the genetic defect leads to
complete a-sarcoglycan (SG) deficiency. The lack of a-SG destabilizes the dystrophin-
associated glycoproteins complex and makes myofibers unable to sustain the physical strain
induced by muscle contraction leading to their necrosis [32]. The lack of compensation of a -
SG deficiency explains the very early onset (from day 8) and the severity and persistence of
dystrophic process in Sgca mice (Fig. 4A), and therefore the marked leukocyte infiltration of
muscle tissue we observed from month 1 [32]. It must be noted that similarly to Bla/J mice
fibrosis, progresses with time [32].

In human, our results remain preliminary and only witness the possible presence of ILC
within skeletal muscle tissue in pathological condition. We are aware that the small number
of included patients and their heterogeneity do not allow definitive conclusion. Because of
their sparsity relative to other immune cells, the importance of ILC has long been
underestimated. Since ILC share many properties with T cells, specific treatment targeting
ILC are not available until now [14]. However, different studies, especially dealing with
immune diseases clearly showed that ILC participate in tissue homeostasis and disease
pathogenesis. It has been shown in particular that in allergic asthma, the pulmonary ILC2 are
activated by various factors which include the cytokines IL-33, IL-25 and prostaglandins and
then recruit other immune cells such as anti-inflammatory M2 macrophages which are
responsible for the inflammation of the respiratory tract [49, 50, 51, 52, 53, 54]. Morever, it
has been shown that ILC3, are increased in the cerebrospinal fluid and blood of multiple

sclerosis, suggesting their involvement in the pathogenesis of multiple sclerosis [55].
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Although very preliminary, our results indicate that ILC could be new actors in the context of
muscle pathology and should deserve further studies.

ILC are fundamental front linedefenders. Numerous studies clearly showed that ILC
participate in tissue homeostasis and disease pathogenesis [56]. ILC could play an important
role in priming the immune response at different stages of the disease by secreting large
amounts of cytokines.

Our work is the first to our knowledge to analyze this population in experimental mouse
models but also in human muscle biopsies. However, these studies must be further
optimized, notably by increasing the cohort of patients and also by investigating different

types of muscle pathological conditions.
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Legends

Figure 1. Intramuscular leucocytes recruitment in mouse during post-injury muscle

repair. A- E: Acute muscle injury induced by intramuscular BaCl2 injection (Tibialis anterior
[TA] muscle). For each animal, contralateral non-injured TA muscle was used as control. A:
Muscle histology at different time points after injury: day 1 (D1), D3, D5 and

D7 (hematoxylin and eosin staining on cryosections; bar: 50um). B-D: Leucocytes, ILC1 and
NK cells recruitment in injured TA and contralateral non-injured (control, Ctrl) at different
time points after injury (day post-injury [DPI] 1, 3, 5 and 7). Percentage of leucocytes (B)
among all living cells, innate lymphoid cells 1 (ILC1; C) among CD11b'*" population, and NK
cells (D) among CD11b"&", E: Immunostaining on cryosections (bar: 50um) using an anti-
NKP46 antibody at different time points after injury: day 1 (D1), D3, D5 and D7.

Figure 2. Intramuscular ILC2 and CD8*T cells recruitment in mouse during post-injury
muscle repair. A-B: ILC2 and CD8'T cells recruitment in injured TA and contralateral non-
injured (control, Ctrl) at different time points after injury (day post-injury [DPI] 1, 3, 5 and 7).
A: Percentage of ILC2 among CD11b'°" population. B: Percentage of CD8'T cells among
CD45" cells.

Figure 3. Intramuscular leucocytes recruitment in Bla/J model.

