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RESUME



La sarcopénie, caractérisée par une perte de force et de masse musculaire au cours
du temps, est due a différentes causes pouvant affecter les fibres musculaires ou les
cellules souches musculaires lors du processus de régénération. Aujourd’hui, il est
nécessaire de trouver de nouvelles stratégies afin de ralentir la survenue de cette
pathologie. Pour cela, notre hypothése de travail est basée sur la communication inter-
organe, et plus précisément, la communication entre le tissu adipeux et le muscle
squelettique au cours du vieillissement. Avec I'age, le tissu adipeux blanc voit ses
sécrétions étre modifiées tant quantitativement que qualitativement. Grace a une étude
protéomique réalisée sur du plasma et du tissu adipeux provenant de souris jeunes et
ageées, nous avons observé une augmentation de trois protéines avec I'age dont
I'hnaptoglobine. Cette glycoprotéine posséde différents réles au sein de 'organisme dont
celui de protéger le muscle squelettique du stress oxydatif. De plus, ses deux
récepteurs (CD163 & CCR2) sont retrouvés sur les cellules inflammatoires, cellules
importantes pour le processus de régénération. Dans ce contexte, mon doctorat a
consisté a étudier le r6le de I'haptoglobine dans la communication entre le tissu adipeux
et le muscle au cours de la sarcopénie et de la régénération musculaire associées au
vieillissement. Dans un premier temps, nous avons pu observer qu’'un traitement
chronique (28 jours) a I'haptoglobine n’affectait pas la qualité de la fibore musculaire
mature. D’un autre coté, grace a un modéle murin de régénération musculaire induite
par la cardiotoxine, nous avons pu montrer que I'haptoglobine chez des souris dgées
de 3 mois et 12 mois, retardait les processus de régénération musculaire, notamment
en diminuant les capacités de prolifération et de différenciation des cellules souches
musculaires. Ainsi, nos résultats indiquent que I'haptoglobine, et plus largement le tissu
adipeux blanc, pourraient étre considérés comme une potentielle cible thérapeutique
pour ralentir 'apparition et la progression de la sarcopénie liée a I'age. En agissant sur
le tissu adipeux via différentes stratégies (nutritionnelle ou pharmacologique), nous
objectivons de réguler la surproduction de cytokines provenant du tissu adipeux au
cours du vieilissement comme d’haptoglobine et par conséquence, de réduire

I'incidence de la sarcopénie et les dépendances associées.

Mots clés : Vieillissement — Dépendance — Sarcopénie — Régénération — Haptoglobine
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Sarcopenia is defined as an aged-associated progressive loss of muscle mass and
strength over the time. This pathology is due to many causes that alter both muscle
fibers and/or stem cells capacities during regenerative process. Regarding the
trajectories of aging in developed countries, it will be a crucial medical need to find new
strategies to slow down the onset of this pathology. To do so, our working hypothesis
is based on inter-organ communication, and more specifically, on adipocyte-muscle
crosstalk during aging. Indeed, age is assocatied with a deep qualitative and
quantitative modification of adipose tissue secretions. Through proteomic study carried
out on plasma and adipose tissue of young and old mice, we observed an increase of
three proteins with age including haptoglobin. This glycoprotein possesses many roles
in organism including skeletal muscle protection of oxidative stress. Moreover,
inflammatory cells exhibit two haptoglobin’s receptors (CCR2 and CD163), and these
cells are crucial for regenerative process. In this context, the main objective of my PhD
was to study the role of haptoglobin in the adipocyte-muscle crosstalk during age-
associated sarcopenia and muscle regeneration. First, chronic haptoglobin treatment
(28 days) did not affect the quality of mature muscle fibers. In another hand, using a
cardiotoxin-induced muscle regeneration model, we demonstrated that haptoglobin, in
3 and 12-months-old mice, delays muscular regeneration process, in particular by
reducing proliferative and differentiation capacities of muscle cells. Together, these
results suggest that haptoglobin, and more broad white adipose tissue, could be
considered as future therapeutic targets to slow down the onset and the process of age-
related sarcopenia. By acting on adipose tissue thought different aspect (nutrition,
pharmacology...) the ultimate aim will be to regulate the age -related overproduction of
adipose tissue secretions such as haptoglobin and consequently reduced the incidence
of sarcopenia and dependency.

Key words: Aging — Dependency — Sarcopenia — Regeneration — Haptoglobin
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musculaire chez la souris agée de 12 mois.
Figure 8 : L’haptoglobine semble induire une modification de I'expression des génes

de I'inflammation.

Discussion :
Figure 15 : Effets du jeGne intermittent sur la prise de poids, la glycémie, la cétonémie
et 'haptoglobinémie chez des souris agées de 15 et 24 mois.

Tableaux :
Tableau 1 : Tableau récapitulatif sur les facteurs circulants agissant sur le muscle
squelettique, leurs variations au cours du vieillissement et les essais cliniques en cours

reportés dans ClinicalTrials.gov database.
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PARTIE | : LES MECANISMES IMPL[QUES DANS LE
DEVELOPPEMENT DE LA SARCOPENIE

La sarcopénie, provenant du grec (sarx : la chair et penia : la perte), a été évoquée
pour la premiére fois dans les années 1930. En 1989, elle est définie comme la perte
involontaire et physiologique de masse musculaire survenant au cours de l'age.
Depuis, cette définition a évolué et il a fallu attendre 2010 pour qu’'un consensus soit
établi par 'TEWGSOP (= European Working Group on Sarcopenia in Older People) sur
sa définition, insistant sur la prise en compte de la notion de perte de masse mais
également de la force musculaire'. Ainsi, en 2010, la sarcopénie est alors définie
comme la perte de la force et de la masse musculaire, associée a des baisses
des performances physiques. Ce n'est que récemment que la sarcopénie a été
reconnue comme étant une pathologie par la classification internationale des
maladies : le CIM-10. Cette pathologie entraine progressivement la perte d’autonomie
et un risque accru de blessure.

Afin de mieux définir la sarcopénie, il est important de maitriser toutes les
techniques d’évaluation permettant d’explorer la physiologie musculaire. Aujourd’hui,
en clinique, il est possible de mesurer différents paramétres dont : i) la masse
musculaire, ii) la force musculaire et iii) la performance physique.

Concernant la masse musculaire, chez ’'hnomme, il existe plusieurs techniques dont
trois sont basées sur I'imagerie : la tomodensitométrie qui consiste a reconstituer le
volume d’un organe a partir d'une série de mesure, I'imagerie par résonnance
magnétique (= IRM) basée sur la résonnance magnétique et la technique d’absorption
bi-photonique a rayon X (= DEXA) qui permet de distinguer la masse maigre (= masse
musculaire), la masse grasse et la masse osseuse. On peut également la mesurer en
utilisant la bioimpédancemétrie? (= BIA) qui permet de mesurer la masse maigre et la
masse grasse grace aux propriétés différentes de conductivité des tissus. Cette liste
des méthodes citées n’est pas exhaustive et il existe d’autres méthodes possiblement
utilisées en recherche clinique (comme la mesure de potassium? ou la mesure de la
3-créatinine par exemple). Cependant aucune de ces dernieres n’est utilisée en routine
en clinique pour mesurer la masse musculaire totale d’'un individu.

Bien que mesurer la force musculaire dans les membres inférieurs responsables
de la locomotion est plus judicieux dans le cadre de la sarcopénie, certaines études
mesurent la force des membres supérieurs par la technique du Grip Test?*. L'utilisation
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de ce test permet de mesurer une force isométrique de préhension dans la main grace
a un dynamometre. Ce test est un bon indicateur qui peut étre prédictif de la masse
musculaire. Il existe également des tests qui permettent de mesurer la force
musculaire dans les membres inférieurs tels que le test de flexion/extension du genou.
Ce test mesure la force isométrique maximale volontaire dont la contraction n’entraine
pas une modification de la taille des fibres musculaires. Cependant, il nécessite un
certain matériel et son utilisation est donc limitée en clinique.

Enfin, pour mesurer les performances physiques, les cliniciens utilisent le score
SPPB qui évalue 4 paramétres : i) I'équilibre, ii) la marche, iii) la force et iv) 'endurance.
Afin de réaliser ce score, différents tests sont réalisés comme la mesure de la vitesse
de marche et le test de « levée de chaise » qui peuvent étre facilement utilisés en
clinique pour diagnostiquer la sarcopénie. Cette pathologie se caractérise par un score
SPPB inférieur ou égal a 8°. Comme cité ci-dessus, la vitesse de marche peut étre
également utilisée seule pour évaluer la sarcopénie. Selon 'TEWGSOP, une vitesse de

marche inférieure a 0,8m/sec est une prédiction de la sarcopénie®.

L’utilisation de définitions et méthodes d’exploration différentes au cours du temps
conduisent a des fluctuations de la prévalence de la sarcopénie’. Cependant, on
estime que cette pathologie affecterait 10 a 16% des personnes &gées dans le monde.
Cette prévalence est bien plus élevée chez des patients atteints de diabéte ou de
cancers par rapport a celle de la population générale®. Sans intervention et compte
tenu du vieilissement général de la population, la prévalence de la sarcopénie ne
cessera d’augmenter dans les prochaines années et, par conséquent, le colt socio-

économique associé également.

A noter que le vieillissement musculaire est différent de la sarcopénie, notamment
chez ’'hnomme. Alors que le vieillissement musculaire est un processus physiologique
qui suit une trajectoire, la sarcopénie est une pathologie qui se déclare lorsque des
caractéristiques fonctionnelles ou morphologiques sont perdues et détectées par le
dépassement d'un seuil. Chez la souris, contrairement a 'homme, la distinction est
cependant plus complexe, due a I'absence d’'un seuil ou méme d’un score permettant
de caractériser cette pathologie.

Dans ce manuscrit de thése, le terme « vieillissement musculaire » cité correspond

a un vieillissement associé a la sarcopénie.
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La sarcopénie est une pathologie multi causales. Nous allons donc énumeérer

les principales causes et modifications retrouvées au cours du vieillissement jouant un

réle dans cette pathologie (Figure 1).

CAUSES
\WTRACELLULAIRES

La balance protéique :

,,.é&

N3 aNNOBINN3

SIMIINDSANYELR
S3SNVD

Figure 1: Les différentes causes de la
sarcopénie.

Les causes intracellulaires avec i) une
inflammation exacerbée et une autophagie
mal contrélée, ii) une dérégulation importante
de la balance entre synthése et dégradation
protéique et iii) une altération du métabolisme
mitochondrial, lipidique et hépatique. Les
causes intramusculaires avec i) une
accumulation de collagene : la fibrose et ii)
une altération des processus de régénération
musculaire. Enfin les causes extra-
musculaires avec un  environnement
systémique modifié avec une diminution de
langiogenése, de [innervation et une
modification des différentes hormones,
cytokines et chimiokines.

la protéosynthése et la protéolyse

protéique

Le muscle strié squelettique est composé de 75% d’eau, de 20% de protéines et

de 5% des autres molécules telles que les lipides ou les glucides. Cette forte proportion

protéique est notamment due aux besoins en protéines nécessaires a la prise de

masse musculaire. La fine régulation de cette production protéique réside dans

I'équilibre de la synthése protéique (=

protéines

la protéosynthése) et de la dégradation des

(= la protéolyse). Cette balance protéique détient un role majeur dans le

maintien de ’homéostasie musculaire.
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Dans un premier temps, nous allons voir que la protéosynthése fait intervenir le
ribosome et les protéines chaperonnes alors que la protéolyse nécessite deux
systémes : le systéme ubiquitine-protéasome (= UPS) et I'autophagie. Dans un
second temps, nous allons nous intéresser aux voies de signalisation responsables de
ces deux processus. Enfin, nous détaillerons les dérégulations de ces voies observées

au cours du vieillissement.

1. Les mécanismes de la protéosynthése

a. Leribosome : siége de la synthése protéique

Dans la cellule eucaryote, la synthése protéique est principalement réalisée par un
complexe ribonucléoprotéique, appelé le ribosome. |l peut se trouver associé au
réticulum endoplasmique (RE), a la membrane du noyau, aux mitochondries ou encore
sous forme libre dans le cytoplasme. Afin de réaliser cette synthése protéique, il y a
différentes étapes dont l'initiation de la traduction, qui est, aujourd’hui, décrite comme
la plus importante. Cette étape va nécessiter l'activation d’'un complexe appelé
mTORC1%'% comprenant la protéine mTOR (pour mamalian target of rapamycin), et
son coactivateur Raptor''. Une fois ce complexe activé, les voies p70S6K'>13 et
4EBP1'412.15 yont étre activées par phosphorylation. L'inhibition de ce complexe, par
la rapamycine (= inhibiteur spécifique de mMTORC1)' apporte une preuve
supplémentaire de [limplication indispensable de la proteéine mTOR dans ce
processus. En effet, cet inhibiteur empéche la phosphorylation de 4EBP1'":18 et
P70S6K'7:1920 induisant une perte de la synthése protéique (Figure 3).

A noter également que la protéine GSK3 peut subir une phosphorylation dite
inhibitrice, engendrant la levée d’inhibition sur eiF2B, protéine qui permet la formation
d’'une sous unité du ribosome une fois activée. Cette levée d’inhibition favorise donc

la synthése des protéines?'?2 (Figure 3).

b. Les protéines chaperonnes

Une fois les protéines synthétisées par I'assemblage des acides aminés dans le
ribosome, la phase de maturation des protéines est initice par le repliement
tridimensionnelle des protéines. La plupart des protéines peuvent la réaliser seule

mais certaines s’associent avec des protéines chaperonnes. Ces protéines
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chaperonnes aident au repliement des protéines nécessaire a leurs fonctions mais les
protégent également des différents stress soumis. Enfin, elles empéchent 'agrégation
protéique et réalisent également un « contrdle-qualité ». Dans cette grande famille, on
retrouve les protéines de choc thermique : les Hsp (pour Heat Shok Protein). Ces
protéines, comme l'indique leur nom, sont activées en cas de stress cellulaire comme
la chaleur, et assurent leur réle de protection ou de contrble-qualité sur les protéines

associées.

2. Les mécanismes responsables de la protéolyse

La dégradation protéique est un processus physiologique permettant de recycler
les acides aminés, utiles pour la synthese de nouvelles protéines. Deux systémes
permettent cette dégradation au sein du muscle squelettique : le systéme ubiquitine-
protéasome (= UPS) et 'autophagie.

a. Le systéme ubiquitine-protéasome (UPS)

Bien qu’il existe deux voies de dégradation protéique dans le muscle squelettique,
le systéme ubiquitine protéasome (UPS) est le plus utilisé?®. Ce systéme dégrade les
protéines nucléaires et cytosoliques. Il permet, via plusieurs réactions d’ubiquitination,
de greffer des ubiquitines (= Ub), une protéine retrouvée dans tous les compartiments
cellulaires, aux protéines en voie de dégradation. Ces ubiquitines sont alors
considérées comme des signaux de dégradation afin que le protéasome 26S les
prennent en charge. Plus en détail, la protéine va subir différentes réactions régies par
trois classes d’enzymes : i) les E1 qui permettent I'activation de I'Ub, ii) les E2 qui
conjuguent cette Ub a une E3 et enfin iii) les ligases E3. La chaine de poly-
ubiquitination greffée va permettre de diriger les protéines vers le protéasome 26S afin
de les dégrader?.

Dans le muscle squelettique, deux ligases E3 ont été découvertes dans les années
2000 : la premiére est MAFbx/Atrogin-1(= Muscle Atrophy F-box)?526 et la deuxiéme
s'appelle MuRF1 (= Muscle RING Finger 1)%. Ces deux protéines peuvent interagir
avec la protéines MyoD?’” (= protéine clé dans le contrdle de la différenciation
myogénique) ainsi qu’avec les protéines sarcomériques comme les chaines lourdes

de myosine?®, Vin et Des?®. L’Atrogin-1 peut, en plus, permettre la dégradation des
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protéines du cytosquelette?®. Ces différents complexes formés, comme dit ci-dessus,
induisent une poly-ubiquitinylation des protéines cibles permettant une
reconnaissance par le protéasome 26S et une dégradation (Figure 3). Un exces
d’expression de ces deux protéines conduit a une atrophie musculaire, d’ou leurs noms

d’« atrogénes ».

b. L’autophagie

Il existe trois types d’autophagie connues : la macro-autophagie, I’autophagie
médiée par les protéines chaperonnes et la micro-autophagie. Nous ne
développerons dans ce manuscrit de thése que la macro-autophagie, étant la plus
étudiée et la plus détaillée dans la littérature. De plus, son implication dans de
nombreuses pathologies musculaires est connue.

La macro-autophagie est définie comme un processus permettant de séquestrer
des éléments du cytoplasme dans des vésicules a doubles membranes, appelées
autophagosomes. Cet autophagosome va ensuite fusionner avec les lysosomes afin
d’éliminer ces éléments du cytoplasme. Ce mécanisme permet principalement
d’éliminer les composants cytoplasmiques. Il peut, cependant, en cas de jelne, fournir
des nutriments et de I'énergie pour maintenir ’lhoméostasie cellulaire. Enfin, il permet
d’éliminer les mitochondries défectueuses, empéchant la formation d’espéces

réactives de I'oxygéne, connues sous le nom de ROS.

Le phénoméne d’autophagie se déroule en cinq étapes: i) la formation du
phagophore, ii) I'engloutissement du matériel cytoplasmique par celui-ci, iii)
I'élongation de la membrane du phagophore, étape critique pour le processus, iv) la
fusion des bords de celle-ci pour créer l'autophagosome et v) la fusion de
'autophagosome avec le lysosome, appelé I'autolysosome. Toutes ses étapes sont
extrémement contrdlées. Plus précisément, la formation du phagophore dépend de la
présence d’'un membre de la famille PI3-Kinase : la vps34. Cette enzyme forme un
complexe avec Atg6 (= Beclin1), Atg14 et Vp150 (= p150). La deuxieme étape, quant
a elle, nécessite deux conjugaisons. La premiére conjugaison correspond a la
« liaison » d’Atg12 avec Atg5 par Atg7 et I'interaction de ce complexe Atg5-Atg12 avec
Atg16 correspondant a I'association avec le phagophore. La deuxiéme conjugaison,
quant a elle, se réalise entre le LC3 (= Atg8) avec la phosphatidyléthanolamine (PE)

-27-



par Atg7 et Agt3, formant LC3-11*°. Le matériel cytoplasmique a dégrader, appelé
cargo, est alors piégé dans I'autophagosome. Le cargo se lie, aprés reconnaissance
de I'étiquette de poly-ubiquitinations, a ses protéines adaptatrices (LC3/Atg8), via des
« récepteurs » de I'autophagie dont fait partir p62 (= séquestrome 1)3'. Ces récepteurs
vont former un pont entre le cargo et 'autophagosome, permettant sa dégradation.
Enfin, SNARE VAMPS8 et VtiB régissent la fusion entre l'autophagosome et le

lysosome, pour former I'autolysosome?? (Figure 2).

Complexe Atg12- SNARE VAMP8 Lysosome
Atg5 & VtiB
Atg1 \CP o0 \’
o ® o —— G — @ —
Atg6
O
o Autophagosome Autophagosome Autolysosome
Complexe LC3-I
+ PE =LC3-lI
ELONGATION MEMBRANE
Ao PHAGOPHORE + AUTOPHAGOSOME P ey =C LE AUTOLYSOSOME
ENGLOUTISSEMENT MATERIEL

Figure 2 : Les différentes étapes de I'autophagie

Ce processus est réalisé en cing étapes : i) la formation du phagophore, ii) 'engloutissement du matériel
cytoplasmique par le celui-ci, iii) I'élongation de la membrane du phagophore, étape critique pour le processus, iv) la
fusion des bords de celle-ci pour créer 'autophagosome et v) la fusion de I'autophagosome avec le lysosome,
appelé 'autolysosome.

3. Les voies de signalisation régulant cette balance protéique

Cette balance entre synthése et dégradation protéique est finement régulée au
sein de la cellule musculaire grace a différentes voies, dont deux majeures : la voie
PI3K/AKT et la voie AMPK. De plus, concernant la synthése protéique, la teneur en
acides aminés et en glucose dans l'organisme détermine le rendement de ce

processus.

a. Les voies majeures de la régulation de cette balance protéique : la voie
PISK/AKT

La protéine kinase B (PKB), connue sous le nom d’AKT, est une protéine serine-
thréonine kinase qui possede un role central dans la régulation de la balance protéique

au sein des cellules musculaires. En effet, elle permet d’activer les protéines
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responsables de la synthése protéique : 4EBP1 et p70S6K'°. De plus, comme décrit
précédemment, la protéine GSK3 subit une phosphorylation inhibitrice, réalisée par la
protéine AKT afin de lever I'inhibition sur eiF2B2"22 (Figure 3).

En paralléle, elle régule aussi le systéme UPS via le facteur de transcription FoxO33
(= Forkheadbox O). La famille FoxO comprend six membres, tous exprimés dans le
muscle squelettique. Cependant, seuls FoxO1 et FoxOzs sont impliqués dans I'atrophie
musculaire. En effet, si ces facteurs de transcription sont transloqués dans le noyau,
ils vont alors se fixer sur les promoteurs des génes impliqués dans le systéme d’'UPS
tel que MuRF1 et Atrogin-134. Cependant, I'activation de la protéine AKT permet
d’inhiber ces protéines en les phosphorylant, conduisant ainsi a leur séquestration
dans le cytoplasme, et inhibant leur réle nucléaire3® (Figure 3). Enfin, en 2011, une
équipe montre que I'activation de la protéine mTOR par la voie PISBK/AKT permet de
phosphoryler la protéine Ulk1 sur des résidus sérines757, inhibant son réle dans
I'autophagie®®.
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Figure 3 : Réle de la voie AKT dans la protéosynthése & la protéolyse
(A) L’activation de la protéine AKT par phosphorylation entraine (1la phosphorylation inhibitrice et séquestration dans

le cytoplasme de FoxOs (2)l'inhibition de TCS1/2 permettant une activation de la voie mTOR/Raptor/p70S6K/4EBP1
(®la phosphorylation inhibitrice de GSK3. (B) L'inactivation de la protéine AKT entraine (T)une levée de l'inhibition
sur FoxOs entraine sa translocation dans le noyau et I'activation des différents génes cibles (autophagie, MuRF1,
Atrogin-1)(2) une levée de I'inhibition sur les protéines TSC1/2 et GSK3.
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b. Les voies majeures de la régulation de cette balance protéique : la voie
AMPK

La protéine AMPK (= AMP-activated protein kinase) est une protéine
sérine/thréonine kinase. Elle est extrémement sensible a I'énergie métabolique
puisque le ratio entre ADP/ATP va permettre son activation. Indépendamment de la
concentration en AMP dans la cellule, la CaMKKp permet aussi son activation en
réponse a une augmentation du calcium extracellulaire, observée pendant une

contraction musculaire par exemple.

Dans le muscle squelettique, I'exercice physique3®, un traitement a AICAR (= 5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside)®” ou encore une contraction induite
par stimulation électrique® peuvent activer cette protéine par phosphorylation. En ce
qui concerne son rble dans la synthése protéique, plusieurs études montrent un réle
d’inhibition. En effet, I'activation d’AMPK, en réponse a une diminution de I'ATP
cellulaire, inhibe la synthése protéique via : i) la phosphorylation activatrice sur les
sites T1227 et S1345 de TSC2, inhibiteur de mMTORC13%40 et ii) la phosphorylation
inhibitrice des sites Ser722/792 de Raptor, la protéine régulatrice, associée 8 mTOR?.
En plus de son réle négatif sur la synthése protéique, elle permet une activation des
voies de la protéolyse. En effet, au cours d’'une carence énergétique, la protéine AMPK
active l'autophagie*'3®. Enfin, TAMPK peut activer la protéolyse dépendante du
protéosome, par phosphorylation et activation des deux facteurs de transcription
FoxO1 et FoxO3*! permettant la transcription des deux atrogénes (MuRF1 et Atrogin-
1), induisant une dégradation des protéines myofibrillaires*? (Figure 4).
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Figure 4 : Role de ’AMPK dans la protéolyse et la protéosynthése
AICAR, I'exercice physique et la contraction musculaire vont venir activer la protéine AMPK. L'AMPK va(1) activer par

phosphorylation la protéine TSC2(® inhiber la protéine Raptor (3) activer I'autophagie (4) activer FoxOn3.

c. Les autres voies impliquées dans la régulation de cette balance protéique :
la voie NF-«xB et la voie WNT

En plus des deux voies majeures (la voie PISK/AKT et la voie AMPK) impliquées
dans la régulation fine de cette balance, d’autres voies avec une importance moindre

sont impliquées.

La voie NF«B :

La voie NF-«xB est une voie majeure dans la réponse aux signaux pro-
inflammatoires et joue un réle dans I'immunité innée, I'inflammation et I'apoptose.
Dans le muscle squelettique, ce facteur de transcription influence la dégradation
protéique. En effet, une étude montre que, dans différents modéles murins,

'expression constitutivement active de IKKB spécifiguement dans le muscle
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squelettique, de TWEAK*® ou encore la dénervation du muscle induisent, une
activation du facteur de transcription NF-xB, permettant ainsi I'activation du
protéasome via I'expression de I'atrogene de MuRF1. Chez ces souris, un phénotype

d’atrophie musculaire est alors observé**.

La voie WNT :

La voie WNT est une voie de signalisation largement impliquée au cours du
développement et de la vie adulte. Elle détient un réle dans de nombreuses fonctions
cellulaires. Les protéines de cette voie sont responsables de 'activation de deux voies
de signalisation : i) une voie canonique ou la liaison du ligand sur le récepteur permet
de libérer la protéine B-caténine via l'inhibition de GSK3-f et ii) une voie non canonique
dont la liaison permet d’activer soit la protéine Rho et la protéine JNK, soit la voie du
calcium avec la protéine CamKIll. L'activation de ces deux voies est dépendante du

contexte cellulaire.

Il existe différents ligands de la voie WNT qui vont agir sur la trophicité musculaire.
Pour ne citer que quelques exemples, le ligand WNT4, qui active la voie canonique,
permet une meilleure expression des marqueurs de la différenciation musculaire
(MRF4, Myogenine), conduisant a une hypertrophie musculaire*s. Le ligand Wnt7a se
lie au récepteur Fzd7 et active la voie non canonique. Les voies activées différent en
fonction de la cellule cible : par exemple, dans les myotubes, il a été montré que cette
liaison va activer la voie PISBK/AKT/mTOR et induire une hypertrophie musculaire via

la protéine S646.

LA BALANCE PROTEIQUE :
La balance protéique est finement régulée par la protéosynthése et la protéolyse.
La voie AKT active la protéosynthése et inhibe la protéolyse.
La voie AMPK active la protéolyse et inhibe la protéosynthése.
Il existe d’autres voies mineures impliquées dans cette régulation : la voie NF-kB et la
voie WNT.
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4. Les dérégulations de ces voies et les conséquences associées sur la

balance protéique au cours du vieillissement

Au cours du vieillissement, différents changements aménent un déséquilibre en
faveur de la dégradation protéique, jouant un réle primordial dans la fonte et I'atrophie
musculaire. Nous allons, dans cette partie, décrire les altérations concernant: i) les

protéines chaperonnes, ii) 'autophagie, iii) la voie PI3K/AKT et iv) la voie AMPK.

Les protéines chaperonnes :

Au cours du vieillissement, la protéine chaperonne Hsp70 se retrouve diminuée
dans le muscle squelettique*”#8. Une étude montre son implication dans la perte de la
force musculaire retrouvée chez des souris agées puisque sa surexpression permet
d’empécher cette diminution et induit également une récupération compléte apres un

stress*°.