A: Muscle histology at different ages; 1, 3 and 12 months (hematoxylin and eosin staining on
cryosections; bar: 50um). B-E: Intramuscular leucocyte recruitment in Bla/J

mouse at different ages (1, 3, and 12 months); B: Percentage of leucocytes among all living
cells; C: NK cells among CD11b"8" population; D: Innate lymphoid cells 1 (ILC1) among
CD11b'"" population; E: Innate lymphoid cells 2 (ILC2) among CD11b'°" population. Statistics:

(*) p<.05, (**) p<.01, (***) p<.001, (****) p<10-4.
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Figure 4. Intramuscular leucocytes recruitment in Sgca model: A: Muscle histology at
different ages; 1, 3 and 6 months (hematoxylin and eosin staining on cryosections (bar:
50um). B-C: Intramuscular leucocyte recruitment in Sgca mouse at different ages (1, 3,and 6
months); B: Percentage of leucocytes among all living cells; C: NK cells among CD11bMeh
population. Statistics: (*) p<.05, (**) p<.01, (***) p<.001, (****) p<10-4.

Figure 5. Muscle biopsies from patients with non-inflammatory condition (NIC) and
dysimmune/inflammatory myopathy (DIM): A-B: Percentages in muscle. A: Percentage of
lineage” among CD45* population. B: Percentage of NK cells among CD11b"&" population,
percentage of ILC2 and ILC3 among CD11b'°" population. C: Immunoperoxydase Gata-3
staining on cryosections (bar: 50um). Statistics: (*) p<.05, (**) p<.01, (***) p<.001, (****)

p<10-4. One-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test and unpaired t test
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Table 1. Main Phenotypic Markers of the Different Subsets of Murine and Human ILC [9]
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Table 2. Histological diagnosis in included patients

Patient Histological diagnosis

Patient 1 No Necrose- Miyhochondriopathy
Patient 2 No Necrose- Atrophy type Il
Patient 3 No Necrose- lipidosis

Patient 4 No Necrose- myocytic atrophy
Patient 5 No Necrose- Neurogenic desease
Patient 6 No Necrose- Atrophy type
Patient 7 No Necrose- Neurogenic desease
Patient 8 No Necrose- Lobular myositis
Patient 9 No Necrose- Atrophy type Il
Patient 10 No Necrose- Neurogenic desease
Patient 11 Necrotizing lupus myositis
Patient 12 Necrotizing dermatomyositis
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Figure.2
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Figure.3
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Figure.4
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Figure.5
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons analysé le recrutement des ILC dans des conditions
expérimentales de myonécrose aigue et de modeles murins de dystrophies musculaires,
mais également dans des biopsies musculaires humaines. Dans les modeles de myonécrose
aigue, le recrutement des cellules NK, des ILC1 et des ILC2 est parallele a celui des
macrophages pro-inflammatoires M1 et, fait intéressant, les ILC sont également recrutés au
niveau du muscle controlatéral non injecté. Dans le modéle de déficience en dysferline
(Bla/)), I'influx de cellules NK et de cellules ILC1 précéde la myonécrose, suggérant un role
pour les cellules NK dans les Iésions musculaires et le recrutement des ILC2 est parallele a
I'apparition de la myonécrose. Par ailleurs, dans les biopsies musculaires humaines, les
cellules NK sont majoritaires dans les deux groupes DIM et NIC, cependant la petite taille de
la cohorte de patients inclus et I’hétérogénéité des pathologies présentes ne permettent pas
de conclure. En raison de leur rareté par rapport aux autres cellules immunitaires, le role des
ILC a longtemps été sous-estimé. De nombreuses études ont clairement montré que les ILC
participent a I'homéostasie tissulaire et a la pathogenése de la maladie. En effet, les ILC
pourraient jouer un role important dans I'amorcgage de la réponse immunitaire a différents

stades de la maladie en sécrétant de grandes quantités de cytokines.

A notre connaissance, notre travail est le premier a analyser cette population dans
des modeéles murins expérimentaux mais aussi dans des biopsies musculaires humaines.
Cependant, ces études doivent encore étre optimisées, notamment en augmentant la

cohorte de patients et aussi en stratifiant les différentes pathologies musculaires.
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Discussion générale, perspectives et

conclusion
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Les leucocytes forment un des groupes cellulaires constitutifs du muscle squelettique
a I'état physiologique. Le tissu conjonctif est un des composants fondamentaux du muscle
squelettique divisé en trois compartiments distincts : 'endomysium qui est interposé entre
les cellules musculaires, le périmysium qui est en entoure et délimite les faisceaux
musculaires et I'épimysium qui entoure les groupes de faisceaux et le muscle et qui contient
des adipocytes. Les leucocytes font partie des cellules libres qu’on peut trouver dans les
tissus conjonctifs laches, leur nombre et leur type pouvant varier en fonction de I'organe et
des contraintes physiologiques. Classiguement, on décrit les mastocytes dans I'espace
interstitiel du muscle, généralement a proximité des vaisseaux sanguins, certains monocytes
sanguins dits patrouilleurs, localisés au niveau de la paroi endothéliale, et les macrophages
résidents, au sein de I'épimysium et du périmysium (Figure 1) (Dufresne et al .2016). Dans le
muscle sain, le maintien de la population de macrophages résidents ne dépend pas du
recrutement des monocytes circulants, mais plutét de leur capacité d’auto-renouvellement
(Ginhoux et al. 2014). Dans différents tissus, les macrophages résidents participent a la
préservation de ’homéostasie ainsi qu’au débridement et au remodelage tissulaire (Davies
et al. 2013). Dans le tissu musculaire, ces cellules agissent comme des sentinelles. Elles
percoivent les perturbations de 'homéostasie tissulaire et favorisent le recrutement des
leucocytes sanguins (Brigitte et al. 2010). En condition pathologique (cf Introduction), la
nécrose myocytaire s’accompagne du recrutement séquentiel de différents types de
leucocytes nécessaires a la régénération post-lésionnelle. Ce recrutement leucocytaire
intramusculaire peut étre considéré comme physiologique car il permet la réparation du
tissu musculaire. Dans d’autres situations pathologiques, on observe une infiltration
inflammatoire du tissu musculaire, sans lien avec la régénération, et pouvant étre a |'origine

de lésions myocytaires. C’est le cas des myopathies inflammatoires, qu’elles soient d’origine
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auto-immune, infectieuse ou autre. L’étude des populations leucocytaires intramusculaires
est une étape déterminante de l'analyse et de la compréhension des mécanismes de
réparation post-lésionnelle et de la physiopathologie des maladies musculaires acquises et
non-acquises. Elle comprend la caractérisation précise des différentes populations cellulaires
présentes et I'évaluation de leur état d’activation, a partir de tissu prélevé chez 'lhomme
(biopsie dans le contexte de I'investigation diagnostique myologique) ou a partir de modeéles
expérimentaux chez I'animal visant a reproduire des lésions élémentaires ou des maladies
plus complexes. Les résultats des travaux scientifiques réalisés sont conditionnés par la

pertinence des modeéles choisis et le type de protocole technique utilisé.

L'étude de la réparation musculaire apres lésion aigue peut se faire en utilisant
différent modeles. Les plus couramment utilisés sont la cryolésion, I'injection de chlorure de
baryum (BaCly), l'injection de notexine (NTX) et I'injection de cardiotoxine (CTX). Dans une
étude compararative de ces différents modeles (Hardy et al. 2016), il a été montré que la
cryolésion induit les lésions les plus séveres puisque dans ce modele, jusqu'a 96 % des
cellules satellites (SC) sont détruites avec leur environnement (lame basale et systeme
vasculaire) laissant une « zone morte » dépourvue de cellules viables. Le processus de
régénération lui-méme est réalisé dans les quatre modeles avec pratiguement aucune
fibrose 28 jours aprés la lésion, sauf dans le modele de cryolésion. Les cellules
inflammatoires reviennent a des niveaux basaux avec la CTX et le BaCl,, mais restent
significativement élevés 1 mois aprées la lésion dans les modeéles cryolésion et NTX. Il est
intéressant de noter que le nombre de SC est revenu a la normale uniquement avec la
cryolésion a 1 mois post-lésion, alors que les SC proliférent encore jusqu'au 3™ mois aprés
I'induction de la blessure dans les autres modeles. Dans cette étude, le profil des types

leucocytaires recrutés au site lésionnel était le méme entre les modeles, la principale
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différence ne concernant que l'intensité des infiltrats inflammatoires (Hardy et al. 2016). Les
résultats de cette étude ont justifié le choix du modele BaCl, pour notre étude, car il avait
I'avantage d’une part d’une réparation compléte a J28 et d’autre part d’induire le plus

important infiltrat inflammatoire.