L’autophagqie :

Des preuves de plus en plus nombreuses indiquent qu’au cours du vieillissement,
I'altération de la formation des autophagosomes et de l'activité lysosomale détériore
le processus d’autophagie, induisant une augmentation des agrégats protéiques,
nuisibles a 'homéostasie cellulaire®. De plus, I'accumulation de lipofuscine (= protéine
accumulée en cas de digestion non compléte, indicateur distinct de la dysfonction
lysosomale) chez des souris agées confirme une diminution importante de l'activité
lysosomale. Enfin, des études réalisées sur C. Elegans ou sur la drosophile confirment
ces résultats puisqu’une déficience de ce systéme (par mutations des protéines clés
tels que Atg1, Atg7...) induit une diminution de I'espérance de vie, preuve de

I'importance de cette voie dans le vieillissement®'-52,

La voie PISK/AKT et la voie AMPK :
Comme déja cité, le vieillissement est associé a une faiblesse et une atrophie

du muscle squelettique, caractérisée par une augmentation de la dégradation
protéique et une diminution marquée de la synthése protéique. De nombreuses études
ont montré une moindre sollicitation de la voie PISK/AKT au cours du vieillissement,
impactant autant la protéosynthése que la protéolyse. Tout d’abord, concernant la

synthése protéique, les muscles des souris dgées montrent une diminution des
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protéines cibles d’AKT sous forme totale telles que mTOR, P70S6K, la protéine S6
ribosomale®?, 4EBP1 ou encore GSK3%. De plus, le défaut de phosphorylation de
certaines de ces protéines est en partie dU a une S-nitrosylation d’AKT mais peut étre
également d( a une augmentation du ratio AKTSe#73/AKT™308  traduisant une hyper-
phosphorylation®®. A noter que certaines études montrent cependant une diminution
de la phosphorylation d’AKTSe4735_Cette différence peut étre due au type de muscle
squelettique étudié. Tous ces changements traduisent un défaut de la synthése
protéique au cours du vieillissement.

En ce qui concerne la dégradation protéique, comme énoncé ci-dessus, la voie
PI3K/AKT est impliquée dans la séquestration des facteurs de transcription FoxO.
Cependant, I'implication de ces facteurs de transcription dans la surexpression des
atrogénes au cours du vieillissement est aujourd’hui encore trés controversée.
Certaines études montrent une diminution de la phosphorylation de FoxO suivi d’une
augmentation de la régulation des deux atrogénes dans le muscle de rats agés®®.
Toutefois, d’autres études révélent une diminution de la phosphorylation de FoxO,
suivie d’'une diminution de I'expression de MuRF1 et d’Atrogin-1, excluant le réle de
ces deux atrogénes dans la sarcopénie®’. Le cadre d’étude ainsi que le matériel
biologique utilisés (cellules humaines ou murines) sont différents et peuvent expliquer
les contradictions entre ces différentes études. De plus, la définition de la sarcopénie

varie souvent d’'une étude a l'autre, créant alors un biais (Figure 5).
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Figure 5 : Dérégulations de la voie AKT au cours du vieillissement et conséquences associées
Au cours du vieillissement, 'hyper-phosphorylation d’AKT entraine (1) une hypo-phosphorylation de FoxOs, associée

a une augmentation des atrogénes, bien qu’encore débattu dans la littérature. Ces modifications entrainent une
augmentation de la protéolyse (2)une hypo-phosphorylation des protéines TSC1/2 et GSK3, entrainant une levée de
l'inhibition de ces protéines et a terme un maintien d’'un défaut de la protéosynthése.

Pour conclure sur les dérégulations liées au vieillissement, il semblerait que la
sensibilité de l'activation de 'AMPK soit diminuée, lors d’'une contraction par
stimulation électrique, d’'un exercice ou lors d’un traitement a 'AICAR, entrainant une
diminution de la biogenése mitochondriale®®. La perte d’activité de cette voie associée
a I'age est un facteur important dans la contribution des dysfonctions métaboliques
observées avec le vieillissement. De plus, il a été montré que l'inflammation de bas
bruit observée au cours du vieillissement induisait sa moindre activation. Suite a ces
défauts, les cibles de 'AMPK (Ulk1, FoxO13) sont impactées et les processus,
principalement des processus de dégradation protéique, sont altérés®.
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LA BALANCE PROTEIQUE & LE VIEILLISSEMENT :

En résumé, le vieillissement induit des altérations de cette balance protéique, qui
comprend :

La diminution de I'expression de certaines protéines chaperonnes comme Hsp70.
L’altération du processus d’autophagie, observée par une augmentation des agrégats
protéiques et une diminution de I'activité lysosomale.

~

La moindre sollicitation de la voie PI3K/AKT, observée avec la diminution des protéines

impliquées dans la protéosynthése (nTOR, p70S6K, 4EBP, GSK3).

Une diminution de la sensibilisé de 'AMPK lors d’'une contraction, d’'un exercice ou d’'un

traitement a 'AICAR.

J

1. Le métabolisme mitochondrial

1. Les mitochondries : organites clé du métabolisme

Les mitochondries sont des organites intracellulaires, retrouvées dans toutes les
cellules eucaryotes. Elles possédent leur propre génome circulaire et jouent le réle de
« centrale énergétique », permettant de fournir I'énergie nécessaire a la cellule. En
effet, grace a la chaine respiratoire mitochondriale et aux électrons, elles utilisent le
pouvoir réducteur issu de I'oxydation des molécules organiques afin de former des
molécules d’ATP, I'une des sources d’énergie pour la cellule. Dans le cas des muscles
squelettiques, elles sont essentielles pour fournir 'énergie nécessaire a la contraction

musculaire.

Biogenése — Dynamisme — Fonctions :

La biogénése mitochondriale se caractérise par 'expansion mais également la
division des mitochondries préexistantes au sein d’'une cellule. Le régulateur central
de ce processus est PGC1-a (= Peroxisome Proliferator—Activated Receptor F
Coactivator 1). Il va venir se lier a NRF2 (pour Nuclear Respiratory Factors 2),
entrainant la co-activation de NRF1 (= Nuclear Respiratory Factors 1). Ces deux
facteurs permettent la régulation des génes nucléaires importants pour les fonctions
oxydatives comme les génes codant pour les protéines de la phosphorylation (géne
codant pour le cytochrome C ou encore le complexe IV par exemple). NRF1 et NRF2
permettent également de réguler la transcription de TFAM (= Mitochondrial
Transcription Factor A)®° qui joue un grand role dans la transcription et réplication de
I’ADN mitochondrial®'. Une fois les protéines d’origine nucléaire codées, elles seront
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acheminées vers les mitochondries grace a des protéines chaperonnes®. Dans la
mitochondrie, ces protéines vont venir s’assembler aux protéines d’origine
mitochondriales, synthétisées grace a TFAM, et peut provoquer, lors de la mitose par

exemple, la fragmentation de la mitochondrie par le mécanisme de fission.

La fusion & la fission mitochondriales :

Au sein d’une cellule, le réseau mitochondrial est trées dynamique, permettant
d’avoir une flexibilité afin de s’adapter aux contraintes cellulaires et métaboliques. La
fusion et la fission sont des processus antagonistes et fondamentaux de ce
dynamisme. Brievement, la fission correspond a I'étranglement d’une mitochondrie
mettant en jeu différentes protéines. Elle a lieu pour permettre aux mitochondries
d’entrer dans le processus de mitophagie (détaillée ci-dessous). Ce processus est
initié par la protéine dynamine Drp1%3. On peut le décrire en plusieurs étapes avec i)
le marquage des sites avec hFis1 et Mff:5485 ii) le recrutement de Drp1 sur les sites
de fusion et enfin iii) une constriction et un « pincement » de la mitochondrie afin de
générer deux mitochondries filles. En ce qui concerne la fusion, elle permet de créer
un réseau entre les différentes mitochondries et favorise les échanges entre elles. Elle
est contrélée également par des GTPases que sont les Mitofusines 1 & 2 (= Mfn1 &
Mfn2), et une dynamine nommée OPA1 (= Optic Atrophy 1)%. Il existe deux types de
fusion : la fusion compléte qui correspond a la fusion des membranes internes et
externes des mitochondries et la fusion dite transitoire, qui correspond a la fusion
seulement des membranes externes. Afin de réaliser la premiére, OPA1 s’associe aux
mitofusines®’. Dans le cas de la deuxiéme, on observe un clivage d’'OPA1, inhibant la
formation du complexe OPA1-mitofusines.

Au sein d’'une cellule, on observe une fine régulation de la balance entre fusion et
fission mitochondriale (Mfn2/Drp1) qui va impacter des fonctions cellulaires comme la
fragmentation du réseau mitochondrial, le processus d’apoptose, la production des
ROS, la réplication de ’ADN mitochondrial.

Comme décrit ci-dessus, ces deux processus permettent des changements de
forme des mitochondries ainsi que de leur organisation en réseau. De cette maniére,
on peut ainsi observer au sein du muscle squelettique deux populations, différant par
leurs localisations et leurs fonctions. On retrouve les mitochondries sub-

sarcolemmales (= les mitochondries SS), localisées sous la membrane plasmique des
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cellules musculaires, et les mitochondries inter-myofibrillaires (= les mitochondries
IMF) localisées entre les myofibrilles de la fibre musculaire®. Il a été montré que ces
deux populations de mitochondries, pourtant distinctes, interagissaient entre elles, via
une continuité physique®. Au niveau de leur forme, les mitochondries SS sont plut6t
sphériques et isolées alors que les mitochondries IMF sont tubulaires, allongées et
ramifiées. A noter que la taille ne semble pas différer entre ces deux populations de
cellules. Concernant leurs fonctions, les mitochondries IMF, par rapport aux SS, ont
une expression plus importante des protéines des complexes de la chaine respiratoire,
du transport et de la métabolisation des protéines, leur conférant une meilleure
production d’énergie mais également une capacité de phosphorylation oxydative

supérieure®.

La mitophagie :

Les mitochondries altérées sont éliminées par le processus d’autophagie, appelé
dans ce contexte : la mitophagie. Ce processus permet donc de renouveler les
mitochondries afin de maintenir ’homéostasie cellulaire. Plus, en détail, quand une
mitochondrie est altérée dans la cellule, PINK1 (= PTEN-Induced Putative Kinase 1)
s’accumule sur la membrane externe de la mitochondrie. Cette accumulation est
considérée comme le signal de dégradation et va permettre le recrutement de Parkin,
une E3 ligase, par VDAC. Cette E3 ligase ubiquitine les protéines présentes a la
surface de la membrane externe des mitochondries. De la méme maniére que pour
I'autophagie des protéines, ces marques d’ubiquitination vont se lier au « récepteur »
p62 et a LC3-I entrainant la formation de I'autophagosome et sa dégradation. Le
rapport Parkin/VDAC est alors un bon marqueur du potentiel mitophagique.

-

LES MITOCHONDRIES :

Pour résumer :

La biogenése mitochondriale peut se définir par la croissance et la division des
mitochondries préexistantes.

L’autophagie de la mitochondrie est nommée mitophagie et permet la dégradation des
mitochondries endommagées et assurent le renouvellement.

Le réseau mitochondrial est dynamique, grace au processus de fission et fusion.

Deux sous populations de mitochondries sont présentes dans le muscle : les SS et les
IMF.

~

/
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2. Les altérations au sein des mitochondries liées au cours du vieillissement

Le vieillissement est associé a une accumulation des mitochondries. Il existe des
altérations au niveau : i) de la morphologie, ii) de la quantité des mitochondries, iii) de
la qualité des mitochondries et enfin iv) dans le processus de mitophagie. Nous allons
dans cette sous partie détailler toutes ces altérations.

Gouspillou et ses collaborateurs ont observeés, en 2015, que les deux populations
de mitochondries subissent des modifications au niveau de leur morphologie. En effet,
dans un muscle gastrocnemius de souris ageée, les mitochondries SS sont plus
grandes et moins circulaires/globulaires alors que les mitochondries IMF sont plus
longues et beaucoup plus complexes. Ces observations sont expliquées par un ratio
fusion/fission altéré, en faveur de la fusion, au cours du vieillissement’'. Ces
changements de forme mitochondriale impactent leur fonction et induit des

dysfonctionnements cellulaires.

Concernant la quantité des mitochondries, une étude démontre une diminution du
contenu mitochondrial dans les muscles squelettiques des souris 4gées’2. Cependant,
ce résultat est controversé par des travaux qui démontrent que celui-ci est identique
entre les muscles squelettiques d’une souris jeune ou agée’'. Ces divergences de
résultats peuvent étre expliqués par une différence dans les approches utilisées. En
effet, le contenu mitochondrial est calculé de différentes manieres : i) mesure des
protéines ou enzymes mitochondriales telles que la citrate synthase du cycle de Krebs,
les protéines des complexes de la phosphorylation oxydative, ii) le marquage de la
SDH, iii) quantification de la densité en mitochondries par TEM et iv) le contenu en
ADNmt (= ADN mitochondrial).

En plus de I'impact sur la quantité mitochondriale, 'dge va également influencer la
qualité des mitochondries, engendrant des pertes de fonction au niveau de la
biogenése mitochondriale et de sa réponse en demande énergétique. En effet, comme
expliqué précédemment, les mitochondries sont le réservoir énergétique de la cellule
grace a la production de la molécule phare : 'ATP. Une étude démontre que cette
production ne cesse de diminuer au cours du vieillissement’3. En effet, les activités de

certains complexes de la chaine respiratoire sont diminuées. Ces altérations entravent
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les capacités des mitochondries a transférer efficacement les électrons le long de la
chaine respiratoire’, diminuant les capacités des phosphorylations oxydatives’®,

Enfin I'élimination des mitochondries, par le processus de mitophagie, est
primordial dans le bon fonctionnement cellulaire. En effet, il permet d’éviter I'induction
de dommages provoqués par les mitochondries défectueuses. Comme cité ci-dessus,
le rapport Parkin/VDAC est alors un bon marqueur du potentiel mitophagique. Alors
gu’au cours du vieillissement, le contenu et la localisation des protéines impliquées
dans la mitophagie (Parkin, p62, LC3-1l et Fis1) ne sont pas impactées’®’7 | le potentiel
mitophagique’” mais également les étapes en aval du processus, nécessitant le
lysosome’®, sont altérées. Ces altérations contribuent, alors, a I'accumulation des

mitochondries dysfonctionnelles au cours du vieillissement.

-

ALTERATIONS DES MITOCHONDRIES LIEES AU VIEILLISSEMENT :

En résumé, on observe différentes altérations liées au vieillissement au sein du réseau
mitochondrial :

-

Les mitochondries sont de plus grande taille.

Bien que controversé dans la littérature, le contenu mitochondrial semble diminué.
Une perte de certaines fonctions mitochondriales comme la biogenése mitochondriale
ou la production d’ATP est observeée.

La perte du potentiel mitophagique ainsi que des étapes impliquant le lysosome
induisent une accumulation de mitochondries défectueuses.

~

J

lll. Larégénération musculaire

Lorsqu’un organe subit des agressions ou des traumatismes, deux possibilités sont
observées. Il peut soit régénérer afin de reformer des cellules matures qui permettent
de maintenir une fonction, soit il réalise un processus de cicatrisation qui permet de
combler la perte des cellules matures suite a la blessure mais ne permet pas de
maintenir les fonctions intactes. Si 'organe subit un nombre important de lésions ou
des lésions trop invasives, la cicatrisation devient majoritaire et apparait un
phénomeéne de fibrose. Nous allons détailler dans un premier temps les processus de
régenération musculaire ainsi que les altérations observées au cours du vieillissement
puis dans un second temps, nous allons rapporter le phénoméne de fibrose et les

dérégulations liées au vieillissement.
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Le muscle est un organe soumis a de nombreux dommages tout au long de la vie
d’'un individu tels que des traumatismes meécaniques (dénervation, contusion,
lacération, déchirure) ou encore des agents toxiques (cardiotoxine, BaCly,
neurotoxine, lidocaine et bupivacaine)’®. Pour y faire face, le muscle est I'un des seuls
organes chez le mammifére a posséder une grande capacité de régénération’®. Dans
le muscle squelettique, ce processus est apparenté au programme de myogenése
retrouvé lors de I'embryogenése et dure entre 14 et 21jours pour retrouver une
morphologie et une fonction musculaire compléte, chez la souris. Cependant, il existe
des différences avec I'embryogénése, notamment au niveau du
microenvironnement avec la présence des cellules immunitaires sur le site de Iésion.

La régénération musculaire est un processus coordonné, avec différentes phases
ayant lieu en paralléle les unes des autres. On retrouve i) une phase inflammatoire,
caractérisée par une phase de dégénération des fibres Iésées, une nécrose des fibres
musculaires, associée a une infiltration des cellules immunitaires, ii) une phase de
régénération, marquée par une activation, une prolifération et une différenciation des
cellules satellites afin de reformer de nouvelles fibres régénérantes, enfin iii) une phase
de remodelage et de réparation du tissu Iésé avec une réorganisation du tissu
extracellulaire, nerveux et vasculaire®. Cette derniére phase est caractérisée par un
remodelage du tissu conjonctif associé a de I'angiogenése et enfin par la récupération
fonctionnelle des muscles squelettiques blessés. Cette derniere phase est assez
lointaine dans le processus de régénération musculaire qui nous intéresse dans ce

manuscrit et ne sera pas détaillée.

La capacité de régénération musculaire réside principalement sur les cellules
souches du muscles, appelées cellules satellites. Nous allons dans un premier temps
décrire les difféerentes caractéristiques des cellules souches, puis détailler les
différentes phases de ce processus régénératif.

1. La cellule responsable de la régénération : la cellule satellite

Les cellules satellites sont les cellules souches spécifiques du muscle et ont été
découvertes en 1961 par Alexander Mauro par microscopie électronique®’. Elles sont

localisées entre la lame basale et la membrane des fibres musculaires et sont
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caractérisées par différents marqueurs qui ont permis de les étudier comme cMet,
Pax7%2, a7/B1 integrin, CD3483, Syndecan3 et 484, M-cadherin®, caveolin-1, VCAM et
CXCRA4.

Dans cette partie nous allons détailler les différentes caractéristiques que

possedent les cellules souches musculaires.

2 L ’hétérogénéité de la population :

Longtemps considérée comme une population homogéne, beaucoup d’études
démontrent qu'il existe « différentes » populations de cellules satellites. En effet, les
cellules satellites exprimant CD34*/Myf5*/M-cadherin® ne représentent que 80% de la
population totale de cellules satellites. Un petit pourcentage des cellules satellites est
CD34/Myf5-/M-cadherin- et est impliqué dans la maintenance du pool de ces cellules®3.
En effet, une étude a démontré que des cellules satellites Myf5", localisées a proximité
de la lame basale, sont capables de se diviser de maniere symétrique et asymétrique
(détaillé ci-dessous), permettant le maintien du réservoir des cellules souches
musculaires. |l semble important de noter que ces cellules sont capables de donner
les deux types de cellules satellites: Pax7*/Myf5" (cellules engagées dans le
processus myogeénique) et Pax7*/Myf5™ (cellules responsables du maintien du pool de
cellules souches)®. Enfin, une étude menée par Chakkalakal et ses collaborateurs a
montré qu’au sein du pool de cellules souches, dés la naissance, certaines cellules
ont un grand potentiel d’auto-renouvélement alors que d’autres possédent un grand
potentiel de division cellulaire avec une entrée en différenciation. Ces deux populations

réapparaissent aprés une blessure ou une agression musculaire®’.

- L’état de quiescence :

Dans un muscle non Iésé, les cellules satellites sont caractérisées par un état de
quiescence (Pax7*/Ki67°). Cet état de quiescence est un arrét transitoire et réversible
du cycle cellulaire pendant la phase G1. Ces cellules quiescentes présentent
différentes caractéristiques qui permet de les identifier : i) une plus petite taille, ii) un
contenu faible en ARN et protéines et iii) des besoins énergétiques inférieurs a des
cellules prolifératives®. De ce fait, elles ont une faible activit¢ mitochondriale et
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possédent principalement un métabolisme oxydatif (oxydation des acides gras et du
pyruvate)®®. En plus de ces différentes caractéristiques, ces cellules expriment
différents marqueurs tels que M-cadherin, 'ozd4 ou encore I'endothelin3 et le
Chordin-like 3%. Par exemple, I'expression de la Calcr permet de réguler la quiescence
par la signalisation AMPc/PKA. De plus, I'absence de I'antigéne Ki67 peut participer a
cette identification.

Plusieurs processus clés permettent de maintenir cet état de quiescence. Tout
d’abord, la cellule surexprime des Cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKi)%
permettant un arrét du cycle cellulaire. En effet, comme le montre l'article de
Chakkalakal et ses collaborateurs en 2014, I'expression de la CDKi « p27 » dans un
sous-ensemble de cellules satellites permet de maintenir un état dit « primitif »%”. La
cellule va également exprimer la protéine Sprouty-1°' qui permet d’inhiber la
signalisation FGF-2 (= fibroblast growth factor 2, molécule impliquée dans I'activation
et la prolifération des cellules satellites)®”. L’expression de cette protéine permet
également a un certain nombre de cellules, aprés une activation, un retour a I'état de
quiescence, confirmé chez des souris délétées pour Sprouty-1°'. Pour finir, les cellules
souches expriment différents génes permettant d’inhiber la myogenése, de bloquer
leur activation ou encore de maintenir un état de quiescence par arrét du cycle
cellulaire®.

En plus de I'expression de ces différentes protéines, ces cellules quiescentes vont
étre « immobilisées », au sein de la niche, grace a plusieurs protéines. Ainsi, la M-
cadhérine, une protéine présente sur les cellules satellites, permet une liaison entre
les cellules et la membrane des myofibres®, de méme que pour ar-integrin et pi-
integrin. Enfin, ces cellules quiescentes vont fortement exprimer les Tissue Inhibitors
of MetalloProteinases (= TIMPs), des inhibiteurs de métalloprotéases, les séquestrant
dans la niche.

Longtemps considéré comme étant des cellules inactives, différentes études ont
pu démontrer qu’il existait au sein de cette population une hétérogénéité. Tout d’abord,
Rocheteau et ses collaborateurs ont pu démontré qu’il existait une expression
différentielle de Pax7 (= paired box 7) au sein de la population des cellules satellites
quiescentes®. Ce facteur de transcription (marqueur connu des cellules satellites dont

I'expression est diminuée lors de la différenciation), peut-étre exprimé de maniére
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importante dans certaines cellules satellites (= Pax;"9"). Ce haut niveau de Paxy
témoigne d’'un état de quiescence plus profond (état de quiescence « dormant »)
puisque les cellules mettent plus de temps a s’activer, s’engagent moins dans le
lignage myogénique et possédent une activité meétabolique plus faible que les cellules
ayant une plus faible expression de cette protéine (=Pax7'°%). On peut donc énoncer
I'existence d’un continuum de I'état de quiescence, défini, en partie, par I'expression
de Pax;%. De plus, concernant ce facteur de transcription, il a été également défini
comme essentiel pour la régénération musculaire puisque sa perte, dans les cellules
myogéniques, entraine une altération des processus de régénération associée a une
baisse du nombre de cellules Pax7* et/ou CD34" retrouvées sur les nouveaux
myotubes formés. De plus, un petit nombre de ces cellules présente dans la niche sont
suffisantes pour initier la régénération et la réparation musculaire. A noter qu’une
absence de ces cellules n'impacte pas la physiologie du muscle en condition basale®*.
Une blessure ou un challenge semble nécessaire pour que la cellule satellite devienne
indispensable.

Ensuite, il existe une transition dynamique dans I'état de quiescence. Rodgers et
ses collaborateurs parlent d’'un cycle de quiescence au sein du cycle cellulaire lui-
méme. Ce cycle de quiescence comprend deux phases : la phase de quiescence
« classique » Go et une phase de quiescence G0/G1, nommée également Gajert. Les
cellules quiescentes en « alerte » sont présentes dans le muscle de la patte
controlatérale de celle de la blessure®. Cet état est réversible et les cellules sont
capables de retrouver des propriétés des cellules quiescentes « classiques ».
Cependant, quand les cellules se retrouvent dans cet état Gaert, €lles possédent des
caractéristiques a l'interface entre des cellules quiescentes et des cellules activées.
En effet, par rapport a des cellules quiescentes « classiques », elles présentent une
augmentation de leur taille, une entrée plus rapide dans le cycle cellulaire et une
augmentation de I'activité mitochondriale®®. De plus, ces cellules ont des capacités
accrues pour la régénération musculaire. A noter que ces cellules sont toujours
caractérisées par un état de repos. Seulement, cet état Gaert prépare la cellule a une
activation potentielle. La transition entre ces deux états est sous le contréle de la
signalisation mTORC1%. Plus en détails, certains facteurs systémiques qui
apparaissent dans la circulation générale apres une blessure (comme par exemple
HGFA) permettent une activation de la voie cMet-mTORC+%. L’activation de cette voie

permet aux cellules d’acquérir ce phénotype particulier (Gaert). De plus, une étude
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menée par Rodgers et ses collaborateurs en 2014 démontre qu’une inhibition de la
voie mTORC1 entraine une absence de I'état Gaiert €t Une insensibilité a la blessure®.

- La capacité d’auto-renouvélement :

Comme toutes cellules souches, les cellule satellites ont la capacité de maintenir
un pool nécessaire pour d’autres blessures par la capacité d’auto-renouvélement. Ces
cellules diminuent I'expression de MyoD, augmentent celle de Pax7 et enfin sortent du
cycle cellulaire®’. L’auto-renouvélement est possible grace a deux types de divisions :
la division symétrique et la division asymeétrique.

La division asymétrique permet d’obtenir une cellule qui entre dans le programme
myogénique et une cellule qui reste a I'état « primitif » ce qui permet de maintenir le
pool de cellules souches musculaires. Elle dépend, en partie, de I'expression de
certaines protéines au sein des cellules comme par exemple Myfs®. En effet, les
cellules qui expriment ce facteur s’engagent dans la prolifération puis dans la
différenciation myogénique alors que celles qui ne I'expriment pas vont étre capables
de reformer le pool de cellules souches quiescentes. Cette division asymétrique est
permise, également, par la position des cellules. En effet, on dit que la division a une
position apico-basale et est donc perpendiculaire a la myofibre. De cette maniére, une
des deux cellules reste attachée a la lame basale, et correspond a la cellule Myfs".
L’autre cellule fille va étre poussée vers la myofibre et correspond a la cellule Myfs*86.

La division symétrique, quant a elle, ne permet que le maintien du pool de cellules
souches. En effet, les deux cellules filles, lors de cette division, vont rester a I'état de
quiescence. De la méme maniére que pour les divisions asymétriques, la position des
cellules impacte cette division symétrique. Elle est planaire, ce qui signifie que la
cellule est paralléle a la myofibre. De cette maniere, les cellules restent en contact

direct avec la lame basale et les myofibres hotes (Figure 6).
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Position Position apico/

planaire basale
Lame Basale
Myf5-
Myf5*
Myofibre
Division Division
symétrique asymétrique

Figure 6 : La division asymétrique et symétrique des cellules satellites.

Lors d’'une division symétrique, les cellules satellites sont en position planaire.

Lors d’une division asymeétrique, les cellules satellites sont en position apico-basale. La cellule restant attachée a la
lame basale est Myfs et celle qui entre dans le programme myogénique est Myfs*.