L'immunohistochimie est la technique classiquement utilisée pour le phénotypage
des leucocytes intramusculaires. Elle a 'avantage d’étre facile a mettre en oeuvre, peu
couteuse et surtout de pouvoir étre réalisée a posteriori sur des prélévements tissulaires
stockés, inclus en paraffine ou congelés. En revanche, la quantification des différentes sous-
populations leucocytaires et de leur état d’activation ne peut étre qu’approximative en
immunohistochimie (IHC), notamment en raison du petit nombre de marqueurs évaluables
en méme temps. L'accessibilité des antigenes cible et la performance des anticorps utilisés
peut constituer également une limitation technique. Il est intéressant de noter que Hardy et
coll. n"ont pas mis en évidence de lymphocytes T au site lésionnel lors du processus de
nécrose/régénération alors que la présence de lymphocytes Treg CD4* Foxp3* avait déja été
montrée au site |ésionnel (Burzyn et al. 2013). Dans notre travail, la CMF nous a permis de
montrer la présence de lymphocytes T CD8* a la phase de régérénération post-nécrotique et
surtout nous avons pu identifier par cette techniques des populations leucocytaires jamais
décrites dans ce contexte, les cellules dendritiques myéloides et les cellules lymphoides
innées (innate lymphoid cells, ILC). On voit donc que la CMF est beaucoup plus performante
et précise que I'lHC, mais avec comme principal inconvénient de devoir étre réalisée

extemporanément et d’avoir accés a un cytometre.

Un résultat important de ma thése est d’avoir montré que les conditions pré-

analytiques conditionnent les résultats obtenus en CMF. En effet, la méthode d’extraction
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des leucocytes intramusculaire peut modifier les résultats de la CMF en altérant de maniere

inégale les déterminants antigéniques présents a la surface des leucocytes.

Les protocoles d'extraction des cellules musculaires squelettiques sont
habituellement basés sur la dissection mécanique suivie d'une digestion enzymatique
utilisant divers mélanges enzymatiques comprenant la collagénase, la dispase et la pronase
(Latroche et al. 2018, Pakula et al. 2019). Ces protocoles ont été initialement développés
pour I'étude des cellules myogéniques et leur utilisation a par la suite été étendue a I'analyse
des leucocytes intramusculaires et d’autres cellules (Latroche et al. 2018). Selon les
différentes combinaisons enzymatiques et les temps d’incubations utilisés, les enzymes
peuvent protéolyser entierement ou de maniére différentielle les déterminants antigéniques
de surface et de fait modifier les résultats de la CMF en induisant une grande variabilité dans
les populations leucocytaires décrites (Hagman et al. 2012, Liang et al. 2015). Notre travail
est le premier qui démontre I'impact de la digestion enzymatique sur les résultats d’un
phénotypage par CMF des leucocytes intra-tissulaires. Nous avons également confirmé
I'utilité de la digestion enzymatique pour I'extraction des SC et des FAPs, ce qui peut
s’expliquer d’une part par l'adhérence forte de ces cellules a la matrice extracellulaire
rendant difficile leur extraction par une technique purement mécanique, et d’autre part par
la résistance des déterminants antigéniques utilisés pour leur identification a la digestion
enzymatique. On voit qu’une procédure technique qui peut étre optimale pour un type de
population cellulaire, peut étre totalement inadaptée a I'’étude d’un autre. L'importance des
conditions pré-analytiques a également été montrée pour l'analyse du transcriptome des
cellules myogeniques. En effet, La majorité des protocoles d'isolement cellulaire qui

impliquent de longues étapes de dissociation mécanique et enzymatique et exposent les
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cellules au stress, perturbent leur niche physiologique et entrainent des changements

transcriptionnels majeurs (Machado et al. 2017).

L'utilisation de la CMF pour I'analyse des sous populations leucocytaires est déja
largement utilisée domaine de la recherche (Latroche et al.2018, Burzyn et al. 2013) en
raison de sa capacité a analyser simultanément de nombreux déterminants cellulaires.
Durant ma thése, j'ai utilisé cette technique pour I'analyse des infiltrats leucocytaires dans
des suspensions cellulaires musculaires, obtenues a partir de biopsies musculaires réalisés
dans le cadre de la routine diagnostique, ce qui a permis une meilleure appréciation des sous
populations leucocytaires recrutés dans le muscle. Cependant cette technique présente des
difficultés qui consistent en la nécessité de pratiquer la CMF sur des prélevements
musculaires frais, en effet, les protocoles de congélation et décongélation peuvent altérer
les marqueurs leucocytaires. De plus, la technique de dissociation purement mécanique des
échantillons musculaires, que nous avons développé passe par une étape de lavage des
muscles a l'aide de sérum physiologique, indispensable pour améliorer la fiabilité de nos
analyses en réduisant le risque d’une contamination de nos échantillons musculaires par les
leucocytes circulants, ce qui rallonge le temps de préparations des suspensions
leucocytaires. Des procédures automatisée ont été développées par certains laboratoires
mais ne sont qu’a usage enzymatique (Liang et al. 2015). Une autre limite est la nécessite de
disposer d’'une unité de cytométrie en flux. Il n’en reste pas moins que la CMF constitue une
technique innovante qui pourrait profondément modifier notre approche diagnostique des
myopathies. La biopsie musculaire a représenté pendant des décennies le principal (sinon le
seul) outil de diagnostic positif et de classification nosologique pour les maladies
musculaires, et la définition des maladies musculaires a reposé sur une caractérisation

toujours plus précises des mécanismes lésionnels tissulaires. Les années 2000 ont été
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marquées par l'introduction en myologie de nouvelles méthodes diagnostiques non- ou peu
invasives, comme l'imagerie par IRM ou par échographie, les dot-blots commerciaux
permettant la détection d’un panel complet d’autoanticorps circulants et I’acces simplifié a
de nombreuses techniques de génétique moléculaire. Pour autant, la procédure d’analyse
du tissu musculaire est restée basée sur une approche histologique qualitative, améliorée
par I'automatisation des techniques facilitant la réalisation des immunomarquages, mais
finalement toujours axée sur lidentification du processus lésionnel. Une évolution est
actuellement en train de se mettre en place avec la numérisation des lames et le
développement de procédures automatisée d’analyse d’image permettant de quantifier les
lésions histologiques (Reyes-Fernandez P et al, 2019). Cette évolution qui va ajouter a
approche histologique purement qualitative, une approche quantitative s’inscrit dans le
prolongement de travaux de recherche montrant que la quantification des lésions peut avoir
une valeur pronostique en myologie (Desguerre et al, 2009 ; Aouizerate et al, 2018). La CMF
est beaucoup plus disruptive car on sort complétement de I'analyse morphologique du tissu
musculaire pour aller vers une quantification tres précise des sous-populations leucocytaires
intramusculaires et de leur état d’activation. Mon travail a confirmé non seulement
I'applicabilité de la CMF a I'étude du tissu musculaire, mais également la relevance
diagnostique de la quantification des sous-populations lymphocytaires, la possibilité
d’identification de types leucocytaires peu ou pas étudiés et les perspectives apportées par
cette technique en termes de redéfinition diagnostique. A une époque ou l'intérét de la
biopsie musculaire est constamment remis en cause sur la base d’arguments médiocres, la
CMF montre que I’étude directe du tissu cible de la maladie est un déterminant essentiel