- La capacité de migration :

L’'une des dernieres caractéristiques des cellules satellites est leur capacité de
migration. En effet, la cellule satellite est capable de réaliser le processus de migration
sur quelques millimétres vers le site de lésion. Cette fonction n’est possible seulement
qu’'apres l'activation de la cellule satellite, suite a une blessure ou une agression
musculaire.

La cellule au sein de la niche est immobilisée. Afin de réaliser cette migration, la
cellule va devoir se détacher. Ainsi, ces cellules activees sécretent des
métalloprotéases (= MMPs) pour dégrader la matrice-extracellulaire et réaliser le
processus de migration. Parmi ces MMPs, on retrouve la MMP-1 qui dégrade le
collagéne |, Il, lll et les MMP-2/9 qui dégradent le collagéne IV®8. A noter que la
fibronectine, le collagéne ainsi que la laminine (composants majeurs de la lame
basale) sont des protéines essentielles pour la migration de ces cellules®'%°. De plus,
comme dit précédemment, les cellules souches activées expriment la protéine CD34

(= marqueur des cellules souches musculaires) qui jouent un réle dans la motilité des
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cellules vers le site de lésion. En effet, des études montrent que des souris dépourvues
de la protéine CD34 voient leurs cellules satellites initier leur migration mais la distance
parcourue par les cellules est plus courte (défaut dans la vitesse de migration)°".
Enfin, la perte de CD44, une autre protéine de surface, conduit a une diminution de la
motilité des myoblastes, soulignant I'importance de cette protéine dans ce processus

de migration'2,

LA REGENERATION MUSCULAIRE : LA CELLULE SATELLITE \
La capacité de régénération musculaire réside principalement dans les cellules satellites
(= cellules souches musculaires).
Cette population posséde différentes capacités intrinséques :
- Le maintien d’'un état de quiescence
- La capacité d’auto-renouvélement grace a deux types de division : la division
asymeétrique et la division symétrique
- La capacité de migration

/

2. Les différentes phases de la régénération

Comme cité précédemment, la régénération musculaire comprend trois grandes
phases dont la phase de régénération et la phase inflammatoire. Bien que les cellules
inflammatoires soient les premiéres arrivées sur le site de Iésion, nous détaillerons en
premier la phase de régénération impliquant les cellules myogéniques et dans un

second temps la phase inflammatoire.

a. La phase régénérative de la régénération musculaire

La deuxiéme phase de la régénération est appelée la phase régénérative. Elle
correspond a une succession de trois étapes contrdlées par des facteurs régulateurs
myogéniques (= les MRFs). La premiére étape correspond a l'activation des cellules
satellites quiescentes et a la prolifération des myoblastes. Cette étape est contrbélée
par I'expression de MyoD et de Myfs. La deuxiéme étape correspond a la phase de
différenciation. On voit apparaitre alors I'expression de MRF4, la myogenine et MEF2,
permettant la fusion musculaire. Une fois cette fusion musculaire réalisée, les
myotubes entrent dans la troisieme et derniére phase : la différenciation terminale. Elle
permet de passer de myotubes multinucléés a des fibres matures et fonctionnelles
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avec l'apparition de I'expression des différentes myosines (MyHC) et de la créatine
kinase musculaire (CKM) (Figure 7). Dans cette sous-partie, nous allons détailler ces

trois étapes.

Blessure

W

Architecture
réparée

///)%

Prolifération Différenciation

Infiltration
cellules
immunitaires

Muscle
squelettique

Pax 7

Cellules satellites

Myf5

Cellules satellites activées

Myoblastes & Myocytes MyoD

(CJONO,

Myotubes Myogenine/ MRF4/MEF2

!3 Cellules immunitaires i

Figure 7 : Expression des différents génes de la myogenése pendant les étapes de la phase régénérative

i) L’activation des cellules satellites

Aprés une blessure, les cellule satellites quiescentes vont étre activées par
différents signaux et expriment MyoD* ou Myfs".

Le premier signal concerne les facteurs libérés par la matrice extracellulaire (= la
MEC) et les cellules endothéliales. En effet, ils sécrétent des facteurs de croissance
dont I'IGF1'%3, le HGF (= Hepatocyte Growth Factor)'°*1%, le FGF-2 et le FGF-6 (=
Fibroblast Growth Factor-2/6) qui vont interagir avec les cellules satellites entrainant
leur activation. Par exemple, le FGF2 se fixe sur la cellule satellite via le récepteur
syndecan-4, présent au niveau de la membrane plasmique provoquant une
augmentation transitoire de calcium intracellulaire via TRPC (= transient receptor
potential cation channels). Le facteur de transcription NFATC (= Nuclear factor of
activated T-cells) va alors étre transloqué dans le noyau et activer I'expression de
génes responsables de l'activation de la cellule, qui devient MyoD™ (= marqueur des
cellules activées et proliférantes)'%¢. Une autre étude confirme le role de I'axe FGF-
2/Syndecan-4 dans cette premiére étape et démontre que I'absence de la protéine
Syndecan 4 induit un défaut dans l'activation des cellules satellites ainsi qu’une
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altération dans les processus de régénération, indiquant son role essentiel dans cette
étape'?’. Par ailleurs, dans la famille des FGFs, le FGF-6 est surexprimé dans les
muscles au cours de la régénération. Des souris mutantes pour FGF6 (FGF67)
présentent une altération des capacités de régénération, corrélée a une diminution de
la présence des cellules MyoD* et Myogenine*'.

Enfin, les cytokines pro-inflammatoires libérées sur le site de lésion telles que le
TNFo permettent également I'activation des cellules satellites. En effet, lors d’'une
blessure, les myotubes libérent cette cytokine qui va inhiber les voies impliquées dans
le maintien de I'état de quiescence des cellules satellites, conduisant ainsi a leur

activation 99,

ii) La prolifération des myoblastes

Lorsque les cellules satellites ont été activées par les différents stimuli, elles vont,
via leur capacité de migration, atteindre le site de la |ésion musculaire. Les cellules
satellites vont alors entrer dans le cycle cellulaire afin de proliférer et d’augmenter le
pool de cellules myogéniques nécessaires a la régénération. La cellule, appelée
maintenant un myoblaste, se met a exprimer des marqueurs spécifiques comme la
desmine, Myf5, MyoD ou encore PCNA ( = proliferating cell nuclear antigen)''°. De la
méme maniére que pour l'activation des cellules satellites, les cellules endothéliales
et la MEC vont libérer des facteurs comme le VEGF qui vont favoriser la croissance et
la prolifération des myoblastes''’. Nous avons présenté CD34 comme une protéine
membranaire participant a la migration mais cette protéine permet également d’initier
le processus de prolifération. En effet, chez les souris déficientes pour cette protéine,
on observe une diminution de l'incorporation de BrdU aprés une blessure a la
neurotoxine (= NTX) associée a une diminution des cellules entrées dans le cycle
cellulaire. Enfin, dans cette étude, les cellules expriment moins le facteur MyoD'0".
Toutes ces perturbations conduisent a une moins bonne régénération musculaire chez

ces souris.

iij)  La différenciation :

Aprés plusieurs cycles de prolifération et une fois que le nombre de cellules

myogeéniques est suffisant, ces cellules quittent le cycle cellulaire et commencent alors
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a se différencier. Cette étape est primordiale pour le bon déroulé de la régénération
musculaire. Elle est gouvernée par des facteurs régulateurs myogéniques. Ce sont
des facteurs faisant partie de la famille des facteurs de transcription spécifiques a
hélice-boucle-hélice basique dont fait partie MyoD et Myogenine. lls vont coopérer
avec les membres de la famille des MRF2 dans l'activation de différents génes
spécifiques de la différenciation tardive comme la créatine kinase ou la myosine a
chaine légére.

En plus du réle des CDKi dans le maintien d’un état de quiescence, ces protéines,
dont fait partie p21 (= inhibiteur de la CyclinD1), vont étre exprimées afin d’initier la
différenciation musculaire et permettre a la cellule de sortir du cycle cellulaire. La
cellule va alors, dans un premier temps, produire des facteurs myogeéniques, puis dans
un second temps, des protéines permettant la contractilité comme la myosine, la CKM,
I'a-actinine et la troponine. De plus, I'expression de cette CDKi p21 permet de stabiliser
et d’accumuler le facteur MyoD''? et ainsi d’activer I'expression des génes cibles
comme de la créatine kinase, essentiels a la différenciation’'. La stabilisation et
activation du facteur myogénique MyoD est également faite pas la voie
Calceurine/MEF2C. Cette voie est activée par 'augmentation de calcium retrouvée

dans un cas de régénération musculaire'4.

iv) La fusion :

Enfin, une des dernieres étapes importantes est la fusion des myoblastes. Cette
étape comprend i) la reconnaissance des cellules entre elles, ii) 'adhésion des
cellules, iii) la réorganisation du cytosquelette et iv) la fusion des membranes. Il existe
deux types de fusion : la fusion précoce, comprenant la fusion de cellule a cellule et la
fusion tardive, correspondant a la fusion avec des myotubes naissants. Cette fusion
est permise grace a plusieurs protéines donc myomarker et myomixer. Une absence
d’'une de ces protéines induit une régénération incompléte associé a des défauts de
fusion des myotubes (=cellules mononucléées), sans altération de I'expression des

génes de la différenciation’5:116,
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b. La phase inflammatoire de la régénération musculaire

La phase inflammatoire de la régénération musculaire est caractérisée et
reconnue par la présence de cellules inflammatoires. Cette réponse est indispensable
a la régénération. En effet, un défaut de cette réponse, comme par exemple I'absence
de l'infiltration du muscle par les macrophages, induit une altération des processus
régénératifs associée a une régénération dite incompléte''”.

Cette phase inflammatoire est régie par une cinétique trés précise en termes
d’infiltration du muscle par les différentes cellules inflammatoires. Briévement, la
premiére vague cellulaire correspond aux neutrophiles (un jour aprés la blessure),
suivis des macrophages de type M1 (a partir du deuxiéme jour) pour finir enfin avec
les macrophages de type M2 (apparition entre 4-7 jours apreés la blessure)''8. D’autres
cellules inflammatoires pénétrent également dans le muscle lésé et impactent la
régénération tels que les lymphocytes T CD8, les lymphocytes régulateurs, ou encore
les éosinophiles. Cependant, ce manuscrit de thése se concentre essentiellement sur
les neutrophiles et les macrophages, étant donné que ce sont les premiéres cellules a
arriver sur le site de Iésion. Nous allons détailler dans cette sous-partie, la cinétique
d’apparition de ces différentes populations et le réle de chaque population cellulaire

inflammatoire dans le processus de régénération musculaire.

Lors d’'une lésion musculaire, la premiére phase correspond au nettoyage de la
zone lésée et des fibres nécrotiques. Pour cela, le premier senseur est le systéme du
complément''®. Quelques secondes aprés la lésion, ce systéme s’active au contact
des fibres nécrosées et permet, en partie, l'infiltration de cellules immunes telles que
les macrophages et les neutrophiles. Les mastocytes et les neutrophiles résidents,
quant a eux, s’activent également, dégranulent et sécrétent des cytokines pro-
inflammatoires'?° comme le TNFa (=Tumor Necrosis Factora), I'lL-1 (= I'interleukine-
1), I'IFNy (=l'interféron-y) ainsi que des chimiokines tel que le CCL2 (= Monocyte
Chemokine Protein 1 (MCP+)) et le CXCL1'?'. Ces chimiokines vont alors permettre,
dans un premier temps, I'extravasion des neutrophiles (CD11b"9"/Ly6G*/F4/80)
présents dans la circulation générale vers le site de lésion. La présence de ces
cellules, dont l'infiltration est rapide'?? (apparition vers 2 heures aprés la blessure avec
un nombre maximal a 6-24 heures), est obligatoire puisque une souris dépourvue de

neutrophiles voit sa régénération ralentie au cours d’une blessure musculaire’?. Ces
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cellules permettent la clairance des débris des fibres musculaires nécrotiques en
libérant des radicaux libres de I'oxygéne, des cytokines ou encore des protéases'?.
Parmi les cytokines sécrétées, on retrouve des cytokines pro-inflammatoires telles que
le TNFa. ou I'IFNy'2%, I'lL-1 et I'lL-8 (= I'interleukine-8)'%¢. Ces cytokines libérées par
les neutrophiles, associées a l'axe CCR2/CCL2, vont induire une entrée des
monocytes circulants (CCR2*/Ly6G*/CX3CR 1'°% )'27 sur le site de Iésion. Il semble
important de noter que la deuxiéme population de monocytes circulants'?,
caractérisée par les cellules CCR2/Ly6G/CX3CR"", ne peut s'infiltrer dans le
muscle |ésé et reste dans la circulation générale. La chimio-attraction de ces cellules
par le biais de cet axe est primordiale pour la régénération puisque chez des souris
dépourvues du récepteur CCR2'?° ou de la chimiokine CCL2130.131.132 | recrutement
des cellules immunitaires est retarde, entrainant un défaut de régénération. Il existe
également deux autres voies, moins importantes, pour cette chimio-attraction : i) via
I'axe de I'activateur du plasminogéne de type urokinase (UPA)' et ii) via I'axe de la
chimiokine CXCL16"34,

L’'arrivée en masse des macrophages, cellules de I'immunité adaptative,
marque donc la deuxiéme étape. Parmi cette population cellulaire, il est connu
aujourd’hui qu'’il existe deux phénotypes de macrophages, possédant des rdles bien
distincts : les macrophages de type | (= M1) et les macrophages de type Il (= M2). Ces
deux types cellulaires ont des rbles bien définis dans la régénération musculaire et
n‘apparaissent pas au méme moment. Plus en détail, une fois que les macrophages
Ly6C™ arrivent sur le site, les difféerentes cytokines pro-inflammatoires présentes, en
particulier le TNFa et I'IFNy, vont permettre leur activation vers un phénotype pro-
inflammatoire M1'?7, via la voie STAT1'35. Ces macrophages sont caractérisés par
différents marqueurs tel que Ly6C*, CD68*, IL12Md" |L10'°% CD163. Deux jours aprés
la blessure, le nombre de ces macrophages est maximal. lls vont prédominer pendant
les phases précoces de la régénération et permettre de nettoyer la zone lésée, en
association avec les neutrophiles et en sécrétant différentes molécules comme le
monoxyde d’azote (=NO). Le NO permet d’'induire I'apoptose des débris cellulaires.
Cette libération de NO a un double rble dans la régénération musculaire puisque
suivant sa concentration, il peut soit infliger des dégats aux cellules impliquées dans
la régénération (comme les macrophages ou les myoblastes présents), soit les
protéger des dommages oxydatifs'36.
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Une fois que le nombre de myoblastes est maximal et que le site de lésion est
nettoyé, une transition vers les phases tardives de la régénération s’opére. Dans ce
cadre, il est important de freiner la réponse inflammatoire puisqu’une forte présence
de macrophages et neutrophiles’®” ou des molécules libérées par ces cellules comme
le NO a ce stade peuvent induire des dommages tissulaires’®8. Pour cela, les cellules
inflammatoires laissent place aux cellules ayant un phénotype anti-inflammatoire.
Cette transition marque le début de la troisieme phase.

Entre le 4°™e et 7™ jours aprés la blessure, les macrophages de type | vont
étre remplacés par les macrophages de type Il (Ly6C/CX3CR4"9"/CD687/IL12'°Y,
IL10M9"/CD163*). DO a I'expression importante d’effecteurs anti-inflammatoires tels
que le TGFB1 (= Transforming Growth Factor 1) et de I'lL-10 (= interleukine-10), ils
sont caractérisés comme des macrophages anti-inflammatoires. Ce « shift » de
macrophages est important pour la régénération musculaire, puisqu’une absence de
cette population a un temps donné induit un ralentissement de la régénération'?7:139,
Cependant, certaines études soumettent I'hypothése que cette absence de
régénération dans ces études est dd, en partie, a 'absence de macrophages de type
M1, délétés en méme temps que les macrophages de type M2.

Plusieurs mécanismes sont a l'origine de ce « shift » de macrophages : i) la
phagocytose, ii) les molécules libérées et iii) les voies activées. Concernant les
fonctions cellulaires, la phagocytose réalisée par ces macrophages peut contréler
cette transition de phénotype. Brievement, apres phagocytose d’une fibre lésée ou
d’'un neutrophile apoptotique, le macrophage va se mettre a diminuer I'expression des
cytokines pro-inflammatoires (comme le TNFa, IL13) et a exprimer les cytokines anti-
inflammatoires tel que le TGFB. La liaison entre le macrophage et la cellule
apoptotique permet donc le changement de phénotype des macrophages et a donc
des propriétés anti-inflammatoires'?”:149, A contrario, si le macrophage phagocyte un
neutrophile lysé, le changement de sécrétion ne s’opére pas et son phénotype reste
pro-inflammatoire’’. Pour ce qui est des molécules libérées, un role de I'lGF1'4? mais
aussi de I'lL-10 ont été énoncés. L’IL-10 inhibe l'activation et la cytotoxicité des
macrophages M1'43, permettant I'arrivée des macrophages M2 exprimant le CD163"44.
Une autre étude confirme son rdle sur les macrophages M1 puisque des souris
déficientes pour cette cytokine présentent une expression de certaines cytokines pro-
inflammatoires, reflet du phénotype des macrophages M1, augmentée avec une
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diminution de I'expression des marqueurs des macrophages M2 (comme le CD163 et
Arginase 1). Cette observation témoigne de son role important dans le changement de
phénotype des macrophages observé au cours de la régénération.

Enfin, lors de ce « shiff » macrophagique, certaines voies de signalisation sont
activées. C’est notamment le cas pour la voie de TAMPK qui permet de supprimer les
réponses pro-inflammatoires (observées par la diminution de la production des
cytokines IL-6 et TNFa) et favorise la polarisation des macrophages vers un phénotype
anti-inflammatoire. En absence de cette protéine, on n'‘observe aucun changement

phénotypique de macrophages'46.147.

Comme les macrophages M1, les macrophages M2 vont avoir différents réles
lors des phases inflammatoires qui précédent la régénération du muscle Iésé. En effet,
ils libérent des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10, I'lL-14 (= interleukine-
14) et I'lL-13 (= interleukine 13) qui vont inhiber la réponse inflammatoire au niveau
local. De plus, les récepteurs présents sur le macrophage M2, CD163 et CD206, jouent
un role dans la régénération musculaire elle-méme. En effet, le récepteur CD163,
exprimé de maniére spécifique sur les macrophages de type M2 permet de faciliter la
régénération musculaire. Ainsi, lors du processus de régénération, I’hémolyse au sein
des tissus lésés induit une augmentation locale et toxique de I'hémoglobine. Si elle
n’est pas prise en charge, elle peut accentuer les dommages tissulaires. Le récepteur
CD163 permet de fixer cette hémoglobine et de la dégrader'8. Ce récepteur permet
donc de limiter les dommages tissulaires créés lors des processus de régenération et
a donc un role anti-inflammatoire’#®. Le deuxiéme marqueur des M2, le récepteur
CD206 (=récepteur au mannose), quant a lui, participe au retour a ’homéostasie
tissulaire. En effet, les cytokines anti-inflammatoires présentes sur le site vont
permettre une meilleure expression de ce récepteur par les M2, entrainant une
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires qui désactivent rapidement les cellules pro-

inflammatoires.

De maniére générale, il est important de souligner que la régénération est un
processus extrémement coordonné. Si une étape est manquante, mal réalisée ou peu
contrblée, que ce soit une étape pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire, la

régénération se voit altérée ou méme manquante.
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c. Interactions entre les cellules myogéniques et les cellules immunitaires

Les deux types cellulaires majeures qui régissent la phase myogénique et la phase
inflammatoire communiquent entre elles (Figure 8). En effet, via leurs sécrétions, les
cellules immunitaires sont capables de diriger et d’influencer le devenir et les fonctions
des cellules myogéniques. La présence des deux types de macrophages est couplée
a différentes étapes des cellules myogéniques : l'activation, la prolifération et la

différenciation musculaire.

De maniere générale, dans les années 1990, plusieurs études utilisant des
cocultures de macrophages et de progéniteurs myogéniques ou via des traitements
par des milieux conditionnés obtenus a partir de macrophages décrivent un role
mitogéne des macrophages sur la prolifération des myoblastes et un réle plutét
inhibiteur sur la différenciation’%%15", Ces effets sont médiés, souvent, par différents
facteurs solubles libérés par les macrophages. Pour citer un exemple, un article
montre que les facteurs de croissance libérés par les macrophages ou les monocytes
activés stimulent la production et la libération de linterleukine-6 (= IL-6) par les
myoblastes, qui, via un réle autocrine, active leur prolifération’®2. De plus, une étude
démontre que les macrophages vont libérer des signaux anti-apoptotiques permettant
la survie des myoblastes et des myotubes naissants’®3.

Les macrophages M1 sont associés aux myoblastes en prolifération alors que
les macrophages M2, macrophages anti-inflammatoires, sont couplés au phases de
différenciation’. Nous allons maintenant voir plus en détail le role de chaque
phénotype au niveau des cellules myogéniques.

Comme cité ci-dessus, les macrophages avec un profil pro-inflammatoire
libérent différentes molécules qui agissent sur les cellules myogéniques en tant que
support de la prolifération, en réduisant également certains marqueurs de fusion
musculaire'?’. Parmi ces différents facteurs, on retrouve le NO, ii) I'lFNy, iii) le TNFa
et iv) I'lL-6. Le NO va activer directement la prolifération des myoblastes'®®. En plus
de sa capacité a activer les macrophages vers un phénotype M1, I'lFNy posséde un
réle direct sur les cellules myogéniques. En effet, en 2008, une étude démontre son
réle sur les cellules musculaires ainsi que son réle pendant la régénération musculaire

grace a des modeles in vivo et in vitro. Les muscles lésés ainsi que les C2C12 (=
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lignée cellulaire musculaire murine) expriment cette cytokine et son récepteur.
L’inhibition de la réponse a I'IFNy, via différentes méthodes, induit un défaut de
régénération associé a une altération de 'accumulation des cellules immunitaires, de
la prolifération et de la fusion musculaire'?®. En somme, cette cytokine se lie sur les
cellules musculaires et, induit I'expression de CIITA (= class Il transactivator) via la
voie JAK1/STAT1. CIITA va interagir avec les promoteurs proximaux des génes
spécifiques du muscle (tels que la myogenine), sans se lier directement a ’ADN, afin
d’inhiber la différenciation musculaire'®. Cependant, une expression prolongée dans
le temps de I'lFNy peut nuire a la régénération.

Le TNFa est une autre cytokine sécrétée par les cellules inflammatoires impactant
directement les cellules souches musculaires. Son action est trés complexe dans la
littérature puisque certains articles décrivent un rdle activateur des phases
prolifératives'’” et inhibiteur des phases de différenciation’®®, alors que d'autres
soulignent une initiation de la différenciation musculaire. Ce double réle peut étre
expliqué par des variations de concentration de cette cytokine'®*. De maniére plus
précise, le TNFa, dont le récepteur est présent sur les cellules myogéniques, permet
une migration des cellules souches sur le site de Iésion via une action de chimio-
attraction et une hausse de 'activité des MMPs'®. |l favorise également la prolifération
des myoblastes en permettant I'expression de la CyclinD1'%. Cependant, cette
cytokine peut également jouer un réle sur la fusion musculaire dans les phases plus
tardives de la régénération. En effet, via la voie p38-MAPK, elle peut activer la
différenciation musculaire'®’. Enfin, I'augmentation de TWEAK, cytokine pro-
inflammatoire sécrétée faisant partie de la famille du TNF libérée en grande partie par
les macrophages, permet la prolifération des myoblastes et des cellules endothéliales
et inhibe la différenciation musculaire lors d’une régénération musculaire62163,

Pour terminer, l'IL6, libérée aprés activation de la voie NF-xB dans les
macrophages mais également par les cellules myogéniques'®4, active la prolifération
des myoblastes, via la protéine STAT3 et I'expression de la CyclinD1'85.186 et inhibe la
formation de myotubes'®*. Cependant, de la méme maniére que le TNFa, son role est
plus complexe dans la régénération musculaire. Vers les stades plus tardifs, elle
permet I'expression de la myogenine et participe au passage d'une stade prolifératif

vers un stade de différenciation.
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Parallélement a cela, les macrophages peuvent aussi sécréter des hormones, en
plus des cytokines pro-inflammatoires détaillées ci-dessus. Pour citer un exemple, la
libération de I'lGF-1 permet d’améliorer la réparation musculaire'®’.

De maniéere générale, le macrophage de phénotype M1 permet une prolifération
myoblastique, une inhibition de la fusion musculaire et affecte le passage des cellules
d’'un stade prolifératif vers un stade de différenciation tardive.

De la méme maniere que pour les macrophages de type M1, les macrophages
de type M2 ont aussi un réle sur le programme myogénique des cellules musculaires.
Ces cellules sont décrites dans la littérature comme pro-myogéniques puisque via
leurs sécrétions, elles vont influencer la prolifération et la différenciation des cellules
myogéniques. Pour exemple, I'lL-10, présente lors du « shift » des macrophages de
type M1 en M2, agit sur la prolifération des myoblastes. Il a été observé que chez des
souris déficientes pour cette cytokine, les cellules expriment plus de myogenine.
Cependant, une coculture entre des myoblastes et des macrophages M2 n’induit pas
d’augmentation de lI'expression de cette protéine. Les auteurs en ont déduit que
'augmentation de la myogenine observée chez ces souris déficientes était le reflet de
la capacité des macrophages de type M2 a maintenir les myoblastes dans un état
prolifératif et a inhiber I'entrée dans le stade post-mitotique'#°.

La transition du phénotype de macrophage M1 vers celui de type M2 se déroule
en parallele de la transition des stades de prolifération vers la différenciation
myoblastique'*. Ainsi, les macrophages de type M2 permettent donc d’activer les
dernieres phases du processus régénératif. En effet, la modulation de I'inflammation,
via des facteurs immunosuppresseurs, va permettre de lever linhibition sur la
différenciation musculaire et permettre de poursuivre les étapes de la myogenése afin
d’avoir une régénération compléte. De plus, une étude a montré qu’un traitement avec
des cytokines induisant une différenciation des macrophages en macrophages de type
M2, comme ['IL-4, réduisait la proliféeration des myoblastes et induisait une
différenciation, visible par I'expression de la myogénine et la formation de myotubes'?’.

Comme dit précédemment, TWEAK permet d’inhiber la différenciation
musculaire. Lors des phases tardives suite a une blessure musculaire, la partie
extracellulaire de CD163 va étre libérée dans le sérum afin d’'inhiber TWEAK et ses
effets biologiques'®8.
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3. Les différentes voies impliquées dans les capacités régénératives du
muscle squelettique

En plus des sécrétions et des interactions avec les processus inflammatoires
détaillées ci-dessus, différentes voies impactent les cellules myogéniques dans les
phases de la régénération musculaire (Figure 9).

a. Lavoie NOTCH : réle majeur dans les premiéres étapes de la régénération

La voie NOTCH est une voie hautement conservée entre les espéces. Chez les
mammiféres, il existe 4 récepteurs NOTCH et 5 ligands (Jaggled 1 et 2, Delta 1, 3 et
4). Cette voie est cruciale pour le développement mais est également réactivée en cas
de régénération musculaire. Un défaut d’activation/expansion de cette voie entraine
des altérations dans ce processus. Cette voie est impliquée a différents niveaux tels
que la quiescence, I'auto-renouvellement et la prolifération des cellules myogéniques,
que nous allons détailler dans cette sous-partie.