pour la précision du diagnostic et la compréhension physiopathologique.
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Les processus de nécrose aigue et chronique sont caractérisés par un infiltrat
important de leucocytes (Latroche et al. 2018). L'utilisation de notre protocole optimisé de
CMF a permis de montrer que le recrutement massif de macrophages lors de la nécrose
aigue, avec un pic au 3*™¢jour post lésionnel, qui est nécessaire a la réparation musculaire
(Forcina et al. 2020), s’accompagne d’un recrutement de cellules dendritiques myéloides
(MDC) culminant au 3®™¢ jour et de lymphocytes TCD8* au 5™ jour. La lésion musculaire
aigue telle que celle induite par l'injection de BaCl,, déclenche une réponse inflammatoire «
stérile» (Hardy et al. 2016) similaire a la réaction inflammatoire induite par une infection
(Pimorady-Esfahani et al. 1997). Le recrutement de MDC dans le muscle |ésé est suivi par
celui des lymphocytes T CD8", suggérant que les MDC pourraient migrer dans les ganglions
lymphoides de drainage pour recruter des lymphocytes T CD8* et contribuer a la protection
immunologique. Notre travail est le premier, a notre connaissance, qui montre le
recrutement des cellules lymphoides innées dans la nécrose aigue (NK, ILC1 et ILC2 qui
culminent au J3 post-lésionnel. Fait intéressant, les ILC2 ont également été recrutés au
niveau du muscle TA controlatéral non Iésé, indiquant une réaction immunitaire a distance.
La libération de signaux de danger par les muscles |ésés pourrait étre a |'origine d’une
réponse inflammatoire systémique. Il serait intéressant de regarder si les ILC2 sont
également recrutés au niveau d’autres organes. Comme les ILC2 étaient les seules recrutées
a distance, on peut se poser la question d’'un mécanisme plus complexe et plus sélectif
faisant intervenir le systéme nerveux périphérique. Les neuropeptides jouent un réle crucial
dans la communication entre les systémes nerveux et immunitaire, et nombre de ces
molécules sont produites directement par les cellules immunitaires. Les ILC, notamment les
ILC2 de l'intestin et des poumons, expriment des récepteurs pour les neurotransmetteurs

(Vivier et al. 2018). Ainsi les ILC1 recrutées lors de la libération de signaux de danger par le
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muscle |ésé pourraient produire des neurotransmetteurs qui a leur tour stimulerait une
réaction neuro-immunitaire a distance permettant au tissu musculaire non touché de se
mettre en état de se protéger dans I’hypothése ou le processus lésionnel le toucherait a son

tour.

Les ILC sont des cellules résidentes des tissus, les ILC et les macrophages résidents
pourraient partager certaines similitudes (Bando et al. 2015), les ILC2 ont été impliqués dans
la réparation tissulaire, notamment lors des infections pulmonaires (Vivier et al. 2018, Mazi
et al. 2017). En effet, ils produisent des ligands pour le récepteur du facteur de croissance
épithélial, tel que I'AREG qui contrble la prolifération et la différenciation des cellules
épithéliales nécessaires a la réparation de I'épithélium (Monticelli et al. 2011, Zaiss et al.
2015). 1l est donc possible que le circuit de signalisation des ILC2 qui favorise la réparation
tissulaire peut étre dérégulé lors de myopathies inflammatoires chroniques. En effet, les ILC2
sont une source pertinente d'IL-5 indispensable pour le recrutement des éosinophiles et des
macrophages anti-inflammatoires de type M2 (Molofsky et al. 2013). De plus, Lors d'une
|ésion musculaire, I'lL-4 produit par les éosinophiles induit la prolifération de progéniteurs
fibro-adipogéniques (FAPs), qui inhibent la différenciation des adipocytes et favorisent la
régénération du muscle squelettique Iésé (Heredia et al. 2013). Par ailleurs, les ILC1 et les
ILC3 dont la fonction impliquent les cellules phagocytaires semblent nécessaires pour la
réparation tissulaire, en effet, pour étre réparé, un tissu doit étre débarrassé des microbes,
des cellules mourantes et des débris (Vivier et al. 2018). L’IL-22, produit principalement par
les ILC3, induit I'expression de molécules antibactériennes, des protéines antivirales et

stabilise la barriére épithéliale (Vivier et al. 2018).
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Le recrutement de leucocytes intramusculaires dans les processus dystrophiques doit
étre analysé en tenant compte du stade de la maladie. Chez les souris Bla/J, le recrutement
intramusculaire des leucocytes peut étre observé a partir du premier mois de la vie, bien que
la nécrose des myofibres ne soit visible qu'au troisieme mois (Biondi et al. 2013). Ce
décalage apparent peut s'expliquer par la présence de bréches membranaires non réparées
a la surface des myofibres non-nécrotiques, conduisant a une libération ininterrompue de
signaux de danger, induisant le recrutement leucocytaire. Le déficit en dysferline entraine
une incapacité de réparer les lésions sarcolemmiques induites par la contraction
physiologique de la cellule musculaire, mais il faut un nombre suffisant de Iésions
membranaires accumulées a la surface myocytaire pour que surviennent la nécrose, d’ou le
décalage observé. Chez les souris Sgca, les myofibres sont incapables de supporter les
efforts physiques des muscles, ce qui fait que dés qu’il y a contraction, il y a nécrose (Duclos
et al. 1998). Il faut noter que dans les deux modeles, notre protocole s'est révélé
parfaitement adapté a I'analyse des infiltrats leucocytaires. Ainsi, nous avons quantifié pour
la premiére fois la proportion de cellules TCD8* recrutées parmi tous les leucocytes lors des
processus dystrophiques. Nous avons observés que les cinétiques de recrutements des
LTCD8* étaient déterminées par les stades de la maladie. Notre protocole a également
permis de décrire pour la premiére fois a notre connaissance le recrutement d’autres sous
populations leucocytaires dans les modeles Bla/J et Sgca de dystrophies musculaires, a
savoir les MDC (CD3* CD8* CD11bM#") et les cellules lymphoides innées, avec des cinétiques
de recrutement qui suivent la physiopathologie des processus dystrophiques. En effet, dans
le modele Bla/J, les cellules NK et ILC1 étaient recrutés avant I'apparition des lésions de
nécrose, dés 'apparition des premieres breches membranaires, alors que les ILC2 étaient

recrutés au moment ou apparait la nécrose myocytaire et la régénération myocytaire.
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Dans les myopathies dysimmunes et inflammatoires (DIM), I'implication les
mécanismes immunitaires est depuis longtemps reconnue comme capitale et de
nombreuses études ont démontré la participation de diverses cellules immunitaires, telles
qgue les lymphocytes T et les lymphocytes B (Zaho et al. 2021). Une bonne compréhension de
la pathogenése des DIM est nécessaire pour une intervention thérapeutique efficace. Les
lymphocytes sont une classe importante de cellules immunitaires qui sont subdivisés en
lymphocytes T, lymphocytes B et en NK. Les lymphocytes T et les lymphocytes B sont des
composants majeurs de l'immunité adaptative, reconnaissant des antigenes spécifiques et
générant des réponses cellulaires ou anticorps spécifiques (Netea et al. 2019). Les cellules
NK participent a [l'immunité innée et fonctionnent en libérant des cytokines
immunomodulatrices ou des granules cytotoxiques aprés leur activation (Mace et al. 2019).
Les autres cellules immunitaires innées comprennent principalement les cellules
dendritiques et les macrophages. Par ailleurs, une bonne analyse des phénotypes
leucocytaires et la compréhension de leurs significations est indispensable a la maitrise de la
physiopathologie des DIM. Les lymphocytes T naifs expriment la molécule costimulatrice
CD28 nécessaire a leur I'activation et leur prolifération (Acuto et al. 2003) et la proportion de
cellules TCD8™'" augmente avec la différenciation des lymphocytes T conventionnels en
lymphocytes T mémoires (Mou et al. 2014). Une réduction de I'expression du CD28
provoque des réponses immunitaires rapides et peuvent libérer de grandes quantités de
cytokines ainsi que des granules cytolytiques, conférant une cytotoxicité aux tissus affectés
(Betjes et al. 2016, Zaho et al. 2021, Strioga et al. 2011). Ainsi les LTCD8*CD28™! sont
augmentées dans les muscles de polymyosite (PM), de dermatomyosite (DM) et myosite a