Tout d’abord, alors que le ligand Delta 1 (A1) est exprimé dans les progéniteurs
myoblastiques, le récepteur NOTCH3z est exprimé dans les cellules souches
(Pax7*/Myf5)8. L’activation de cette voie dans ces cellules permet, grace a différents
intermédiaires, d’activer la transcription de certains genes cibles comme Hes1, Hey1,
Hey2 et heylL, impliqués dans le maintien d’'un état de quiescence des cellules
satellites et essentiels pour la génération de la réserve de ces cellules®:1%%.170.171 De
plus, Syndecan-3 a été identifie comme un partenaire essentiel pour activer cette voie.
Cette protéine est impliquée dans la régulation du clivage sur le site S2 (en
extracellulaire) de NOTCH, médiée par ADAM17/TACE"'"2. Un défaut de cette protéine
va induire une altération d’activation de la voie avec une sortie de I'état de quiescence
pour se diriger vers le cycle cellulaire, associée a un manque d’auto-renouvélement.

Cette voie est également impliquée dans la capacité d’auto-renouvélement. En
effet, 'asymétrie de I'expression du ligand A4 dans les cellules filles lors de la division
pourrait induire un maintien du pool de cellules souches. De plus, la cellule qui entre
dans le programme myogénique se met a exprimer la protéine inhibitrice de la voie
NOTCH : Numb. Elle a été décrite comme déterminante pour le destin de ces cellules.
En effet, 'asymétrie de son expression, observée lors de la ségrégation des deux
cellules filles, va inhiber la voie de signalisation NOTCH, permettant une entrée dans
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le programme myogénique. On peut donc conclure que l'arrét de la signalisation
NOTCH par l'inhibiteur Numb marque la progression des cellules dans le programme
myogénique. A l'inverse, I'autre cellule garde une signalisation NOTCH soutenue, par
manque d’expression de l'inhibiteur, permettant un maintien de I'état indifférencié.
L’asymétrie d’expression de cet inhibiteur permet donc le maintien de I'état de
quiescence et I'auto-renouvélement des cellules'’3,

L’activite de NOTCH permet également la prolifération des myoblastes et
I'inhibition de la différenciation musculaire. Aprés une blessure, les cellules expriment
le récepteur NOTCH. Cela permet une répression des facteurs myogéniques
spécifiques tel que MyoD, Myogenine ou encore MEF2C, entrainant une activation de
la prolifération, associée a une inhibition de la différenciation'”*. Ce principe est validé,
entre autres, par une étude réalisée par Conboy'”? et une autre réalisée par Brack'’®
qui montrent qu’une activation constante et/ou prolongée de NOTCH induit une
prolifération des myoblastes, une diminution des marqueurs de différenciation
(formation de myotubes, expression de la myosine embryonnaire), associée a un arrét
du processus de myogenése. De plus, une étude démontre que le domaine
intracellulaire de NOTCH contient un signal nucléaire lui permettant de cibler la région
hélice-boucle-hélice basique de MyoD afin d’inhiber I'entrée dans le programme
myogénique’7®.

Il semble important de noter qu’afin de sortir du cycle cellulaire et de s’engager
dans la difféerenciation myogénique, les cellules vont alors ré-exprimer Numb. Cette
expression permet d’inhiber la voie NOTCH et d’induire I'expression des différents

MRF impliqué dans la différenciation”3.

b. La voie WNT : r6le crucial dans les étapes tardives de la régénération

musculaire

Malgré le fait que I'activation de la voie WNT dans un muscle basal reste trés
controversée dans la littérature de nos jours, plusieurs études ont montré son
activation lors d’une blessure musculaire. En effet, aprés celle-ci, plusieurs ligands
(Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7a et Wnt7b) sont exprimés dans les myofibres et les
cellules satellites et sont impliqués dans la voie canonique et non-canonique WNT.
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Concernant la voie non canonique WNT, le ligand Wnt7a ne peut activer que celle-
ci dans les myoblastes. Ce ligand peut agir a plusieurs niveaux. Tout d’abord, via la
voie « polarité cellulaire planaire » (=PCP), la liaison de Wnt7a avec son récepteur
Frizzled7 (= fzd7) induit I'auto-renouvélement des cellules satellites. En effet, cette
liaison permet la redistribution de Vangl2 (= effecteur de polarité cellulaire planaire,
ayant un rdle crucial dans la voie PCP) aux pdles opposés des cellules satellites en
division. Cette redistribution induit une expansion symétrique des cellules satellites,
permettant de repeupler le compartiment en cellules souches musculaires'”’. De plus,
en coopération avec la fibronectine et le syndécan-4, Wnt7a-Fzd7 permet la
prolifération symétrique des cellules satellites indépendantes de Myf5 et un maintien
du pool des cellules souches musculaires'®. Enfin, chez les progéniteurs
myogéniques, ce ligand Wnt7a facilite la polarisation et la migration cellulaire, médiée
par la GTPase Rac1'"®.

En outre, ce ligand permet donc d’augmenter le nombre de cellules souches et

facilite leur dispersion, ce qui en fait une bonne cible pour une potentiel thérapeutique.

Concernant la voie canonique WNT/B-caténine, son rdle est aujourd’hui tres
controversé. En effet, certains décrivent une activité de cette voie dans des phases
précoces alors que d’autres soulignent son effet dans les phases plus tardives de la
myogeneése.

Plus en détails, Otto et ses collaborateurs en 2008 observent que sur des myofibres
isolées, la signalisation WNT est exprimée et en fonction du ligand, agit sur la
prolifération des myoblastes. Des ligands comme Wnt1, Wnt3a, Wnt5a activent la
prolifération myoblastique alors que les ligands Wnt4 ou Wnt6 vont l'inhibere,
Cependant, d’autres auteurs démontrent qu’une inhibition de cette voie permet aux
cellules d’entrer dans la prolifération. En effet, Parisi et ses collaborateurs ont observé
qu’une activité de la protéine APC (= régulateur négatif de la voie canonique WNT
permettant son atténuation) permettrait la survie de cellules souches et leur entrée
dans le cycle cellulaire'®'.

Enfin, des études in vitro et in vivo ont démontré son role dans la différenciation
des myoblastes. En effet, nous venons de décrire le réle important de la voie NOTCH
dans la prolifération. Un « switch » de cette voie vers une forte expression de la voie
WNT est obligatoire et permet d’engager les myoblastes proliférants vers des
myocytes dits post-mitotiques (= différenciation des myocytes)®2175,  Cette
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observation est confirmée par d’autres études puisque, en 2004, des travaux montrent
que I'expression de la voie canonique WNT (WNT1/B-caténine) en coopération avec
I'insuline induit une différenciation des cellules musculaires in vitro par activation et
recrutement de la réserve myoblastique afin de réaliser la fusion musculaire'®. De la
méme maniéere, une étude montrant que l'inhibition d’'une des protéines du complexe
cytoplasmique séquestrant la p-caténine, GSK3p, permet une différenciation
myogénique confirme ces données'®.

A noter que I'expression des acteurs de la voie WNT doivent étre finement régulés
afin d’avoir un contréle de la fonction des progéniteurs pendant la régénération. En
effet, une absence de la voie WNT dans les descendants des cellules satellites induit
une diminution du potentiel de différenciation myogénique (baisse des cellules
Myogénine®, marqueur de différenciation). A [linverse, si la voie WNT est
constitutivement active dans ces cellules ou active dans les phases précoces de la
myogenése, les myoblastes sortent du cycle cellulaire (= marqueur d'arrét de
prolifération) et leur différenciation est dite prématurée'”>. Dans les deux cas, la
résultante est un défaut dans la régénération musculaire'. Ces études soulignent
donc I'importance de la bonne temporalité et des niveaux corrects des acteurs de la
voie WNT pour avoir une régénération optimale'8°.

Malgré le fait qu’il reste encore des incompréhensions sur I'action de la voie WNT
au niveau moléculaire, quelques pistes ont cependant été décrites : i) la B-caténine
interagit directement avec des facteurs essentiels de la différenciation musculaire
comme MyoD ou encore la Myogenine, renforgant leur liaison aux élément E-box et
leur activité transcriptionnelle’®:187 i) la voie canonique permet, dans les myotubes
en différenciation, I'export de Setdb+ diminuant son occupation au niveau de certains
enhancers, ce qui induit une augmentation des génes de la différenciation
myogénique'® et enfin iii) le coactivateur de la voie WNT, BCL9, est nécessaire pour
la régénération et plus précisément pour la différenciation musculaire, initiée par la

voie canonique WNT 189,

-63-



c. La voie p38-MAPK : actrice de différentes étapes de la régénération

musculaire

La protéine p38-MAPK présente 4 isoformes (a, B, vy et 3). Via ces différents
isoformes, cette protéine va impacter plusieurs phases de la régénération musculaire
telles que l'auto-renouvélement des cellules souches, la prolifération ou encore la

différenciation des myoblastes.

L’'une des premieres implications de la voie p38a/p MAPK est donc le maintien du
pool de cellules satellites lors de la division asymétrique (= capacité d’auto-
renouvelement). Une des deux cellules filles va se mettre a exprimer le complexe PAR
(composé de PARS3, PARG, aPKC), qui va phosphoryler la voie p38a/p MAPK et
induire I'expression de MyoD. Cette observation est confirmée par plusieurs études
qui montrent que la phosphorylation de p38-MAPK permet de phosphoryler MEF2C,
activateur de la transcription de MyoD'9%:182.191 " Jones et ses collaborateurs appuient
cette hypothése puisque I'absence de phosphorylation de la voie p38-MAPK induit un
état de quiescence'’®. La seconde cellule ne va, quant a elle, pas exprimer cette voie.
Cela permet de participer a l'auto-renouvélement lors de cette division, évitant
I'épuisement du pool de cellules souches.

L’isoforme p38y-MAPK participe a [I'expansion/la prolifération des cellules
précurseurs myogéniques. En effet, cette protéine va phosphoryler le facteur
myogénique MyoD sur Ser'® et Ser?%°, induisant une liaison accrue de ce facteur sur
le promoteur de la myogénine. Cette occupation va induire une diminution de I'activité
transcriptionnelle de celui-ci. On peut donc conclure que cette voie permet
I'assemblage d’un complexe transcriptionnel répressif de MyoD'%2.

Enfin, la voie p38a-MAPK est impliquée dans les processus de différenciation
myogénique. Cette voie permet, tout d’abord, d’inhiber la prolifération en antagonisant
la voie JNK'%3. De plus, elle va permettre I'expression de la CDKi « p21 », qui comme
vu précédemment, permet une sortie du cycle cellulaire'®* mais soutient également
I'activation de différents promoteurs essentiels a la différenciation myogénique, dont
celui de la myogenine. Cette voie permet la phosphorylation de MEF2A et MEF2C :
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deux coactivateurs de MyoD'®?, induisant I'activation de la transcription de MyoD, le
facteur de détermination myogénique, clé pour la transition prolifération —
différenciation. Enfin, comme dit précédemment, la cytokine pro-inflammatoire TNFa

peut activer cette voie et initier la différenciation musculaire’®’.

d. Leréle des voies FAK et ERK5 dans la fusion musculaire : derniére étape de la

phase régénérative

Comme pour les autres processus mis en place lors de la régénération musculaire,
il existe différentes voies qui vont permettre de réaliser la fusion musculaire : la voie
FAK et la voie ERKS.

La voie FAK est finement régulée au cours de la myogenése. En effet, une équipe
démontre que la perte de phosphorylation de celle-ci est nécessaire afin d’activer le
programme de différenciation des myoblastes et la fusion. L'inhibition de cette perte
de phosphorylation conduit a des défauts de différenciation et a une absence presque
totale de myotubes. Cependant, ce travail montre également qu’une fois le programme
activé, il est nécessaire que cette protéine soit a nouveau phosphorylée pour terminer
I'étape de fusion et la différenciation musculaire'®.

L’'une des autres voies importantes est la voie ERKS. En effet, en 2001, Sunadone
et ses collaborateurs observent que la protéine ERKS permet, grace aux facteurs de
transcription KIf2 et Kif4, d'impacter la forme des cellules, la motilité, et 'adhésion
nécessaires au processus de fusion, indépendamment de l'activation des facteurs

myogéniques (MyoD, Myogenine...)'%.

e. Les autres voies impliquées dans le processus de régénération
i) La voie JAK/STAT

L’activation de la voie JAK/STAT1/STAT3 a été montrée comme étant impliquée
dans la prolifération des myoblastes. En effet, LIF (= Leukemia inhibitory factor) va
venir phosphoryler les protéines STAT1 et STAT3'% et induire une inhibition de la
protéine MEF2 (= protéine impliquée dans la différenciation de ces cellules)'®®. De
plus, la voie JAK/STAT semble étre activée pendant les trois premiers jours suite a
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une blessure par une injection de cardiotoxine, correspondant au temps ou les cellules

satellites du muscle s’activent et proliférent’®.

L’inactivation la voie JAK/STATest tout aussi obligatoire pour initier le processus
de différenciation’®®. En effet, différentes équipes ont montré que I'inhibition de la voie
JAK1-STAT1-STAT3 permet I'expression de facteurs myogéniques tel que MyoD,
Myogenine et MEF2. De plus, associée a cette inhibition, I'activation de la voie JAK2-
STAT3 spécifiguement dans les cellules satellites permet, suite a une blessure a la
cardiotoxine, d’induire les processus de différenciation des cellules myogéniques™®°.

ii) La voie NFxB

La protéine NFxB (= nuclear factor-«B) est présente dans le cytoplasme des
cellules, sous forme inactive. En effet, la protéine IkBa forme un complexe inhibiteur
avec la protéine NFxB. Aprés un stimuli, la protéine IkB protéase (IKK) va venir
phosphoryler cet inhibiteur qui va étre ensuite dégradé par le protéasome. Une fois
libérée, le facteur NFkB va transloquer dans le noyau et activer la transcription de
différents génes des cytokines, des chimiokines et facteurs de croissance.

Au cours d’'une régénération musculaire, les niveaux basaux du facteur NFxB
diminuent pendant la différenciation musculaire?®. A contrario, les protéines
inhibitrices de ce facteur augmentent, traduisant le potentiel réle de cette voie dans les
processus myogeniques au cours de la régénération.

De ce fait, il a été décrit que 'activation de la voie NFkB se fait a la fois dans les
cellules myéloides mais également dans les cellules myogéniques. Concernant les
cellules myéloides, les cytokines pro-inflammatoires IL1 et TNFa induisent une
dissociation entre NF«B et son inhibiteur permettant son activation et sa translocation
nucléaire dans les macrophages. Cette translocation permet I'activation des génes
codants pour I'enzyme iNOS, le TNFa et I'lL1, alimentant I'inflammation déja
présente?°!. Dans les cellules myogéniques, une fois activée également par le TNFa.,
NFkB va se lier au promoteur de la CyclinD1 et permettre son activité
transcriptionnelle. De ce fait, les cellules vont progresser dans le cycle cellulaire' (de
la phase G1 a la phase S) et la différenciation musculaire sera inhibée'%8.200.202 Agsocié

a cette activation de la protéine CyclinD1, NF«xB activé induit une déstabilisation de
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'’ARNm de MyoD et une dégradation de la protéine?®3. Enfin, 'augmentation de

TWEAK, libérée en grande partie par les macrophages, active la voie NF-kxB, qui a son

tour, active la voie NOTCH. Cette cascade d’activation permet la prolifération des

myoblastes et inhibe la différenciation musculaire lors d’une régénération

musculaire162.163,
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Figure 9 : Les différentes voies cellulaires et leurs impacts sur les différentes phases de la myogenése, lors
d’une régénération musculaire.

LA REGENERATION MUSCULAIRE : LES DIFFERENTES PHASES

e La premiére phase du processus de régénération correspond a la phase
inflammatoire, caractérisée par une infiltration des cellules inflammatoires. Elle est
essentielle et obligatoire.

e La deuxiéme phase décrite dans ce manuscrit correspond a la phase régénérative,
comprenant I'activation des cellules satellites, la prolifération et la différenciation-
fusion des cellules myogéniques.

o Les différentes cellules de ces deux phases communiquent entre elles via des
sécrétions.

e Plusieurs voies sont impliquées dans ce processus de régénération :

La voie NOTCH est impliquée dans la quiescence, I'auto-renouvelement et la
prolifération des cellules myogéniques.

La voie WNT est impliquée dans 'auto-renouvélement, la division symétrique, |
migration cellulaire et la différenciation des cellules myogéniques.

La voie p38-MAPK est cruciale et impliquée dans 'auto-renouvelement, la
prolifération et la différenciation myogéniques.

La voie FAK et ERKS est impliquée dans la fusion musculaire

Autres voies : la voie JAK/STAT et la voie NF-«xB.

W)
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4. Les autres cellules impliquées dans les processus de régénération

Les cellule souches musculaires et immunitaires sont les principales cellules qui
régissent le processus de régénération. Cependant, différentes études ont démontré
que d’autres cellules telles que les progéniteurs fibro-adipogéniques (= FAPs), les
fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules associées aux vaisseaux
sanguins comme les péricytes sont requises pour ce processus. De plus, les
interactions entre les différentes cellules sont primordiales. Les cellules endothéliales
et les cellules associées aux vaisseaux sanguins ne seront pas détaillées dans ce
manuscrit.

Nous allons donc aborder le réle et les interactions de ces cellules lors du

processus de régénération musculaire.

a. Les progeéniteurs fibro-adipogéniques

Généralités & caractérisations :

Les progéniteurs fibro-adipogéniques, connus également sous le nom de FAPs,
sont des cellules présentes a I'état basal et en cas de blessure dans le muscle
squelettique. Elles se situent dans I'espace interstitiel?**, & proximité des vaisseaux.
Ces cellules sont multipotentes et sont capables de se différencier en différents types
cellulaires : i) en cellules fibroblastiques?®, ii) en cellules adipocytaires??4205 et en iii)
cellules ostéoblastiques/chrondroblastiques?°®.

Chez la souris, elles sont caractérisées par différents marqueurs comme CD45,
a7-integrin’, CD31-, PDGFRp", Scai*, CD34*2%7, PDGFRa*, CD73* et CD90".

Chez I'homme, ces cellules ont le méme phénotype, le méme potentiel de
différenciation et les mémes fonctions?%8: 209210 A noter, cependant, qu’il n’existe pas
d’homologue de Scai. De ce fait, son absence et la présence des autres marqueurs
tel que PDGFRa, CD90, CD15 permet d’identifier cette population.

Leurs roles dans un muscle au repos :

Dans un muscle au repos, ces cellules sont dans un état de quiescence. Ces
cellules sont primordiales pour le maintien de la masse musculaire puisqu’une
absence de FAP induit un phénotype similaire a celui d’'une souris sarcopénique?''212,

a savoir : i) une faiblesse musculaire, ii) une atrophie des muscles associée a iii) une
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altération du type de fibres et a iv) une dégénérescence des jonctions
neuromusculaires. De plus, lors d’'un age avance, le nombre de cellules souches
musculaires est considérablement diminué?!'. Ces travaux soulignent donc
'importance de ces cellules dans la maintenance du muscle squelettique et du pool
de cellules souche. Leur action passe, en partie, par la sécrétion de Bmp3b, qui agit
sur la voie hypertrophique musculaire Smad1s5s/AKT?'2.

Il a été également montré que ces cellules créent un environnement favorable aux
cellules myogéniques puisqu’elles expriment des composants de la MEC comme le
collagéne?'3 mais également des cytokines, facteurs de croissance ainsi que d’autres
molécules comme la leptine, le GDF10, I'lL-6, I'lL-10 qui favorisent la myogenése et

régulent le réseau de capillaires?'.

Role au sein du muscle lors de la régénération musculaire

En plus de leur role a I'état basal dans le muscle squelettique, ces cellules ont des
actions suite a une blessure. De maniére générale, ces cellules ont différents rdles : i)
une fois activé aprés un dommage?®, elles phagocytent les débris cellulaires?'d, ii)
elles vont sécréter des composants de la MEC afin de créer une structure et iii) elles
contribuent a la reconstruction vasculaire?'®. Enfin, elles sont primordiales pour la
régénération musculaire puisque leur déplétion entraine une augmentation de la
nécrose associée a une diminution de la taille des fibres?'".

Une fois dans le muscle Iésé, il est primordial que ces cellules entrent en
sénescence?'” ou meurent par apoptose?'® pour le bon déroulé du processus de
régénération. Les FAPs peuvent agir sur différents types cellulaires : i) les cellules
inflammatoires/immunes, ii) les cellules myogéniques et iii) les cellules résidentes
musculaires (Figure 10). La derniére interaction ne sera pas décrite dans ce

manuscrit de thése.

i) Sur les cellules inflammatoires/immunes

Le pic inflammatoire coincide avec le pic des FAPs, supposant I'action des FAPs
dans ce processus. Lors des premiéres phases de la régénération musculaire, les
FAPs sont impliquées dans le recrutement des cellules immunitaires, sur le site de
Iésion puisqu’une déplétion des FAPs lors des processus de régénération induit une
baisse de I'accumulation des cellules CD45* durant les premiéres phases?''. De plus,
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elles sécrétent également une autre cytokine qui va permettre le recrutement des

lymphocytes régulateurs : I'interleukine-33 (= IL-33)2'°.

A noter que l'interaction qui existe entre les FAPs et les cellules immunes est
bilatérale puisque les cellules inflammatoires peuvent agir sur I'accumulation,
I'activation, le destin cellulaire et la clairance des FAPs (Figure 10). Voici quelques
exemples pour illustrer cette théorie. Les éosinophiles vont sécréter localement de
l'interleukine-4 (IL-4), dont le récepteur IL-4Ra est sur les FAPs. Cette cytokine a
différentes actions sur ces cellules : i) I'activation de la prolifération des FAPs, ii)
I'inhibition de leur différenciation en cellules adipogéniques??° et iii) I'activation de leur
capacité de phagocytose importantes pour nettoyer des débris cellulaires aprés
blessure. En plus des éosinophiles, les sécrétions des macrophages agissent de
différentes manieres sur les FAPs : i) en inhibant la différenciation adipogénique via la
seécretion de I'lL-1f, ii) en bloquant la différenciation fibrogénique et en activant leur
apoptose via la sécrétion de TNF-02'® et enfin iii) en favorisant leur survie, leur
prolifération et leur différenciation en myofibroblastes et en inhibant celle en adipocytes
via le facteur TGF-p, libéré par les macrophages anti-inflammatoires?2'.222, A noter que
la myostatine a les mémes effets que le TGF-p2%.

La transition des macrophages pro-inflammatoires vers un phénotype anti-
inflammatoire ainsi que leurs sécrétions permettent d’éviter 'accumulation excessive

de FAPs, les dépbts de tissu fibrotique et un maintien des réserves cellulaires.

ii) Sur les cellules myogéniques :

Compte tenu de leur proximité avec les myofibres, il existe une communication
entre ces deux types cellulaires. L'inhibition de I'expansion des FAPs par le Nilotinib
(= une tyrosine kinase inhibitrice avec une activité anti-fibrotique puissante), qui induit
une moindre expansion des cellules satellites et a terme un défaut de régénération
musculaire??*. En plus de leur role dans le maintien du pool de cellules souches, ces
cellules peuvent activer la différenciation et la fusion, par augmentation des genes de
la myogenése tardive (MyoD, Myogenine) et diminution des génes de la myogenése
dite précoce (Pax7)?°®. Elles régulent également le type des fibres néosynthétisées?'2.

Enfin, les FAPs sont source de différents facteurs qui ont un réle dans la

myogenése et sur les cellules musculaires : i) I'interleukine-6 qui induit une atrophie et

-70 -



V.77 FUSION
y ;Q[\/ o) ‘ ‘)\/ usio
+ (@ale ) &8
Cellules satellites ) ~  Myoblastes Myocytes Myofibres
«-- \ ®ge 4
a5 Ty N \ ,” %o e
~ N / LA -
~ N 1 S o,
AY 'I =~ ~o -
A 1 S
\ N L N
0 T- L6 RESISTANCE APOPTOSE — | ’ Fibroblaste active
WSP1 0 o o SENESfENCE ; \
L] L]
< / A \WNT3a,PDGF-AA _ ! :
TNFa ---"" TGFb, aging v i
@ N _ WNTS5a, BMP ;
'\/ PDGF-AA, Aging — Z

{
v
1L10 \ /Adipocytes

T

Ostéocyte
Chondrocytes
\\
5 Cellules
v TGFb i immunitaires
e . vt
*%») & )
PMNs \ : w Lymphocytes T régulateurs

(éosinophiles) Macrophage M2

Monocyte / macrophage M1

Cellules satellites Fibroblaste activé N Macrophage M1
@ Quiescente (a-SMA") @ Pro-inflammatoire
(Pax7*; MyoD') ~ (CD68+;CD163)
J— @ rdpocyte Macrophage 2 Flgure _10_: Interactions entre les I’=A_Ps, les cellules
@ o ) (PPARY"; Perilipine*) @ ot ntentors mmumtgwgs_ et les ce!lu’les myogéniques. _
trond Via les sécrétions, les différentes populations cellulaires
te . . . epr s
@ Fonioie ®) Goo interagissent entre-elles et impactent les différentes
A fonctions et le devenir des cellules.

(MyoD* ; MyoG*)

Myotube Ostéoc_yte
Différencié (Osterix*)
(MyoD* ; MyoG*)

b. Les fibroblastes

Enfin, la régénération requiert la présence d'un autre type cellulaire, d’origine
mésenchymateuse : les fibroblastes. Les fibroblastes sont des cellules présentes dans
tous les organes et servent de soutient. Dans un contexte basal, ces cellules sécrétent,
en trés faible quantité, un des composants la MEC : le collagéne. Au niveau

phénotypique, elles sont a-SMA".

Suite a une blessure ou un traumatisme, le fibroblaste va se différencier en
myofibroblaste. A noter qu'un état existe entre ces deux phénotypes: le pro-

myofibroblaste (a-SMA-, desmine’), qui peut sécréter du collagéne de type | et lll. Les
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myofibroblastes sont donc des fibroblastes ayant subi des modifications de
tensions avec une apparition de fibres de stress. De plus, ces cellules deviennent a-
SMA*/vimentine*/desmine’. Leur différence réside également dans leur capacité de
contractilité : alors que les fibroblastes sont considérés comme des cellules non
contractiles, les myofibroblastes le sont. Il est donc souvent considéré dans la
littérature que lors de la régénération ou de la cicatrisation, le myofibroblaste devient
la forme « active » des fibroblastes. Des études, souvent réalisées sur la fibrose
pulmonaire, ont démontré les sources potentielles des myofibroblastes (Figure 11)
que sont: i) la différenciation des fibroblastes en réponses a des effecteurs
spécifiques, ii) la reprogrammation de cellules CD34*/CD45%/collagéne-I* (= connues
également sous le nom de « fibrocyte »), arrivées de la circulation®®' et enfin iii) par
dérivés du parenchyme épithélial par le processus de TEM (= transition épithélio-
mésenchymateuse)?®?. Certaines populations cellulaires peuvent également sécréter
cette matrice extra-cellulaire. C’est le cas des plaquettes sanguines, des cellules
satellites?®3 et des FAPs, comme cité ci-desuss?%.

Ces cellules sont essentielles a une régénération optimale puisqu’elles permettent
une stabilisation du tissu Iésé et créent une structure pour les fibres néosynthétisées.
L’activité des myofibroblastes est donc essentielle et elle peut étre mesurée de
différentes maniéres : i) leur prolifération, ii) leur capacité de migration, iii) leur capacité
de contraction et enfin iv) I'expression de marqueurs spécifiques comme la vimentine
ou encore I'a-SMA.

La partie sur la régulation de la MEC, son réle et ses dérégulations seront détaillées
dans le chapitre de la fibrose, ci-dessous.

La teneur de cette matrice dans les organes, dont le muscle, est finement régulée
par une balance entre la synthése et la dégradation des composants de la MEC. Deux
types d’enzymes permettant de la contréler : i) les métalloprotéinases matricielles,
connues sous le nom de MMP, ayant pour réle de dégrader cette matrice et les ii) les
TIMPs (= Inhibitors of MetalloProteinases) qui, elles, vont venir inhiber ces MMPs et
permettre sa synthése. Dans les muscles squelettiques, difféerentes MMPs sont
exprimés en condition basale tel que la MMP-2 (= gélatinase B), la MMP-9 (=
gélatinase B) et la MMP-13 (= collagénase interstitielle). Cette balance, finement

régulée, est essentielle pour différents processus comme la régénération musculaire
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et la cicatrisation puisque l'inhibition des MMPs, par exemple, altére la régénération
musculaire et augmente le dép6t de collagéne dans le muscle aprés une blessure?34,

Les myofibroblastes surviennent pendant les premiéres phases de ce processus
et sécrétent, en partie, cette MEC. On voit alors apparaitre une accumulation de
différentes protéines comme la fibrine, la fibronectine ou encore le collagene. Cette
matrice posséde plusieurs rdles lors de ce processus: i) compléter les lésions
musculaires, ii) permettre une meilleure migration des différentes cellules, iii) supporter
les vaisseaux et les nerfs, iv) recréer une structure transitoire et v) permettre
I'activation de différentes cellules dont les cellules immunitaires. Pour exemple, les
DAMPs mitochondriaux libérés suite a une blessure vont activer le récepteur TLR9 et
le récepteur formyl-peptide 1 des cellules qui vont alors libérer la MMP8, permettant
un recrutement massif et une dégranulation des neutrophiles®®. De plus, certains
composants de la MEC peuvent activer les macrophages nécessaires a la
régénération musculaire. Le fibrinogéne va pouvoir activer les macrophages pro-
inflammatoires via sa liaison avec le récepteur Mac-1 présent sur ces cellules?3¢. A
noter que la présence de ces cellules est nécessaire et indispensable pour contrdler
la bonne structure de ce tissu. En effet, 'absence de leur infiltration induit une altération
des processus myogéniques associée a une fibrose observée avec un dépbt massif
de collagéne et une forte expression du facteur de croissance du tissu conjonctif''”.

Lors des dernieres phases de résolution, afin de retrouver une homéostasie
tissulaire, la MEC transitoire va étre dégradée par des protéases comme les MMPs et
les myofibroblastes meurent par apoptose. Cependant, pour un retour correct a
I’lhoméostasie tissulaire, les fibroblastes restants qui sont dit « résidents » retournent
a un état de quiescence et retrouvent leur phénotype non contractile. En plus des
MMPs, des TIMPS et de la mort par apoptose des myofibroblastes, I'apoptose des
FAPs permet de contrdler ce dépdét de collagéne afin de prévenir 'excés de la MEC.
Plus en détail, aprés une blessure, l'infiltration de macrophages inflammatoires,
exprimant la protéine TNFa, permet d’'induire une mort cellulaire par apoptose des
FAPs et d’inhiber leur transformation vers un phénotype fibrogénique. Un défaut de ce
processus, comme chez la souris déficiente pour la dystrophine (= souris mdx) qui
augmente la sécrétion de TGFp, contrecarrant les effets apoptotiques du TNFa, induit
une survie des FAP, puis ensuite un excés de dépdbt de collagéne conduisant au
développement d’une fibrose?'8.
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Cette matrice peut directement agir sur les myoblastes et influencer leur devenir
myogénique. En effet, dans une étude de 2011, le manque de cellules satellites altére
la régénération avec une augmentation de la fibrose. A contrario, une absence de
fibroblastes provenant de ce tissu conjonctif musculaire n’induit pas un arrét de la
régenération mais une différenciation précoce des cellules satellites au détriment de
leur expansion, altérant ce processus?®’. De plus, d'autres études ont montré
limportance de cette MEC dans les processus de différenciation des cellules
musculaires. Une inhibition des composants de la MEC induit une perte d’expression
des marqueurs de la différenciation myogénique tardive tels que la créatine kinase,
sans altérer I'expression des facteurs de transcription myogéniques spécifiques
(MyoD, MEF2A, Myogenine)?38. Enfin, en plus du réle sur la différenciation musculaire,
la MEC peut également agir sur la capacité d’auto-renouvélement des cellules
souches musculaires. Ainsi, le collagéne IV, composant extracellulaire de la niche des
cellules souches musculaires, induit une rigidité optimale qui permet la maintenance
du pool cellulaire et la survie des cellules satellites aprés des blessures musculaires?3°.

En plus d'un réle des composants de la MEC sur les différents processus
myogéniques des cellules musculaires, les enzymes qui permettent de moduler cette
matrice ont une action sur certaines fonctions musculaires comme la migration et la
fusion. En effet, il existe de nombreuses MMPs chez la souris qui jouent un réle mais,
pour n’en citer que quelques-unes, i) les MMP1240, MMP224' MMP 13242 améliorent la
migration®*3 des cellules de la lignée musculaire C2C12 alors que ii) les MMP7, MMP9,
MMP14 permettent une meilleure fusion musculaire?*9244. Enfin iii) les MMP224°,
MMP102% jouent un grand réle dans la régénération musculaire en permettant une
modulation des fibres musculaires et une efficacité de ce processus. De plus, certaines
MMPs comme la MMP-2, la MMP-3 et la MMP-7, sont capables de digérer des
composants de la MEC, comme la Décorine. Cette protéine joue un rble dans la
production de collagéne et est un réservoir de la cytokine TGF-$ au sein du milieu
extra-cellulaire. Une étude montre que la digestion de la décorine par ces trois MMPs
permet de libérer cette cytokine?*” qui peut étre importante pour la formation de la MEC
puisque le TGFp+ est un puissant médiateur de la production des protéines majeures
de la MEC comme la fibronectine, le collagéne de type | ou encore le collagéne de
type IV248, Cette cytokine pro-inflammatoire a différents réles au sein de la fibrose.

Premiérement, une étude démontre que le TGF 1 peut induire une transdifférenciation
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des myoblastes en myofibroblastes via 'axe SK1/SIP3 et les protéines Smad?4® 259,
Deuxiemement, elle peut également jouer directement un réle sur les fonctions des
cellules myogéniques en induisant une inhibition de la différenciation musculaire, au
détriment d’'une activation des génes impliqués dans la fibrose comme celui de la
fibronectine?®!. Enfin, cette cytokine permet également I'expression du connective
tissue growth factor (=CTGF/CCN-2), qui est tres impliqué dans I'apparition de la
fibrose dans les pathologies associées. Pour exemple, dans la maladie de Duchenne,
elle est impliquée dans l'apparition de la fibrose ainsi que dans le phénotype de
dystrophie musculaire. Différentes études démontrent qu’'une diminution du CTGF
chez des souris mdx, avec une approche directe ou indirecte, améliore le phénotype
dystrophique des souris, les performances musculaires (endurance, force musculaire

par exemple) et diminue I'accumulation de matrice extra-cellulaire?52:253,

Pour terminer sur le role des fibroblastes et de la MEC, les cellules immunitaires
vont pouvoir moduler cette fibrose musculaire en régulant I'activité des MMPs via la
libération de différentes cytokines, chimiokines ou autres molécules. Pour exemple,
I'hormone IGF-1, libérée en partie par les macrophages et les monocytes, favorise la
réparation en inhibant I'apparition de fibrose'®’, via une inhibition de la voie AKT/Smad.

En effet, IGF-1 va permettre de bloquer la voie AKT/Smad impliquée dans la fibrose?%".
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Figure 11 : Les myofibroblastes, cellules responsables de la matrice extra-cellulaire transitoire.

Lors d’'une régénération musculaire, différents facteurs dont le TGF-§ et le CTGF vont étre sécréter afin d’activer et de
différencier les fibroblastes en myofibroblastes. Associé a cette différenciation, des fibrocytes vont étre recrutés et les
cellules épithéliales vont subir la TEM. Une fois les myofibroblastes sur le site de Iésion, ils vont sécréter les
composants de la MEC afin de créer une matrice dite transitoire.

LA REGENERATION MUSCULAIRE : LES AUTRES CELLULES IMPLIQUEES
e Les progéniteurs fibro-adipogéniques (= FAP) sont présentes a I'état basal et en cas
de blessure musculaire.
- Ces cellules interagissent avec les cellules inflammatoires et myogeéniques.
- Alafin de la régénération, ces cellules entrent en apoptose ou sénescence afin de
revenir a un état homéostasique.

e Les fibroblastes sont des cellules de soutient, présents dans la majeur partie des
organes dont le muscle squelettique.
- Une fois activées, ces cellules se différencient en myofibroblastes.
- Elles permettent de stabiliser le tissu Iésé et créer un échafaudage pour les
nouvelles fibres synthétisées.
- Les myofibroblastes meurent par apoptose et les fibroblastes « résidents »
retournent a un état de quiescence.
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5. Les déréqulations du processus de régénération liées au vieillissement :

Au cours du vieillissement, le processus de régénération musculaire est altére,
participant a la mise en place de la sarcopénie. Dans cette sous-partie, les différents

mécanismes et molécules impliqués vont étre cités et expliqués.

a. Les pertes des capacités myogéniques au cours du vieillissement

Bien que controversé dans la littérature, la perte du pool de cellules souches
semble étre 'une des causes principales de la perte de la capacité de régénération
observée au cours du vieillissement. Certains travaux chez 'homme mais également
chez le rongeur montrent une diminution du nombre de cellules satellites?54255256, Pour
exemple, grace a une construction génique, Day et ses collaborateurs montrent un
déclin des cellules satellites avec I'dge sur des myofibres isolées d’EDL de souris
agees. De plus, ils observent une diminution du nombre de clones par cellule satellite
(= reflet des capacités a générer un pool de cellules souches), expliquant I'épuisement
des cellules souches musculaires observé®®”. En paralléle, la cellule satellites
provenant d’'un sujet agé est plus susceptible d’entrer en apoptose, expliquant la
déplétion de ces cellules musculaires qui peut étre observé avec I'age?®®. Cependant,
de nos jours, cette hypothése n’'est pas encore complétement admise dans la
communauté scientifique. En effet, d’autres études montrent que le nombre de cellules
souches reste inchangé dans le soleus des rats agés ou chez les personnes agées,
indépendamment du sexe?%%260. Ces divergences proviennent, notamment, du
matériel utilisé (souris, humain ou encore rat), du muscle étudié ou encore de la
meéthode d’analyse. |l existe difféerentes pistes qui peuvent expliquer ce résultat : un
changement du micro-environnement de la niche, des défauts des capacités de
quiescence/activation cellulaire ou encore des altérations de la survie cellulaire.

La niche des cellules satellites permet, comme cité ci-dessus, de préserver un état
de quiescence (= stade Go). En effet, via différentes protéines libérées ou exprimées,
la cellule est capable de maintenir cet état. Cependant au cours du vieillissement, on
voit apparaitre des défauts d’expression dans la niche qui induisent un défaut de
maintien de cet état de repos. En effet, dans le muscle d’'une souris &dgée, I'expression
de FGF2 issu des myoblastes est augmentée, entrainant une perte du stade de la
quiescence et des capacités d’autorenouvelement. Ces pertes de capacités
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entrainent, a terme, une exhaustion du pool de cellules satellites?®'. De plus, une étude
réalisée par Shea et ses collaborateurs démontre qu’une altération de I'expression de
Sprouty-1 induit un défaut dans le processus de retour a I'état de quiescence, sans
altération de la prolifération et la différenciation musculaire®'. L’'axe FGF2-Sprouty-1
est donc primordial dans le maintien du pool de cellules souches.

La déplétion des cellules satellites observées peut étre aussi expliquée par une
geéro-conversion (= conversion vers un phénotype gériatrique) de ces cellules. En effet,
dans les cellules satellites jeunes, le locus INK4a est réprimé par le complexe PRC+
(complexe formé de RingIBE3 ubiquitine ligase et Bmi1) permettant une répression de
'expression d’'un des marqueurs de la sénescence: p16. Cette répression est
observée par la marque H2Aub. Dans les cellules satellites agées, cette marque
répressive sur ce locus est diminuée, induisant une expression de p16. Cette
expression bloque le maintien des cellules dans un état de quiescence, dans des
conditions basales. De plus, lors d’'une blessure, ces cellules échouent a s’activer mais
également a s’auto-renouveler pour maintenir le pool. Cette surexpression est
retrouvée chez 'homme?%?, Cette observation est confirmée par une étude menée par
Cosgrove et ses collaborateurs en 2014, ou une augmentation de la phosphorylation
de la voie p38-MAPK entraine une augmentation des CDKi, tels que p21 et p162%3.

Enfin pour finir sur I'expansion et l'auto-renouvelement des cellules souches
musculaires chez un sujet &gé, certaines voies, impliquées dans ces deux
phénoménes sont altérées. En effet, Bernet et ses collaborateurs?* observent, qu’'au
cours du vieillissement, la voie p38-MAPK est hyper activée dans les cellules souches,
induisant une dérégulation au niveau du processus d’auto-renouvélement : les deux
cellules filles vont alors exprimer MyoD et étre engagées dans la myogenése. De ce
fait, au fur et @ mesure des besoins en cellules souches lors des différentes blessures,

le pool de ces cellules va diminuer.

Le nombre de cellules souches musculaires n'est pas la seule dérégulation que
I'on peut observer au cours du vieillissement. En effet, on voit également apparaitre
des défauts dans les fonctions de ces cellules comme le devenir myogénique
(prolifération, différenciation myogénique). Plusieurs études montrent un défaut
d’expression des marqueurs de la différenciation (MyHC, la créatine kinase
musculaire, la myogenine, p27 et FoxO+, protéines essentielles a la différenciation)
ainsi que de la fusion, (moins de myonucléi et une altération de la morphologie). Ces
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altérations sont le reflet d’'un défaut de différenciation musculaire, expliquant le
manque des capacités régénératives observé chez le sujet 4gé®5. De plus, le profil
d’expression de MyoD et de la Myogenine est prolongé dans le temps chez le rat au

cours du vieillissement, expliquant également les défauts observés?66.267,

Comme cité dans la partie inflammation, CCR2 est primordial pour la réponse
inflammatoire au cours d’'une régénération musculaire. Cependant, ce récepteur est
acquis pendant les premieres phases d’'une régénération par les cellules satellites afin
d’activer la voie p38-MAPK et ainsi inhiber la différenciation musculaire. Au cours du
vieilissement, le maintien de I'expression de ce récepteur sur cette population
cellulaire induit un prolongement de l'inhibition de la différenciation musculaire, signe

d’une défaillance dans le processus de régénération?8,

b. Le changement de micro-environnement au cours du vieillissement

Difféerentes études mettent en évidence que le micro-environnement provenant de
souris jeunes peut rétablir les fonctions des cellules souches ainsi que les capacités
régénératives musculaires. En effet, par exemple, Conboy et ses collaborateurs
montrent que les composants du sérum de souris jeunes permettent, a eux seuls, de
rétablir au niveau moléculaire (la voie NOTCH, détaillée ci-dessus) et cellulaire, les
fonctions des cellules satellites (activation et prolifération). De plus, cette étude montre
également une altération des composants du sérum de souris ageées, influencant de
maniére négative les fonctions des cellules satellites?%°.

Enfin, au sein de la niche elle-méme, des cytokines pro-inflammatoires sont
surexprimées telles que le IL6 et TNFa?’0. Elles impactent de maniére importante la

prolifération et la différenciation myogénique?’'-27°,

c. Les altérations des voies de signalisation nécessaires a la régénération

musculaire

Cet environnement systémique modifié induit des altérations sur les voies de
signalisation impliquées dans les processus régénératifs, a commencer par la voie
WNT. En effet, des études montrent, tout d’abord, une augmentation de cette voie au
cours du vieillissement dans les progéniteurs myoblastiques. Plus en détails, des
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cellules provenant de souris agées expriment davantage les cibles en aval de WNT
comme Axin2, ou encore des composants activateurs de cette voie comme la protéine
B-caténine. Associée a ces augmentations, les auteurs observent également une
diminution des protéines permettant une inhibition de la voie comme la protéine
GSK3p. Ces trois événements témoignent d’'une meilleure activation de la voie WNT
au cours du vieillissement?’2. De plus, dans une autre étude visant a caractériser les
voies moléculaires impliquées dans cette perte de régénération avec I'age, une
diminution de I'expression de deux inhibiteurs de la voie WNT, qui sont sfrp2 et Wif1,
a été montrée dans un muscle entier?’3, Enfin, tous ces changements d’expression
des différents acteurs de la voie WNT induisent un moins bon maintien du lignage
myoblastique des cellules souches, associé a une conversion des progéniteurs
myoblastiques vers un destin fibrogénique lors d’'une blessure musculaire?’?. Cette
conversion, due également a I'activation de I'axe WNT/TGFp2, est retrouvée dans la
myopathie de Duchenne (= DMD pour Duchenne Muscular Dystrophy,)?’4. Dans les
deux modeles, le vieillissement naturel ou la DMD, l'inhibition de cette voie conduit a
une réduction des cellules se dirigeant vers un phénotype fibroblastique mais
également a une meilleure prolifération myoblastique avec une restauration des
processus de régénération.

En plus de la voie WNT, sa voie antagoniste est également altérée. Différentes
études observent une diminution, dans les cellules satellites activées et dans les
myofibres provenant d’individus agés, de I'expression du ligand de la voie NOTCH (le
ligand delta « A1 ») et de son récepteur NOTCH31, induisant une baisse des capacités
prolifératives des cellules?’®. Forcer I'activation de la voie NOTCH dans le muscle agé
induit une restauration de ses capacités?®.

Associé a cette diminution, on voit également un excés de l'activation de la voie
antagoniste de NOTCH sur le contréle de la prolifération des cellules satellites: la voie
TGFB/pSmad3, induisant une accumulation des CDKi?’® associée a une surexpression
des génes impliqués dans la sénescence?’®. Ces perturbations interférent avec les
capacités régénératives des cellules souches musculaires in vivo. Bloquer cette voie
permet de les restaurer. Ces résultats sont aussi observables chez 'lhomme?"’.

En plus de ces voies, d’autres voies vont étre modifiées chez des souris &gées. En
effet, Tierney et ses collaborateurs émettent ’hypothése qu’une suractivation de la
voie JAK2/STAT3 va induire une inhibition prolongée de I'expansion des cellules
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satellites associée a une activation de la différenciation myogénique. Ces deux
phénomeénes induiraient, a terme, un épuisement du pool de cellules souches, décrit
au cours du vieillissement'®. De maniére intéressante, une autre équipe valide cette
hypothése dans le contexte du vieilissement. En effet, Price et ses collaborateurs
démontrent qu’associer a la diminution du nombre de cellules satellites, la voie
JAK2/STAT3 est suractivée avec I'age. L'inhibition de cette suractivation permet une
expansion des cellules satellites ainsi qu'une meilleure réparation du muscle
squelettique. Ainsi, la voie JAK/STAT participe a I'épuisement du pool de cellules

souches, observé chez des souris dgées?’8,

d. Les changements des proportions des cellules immunitaires et de leurs

fonctions.

Bien que la population des macrophages totaux, caractérisée par le marqueur
CD68", est plus importante chez les souris jeunes aprés une blessure, il semblerait
que la population des macrophages M2 soit plus augmentée dans un muscle de souris
ageées?’9280.281 || semblerait donc que les macrophages de souris dgées soient moins
capables de s’adapter et de maintenir une fonction inflammatoire. Il en découle une
moins bonne activation des cellules satellites et a terme un retard dans le processus
de régénération. De plus, compte tenu de cette augmentation de macrophages M2, on
peut penser que les sécrétions, libérées par ce type de macrophages comme I'lL-10,
varient dans le méme sens. Cependant, il semblerait que cette cytokine soit diminuée
dans un muscle 4gé, suite a une blessure?®!. Ces discordances entre la proportion de
macrophages et leurs sécrétions sont également retrouvées pour les macrophages de
type M1. En effet, malgré une diminution de la proportion de ces macrophages,
I'expression des molécules libérées par cette population tel que I'INOS ou le TNF-a,
est augmentée dans un muscle 4gé?8’.

Ce résultat peut paraitre surprenant compte tenu de I'inflammation chronique
de bas bruit qui apparait avec I'dge. Cependant, deux hypothéses peuvent expliquer
ce résultat : i) une proportion plus importante de ces macrophages M2 dans un muscle
non 1ésé%80282 et i) l'augmentation de la cytokine IL-10 au cours du vieillissement?83,
cytokine permettant la transition d’'un phénotype M1 vers un phénotype M2, comme
expliqué ci-dessus. A noter que le rbéle de I'lL10 dans cette observation n’a pas été

totalement établi. De plus, une étude tend a affirmer qu’il existe une réponse similaire
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dans l'infiltration des cellules inflammatoires (les leucocytes et les macrophages) dans

le processus de régénération musculaire®’®.

En plus de ces modifications de proportion de populations présentes au cours
de la régénération avec I'age, il semblerait que les progéniteurs macrophagiques ne
puissent pas étre capables de soutenir la myogenése et ses différentes phases comme
celle de la prolifération et de la différenciation?84. Ces dysfonctions passent notamment
par une altération de certaines sécrétions. Pour ne citer que quelques exemples, la
sécrétion de molécules telles que le GDF3, l'ostéopontine ou encore Klotho est
modifiée avec I'dge. Brievement, dans un muscle blessé de souris jeune, GDF3 faisant
partie de la famille des TGF, permet la fusion musculaire?®s. Or, cette cytokine au cours
du vieillissement voit ses taux diminuer, et cela s’accompagne d’un ralentissement de
la régénération?®®. Cette diminution n’est, cependant, pas due a une réduction du
nombre de macrophages. Concernant, I'ostéopontine, son expression est augmentée
en cas de régénération musculaire®®” et permet d’inhiber la migration et la fusion
musculaire?®®. A [linverse du GDF3, ses taux sont augmentés au cours du
vieillissement?®®, Enfin, Klotho, protéine augmentée dans le cadre d’une régénération
par déméthylation de son promoteur, permet une meilleure régénération
musculaire?®. L’absence de cette protéine induit une diminution de nombre de cellules
Pax7* ainsi que du nombre de clusters (témoin de la prolifération), une augmentation
du pourcentage de fibres positives pour la myosine embryonnaire et une diminution du
nombre de cellules Pax7/MyoD* (= cellules qui entrent dans la phase de différenciation
musculaires). Ces travaux démontrent également que Klotho permet une inhibition de
la voie WNT canonique dans les cellules myogéniques?®'. Dans le cadre du
vieillissement lors d’'une régénération musculaire, la déméthylation du promoteur de
Klotho ne s’effectue pas, induisant la perte de 'augmentation de cette protéine?®°. De
ce fait, l'inhibition de la voie WNT canonique est perdue, induisant une perte des
capacités régénératives des cellules myogéniques.

Ces trois exemples de modification des sécrétions des macrophages
témoignent qu’en plus des modifications directes sur la cellule myogénique au cours
du vieillissement, le systeme immunitaire est également modifié avec I'age, altérant a

son tour les capacités de myogenése des cellules musculaire.
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e. Les modifications liées a I'age des autres cellules impliquées dans la

régénération musculaire

Au cours du vieillissement, de la méme maniére que pour les cellules myogéniques
et les cellules inflammatoires, certaines altérations ont été observées concernant la
population des FAPs. Dans un premier temps, il semblerait que les sécrétions des
cellules myogéniques soient modifiées et altérent certains processus des FAPs
comme la prolifération qui est diminuée. Ceci semble étre di a un défaut de la
phosphorylation et de I'activation de la voie AKT fibrogénique?2.

Parmi les différents facteurs libérés par les FAPs, certains voient leur sécrétion et
expression altérées avec le vieillissement. C’est notamment le cas de Bmp3p. La
sécreétion de ce facteur est diminuée chez l'individu agé, induisant une augmentation
de la différenciation des FAPs en cellules adipocytaires avec une diminution de la force
musculaire, deux marqueurs du phénotype sarcopénique?'2. Il a également été montré
que I'lL-33 était moins présente au cours du vieillissement dans un muscle, induisant
un moindre recrutement, ainsi qu'une diminution de la prolifération et de la rétention
des lymphocytes T régulateurs, importants pour les processus de régénération
musculaire?'®. Enfin, WSP-1, un facteur libéré par les FAPs, notamment pendant la
régénération, est également diminué avec l'age. Cette diminution altere la
différenciation des FAPs vers le phénotype adipogénique, mais empéche également
le soutien porté aux cellules souches musculaires lors de la régénération musculaire,

altérant les capacités régénératives?2°.
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LA REGENERATION MUSCULAIRE : PROCESSUS ALTERE AVEC L’AGE

Lié au vieillissement, on observe différentes perturbations dans ce processus de

régénération qui sont :

e La perte des capacités myogéniques telles que la baisse du nombre de cellules
souches, le défaut du maintien de quiescence, la géro-conversion des cellules
satellites....

e Les changements du micro-environnement, induisant des pertes des capacités de
régénération musculaire.

e Les altérations des voies de signalisation comme par exemple :

- L’augmentation de la voie WNT, induisant un moindre maintien du lignage
myoblastique.

- L’hyper-phosphorylation de p38-MAPK, conduisant a des pertes d’auto-
renouvelement.

- La diminution de la voie NOTCH, induisant une moindre prolifération des cellules
satellites.

e Les changements dans les proportions et capacités des cellules immunitaires et des
FAPs.

IV. Lafibrose

La synthése de collagene et la formation d’'une MEC transitoire est indispensable
et réversible au cours des processus de régénération. Cependant, quand le
traumatisme est soit trop répété soit trop important, le processus devient alors
irréversible. Cette irréversibilité est également présente quand il existe des
dérégulations des voies. L’une des causes principales est 'activation persistante des
myofibroblastes (Figure 12). En effet, alors que dans un muscle a I'état basal, ces
cellules sont éliminées par apoptose, ces cellules peuvent persister méme apres la
résolution des lésions, créant un déséquilibre homéostatique tissulaire. On voit alors
apparaitre un déseéquilibre dans la balance entre la lyse et la synthése de cette MEC.
Ce phénoméne se nomme fibrose. Elle est caractérisée par une accumulation
excessive de MEC et de ses composants comme le collagéne ou encore la
fibronectine. Au niveau histologique, on observe une augmentation de la taille de
'endomysium et du périmysium. Elle apparait dans plusieurs pathologies comme les
dystrophies musculaires (exemple avec la maladie de Duchenne (= DMD)), I'obésite,
le diabéte?®?, ou encore suite a des immobilisations?®® et au cours du vieillissement.
Alors que dans un muscle « sain », le fibroblaste est la principale cellule qui sécréte
cette MEC, lors de ces pathologies, les cellules inflammatoires, les cellules
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myogéniques (myofibres et cellules satellites) et les cellules endothéliales contribuent
également a cette surproduction.

4 )

LA FIBROSE :

En résumeé :

La fibrose correspond a une accumulation excessive des composants de la MEC.
Elle apparait aprés un traumatisme trop important ou trop répétée.

C’est un processus irréversible.

Elle est retrouvée dans différentes pathologies.