inclusions(IBM) (Zaho et al. 2021). D’autres marqueurs de surface ont été mise évidence sur
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les lymphocytes recrutés dans les muscles DIM, tels que le facteur de transcription T-bet

décrit dans les IBM ou encore NKGD2 (Zaho et al. 2021).

De plus, classiquement les DM sont décrites comme des myopathies inflammatoires
a LTCD4*. Cependant, I'analyse rétrospective de notre cohorte de 101 patients qui ont
bénéficié d’'une biopsie musculaire suivie d’'une étude cytométrique des suspensions
cellulaires a montré que toutes les DIM étaient caractérisées par un enrichissement
intramusculaire de LTCD8*, y compris les dermatomyosites. Une étude majeure publiée en
2005 a montré que la DM est électivement associée a la présence de cellules dendritiques
plasmacytoides (PDC) dans les muscles (Greenberg et a. 2005). Les PDC expriment le CD4 et
il était plausible que les cellules CD4* précédemment décrites comme T CD4* dans les études
antérieures sur les DM correspondaient en fait aux PDC décrites par Greenberg. Nos
résultats étayent cette hypothese puisque nous n’avons observées de recrutement de T
CD4* dans la DM. L’enrichissement en LTCD8" mis en évidence dans les muscles DIM par le
calcul de I'IMI-index que j'ai décrit semble étre intéressant et pourrait augmenter la
performance diagnostique de la biopsie pour le diagnostic de DIM. Des études prospectives
doivent étre menées pour confirmer la fiabilité de cet index. Il pourrait ainsi étre utilisé
comme un marqueur biologique dans les situations de doute diagnostique et permettre ainsi

d’instaurer un traitement immuno-modulateur plus précoce.

Concernant les ILC, nos résultats n’étaient pas concluants, certainement a cause du
nombre limité de cas mais aussi a cause du panel d’anticorps qui doit encore étre optimisé.
Des études prospectives doivent aussi étre menées avec une meilleure stratification des
groupes de patients analysés. Ce travail constitue une premiéere étape pour I'analyse des

profils phénotypiques des cellules ILC recrutés, de leur signification dans la réparation
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physiologique des cellules musculaire, mais également en pathologie dysimmunitaire et
inflammatoire. Il serait donc intéressant d’étudier les sécrétomes des ILC, et d’utiliser des
modeles murins déplétés en ILC notamment en NK et en ILC2 (Vivier et al. 2018, Rafei-
Shamsabadi et al. 2018) afin d’en évaluer leur implication sur le recrutement leucocytaire et

la réparation musculaire.
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Conclusion

Mon travail de thése a apporté trois avancées significative dans le domaine de la
myologie : 1/ la mise au point d’'une procédure de cytométrie en flux dédiée a I’étude des
populations leucocytaires intramusculaire ; 2/ la démonstration du réle clé du lymphocyte T
CD8* dans les pathologies musculaires avec myonécrose ; et 3/ I'identification de nouveaux
acteurs de la biologie du muscle squelettique, a savoir les cellules lymphoides innées (ILC1,
NK et ILC2). Le roOle exact des ILC en pathologie musculaire reste a caractériser, mais nous
pouvons dire d’ores et déja qu’il s’agit d’'un type cellulaire qui pourrait étre déterminants
dans la réparation Iésionnelle. Globalement, ce travail démontre également I'importance de
I’étude du tissu dans la compréhension des processus biologiques et pathologiques et de la
nécessité de toujours savoir contester les dogmes existants pour faire progresser la

connaissance.
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