N

Avec I'age, on observe une augmentation de fibrose caractérisée par un excés de
dépbt de la matrice et plus particulierement du collagene. De plus, les modifications
du collagéne comme les liaisons croisées non enzymatiques se retrouvent modifiées
induisant un changement de rigidit¢é des protéines de la MEC contribuant aux
altérations observées avec le vieillissement?®4.

Plusieurs publications, notamment celle de Brack et ses collaborateurs en 2007,
démontrent qu’au cours d’un vieillissement physiologique, les modifications des voies
de signalisation sont impliquées dans la survenue de cette fibrose. C'est notamment
le cas avec la voie de signalisation WNT qui est fortement impliquée dans I'apparition
de ce processus. En effet, comme dit ci-dessus, les auteurs observent que le
changement de I'environnement systémique observé au cours du vieillissement induit
une augmentation de la signalisation WNT dans les cellules myogéniques permettant
une conversion vers un phénotype fibrotique?’2. De plus, une autre étude confirme
l'implication de cette voie dans ce processus. En effet, avec le vieilissement, les
myoblastes donnent naissance a une population cellulaire non myogénique et non
adipogénique caractérisée par les marqueurs CD45 , MyoD-, Sca+*, qui présentent
alors des altérations dans I'expression des génes de la voie WNT, dans le potentiel
myogénique des myoblastes et enfin, présentent également une augmentation des
génes de la fibrose, controlés par la voie WNT22%. De plus, comme déja évoqué,
I'hormone IGF1 permet, grace a la séquestration de Smad3 par p-AKT, de contrbler
cette fibrose. Cependant, au cours du vieillissement, il est bien établit que le taux de
cette hormone diminue au niveau plasmatique?%®. De ce fait, I'interaction entre les deux
protéines ne se fait pas au niveau cytoplasmique, induisant une translocation de
Smad3 au niveau nucléaire. On voit alors apparaitre une activation des genes de la

fibrose?5?,
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Dans un contexte de vieillissement physiologique, les cytokines ont également un
réle a jouer dans ces dérégulations. Comme cité ci-dessus, la cytokine TGF- est 'une
des cytokines majeures impliquées dans le processus de fibrose. Elle permet d’activer
I'expression de plusieurs protéines de la MEC comme la fibronectine, le plasminogen
activator inhibitor 1 (= PAI-1) etle CTGF. En 2004, une étude démontre que la voie du
ce CTGF est activée de maniére constitutive dans les progéniteurs myogéniques du
muscle agé, et ce malgré la régulation a la baisse des récepteurs observée au cours
du vieillissement, comme en témoigne I'augmentation de la phosphorylation de la voie
Smad?2/3 ainsi que 'augmentation de I'expression génique de la fibronectine, du PAI-
1 et de CTGF 276297 Associé a cette idée, I'expression génique et protéique?’62°7 de
cette cytokine au sein de ces cellules est augmentée, notamment pour I'isoforme TGF-
Bs3. Ces dérégulations de la voie TGF-p/Smad sont impliqués dans les défauts de
fibrose observés au cours du vieilissement. A noter cependant que I'activation
constitutive de cette voie n’induit pas tous les effets connus du TGF-B. En effet, ils

n'observent pas les effets inhibiteurs sur la différenciation musculaire?®”.

-

.

LA FIBROSE LIEE AU VIEILLISSEMENT :

Cette fibrose est due a :
Une dérégulation de certaines voies de signalisation comme par exemple la voie WNT et

son rble dans le destin myogénique ou fibrogénique.
Une augmentation ou diminution des cytokines et de I'|GF-1, respectivement.

~

J
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Figure 12 : Dérégulations du processus de la matrice extra-cellulaire transitoire.

Lors de blessures répétées ou lors du vieillissement/pathologies, les cellules inflammatoires restent présentes
continuent a sécréter les molécules pro-fibrotiques. Les myofibroblastes persistent et continuent a sécréter les
différents types de collagéne, créant une accumulation de la matrice extra-cellulaire. Ce phénoméne est appelé

FIBROSE.

Nous venons de décrire les différents mécanismes impliqués dans 'apparition et le
développement de la sarcopénie. Nous allons maintenant détailler les différentes

molécules qui peuvent impacter ces mécanismes et nous nous sommes concentres

sur les facteurs circulants.

-87-



PARTIE |l : IDENTIFICATION DE NOUVELLES MOLECULES
IMPLIQUEES DANS LE DEVELOPPEMENT DE LA
SARCOPENIE

l. Les facteurs circulants principaux identifiés

Le micro-environnement du muscle peut impacter difféerentes fonctions ou
mécanismes qui participent au développement de la sarcopénie. Les facteurs
circulants font partis de ce micro-environnement et certains ont été décrits comme des
facteurs impactant le muscle squelettique. Parmi les facteurs circulants, on retrouve
les facteurs de croissance comme I'|GF-1 ou encore la myostatine (=GDF-8), les
hormones sexuelles telles que la testostérone et enfin les différentes cytokines de
I'inflammation.

Le tableau ci-dessous est non exhaustif et reprend quelques exemples de facteurs
circulants impactant la physiologique du muscle squelettique ainsi que les variations
associées a l'age et leur impact lors du vieillissement musculaire. Aujourd’hui,
différents essais cliniques sont en cours, ciblant 'un de ces facteurs, afin de ralentir la
survenue et la progression de la sarcopénie. Vous trouverez quelques exemples

d’essais cliniques dans la derniére colonne de ce tableau.
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Nom protéine ou

Variations au

Exemples d’essais

molécule Roles cours du Observations cliniques en cours
vieillissement
Cible la voie IGF-1 :
-GH régule sa
synthése. -GH Secretagogue
-Active I'hypertrophie (Phase I)
IGF-1 musculaire. Diminution (-) -Associé a la
298,299,300,301,296,302 perte musculaire | -Ibutamoren
-Active la prolifération des liée a I'age. (MK677) GH
cellules satellites chez le rat Secretagogue
ageé. -Diminution taux | (Phase II)

de GH avec l'age

-Growth hormone
(GH) (Phase llI)

-Diminue la masse

+/-

Cible la myostatine

Myostatine (= musculaire. Controversé dans | -Différence liée - BYM338
GDF-8) la littérature au sexe. (Bimagrumab)
303,304,301,305,302 -Inhibe la protéosynthése (Phase )
par interaction avec AKT.
- REGN1033
(Trevagrumab)
(Phase II)
-Active la prolifération des Cible la
cellules satellites et testostérone :
augmentation du nombre
-Testosterone

-Active la différenciation

(Phase IV et IIl)

Testostérone myogénique des cellules Diminution (-)
306,307,308,309,310,311 SOUCheS _ Angrogel
312,313,314,315 mésenchymateuses (testosterone gel)
pluripotentes
-Active la protéine AKT et
inhibe FoxOs (activation de
la protéosynthése)
-Associée a la
TNF-a -Inhibe la différenciation Augmentation (+) | diminution de la
316,317 musculaire force spécifique
et maximale.
-Associée a des
désordres liés a
IL-6 Augmentation (+) | I'age.

317,318,319,320,321

-Inhibe I'action de
IGF-1

Tableau 1 : Tableau récapitulatif sur les facteurs circulants agissant sur le muscle squelettique, leurs
variations au cours du vieillissement et les essais cliniques en cours reportés dans ClinicalTrials.gov

database
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Plusieurs organes ont des fonctions endocriniennes et peuvent libérer ces
différents facteurs dont le muscle squelettique lui-méme ou encore le tissu adipeux
blanc. Cependant comme mentionné dans la revue ci-dessus, le tissu adipeux blanc
voit sa fonction sécrétoire extrémement modifiee avec I'dge. En effet, il va libérer
différents facteurs dont certains pro-inflammatoires. Nous allons dans le prochain
chapitre aborder les différents changements qui s’opérent au niveau fonctionnel,
morphologique et sécrétoire dans ce tissu au cours du vieillissement et les impacts

connus sur les autres tissus.

1. Les nouvelles stratégies développées : le tissu adipeux

blanc, organe clé dans la sécrétion de facteurs circulants

Le tissu adipeux blanc est un tissu qui présente différentes fonctions au sein de
I'organisme : i) une fonction de stockage, ii) un réle dans le maintien de 'homéostasie
métabolique et enfin, iii) une fonction sécrétoire. Grace a ses fonctions, ce tissu permet
de maintenir une homéostasie au sein de I'organisme. Cependant, depuis quelques
anneées, des études montrent des changements de ces fonctions avec I'age impactant
les autres tissus.

Dans cette partie, nous allons aborder les différents changements du tissu

adipeux blanc qu’ils s’opérent au cours du vieillissement ainsi que leurs impacts.

1. Les modifications du tissu adipeux blanc au cours du vieillissement

Dans cette revue, que jai eu l'occasion de co-écrire pendant ma deuxiéme
année de thése, nous avons énuméré les différentes modifications que subit le tissu
adipeux blanc au cours du vieillissement et les conséquences associées. Brievement,
la répartition de ce tissu au sein de l'organisme est modifiee en faveur d'une
localisation plus profonde (= viscérale). Cette redistribution est due a différentes
causes dont une modification en systémique des taux d’hormones sexuelles comme
la testostérone ou les cestrogénes ou encore la perte de capacité de stockage du tissu
adipeux blanc sous-cutanée.

En plus de la nouvelle répartition de ce tissu, ses capacités intrinséques sont

également modifiées. Ce tissu subit une moindre extension qui altére les capacités de
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stockage, associée a une diminution de la capacité de mobilisation des lipides par la
lipolyse. Enfin, 'une des derniéres altérations recensées est la fonction sécrétoire,
modifiee en faveur d’un sécrétome pro-inflammatoire (SASP pour senescence
associated secretory phenotype), associé a des modifications de la sécrétion des
adipokines (adiponectine, leptine...).

Aujourd’hui, différentes études soulignent I'implication de la sénescence des
adipocytes et des cellules de la fraction stroma-vasculaire dans toutes ces

modifications observées avec I'age.
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B Résumé

Le tissu adipeux est un organe central jouant de multiples roles, comme la protection thermique, le
stockage énergétique, la sécrétion d'hormones participant a I'homéostasie générale. Au cours du
vieillissement, le tissu adipeux blanc (TABI) subit un remodelage quantitatif et qualitatif. En effet, il
est a la fois le siege d'une redistribution géographique, de remodelages cellulaires et d'une
modification de ses capacités fonctionnelles. La relocalisation du TABI sous-cutané au profit du TABI
viscéral et I'augmentation du stockage ectopique de lipides (foie, pancréas, muscle) s'accompa-
gnent de la modification de son profil sécrétoire et de sa cellularité. A cela, s'ajoutent |'apparition
de cellules sénéscentes au sein du tissu adipeux et la perte des capacités de renouvellement des
cellules progénitrices. Ainsi, ces modifications du TABI entrainent une altération de I'homéostasie
générale et contribuent a l'insulino-résistance, a une dysfonction cardiovasculaire, a la perte de
mobilité, mais également aux dysfonctions cognitives en participant au phénoméne d'inflamma-
tion systémique générale retrouvée au cours du vieillissement. Une meilleure compréhension des
effets de I'age sur le TABI devrait permettre d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour
lutter contre la fraqilité associée a I'age et améliorer la qualité de vie en ciblant cet organe central.

B Summary
Adipose tissue alterations during aging

White adipose tissue (WAT) plays a central role in human homeostasis by acting on energy
storage, adipokines secretion and inflammation. During aging, WAT is quantitatively and qua-
litatively altered and may participate to the onset of age-related pathologies. Indeed, progressive
loss of subcutaneous adipose tissue mass and its targeted localization in visceral adipose depot
associated with adipose tissue secretory and cellular profile alterations as well as ectopic lipids
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accumulation are often linked to age related diseases such as neurodegenerative alterations, loss
of mobility, diabetes, cardiovascular dysfunctions and so on. Moreover, adipose tissue is involved in
the phenomenon of inflammaging leading to a systemic chronic low-grade inflammation that is
common hallmark of all the pathologies of aging. Thus, understanding WAT modifications during
aging displays promising options in order to improve quality of life and promote healthy aging.

Introduction

Au cours des prochaines années, en France, la part de la popula-
tion agée de plus de 60 ans atteindra plus de 20 % de la
population. Cette augmentation de la longévité s'accompagne
d'une survenue plus importante de pathologies chroniques liées
a l'age, comme les troubles cardiovasculaires, le diabéte, les
maladies rénales ou neurodégénératives, ou encore une sur-
venue plus importante des cas de cancers [1]. Afin d'expliquer
cette occurrence plus importante, différents mécanismes cellu-
laires impliquant les régulations épigénétiques, biochimiques
ou métaboliques ont été avancés. Plus récemment, de nom-
breuses études s'accordent sur le fait que le vieillissement des
tissus est associé a une accumulation de cellules sénescentes
correspondant a un arrét définitif du cycle cellulaire [2]. Cette
accumulation semble étre causée par le fait que les cellules
sénescentes deviennent progressivement résistantes a I'apop-
tose avec l'age [3]. En conséquence de cet état cellulaire, le
développement d'une inflammation chronique dite de bas bruit
s'installe avec I'dge et participe a I'entretien de I'état de sénes-
cence des cellules.

Au niveau métabolique, le vieillissement se caractérise par une
altération des réponses oxydatives, une sensibilité a I'insuline
perturbée, et une mauvaise gestion des flux énergétiques.
Parmi les organes associés au maintien de I'homéostasie et
des dépenses énergétiques, on retrouve le tissu adipeux blanc
qui assume la grande majorité des capacités de stockage/res-
titution énergétiques de I'organisme. Au cours de |'avancée en
age, les tissus adipeux blancs (TABI) subissent des modifications

Les points essentiels

* Augmentation du vieillissement de la population et des troubles
associés a l'age.

* Vieillissement associé a des altérations quantitatives et qualitatives du

tissu adipeux.

* Relocalisation du tissu adipeux blanc (TABI) lié a une modification du
profil hormonal et des capacités de stockage.

* Modifications intrinséques des fonctions de stockage et sécrétoires du
TABI.

« Apparition de cellules sénéscentes dans I'environnement du TABI
associé a une inflammation chronique de bas grade.

tome 15 > n°2 > mars 2021

quantitatives et qualitatives dues a une modification du mode
de vie (alimentation plus riche/baisse de I'activité physique)
associée a des perturbations hormonales. Ainsi, plusieurs études
ont pu observer qu'a partir de 65 ans s'opére une augmentation
du pourcentage de la masse grasse au dépend de la masse
maigre [4]. Cette accumulation de masse grasse s'accompagne
d'une relocalisation du TABI d'un compartiment sous-cutané vers
une localisation plus profonde et viscérale et, dans certains cas,
d'un stockage ectopique des lipides dans différents tissus.

Comme nous allons le décrire dans cette revue, le vieillissement

altere également les capacités fonctionnelles des cellules qui

composent le TABI. En effet, le TABI de la personne agée
présente :

« une diminution de ses fonctions régénératrices due a une
altération des capacités de différenciation de ses cellules
souches ;

« une diminution de ses capacités de stockage lipidique ;

« une modification des sécrétions endocrines de I'adipocyte et
de la fraction stromale pouvant contribuer a une accélération
des processus de vieillissement de I'organisme via, entre
autres, une inflammation chronique de bas bruit.

Ainsi, le TABI pourrait jouer un réle central dans l'initiation, le

maintien ou I'amplification de certaines pathologies associées

au vieillissement, et ainsi devenir une cible thérapeutique pro-
metteuse dans la lutte contre les pathologies liées au
vieillissement.

Modifications anatomiques des tissus adipeux
blancs

Nouvelles répartitions des tissus adipeux

Une étude menée dans les années 1990 a montré qu'une
relocalisation du TABI s'opere avec I'age [5]. En effet, a I'instar
de ce qui a pu étre observé au cours de I'obésité, le vieillisse-
ment s'accompagne d'une augmentation de la taille adipocy-
taire et du volume du tissu adipeux profond au détriment d'une
légéere diminution du tissu adipeux localisé en position sous-
cutanée [5]. Cette redistribution des TABI semble trouver son
origine dans deux mécanismes différents. Premierement, il a pu
étre démontré que le TABI sous-cutané perd progressivement
ses capacités de stockage avec I'avancée en age. Ceci aura pour
conséquence directe de rediriger les exces de substrats éner-
gétiques vers le TABI profond responsable de nombreux dés-
ordres métaboliques. Parallélement a cela, une large part de la
redistribution des tissus adipeux est attribuée aux effets des
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hormones d'origine sexuelles. L'influence des hormones sexuel-
les sur la distribution du TABI est bien documentée et a permis
d'expliquer la différence de localisation chez les adultes jeunes
[6]. En effet, chez I'hnomme, le TABI est localisé au niveau
viscéral, on parle alors de répartition androide, alors que chez
la femme non ménopausée, il est majoritairement localisé au
niveau sous-cutané glutéo-fémoral (répartition gynoide).
Cependant, au cours du vieillissement, la baisse des taux des
estrogenes signant la ménopause va entrainer une relocalisa-
tion du TABI au niveau viscéral chez la femme [7]. Paralléle-
ment, les récepteurs o aux cestrogénes, présents
principalement dans les adipocytes du tissu adipeux sous-
cutané et associés a une augmentation de I'activité de la lipo-
protéine lipase et a I'accumulation de triacylglycérol [8] voient
leur expression décroitre avec le vieillissement. Ces études
démontrent également le role du rapport testostérone/cestra-
diol dans la localisation du tissu adipeux avec I'age [9]. Chez
I'homme, on peut observer une diminution des taux de testos-
térone plasmatique qui va jouer un role important dans la
localisation du TABI. Ainsi, une supplémentation en testostérone
chez des sujets masculins permet d'éviter la relocalisation du
tissu adipeux au niveau viscéral et est associée a un meilleur
stockage des lipides [10] grace a une augmentation des récep-
teurs o2-adrénergiques [11]. De ce fait, hommes et femmes
voient une redistribution de leur tissu adipeux au niveau central
au cours de l'age dépendant des variations des hormones
sexuelles [6].

Le tissu adipeux viscéral étant directement associé a la présence
de dysfonctions cardiovasculaires participant au syndrome
métabolique, cette relocalisation liée a I'age constitue un fac-
teur de risque majeur chez la personne agée [12]. Ainsi, cette
redistribution pourrait participer au phénomene de fragilité
décrite chez la personne agée.

Localisation ectopique des lipides

Comme nous I'avons vu précédemment, la redistribution du TABI
s'accompagne de la relocalisation des lipides du tissu adipeux
sous-cutané au niveau du TABI viscéral. Cependant, I'exces de
substrat énergétique peut aussi se localiser de facon ectopique
dans d'autres tissus, comme le foie, le muscle squelettique ou le
pancréas [13,14]. Comme cela a déja pu étre décrit au cours de
pathologies métaboliques associées a I'obésité, cette présence
anormale de lipides ectopiques conduit a une augmentation des
mécanismes inflammatoires induits par les phénoménes de
lipotoxicité. Au niveau mécanistique, cette lipotoxicité va
induire une augmentation des especes réactives de I'oxygene
et, a terme, |'activation des voies nuclear factor-kappa B (NFkB)
ou de la protéine kinase C (PKC) induisant la plupart des dés-
ordres métaboliques [15]. La présence de ces lipides au niveau
hépatique est associée a une altération spécifique du métabo-
lisme du glucose participant a l'insulino-résistance réguliere-
ment observée chez la personne agée. Au niveau musculaire,

les dépots ectopiques lipidiques se retrouvent localisés au
niveau inter- et intramusculaire. De facon intéressante, la pré-
sence de ces lipides dans les cellules musculaires est associée
a l'altération des capacités musculaires, avec une diminution de
la force et de la mobilité, mais aussi de la consommation du
glucose participant ainsi a l'insulinorésistance [16]. Enfin, une
accumulation de lipides au sein du pancréas a été observée et
participe a l'altération fonctionnelle de ce tissu au cours du
vieillissement [14]. Les altérations du TABI jouent donc un role
central au cours du vieillissement en impactant le métabolisme
global, mais également, et plus spécifiquement, en altérant le
fonctionnement d'autres organes (figure 7). Tous ces phéno-
menes concourent a I'augmentation de |'occurrence des trou-
bles cardiovasculaires, tels que I'athérosclérose chez la personne
agée, mais également a des troubles musculo-squelettiques,
comme la sarcopénie.

Conséquences du vieillissement sur les capacités
intrinséques du tissu adipeux

Maoadification des fonctions de stockage adipocytaire au
cours du vieillissement

Les adipocytes sont les cellules majoritaires du tissu adipeux.
Elles ont pour rdle principal le stockage de I'énergie au sein de
leur vacuole lipidique et sa restitution en cas de besoin. Ces
adipocytes sont issus du processus d'adipogenése au cours
duquel des progéniteurs, les pré-adipocytes, se différencient
en adipocytes matures. L'une des premieres fonctions du TABI
altérée au cours du vieillissement est la capacité de ces pro-
géniteurs a se différencier. En effet, la diminution de I'expression
du récepteur de prolifération des peroxysomes (PPAR(]) et du
facteur de transcription adipogénique « CCAAT/enhancer binding
o » (C/EBPa), essentiel a I'adipogenese, est observée au cours
du vieillissement dans des cultures primaires d'adipocytes de rats
[17]. Ainsi, les progéniteurs adipocytaires de rats agés présen-
tent, in vitro, une moins bonne capacité de différenciation
comparée a ceux d'animaux jeunes [18]. De plus, I'augmentation
d'inhibiteurs de la voie de C/EBPa, l'isoforme C/EBPB-LIP et C/
EBP HomolOgous Protein (CHOP), dans les pré-adipocytes a été
constatée au cours du vieillissement, et donc une inhibition de la
cascade de signalisation de la différenciation adipocytaire [19].
La conséquence directe de ces mécanismes intracellulaires est
une diminution de la taille des adipocytes (hypotrophie) qui va
s'ajouter a une diminution de la capacité des cellules souches
pré-adipocytaires a renouveler le stock d'adipocytes (hypoplasie)
[20]. A l'opposé de ce qui se passe au cours des premiers stades
de I'obésité, cette perte de fonction contribue @ une moindre
extension du tissu adipeux, induisant une altération des capa-
cités a accumuler ou @ mobiliser des lipides.

Parallelement a I'altération des processus adipogéniques, I'adi-
pocyte agé est aussi le siege d'une perturbation de ses capacités
intrinseques de stockage et mobilisation de lipides. En effet, il a
été observé qu'avec I'age, les adipocytes des TABI sous-cutanés
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Schéma des modifications anatomiques des tissus adipeux blancs et bruns au cours de I'age

et viscéraux perdent cette capacité de stockage [21]. La mobi-
lisation lipidique - ou lipolyse - est I'une des fonctions majeures
du tissu adipeux qui consiste en la libération des acides gras
stockés dans le tissu adipeux suite a une demande énergétique.
La lipolyse adipocytaire est, elle aussi, impactée avec I'age, elle
est diminuée chez I'homme et le rongeur agé. Ceci s'explique
par une diminution de stimulation de la voie p-adrénergique
(activatrice de la lipolyse) au profit de la voie o:2-adrénergique
(inhibitrice de la lipolyse). L'AMP cyclique (AMPc), nécessaire
a l'activation de cette voie, se trouve diminué, impactant I'acti-
vation de la lipolyse [22]. De plus, Hoffman et al. démontrent
qu'une libération d'adénosine endogéne chez des souris agées
participe également 3 cette altération [23].

Maoadification des fonctions sécrétrices au cours du
vieillissement

Le tissu adipeux possede une fonction endocrine cruciale via la
sécrétion de molécules bioactives (cytokines, chimiokines,
hormones. . .) décrites sous le nom d'adipokines. Au cours du
vieillissement, ces sécrétions sont modifiées et participent a I'in-
flammation de bas bruit associée au vieillissement (figure 2). En
effet, Wu et al. montrent que I'expression génique des cytokines

tome 15 > n°2 > mars 2021

pro-inflammatoires, telles que l'interleukine (IL)-1B, I'lL-6 et le
tumor necrosis factor o (TNF-a), est augmentée dans le tissu
adipeux viscéral chez des souris agées [24]. Parallélement
a cette inflammation de bas bruit, I'adiponectine, hormone
reflétant I'activité adipogénique et sécrétée par les adipocytes
matures, est diminuée [25]. Compte tenu de son réle dans la
différenciation adipogénique, la sensibilité a l'insuline et le
stockage des acides gras, on peut supposer que cette diminution
participe également aux dérégulations observées au cours du
vieillissement [25]. La leptine, autre adipokine impliquée dans
le phénomene de satiété, est augmentée chez les souris agées.
Ces concentrations, semblables a celle retrouvée dans des
conditions d'obésité, témoignent d'une moindre sensibilité
a la leptine avec I'dge [26]. De plus, au sein du TABI, les cellules
de la fraction stroma-vasculaire, et notamment les cellules
immunes, subissent un important remodelage au cours du
vieillissement. Une modification au niveau du phénotype des
lymphocytes Tet des macrophages a ainsi été observée chez les
souris agées [27]. En effet, une diminution des macrophages
anti-inflammatoires de type M2 au profit de macrophages de
type M1 - dits pro-inflammatoires - et une augmentation des
lymphocytes T a été observée. Ce remodelage immun participe
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Fonctions du tissu adipeux altérées au cours du vieillissement

a l'inflammation et a la résistance a I'insuline retrouvées au sein
du TABI au cours de I'age. Ces changements cellulaires et sécré-
toires peuvent étre impliqués dans l'installation de certaines
maladies, comme les maladies neurodégénératives (maladie
d'Alzheimer). Il a été montré, par exemple, qu'une surproduc-
tion de leptine, similaire aux concentrations retrouvées en
condition d'obésité, induisait une résistance au niveau du sys-
téme nerveux central et, 3 terme, une atrophie cérébrale asso-
ciée a des troubles neurodégénératifs [28]. De plus, ces taux
anormaux de leptine induisent une phosphorylation des pro-
téines Tau et B-amyloide, impliquées dans la maladie d'Alzhei-
mer, entrainant une altération des performances cognitives
[28]. Compte tenu de la surproduction de cytokines pro-inflam-
matoires induite par le tissu adipeux chez les personnes agées,
ces mécanismes semblent corrélés a la mise en place des
troubles cognitifs, ainsi que des maladies neurologiques retrou-
vées au cours du vieillissement [29].

Impact de la sénescence sur les altérations des
tissus adipeux blancs

La sénescence est définie comme un arrét définitif du cycle
cellulaire. Ce phénomeéne est observé en réponse a plusieurs
facteurs, tels qu'un raccourcissement des télomeres, des dom-
mages a I'ADN, l'activation d'oncogénes, ou en réponse a un
stress. Au cours du vieillissement, les stress environnementaux
ne cessent d'augmenter, conduisant a I'accumulation de cellules
sénescentes [2]. Ces cellules subissent des modifications, tant
au niveau phénotypique qu'au niveau sécrétoire. En effet, les
cellules sénescentes possédent un sécrétome qui leur est pro-
pre, le SASP (pour Senescent Associated Secretory Phenotype).
On y retrouve des cytokines pro-inflammatoires, des

chimiokines, des métalloprotéases, ou encore des facteurs de
croissance. Via le SASP, les cellules sénescentes participent a la
dérégulation des fonctions essentielles pour I'homéostasie
tissulaire.

La sénescence du TABI est de plus en plus étudiée afin de
comprendre |'impact de cet état cellulaire sur les fonctions de
ce tissu [30]. De facon intéressante, on comprend mieux le role
délétere de ces cellules grace a des expériences de coculture de
ces adipocytes sénescents et de progénitures adipocytaires. En
effet, I'équipe de James Kirkland a pu montrer le role des
sécrétions d'adipocytes sénescents en observant qu'au cours
de ces expériences de cocultures entre des adipocytes sénes-
cents et des pré-adipocytes issus d'individus jeunes, les pro-
géniteurs  adipogéniques perdaient leurs capacités de
différenciation [18]. De plus, la sénescence des adipocytes
est associée directement a la perte des fonctions adipogéniques
intrinseques et, via l'induction d'un SASP responsable d'une
inflammation dite stérile, du recrutement de cellules immunes
pro-inflammatoires, telles que des macrophages au sein du TABI
[31]. Ces régulations ont pu étre observées chez la souris, mais
également chez 'hnomme &gé [32]. Afin de démontrer I'impor-
tance des sécrétions du TABI au cours du vieillissement, des
expériences d'inhibition du SASP ont permis de montrer le role
du TABI et de ses sécrétions sur les capacités physiques et la
fragilité observées chez des souris agées. De plus, des travaux
ont montré, grace a une stratégie de blocage dans les adipo-
cytes, qu'un facteur clé de la sénescence (tumor protein
53 [P53]), induit une perte de la sensibilité a l'insuline, ainsi
qu'une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, tel que
le TNFo. [33]. Ces résultats soulignent le réle de la sénescence
des cellules du TABI dans les dysfonctions métaboliques et
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I'inflammation retrouvées au cours du vieillissement. Tous ces
phénoménes concourent a la perte de fonction adipocytaire,
aussi bien au niveau du stockage que des sécrétions.

Conclusion

L'augmentation de la proportion de la population dgée au
niveau mondial observée ces derniéres années s'accompagne
d'une diminution de la qualité de vie et d'un coGt socio-éco-
nomique majeur. Dans ce contexte, le tissu adipeux est de plus
en plus considéré comme une des cibles potentielles dans la
lutte contre la fragilité liée au vieillissement. En effet, si le role
de ce tissu a longtemps été peu considéré dans la lutte contre les
pathologies liées au vieillissement, il apparait aujourd'hui pri-
mordial de mieux comprendre ses dysfonctions au cours de
I'avancée en age afin de pouvoir appréhender au mieux ces
changements. Ainsi, la redistribution des capacités de stockage
énergétique, qu'elle soit viscérale ou ectopique, est délétere
pour l'organisme et doit faire |'objet d'une adaptation des
comportements, tant au niveau nutritionnel qu'au niveau des
dépenses énergétiques (exercice physique). De méme, agir sur
les nouvelles caractéristiques fonctionnelles et sécrétoires du
TABI qui ont lieu avec l'avancée en age permettrait de ralentir

I'apparition de pathologies liées au vieillissement en mainte-
nant les capacités fonctionnelles de l'individu. Pour cela, diffé-
rentes approches sont envisageables, qu'elles soient centrées
sur un certain controle du métabolisme ou par une approche
pharmacologique. En effet, la maitrise du métabolisme chez
I'organisme agé par des adaptations quantitatives ou qualitati-
ves de I'apport calorique (restriction calorique ou alimentation
adaptée a la chronobiologie) permettent de réguler la masse
grasse et de normaliser les capacités fonctionnelles du TABI. De
méme, cibler directement les cellules sénescentes par les séno-
lytiques semble tres prometteur quant au maintien de l'intégrité
de ce tissu malgré le vieillissement. Quelle que soit I'interven-
tion pratiquée, une mise en place précoce au cours de la vie de
l'individu, ou une application tardive adaptée selon I'age, per-
mettraient de contrer ou de limiter les effets déléteres des
modifications du TABI. Tout ceci permettrait d'atténuer les alté-
rations fonctionnelles associées au vieillissement et, ainsi, de
diminuer la morbidité liée a I'age en favorisant un vieillissement
en bonne santé.

Déclaration de liens d'intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de
liens d'intéréts.
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2. Le tissu adipeux, organe clé dans le dialogue inter-organe avec le muscle
squelettique : le role des adipokines au cours du vieillissement

Ce tissu est donc un organe sécrétoire qui peut dialoguer avec les autres tissus.
Depuis quelques années, il a été mis en évidence que le tissu adipeux, via ses
sécrétions, va pouvoir interagir avec le muscle squelettique. Comme cité dans la
revue, le tissu adipeux subit des modifications au cours du vieillissement, notamment
au niveau de ses sécretions. Cette partie résume, de maniére non exhaustive, les

modifications des adipokines ayant un réle au sein du muscle squelettique.

Bien gu’il existe une controverse sur ses variations au cours du vieillissement, les
taux de leptine ont été associés a une inflammation ectopique dans le muscle,
conduisant a une atrophie musculaire via I'expression des deux atrogénes MuRF1 et
atrogin-1322, De plus, il a été observé une diminution de la sensibilité a la leptine avec
I'’age3?®. Chez 'nomme il existe une association négative entre les concentrations
sériques de leptine et la densité des muscles abdominaux®?*. Une autre étude confirme
cette association puisque les auteurs démontrent que les individus avec de fortes
concentrations sériques de leptine ont une forte incidence au niveau de la fragilité et

la faiblesse musculaire325.

Concernant la participation de I'adiponectine dans le développement de la
sarcopénie, son réle reste encore mal compris. En effet, des études se contredisent
quant a ses effets. Une étude démontre que de faibles taux sériques de cette adipokine
sont observés chez des individus sarcopéniques par rapport a des individus non
sarcopéniques®?®. Cependant, d'autres études mettent en évidence une association
entre les taux élevées de cette adipokine avec une diminution de l'aire des fibres
musculaires, de la faible densité musculaire, de la perte fonctionnelle et de

I'augmentation de l'incidence de la sarcopénie3?7:3%8,

Malgré les corrélations faites entre les variations de ces adipokines et les
altérations sur le muscle au cours du vieillissement, trés peu d’études mettent en
évidence que les altérations des concentrations de ces adipokines sont dues
principalement a des dysfonctions du tissu adipeux.
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Seule la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires a été montrée comme
augmentée au cours du vieillissement par le tissu adipeux chez la souris®?°. Compte
tenu des effets négatifs de I'lL-6, du TNF-a et de MCP-1 détaillés dans la premiére
sous partie, ces molécules pro-inflammatoires participent a la perte de la masse et de

la fonction musculaire, observée avec le vieillissement.

KLES ALTERATIONS DES SECRETIONS DES ADIPOKINES ET LES CONSEQENCES\

LIEES AU VIEILLISSEMENT :

En résumé, on observe au cours du vieillissement :

-

Une diminution de la sensibilité a la leptine et de ses effets positifs sur le muscle
squelettique.

Une controverse des effets et des variations de I'adiponectine avec I'age et dans le
cadre de la sarcopénie.

Une augmentation de la libération des cytokines pro-inflammatoires et des effets qui leur

sont attribués dans le muscle squelettique.

J

Dans ce contexte, au sein du laboratoire, une analyse protéomique différentielle
croisée sur du sang et des milieux conditionnés d’explants de tissus adipeux blanc
issus de souris agées de 3, 12 et 24 mois, associée a une analyse approfondie de la
littérature ont permis de sélectionner 15 protéines variant de maniére significative entre
les souris agées de 3 et 24 mois et les souris agées de 3 et 12 mois. Une analyse
génique de ces 15 protéines a été réalisée sur du tissu adipeux provenant de souris
agees de 12 et 24 mois et a permis d’identifier 3 protéines qui sont augmentées au
cours du vieillissement dans le tissu adipeux blanc : la Teneurine (Tenm3), la protéine
s100a4 et I’haptoglobine. Ces données sont spécifiques au tissu adipeux viscéral et
plus précisément aux adipocytes composant ce tissu. Aprés une analyse
bibliographique, notre choix d’étude s’est porté sur I’haptoglobine. En effet, en 2014,
une étude a décrit un rdle sur le muscle squelettique, role qui sera détaillé dans la

partie « haptoglobine ».
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lll. L’haptoglobine, cible potentiel de la Ilutte contre la

sarcopénie ?

1. L’haptoglobine : définitions

L’haptoglobine (= Hp) a été décrite pour la premiére fois par Polonovski et Joyle,
en 1938. C’est une glycoprotéine tétramérique circulante, découverte dans le plasma
humain. Elle est composée de deux paires de chaines peptidiques : deux chaines
alpha et deux chaines béta. Son géne est localisé sur le chromosome 16g22.

a. Le polymorphisme de I'haptoglobine

Chez ’'homme, contrairement aux autres mammiféres, il existe une duplication de
l'alléle 1 générant 'alléle 2. Trois phénotypes résultent de cette duplication, a savoir :
Hp1-1, Hp2-1 et Hp2-2. Le phénotype le plus retrouvé dans la population est le Hp2-
1. Chez 'homme, le polymorphisme est associé a des susceptibilités dans certaines
pathologies. En effet, le phénotype Hp1-1 est corrélé a une susceptibilité plus
importante aux maladies infectieuses par parasite3*° alors que le phénotype 2-2, lui,
est associé plutdt aux maladies métaboliques et aux complications associés3?'
(comme la NAFLD et sa sévérité) mais protecteur envers des infections telles que la
malaria®3?. De plus, en Europe occidentale, il est connu que 16% de la population
possede I'isoforme Hp1-1, 48% posséde l'isoforme Hp2-2 et 36% possede l'isoforme
Hp2-2. La distribution de ces phénotypes varie selon les zones géographiques
étudiées (Hp2 est majoritairement retrouvée en Asie alors que Hp1 est plutét en
Afrique et dans I'’Amérique du Sud).

b. Localisation de I'haptoglobine : les organes, cellules et fluides

L’haptoglobine est principalement exprimée et sécrétée par le foie, notamment lors
de la phase aigiie de linflammation333. Sa synthése est extrémement rapide et lors
d’'une inflammation, ses taux augmentent nettement. Toutefois, d’autres organes
comme le tissu adipeux, la rate, le rein, le muscle et les poumons I'expriment et la
sécretent. Dans le tissu adipeux blanc, plusieurs études ont été menées afin de savoir
quelles cellules I'expriment. Toutes ces publications arrivent a la conclusion que seuls

les adipocytes, et non les cellules de la fraction stroma-vasculaire (= FSV), des
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difféerents tissu adipeux blancs I'expriment, aussi bien chez 'homme que chez la
souris®34335, De plus, ils démontrent que I'haptoglobine est exprimée seulement dans
les derniers jours de la différenciation adipocytaire. Enfin, dans certaines conditions,
le tissu adipeux blanc peut voir son expression d’haptoglobine augmenter, comme

dans le cas d’une obésité génétique ou nutritionnelle334.

Au niveau des fluides biologiques, I'haptoglobine est retrouvée dans le fluide
cérebrospinal, I'urine mais également et majoritairement dans le plasma a une

concentration comprise entre 0,3 et 3mg/mL.

Enfin, la littérature montre que cette protéine peut se lier sur deux récepteurs : i) le
récepteur scavenger CD163, présent a la surface des macrophages/monocytes’® et
ii) le récepteur CCR2 (récepteur aux chimiokines CC)3%. Nous détaillerons plus loin

dans ce manuscrit les roles associés a chaque complexe forme.

2. Régulations et réles de I’haptoglobine

a. L’haptoglobine : une protéine liée a I'inflammation

L’haptoglobine est étroitement liée a I'inflammation. En effet, elle a été d’abord
décrite comme étant une protéine de la phase aigiie de I'inflammation33’. A ce jour,
elle est considérée comme un marqueur de l'inflammation en clinique, au méme titre
que la protéine C réactive ou la vitesse de sédimentation des érythrocytes. De plus,
de nombreuses études relient I'expression et la sécrétion d’haptoglobine a
linflammation et plus précisément aux cytokines pro-inflammatoires. Dans les
hépatocytes mais également dans les adipocytes, I'expression de cette protéine est
augmentée par les cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL1-B, I'lL6 338 et le TNF-
a3%°. Pour les hépatocytes, ces cytokines sécrétées dans les phases aigues de
l'inflammation, se lient sur le récepteur présent sur ces cellules et activent, via la voie
STAT3 et C/EBP-B, la transcription du géne de I'haptoglobine. La spécificité des
cytokines a réguler la transcription de ce géne dépend des sous-unités du récepteur
présents sur les cellules cibles ainsi que du degré d'activation des voies
intracellulaires. Par exemple, la cytokine IL-6 engage la sous-unité commune gp130,
formant ainsi un complexe avec le récepteur compétent. De plus, I'lL-6 a forte
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concentration et LIF a faible concentration permettent une induction forte du géne de
I'naptoglobine alors que I'oncostatin M (=OSM) entraine une induction plus faible34°.
Dans le cadre du tissu adipeux blanc et des adipocytes, Nascimento et ses
collaborateurs observent une augmentation de I'expression de I'haptoglobine aprés
une traitement des cellules 3T3-L1 (= lignée cellulaire capable de se différencier en
adipocytes) avec de I'lL6, du TNF-a ou encore du LPS (= traitement qui s’apparente a
une infection induisant une activation du systéme immunitaire)334. Toutefois, ce
résultat est controversé chez 'homme, puisqu’'un traitement de TNF-a sur des
adipocytes primaires humains induit une diminution de I'haptoglobine. Une autre
preuve de sa liaison étroite avec I'inflammation est la sécrétion de cette molécule par
une des cellules inflammatoires présentes en cas de dommages tissulaires : les
neutrophiles. Ces cellules inflammatoires stockent I’haptoglobine dans des granules
et la libérent aprés avoir été activés par différents stimuli (présence d’'une bactérie ou

via une cytokine pro-inflammatoire)3*'.

Malgré sa présence en cas d’inflammation et sa régulation par les cytokines pro-
inflammatoires, I'hnaptoglobine détient un réle anti-inflammatoire. Cette protéine se lie
et forme un complexe avec une protéine libérée dans le sérum lors de blessures ou
d’infections : HMGB1. Ce complexe est ensuite internalisé par les macrophages, via
un des récepteurs a I'haptoglobine : CD163. Les macrophages se mettent, alors, a
exprimer des marqueurs d’une réponse anti-inflammatoire comme l'interleukine-10 (=
IL-10) et 'HO-1342. Ce résultat est confirmé par une autre étude qui démontre qu’un
traitement a I'haptoglobine seul induit une diminution des facteurs inflammatoires des
macrophages stimulés et activés par le LPS, via une liaison et internalisation
d’HMGB343.

b. L’haptoglobine : r6le dans la réponse antioxydante

Aujourd’hui, il existe plusieurs études qui démontrent le rdle principal de
I'haptoglobine concernant la prise en charge de ’'hémoglobine (= Hb) libérée lors de
I’'hémolyse intravasculaire dans des conditions physiologiques ou pathologiques. En
effet, une fois ’'hémoglobine libérée dans le plasma due a la rupture des érythrocytes,
elle va se lier a I'haptoglobine libre afin de créer un complexe Hp-Hb. Cette liaison, se

faisant sur la chaine B de I'haptoglobine, est stable (K¢ = 10"%) et de grande affinité.
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Ce complexe permet donc de réduire la toxicité associée a I’némoglobine3** puisque
la formation de ce complexe permet de créer un épitope unique, reconnu par le
récepteur scavenger CD163'8, présent a la surface des monocytes/macrophages,
notamment ceux du foie appelés les cellules de Kupffers. Une étude démontre que la
chaine-f de I'haptoglobine est essentielle pour la reconnaissance du récepteur vis-a-
vis du complexe formé3*5. Une fois lié au récepteur, le complexe va étre internalisé
puis dégradé. Il a été observé que I'absence d’haptoglobine induit, une accumulation
anormale d’hémoglobine dans les tubules proximaux du rein, associée a une
diminution de sa présence dans les deux organes majeurs de sa clairance : le foie et
la rate. Cependant, cette accumulation n’induit pas de dommages dans la morphologie
ou dans la fonction rénale. Il est donc admis que la clairance de ’hémoglobine est faite
malgré I'absence de I'haptoglobine346. A noter qu'une étude démontre que I'absence
de I'haptoglobine, étudiée par le biais de souris déficiente pour celle-ci, induit une
mortalité plus importante des souris, associée a une augmentation des dommages
oxydatifs par 'hémoglobine et a I'absence de réparation totale des tissus rénaux
endommagés>*’.

En plus de réle protecteur vis-a-vis de 'hémoglobine sur le rein, I'haptoglobine
protége également 'hémoglobine de potentiels modifications oxydatives. L'H2O2 induit
des modifications irréversibles de la structure de 'hémoglobine comme la formation
de liaisons transversales de la chaine a-globine mais également I'oxydation des acides
aminés dans les régions importantes de la chaine p-globine, nuisant a I'endocytose de
cette protéine par le récepteur CD163. L’haptoglobine la protege de ces modifications
et de cette maniere, la clairance de ’hémoglobine médiée par le récepteur CD163 est
similaire, méme dans des conditions de stress oxydatif**8. On peut donc conclure avec
ces différentes études que I'haptoglobine a un réle anti-oxydant vis-a-vis de
I’'hnémoglobine.

c. L’haptoglobine, protéine présente dans le cadre de I'obésité, quelle est son

réle ?
Des études ont fait le lien entre I'obésité et I'haptoglobine, notamment par le biais

de cytokines pro-inflammatoires. Dans des modeles d’obésité, comme les souris ob/ob

et db/db, la cytokine pro-inflammatoire TNF-o est augmentée, conduisant a une
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activation de I'expression de I'haptoglobine dans le tissu adipeux blanc?#°. Ce lien est
confirmé chez des souris déficientes pour le TNF-a ou son récepteur dans le cadre de
I'obésité, qui présentent une diminution de I'expression de I'haptoglobine. Une étude
réalisée a partir d’'explants de tissu adipeux chez 'homme confirme la surproduction
de cette glycoprotéine par les adipocytes du tissu adipeux blanc viscéral et le tissu
adipeux blanc sous-cutanée3®3®. Cette protéine est donc, aujourd’hui, considérée
comme un biomarqueur circulant associé a I'obésité3°.

Au niveau fonctionnel, ’haptoglobine agit sur deux processus lors de I'obésité : i)
le recrutement de cellules inflammatoires dans le tissu adipeux blanc et ii) les
désordres métaboliques et morphologiques du tissu adipeux blanc.

Concernant le recrutement des cellules inflammatoires dans un cadre d’obésité,
des chercheurs ont émis I'hypothése que I'haptoglobine pouvait avoir un réle dans la
chimio-attraction des macrophages présents dans un tissu adipeux d’individu obése.
Ainsi en 2009, Maffei et ses collaborateurs démontrent que I'haptoglobine, dans des
conditions physiologiques, est capable de se lier au récepteur CCR2, d’induire son
internalisation afin de l'activer. Ce processus est similaire a celui engendré par la
liaison du ligand principal de CCR2 : MCP-1. Une fois le récepteur présent sur les
macrophages activé par I'’haptoglobine, la voie de signalisation ERK1/2 est activée,
permettant une libération plus importante du facteur de chimio-attraction MCP-1. De
cette maniére, I'’haptoglobine participe au recrutement massif de macrophages et a
I'inflammation de bas bruit observés dans le cadre d’une obésité33.

Concernant les désordres métaboliques et morphologiques du tissu adipeux blanc,
il a été établi que I'haptoglobine jouait un réle. En effet, chez des souris dépourvues
d’haptoglobine soumises a un régime gras (= HFD), les auteurs observent un meilleur
contrble de ’homéostasie glucidique avec i) une augmentation de la sensibilité a
l'insuline, ii) une tolérance au glucose améliorée, iii) une diminution de la stéatose
hépatique et enfin iv) une baisse de la population des macrophages au sein du tissu
adipeux blanc®®'. De plus, la perte de cette protéine induit une diminution de la taille
des adipocytes, associée a une augmentation de I'expression de deux marqueurs clés
de I'hydrolyse des triglycérides : i) la périlipine et ii) la Lipase HormonoSensible (=
LHS) ainsi que des génes impliqués dans I'angiogénése?®?. L’haptoglobine est donc
impliquée dans I'hyperplasie/hypertrophie du tissu adipeux blanc, observée en cas de

régime riche en graisses ainsi que les désordres liés a un tel régime.
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Il est important de souligner que les régimes riches en moyennes (= régime a base
d’huile de coco) ou longues (= régime a base de lard) chaines d’acides gras saturés3s3,
permettent une meilleure expression de I’haptoglobine au niveau des différents tissus
adipeux blancs. Le type de régime ainsi que la durée module I'expression du géne de
cette protéine dans les différents tissus adipeux blanc comme le tissu adipeux blanc
épidydimal, le sous-cutané ou encore le rétro-péritonéal. La déxaméthasone33 et les
agonistes B-adrénergiques3** permettent également d’activer son expression. A
contrario, le Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y (= PPAR- v)3343% réprime

son expression dans les adipocytes de ce tissu.

d. Roéle de I'haptoglobine dans les cancers

Dans des conditions non physiologiques telles que les cancers urogénitaux ou les
lymphomes, I'haptoglobine est retrouvée en plus grande concentration. Certaines
études ont donc corrélé les concentrations d’haptoglobine et les cancers. De plus,
I'haptoglobine se retrouve diminuée chez des individus en rémission, renforgant cette
corrélation355-356,

En plus de cette corrélation, une étude a émis I'’hypothése d’'un potentiel réle de
I'haptoglobine dans les cancers. En effet, des travaux réalisés dans le cadre du cancer
ovarien, démontrent qu’un traitement a I’haptoglobine induit une expression de CCR2
par les cellules cancéreuses ainsi qu’un réarrangement cytoplasmique, associé a une
meilleure capacité de migration. L’haptoglobine joue potentiellement un réle dans le

processus de métastase des cellules cancéreuses3®’.

e. Le rdle de I'haptoglobine sur le muscle squelettique : role dans la prévention de

la faiblesse musculaire

Le stress oxydatif participe au développement de la sarcopénie. Ce processus
induit une détérioration des fonctions de différents organes. Comme cité ci-dessus,
I'haptoglobine posséde un rdle antioxydant. De ce fait, Maffei et ses collaborateurs en
2014 ont étudié I'impact de la perte de cette protéine et de son réle sur les fonctions
antioxydantes sur les cellules musculaires, dans des conditions normales et, dans le
cadre de challenges aigus comme un exercice physique ou, chroniques avec un

régime HFD. Sans challenge, I'absence de [I'haptoglobine induit une atrophie
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musculaire observée par une diminution de I'aire des fibres. Cette atrophie musculaire
est induite par une activation de la protéolyse, observée par une augmentation du
systtme UPS et de l'autophagie, mais également par une inhibition de la
protéosynthése, observée par une diminution de la phosphorylation d’AKT, reflet de
son activité. Dans des conditions de challenge, les souris déficientes a I'haptoglobine
présentent une réponse antioxydante inadéquate, induisant une faiblesse musculaire
observée par une diminution des fonctions musculaires et une diminution de I'aire des
fibres. Cette étude révéle un réle critique de I'haptoglobine dans la prévention de
l'oxydation des protéines et de la faiblesse musculaire3%.

f. L’haptoglobine, une protéine induite par le vieillissement, quelles en sont les

conséquences ?

Différentes études menées chez la souris3®® et chez 'hnomme?° ont observé une
augmentation plasmatique de I'haptoglobine au cours du vieillissement. De plus, cette
glycoprotéine a été corrélée de maniére positive a la maladie d’Alzheimer36'. Enfin,
chez des rat agés, elle a été retrouvée dans I'hippocampe3®?.

Cette augmentation au cours du vieillissement peut potentiellement participer a des
désordres liés a I'adge. Ainsi, comme cité ci-dessus, une étude au sein du laboratoire
a pu mettre en évidence une augmentation de I'haptoglobine dans le plasma mais
également dans le tissu adipeux des souris au cours du vieillissement. Cette étude a
permis également de démontrer que 'augmentation observée avec I'age dans le tissu
adipeux blanc est liée a la sénescence de ce tissu et plus précisément, a la protéine
p16. En effet, des souris hétérozygotes pour p16 présentent une diminution de
I'expression de I'haptoglobine dans le tissu adipeux blanc. De plus, une induction de
la sénescence sur des adipocytes in vitro induit une augmentation de I'expression de
celle-ci (Figure 13A et 13B). Réciproquement, un traitement a I'haptoglobine induit
une sénescence des cellules en culture (Figure 13C et 13D). Enfin, ces travaux
démontrent également qu’'une augmentation systémique de I’haptoglobine induit une
perte des fonctions métaboliques du tissu adipeux. En effet, les souris traitées a
'haptoglobine présentent une augmentation de [I'expression des génes de
linflammation et de la sénescence, associée a des altérations fonctionnelles,
observées par une diminution de la fonction de lipolyse du tissu adipeux blanc (Figure
13E-G - datas non publiées).
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Figure 13 : Rédles in vitro et in vivo de ’haptoglobine sur le tissu adipeux blanc
viscéral.

(A) Expression génique de I'Haptoglobine (Hp) aprés un traitement a 'H202 sur de la FSV de
souris différenciée en adipocytes. (B) Sécrétion de I'Hp aprés un traitement a 'H202 sur de la
FSV de souris différenciée en adipocytes. (C) Expression génique de marqueurs du cycle
cellulaire en fonction des traitements a I'Hp sur de la FSV de souris différenciée en adipocytes.
(D) Expression protéique de p16 et p53 sur 3T3F442A traitées pendant 3 jours a 1uM ou 2uM
d’Hp. E-F Expression génique de marqueurs de sénescence (E) et d’inflammation (F) dans le tissu
adipeux blanc viscéral. (G) Expression génique de génes du métabolisme dans le tissu adipeux
blanc viscéral. Datas sont les moyennes means + s.e.m. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001. Test de

Les principaux réles abordés dans ce manuscrit sont illustrés en Figure 14.
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS
DE TRAVAIL
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Cette revue de la littérature fait état de toutes les causes relatées a I'apparition
de la sarcopénie et des défauts de la régénération musculaire. Différentes approches
thérapeutiques pour cette pathologie ont vu le jour mais elles ont, pour la plupart, été
abandonnées. Aujourd’hui, il est donc essentiel et crucial de trouver de nouveaux
biomarqueurs conduisant a de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de ralentir
'apparition et le développement de cette pathologie. Pour cela, le tissu adipeux
pourrait devenir un bon candidat d’étude puisque, via ses sécrétions altérées au cours
du vieillissement, il peut impacter différents organes.

Une précédente étude réalisée au sein de mon laboratoire montre une
augmentation de I'haptoglobine dans le plasma et le tissu adipeux des souris agées.
Etant donné le réle décrit de cette glycoprotéine sur le muscle squelettique dans la
littérature par Maffei et ses collaborateurs en 2015, I’haptoglobine semble étre un bon
candidat d’étude. Nous avons donc cherché a comprendre la communication entre ces
deux organes pendant la sarcopénie et plus précisément le role de I'haptoglobine dans

les altérations des capacités de régénération musculaire.

C’est ainsi que mon projet de thése s’est articulé autour de trois axes :

1) Etudier les conséquences d’une augmentation systémique d’haptoglobine

sur la cellule mature du muscle squelettique : la fibre musculaire

Dans le but détudier les conséquences d'une augmentation systémique
d’haptoglobine sur les fibres musculaires du muscle squelettique, nous avons décidé
de mimer 'augmentation plasmatique d’haptoglobine chez des souris C57BI6J agées
de 3 et 12 mois de maniére a reproduire des taux circulants similaires a des souris
agees respectivement de 12 et 24 mois et d’analyser les conséquences fonctionnelles,

morphologiques et géniques sur la fibre mature musculaire.

2) Etudier les conséquences d’une augmentation systémique d’haptoglobine

sur les cellules responsables du processus de régénération musculaire

Dans ce deuxieme objectif, nous avons également mimé cette augmentation
d’haptoglobine et étudié son impact lors d’une régénération musculaire induite par une

injection de cardiotoxine. Pour I'analyser, des études fonctionnelles, morphologiques
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et géniques ont été réalisées. Ensuite grace a des modéles in vitro de culture primaire
de cellules satellites ou de culture de lignée musculaire murine C2C12, nous avons
investigué son réle direct sur la cellule myogénique dans différentes phases

(prolifération, commitment et différenciation).
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MATERIELS ET METHODES
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Animaux :

Les souris sont hébergées en accord avec les principes et directives de l'institut
meédical de la recherche et ont été approuvées par un comité d’éthique
(USO06/CREFRE, CEEA-122 INSERM). Les souris Wild-Type (= WT) de fond
genetique C57BI6/J de 3 a 24 mois sont fournies par le Laboratoire Janvier (St-
Berthevin, France). Les animaux sont hébergés dans une salle a température (20-
22°C) et humidité (50-60%) constantes avec un cycle de lumiére jour-nuit de 12-12h
et un acceés libre a I'eau et la nourriture. Les souris ont été exclues si elles mouraient
prématurément ou si elles présentaient des tumeurs aprés nécropsie. Toutes les
souris ont regu un régime alimentaire normal. Toutes les souris ont été mises a mort
par dislocation cervicale, dans un état nourri. Lors du prélévement d’organes, les
différents tissus adipeux (le tissu adipeux blanc sous-cutanée et le tissu adipeux blanc
viscéral), le sang et les différents muscles (le Gastrocnémius, le tibialis antérieur, le
vaste lateralis, un abdominal, le triceps, le soléus, I'Extensor digitorum longus (=EDL))

ont été preélevés pour les différentes études.

Traitement des animaux :

i) Pour le protocole chronique de 28 jours :

Les souris C57BI6/J agées de 3, 12 et 24 mois ont été randomisées dans les
différents groupes, en fonction de leur poids et ont regu une injection en sous-cutanée
d’haptoglobine (Sigma, H3536-5mg) a une dose de 10ug/100uL/48heures pour les
souris agées de 3 mois et une dose de 25ug/100uL/48heures pour les souris agées
de 12 mois, pendant 28 jours. Des souris témoins appariées selon I'age ont été
injectées avec du PBS (= véhicule). Toutes les souris ont été euthanasiées 30 minutes

aprés la derniére injection d’haptoglobine ou de PBS.

ii) Pour le protocole de régénération de 14 jours :

Les souris C57BI6/J agees de 3 et 12 mois ont été randomisées dans les
différents groupes, en fonction de leur poids et ont regu une injection quotidienne en
sous-cutanée  d’haptoglobine  (Sigma, H3536-5mg) a une dose de
10ug/100uL/24heures pour les souris agées de 3 mois et une dose de
2519/100uL/24heures pour les souris agées de 12 mois, pendant 14 jours. Des souris

témoins appariées selon I'adge ont été injectées avec du PBS (= véhicule). Toutes les
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souris ont été euthanasiées 30 minutes aprés la derniére injection d’haptoglobine ou
de PBS.

Histologie des muscles :

Les muscles ont été congelés dans de l'isopentane refroidi grace a de I'azote
liquide et stockés a -80°C. Les muscles ont été ensuite coupés au cyrostat a 7um et
les coupes ont été marquées a I'hématoxyline/éosine aprés la fixation avec 4% de
PFA. Les coupes ont été finalement montées avec des lamelles puis séchées a l'air
libre. L’aire des myofibres a été déterminée sur toute la section. La taille des fibres
avec un noyau central a également été calculée sur toute la section. Les mesures ont

éte réalisées grace a un algorithme de traitement automatique des images.

Expression protéique :

Les échantillons de plasma ont été dilués dans du PBS 1X. Les muscles et les
cellules ont été lysés (Precellys 24, Ozyme, France — pour les muscles). Apres la
réalisation d’'un dosage, les échantillons ont été chargés sur des gels SDS-PAGE 4-
20% et transférés sur une membrane de nitrocellulose (GE Healthcare, Life Science,
Whatman). Les membranes ont été bloquées puis mises en présence des anticorps
primaires anti-Haptoglobine (Abcam, ab231000), p-p38-MAPK (cell signaling, 9211),
p38-MAPK (cell signaling, 9212S) puis en présence des anticorps secondaires anti-
Rabbit (cell signaling). Les protéines immunoréactives ont été détectées a l'aide du
substrat Clarity Western ECL (BioRad, #1705060) et quantifiées a I'aide du logiciel
ImageLab (BioRad).

Expression génique :

L’ARN total a été isolé des cellules ou des différents organes en utilisant le kit
de purification d’ARN GeneJet (K0732, Fermentas Thermo-Scientifc). La transcription
reverse de ces ARN a été faite en utilisant un kit contenant des hexameéres, des DNTPs
et la reverse transcriptase Superscript 1l (MultiScribe, Applied Biosystem,
ThermoFisher, 4374967). La PCR en temps réel a été réalisée avec 250 a 500 ng
d’ARN, des oligonucléotides sens et antisens dans un volume final de 10ul dans une
plaque 384 puits en utilisant le mix PCR Mesablue (Eurogentec, RT-SY2X-
03+WOUB). La normalisation des génes a été effectuée grace a I'expression du géne
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de ménage 36B4, géne qui code pour une phosphoprotéine ribosomique qui forme
une association avec la plus petite sous-unité du ribosome (40S).

Injection de cardiotoxine :

Les souris ont été traitées, 30 minutes avant la lIésion musculaire, avec une
injection d’haptoglobine en sous-cutanée (10ug/100uL) et une injection en
intrapéritonéal de buprénorphine (Centravet, 0,1mg/kg). L'injection de buprénorphine
a également été faite le jour suivant la Iésion musculaire. Le jour de la Iésion
musculaire, les souris ont été anesthésiées par inhalation d’isoflurane et les membres
postérieurs ont été rasés. Ensuite, 10uM de cardiotoxine (CDX, Latoxan, n°L8102) ont
été injectés en deux injections de 25uL dans le muscle tibialis anterior gauche et en
deux injections de 50uL dans le muscle gastrocnemius gauche, a 'aide de seringue a
insuline, 30G. Les souris ont ensuite été euthanasiées a 2, 7 ou 14 jours apres
I'injection de cardiotoxine, par dislocation cervicale et les muscles contrdles ou lésés

ont été récupérés pour les différentes analyses.

Force spécifique dans le gastrocnémius (contraction in situ) :

Les souris ont été anesthésiées avec une injection intrapéritonéale de
pentobarbital (0,1mg/g de poids corporel; CEVA France). Le tendon distal du
gastrocnémius a été isolé des autres muscles entourés, coupé et lié avec un fil de
nylon a un capteur de force (500g, AD instruments, France). Le capteur de force est
relié au systéme PowerlLab (26 T, AD Instruments) et la mesure a été réalisée a l'aide
du logiciel LabChart 4 (AD Instruments). Une électrode bipolaire a été placée sur le
nerf sciatique isolé et est reliée également au systéme PowerLab. La capacité de
génération de la force a été évaluée en mesurant la force générée en réponse a une
contraction isométrique électrique a une fréquence de 100Hz (train de stimulation 200
millisecondes). La force isométrique a 100Hz a été déterminée a LO (= longueur a
laquelle la tension maximale a été obtenue).

La résistance a la fatigue a été déterminée aprés une période de repos de 2
minutes. Le nerf sciatique a été stimulé a 30Hz pendant 500 millisecondes toutes les
2 secondes jusqu’au retour a la normale de la force (proche de 0). Toutes les

contractions ont été réalisées a la longueur initiale LO.
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Explorations fonctionnelles du muscle squelettique :

i) Mesure de la force musculaire par Grip test :

Les souris ont di saisir une grille horizontale reliée a un dynamometre avec les
quatre membres et ont été tirées en arriére quatre fois. La force appliquée a la grille
(= force de préhension) a chaque fois avant que I'animal ne perde sa prise a été
enregistrée en Newton. La moyenne des quatre mesures est normalisée par rapport

au poids du corps entier de chaque souris.

ii) Mesure de la force musculaire par le test de distribution pondérale

cinétique (= Kinetic Weight Bearing — KWB) :

Pour évaluer le comportement et la force spécifique dans chaque patte, le test du
Kinetic Weight Bearing (= KWB) a été utilisé. Des capteurs de pression ont été reliés
a un tapis permettant la mesure de différents parametres dans chaque patte de
I'animal pendant la séquence de marche, tandis qu'une caméra intégrée détecte la
forme du corps et le centre de gravité de I'animal. Les souris se déplacent librement
sur le tapis. Les animaux ont été entrainés a marcher dans le couloir (150mm x 550mm
x 35-85mm) avant I'expérience. Les mesures ont été faites a 1, 6, et 13 jours aprés
Iésion musculaire. La collection des datas par souris a été terminées quand 5 runs
validés ont été obtenus ou aprés 5 minutes d’acquisition. La moyenne de tous les runs
collectés pour chaque animal a ensuite été calculée. Si une souris n’a pas marché

durant le run, elle a été exclue lors de I'analyse. Le nombre de souris peut donc varier.

fii) Mesure de la résistance musculaire par Grille inversée :

Les souris ont été placées au centre du systeme de grille métallique et la grille a
été tournée en position inversée pendant 2 secondes, la téte de la souris étant inclinée
en dernier. La grille était maintenue de maniére stable a 40-50 cm au-dessus d'une
surface rembourrée. La capacité d’agrippement de la grille a été déterminée par le
temps que les souris ont passé accrochées a la grille. La mesure a été effectuée deux
fois et la moyenne des deux mesures est normalisée par rapport au poids du corps

entier de 'animal.
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iv) Mesure de I'équilibre par Rotaroad :

La coordination motrice et I'équilibre ont été évalués avec le test du rotarod en
acceélération. Les souris ont été placées sur le systeme (BioSeb) avec une rotation a
vitesse constante de 4rpm pendant 5 minutes avant la mesure. Pour le test
d’accélération (de 4-40rpm toutes les 600 secondes), deux tests par souris ont été
réalisés 13 jours apres l'injection de cardiotoxine, avec 15 minutes d’intervalle entre

chaque test. Le temps jusqu'a ce que les souris tombent de la tige a été enregistrée.

V) Mesure de la nociception :

Le seuil de retrait des pattes a été mesuré chez des souris dgées de 3 et 12 mois
traitées avec un véhicule ou de I'haptoglobine en utilisant, de maniére croissante, les
filaments de Von Frey 0,16 a 1,4g. Les souris ont été placées dans des chambres
posées au-dessus d'une grille métallique et ont pu s’acclimater a I'appareil pendant
20-30 minutes avant les expériences. Les flaments de Von Frey ont été pressés contre
la surface planaire de la patte lésée jusqu’a ce que le filament se déforme et est
maintenu pendant un maximum de 3 secondes. La mesure pour un méme filament a
eté réalisée 15 fois (5 tests de 3 mesures, avec 5 minutes entre chaque test). Une
réponse positive était notée par un retrait brusque de la patte ou un Iéchement de la
part de I'animal sur la patte stimulée. Les tests ont commencé du filament ayant le plus
petit numéro et ont progressé selon une méthode de haut en bas.

Digestion des muscles et cytométrie en flux :

Les muscles ont été récoltés pendant le sacrifice et digérés apres avoir été
finement coupés avec des enzymes Collagénase B (Roche, 11088815001), Dispase
Il (Roche — 04942078001). Aprés plusieurs digestions et centrifugations, les tubes ont
éte filtrés sur des tamis de 100um dans un premier temps, puis sur des tamis de 70um.
Une fois la filtration effectuée, les cellules ont été centrifugées.

Une fois la digestion finie et le comptage effectué, 300 000 cellules ont été
réparties et marquées avec du Live/Dead pendant 30 minutes, a 4°C et a I'abri de la
lumiere. Ensuite, les cellules ont été marquées avec le mix d’anticorps pendant 30
minutes, a 4°C et a I'abri de la lumiére. A la fin du protocole, les cellules ont été reprises
dans du tampon FACS (PBS, 10% SVF et EDTA 2mM).
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Culture primaire de cellules satellites isolées et traitement :

Les cellules ont ensuite été triees avec un ARIAFusion selon cette stratégie :
CD45, CD31-, CD11b", Scal-, a7-intégrine*. Aprés tri, 30 000 cellules ont été placées
dans un milieu de prolifération (Ham’s F10, 20% SVF, 1%P/S, 5ng/mL de FGF2), dans
un puit d’'une plaque de 24 puits (TPP — 92024), préalablement coaté collagéne
(354236 — Corning). Les cellules ont été maintenues en prolifération pendant 7 jours.
Au 7%me jour, 200uL de trypsine a été ajoutée et les cellules ont été mises a 37°C
pendant quelques minutes. 800uL de milieu de prolifération est ajouté et les cellules
ont été réparties de la fagon suivante : 5000 cellules pour la prolifération et 15000
cellules pour la différenciation dans des plaques 96 puits, coatés collagéne. La
prolifération a duré 6 jours et la différenciation compléte 11 jours.

Les cellules ont été traitées avec trois doses d’haptoglobine (5uM, 1uM et
0,1uM) ou un véhicule (= eau stérile).

Pour la phase de prolifération, les cellules ont été traitées le lendemain de
'ensemencement et tous les deux jours, pendant les 6 premiers jours de la culture.

Pour la phase de différenciation, a la fin de la prolifération, les cellules ont été
mises dans un milieu de différenciation (2% Horse Sérum, 1% P/S et DMEM High
glucose). Les cellules ont été traitées pendant les 4 premiers jours de cette phase pour
la différenciation dite précoce et pendant toute la différenciation pour la différenciation
dite tardive. Les cellules ont ensuite été récoltées soit pour de 'ARN, de la protéine ou
du marquage.

A la fin des différents traitements, les cellules sont ensuite arrétées pour
différentes études (génique, protéique et cytochimique).

Culture de la lignée murine C2C12 et traitement a I’haptoglobine :

Les cellules C2C12 ont été décongelées puis mises dans une boite de pétri
100mm pendant 3 jours dans un milieu de prolifération (DMEM High glucose (Sigma
—D6429), 10% SVF et 1% P/S). Une fois les cellules a 70-80% de confluence, celles-
ci ont été passées et mises en culture a une confluence de 30 000 cellules par mL,
dans des plaques 6 puits (TPP — 92006). De la méme maniére que pour la culture
primaire de cellule satellites, un traitement a I'haptoglobine a une concentration de
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1uM a été réalisé pendant la phase de prolifération, la différenciation précoce ou la

différenciation tardive.

Traitement des cellules murine C2C12 :

Concernant les cellules C2C12 deux puits sont traités avec de I'haptoglobine a
une dose de 1uM et deux puits sont traitées avec de I'eau stérile (puits contrdles).
Différents traitements ont été appliqués :

Traitement pendant la phase de prolifération : le lendemain de la mise en
plaque, le traitement des cellules a été effectué tous les deux jours, pendant 4 jours,
avec de I'haptoglobine ou un véhicule (= eau stérile). A la fin des 4 jours de traitement,
les cellules sont ensuite arrétées pour une étude génique.

Traitement pendant les premiéres phases de différenciation: aprés la
phase de prolifération d’environ 4 jours, les cellules sont mises dans un milieu de
différenciation (DMEM High glucose, 10% Horse Sérum). Les cellules ont regu les
deux traitements pendant les deux premiers jours de la différenciation. A la fin des
deux jours de traitement, les cellules ont ensuite été arrétées pour différentes études
(génique, proteéique et cytochimique).

Traitement pendant toute la phase de différenciation : aprés la phase de
prolifération d’environ 4 jours, les cellules sont mises dans un milieu de différenciation
(DMEM High glucose, 10% Horse Sérum) pendant six jours. Les cellules ont regu les
trois traitements pendant toute la phase de différenciation. Le milieu a été changé tous
les deux jours. A la fin du traitement, les cellules ont ensuite été arrétées pour

différentes études (génique, protéique et cytochimique).

Marquage pour I’'index de fusion :

Les cellules ont été fixées avec 4% de PFA puis marquées avec du DAPI dilué
au 1/10000, pendant 10 minutes. Une fois les puits rincés, plusieurs photos de chaque
puits ont été réalisées avec le microscope Ti-E champ large de NIKON et une analyse
manuelle a été réalisée. L’'index de fusion est calculé en mesurant le nombre de

noyaux dans chaque myotube / le nombre de noyau total.
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Mesure de la prolifération :

Par la technique du Cell Trace Violet: Les cellules ont été mises en
suspension et marquées avec 100 pL d'une solution de 10 uM de CellTrace Violet (Life
Technologies) pendant 5 min a température ambiante (= RT). Par la suite, les cellules
ont été lavées trois fois avec du PBS et mises en culture dans des plaques 6 puits
(TPP — 92006). Chaque jour et pendant 4 jours, les cellules ont été décollées,
centrifugées et mises dans du tampon FACS pour mesurer la moyenne de
fluorescence du colorant par cytomeétrie en flux.

Par la technique de I'incucyte : Les cellules ont été ensemencées dans des
plaques 6 puits (TPP — 92006) et mis dans I'incucyte (Incucyte S3). Ce microscope est
positionné dans un incubateur et permet de photographier les différents puits d’intéréts
pendant un temps donné. Une photo a été prise toutes les 6 heures et une analyse de
la confluence a été réalisée par le logiciel.

Liste des primers gPCR Eurogenetec :

Primer sens Primer antisens
Pax7 TCCCTCCAACCACATGAACC GGATGCTCATGACCTGAGGAG
eMyHC CTGCCCCTCACACCCTATC CCGAGGTTTCAGCTATGGAGC
Myf5 ACGGCATGCCTGAATGTAACA AAAGCTGCTGTTCTTTCGGGA
MyHC3 TCCGACTTGCGGAGGAAAG ACAGTCAGAGGTGTGACTCAGC
MyoD ATGGCATGATGGATTACAGCG GGTGTCGTAGCCATTCTGCC
Myogenine ACCCAGGAGATCATTTGCTCG GTAAGGGAGTGCAGATTGTGGG
Atrogin-1 CTTTCAACAGACTGGACTTCTCGA CAGCTCCAACAGCCTTACTACGT
MuRF1 GTTTGACACCCTCTACGCCA TCAGAGCCTCGATGAAGCC
MyHC1 TGAGCTGAAGACCAAGGAGGA TGGCGTGAGTATTCACCTGAC
p16 GGCATAGCTTCAGCTCAAGCA CTGAGGCCGGATTTAGCTCTG
p21 GCGCAGATCCACAGCGA CACTTTGCTCCTGTGCGGA
p53 AGGAAGTCCTTTGCCCTGAAC AGAGGCGCTTGTGCAGGT
Coll | TGTGTGCGATGACGTGCAAT GGGTCCCTCGACTCCTACA
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Coll Il AAGGCGAATTCAAGGCTGAA TGTGTTTAGTACAGCCATCCTCTAGAA
TGF-B GAGCCCGAAGCGGACTACTA CACTGCTTCCCGAATGTCTGA
36B4 AGTCGGAGGAATCAGATGACGAT GGCTGACTTGGTTGCTTTGG

Liste des anticorps de cytométrie en flux et tri cellulaire :

Anticorps

Fournisseur & référence

CD45 - PeCya7

BD Bioscience — 552848

F4/80 — BV650

BD Bioscience — 743282

CD11b - PE

BD Bioscience — 557397

CD86 — BV785

BD Bioscience — 740900

CD80 — PeVio615

Miltenyi — 130-116-467

CD163 — AF700

CD206 — PerCP

eBioscience — 46-2069-41

CCR2 - APC Miltenyi — 130-119-658
Gr1 —BV510 Biolegend — 127633
CD45 — PerCP BD Bioscience — 552848

CD31 - APC BD Bioscience — 551262
CD11b - APC BD Bioscience — 553312
Scay — PerCP Fisher — 15391200

az-integrin — AF 700

Biotechne — FAB3518N
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RESULTATS
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A. Conséquences de 'augmentation de I’haptoglobinémie sur la fibre mature

musculaire au cours du vieillissement

Comme évoqué en introduction, des résultats préliminaires obtenus au laboratoire
ont montré que I'haptoglobinémie augmentait au cours du vieillissement. Afin de
confirmer ce résultat, nous avons dosé par western blot les taux d’haptoglobine
plasmatiques chez des souris agées de 3, 12 et 24 mois et nous avons observé une
augmentation dans le plasma des souris agées de 24 mois par rapport aux souris de
3 et 12 mois (Figure 1A-B). Dans un deuxiéme temps, afin de savoir si I'haptoglobine
pouvait jouer un réle sur le muscle squelettique, nous avons voulu étudier I'évolution
de I'expression génique du systéme récepteur CD163/CCCR2-Haptoglobine au cours
du vieillissement dans plusieurs muscles squelettiques dont le gastronemius, le tibialis
anterior, le soleus, le Extensor digitorum longus, le triceps et le vaste lateralis. Comme
le montre la Figure 1C, nous avons observé une expression similaire des récepteurs
CD163, CCR2 et de I'haptoglobine, quel que soit I'age de la souris dans le muscle
gastrocnémius (Figure 1C). Les résultats obtenus sur les autres muscles étant
similaires aux résultats sur le gastrocnemius (résultats non montrés), nous avons
choisi de concentrer notre attention sur le muscle gastrocnemius qui est un muscle de
la locomotion (donc affecté au cours du vieillissement) et composé de fibres
glycolytiques et oxydatives (donc un muscle mixte, représentatif des principaux

muscles locomoteurs de I'organisme).

Ainsi, afin de mieux appréhender l'impact de l'augmentation plasmatique
d’haptoglobine observée au cours du vieillissement sur la fibre musculaire mature,
nous avons mimeé pharmacologiquement cette augmentation plasmatique chez des
souris agées de 3 et 12 mois. Pour cela, nous les avons traitées pendant 28 jours,
avec une solution d’haptoglobine a 10ug/souris/48heures pour les souris de 3 mois et
a 25ug/souris/48heures pour les souris agées de 12 mois (Figure 1D et 1L). Ces
doses ont été choisies en analysant les taux observés chez les souris de 12 et 24 mois
respectivement afin de reproduire cette hyperproduction d’haptoglobine associée au
vieillissement. Cependant, nous avons bien conscience que cette supplémentation
pharmacologique systémique ne mime pas pour autant la surproduction

d’haptoglobine au niveau du tissu adipeux blanc observée au cours du vieillissement.
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D’autres expériences ciblant ce tissu seront proposées par la suite. L'analyse du
plasma des souris traitées nous montre tout d’abord que les souris agées de 3 et 12
mois présentaient une augmentation physiologique de I'haptoglobine plasmatique
d’environ trois fois par rapport a leur contréle du méme age (Figure 1E-F, 1M-N). Par
conséquent, nous avons par la suite pu évaluer son impact sur les fonctions
musculaires et sur la myogenése.

Ainsi, nous avons pu observer, chez des souris agées de 3 mois, que le traitement
chronique a I'haptoglobine ne semblait pas affecter la force (Figure 1G), la résistance
(Figure 1H), I'expression des génes impliqués dans la myogenese dite précoce et
tardive (Figure 11-J) dans la sénescence et I'atrophie (résultats non montrés) ainsi que
dans la surface des fibres (Figure 1K). Ces résultats sont également observés chez
la souris agée de 12 mois (Figure 10-S).
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Figure 1 : L’haptoglobine n’impacte pas la fibre mature musculaire lors d’un
traitement chronique de 28 jours.

(A) Western Blot de I'haptoglobine (Hp) dans le plasma de souris agées de 3, 12 et 24 mois (n=4
par groupe). (B) Quantification du Western Blot de 'haptoglobine (Hp) par analyse densitométrique
dans le plasma de souris agées de 3, 12 et 24 mois (n=5 a 7 par groupe). (C) Expression des
génes CD163, CCR2 et Hp dans le gastrocnemius chez des souris agées de 3, 12 et 24 mois (n=8
par groupe). (D) Protocole chez de souris agées de 3 mois de traitement a I'haptoglobine et des
tests fonctionnelles effectuées pendant 28 jours. (E) Western Blot de I'Hp dans le plasma de souris
agées de 3 mois traitées par un véhicule ou de I'Hp aprés 24 heures de traitement (n=5 par
groupe). (F) Quantification du Western Blot 'Hp par analyse densitométrique du plasma de souris
agées de 3 mois traitées par un véhicule ou de I'Hp aprés 24 heures de traitement (n=5 par
groupe). G-H Force par grip test (G) et capacité d’agrippement (H) évalués sur des souris agées
de 3 mois traitées par un véhicule ou de I'Hp pendant 28 jours (n=7 a 8 par groupe). I-J Expression
génique de la myogenése précoce (l) et de la myogenése tardive (J) dans le gastrocnemius chez
des souris agées de 3 mois traitées par un véhicule ou de I'Hp pendant 28 jours (n=7 a 8 par
groupe). (K) Distribution de l'aire des fibres chez des souris agées de 3 mois traitées par un
véhicule ou de I'Hp pendant 28 jours. (L) Protocole chez de souris &gées de 12 mois de traitement
a I'haptoglobine et des tests fonctionnelles effectuées pendant 28 jours. (M) Western Blot de I'Hp
dans le plasma de souris agées de 12mois traitées par un vehicule ou de I'Hp aprés 30 minutes et
1 heure de traitement (n= 4 par groupe). (N) Quantification du Western Blot I'Hp par analyse
densitométrique du plasma de souris dgées de 12 mois traitées par un véhicule ou de I'Hp aprés
30 minutes ou 1 heure de traitement (n= 4 par groupe). O-P Force par grip test (O) et capacité
d’agrippement (P) évalués sur des souris dgées de 12 mois traitées par un véhicule ou de I'Hp
pendant 28 jours (n=8 par groupe). Q-R Expression génique de la myogenése précoce (Q) et de
la myogenése tardive (R) dans le gastrocnemius chez des souris &gées de 12 mois traitées par
un véhicule ou de I'Hp pendant 28 jours (n=8 par groupe). (S) Distribution de I'aire des fibres chez
des souris agées de 12 mois traitées par un véhicule ou de 'Hp pendant 28 jours. Datas sont les
moyennes means * s.e.m. *p<0,05 ; ***p<0,001. Test de student.

On peut donc conclure avec cette étude que I'hyperhaptoglobinémie n'impacte pas
les fonctions du muscle mature chez des souris agées de 3 et 12 mois. Cette absence
d’effet nous a contraint a modifier notre hypothése. De plus, la présence du récepteur
a I'haptoglobine CCR2 sur les cellules satellites pendant une régénération ainsi que la
présence des deux récepteurs sur les cellules inflammatoires (cellules dont la
présence est essentielle a la régénération musculaire) nous ont conduit a investiguer

le r6le de cette glycoprotéine sur les processus de régénération musculaire.
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B. Conséguences de l'augmentation de I’haptoglobinémie sur les processus

de régénération au cours du vieillissement

1. Effets de I'haptoglobine sur la fonction musculaire lors d’une régénération

musculaire chez la souris dgée de 3 mois

Comme expliqué dans lintroduction de ce manuscrit de thése, le muscle
squelettique est un tissu possédant une grande capacité de régénération grace, entre
autres, aux cellules satellites. Au cours du vieillissement, ce mécanisme est altéré di
a une diminution du nombre?%8 et une géro-conversion?®? des cellules satellites. Il a
également été remarqué une diminution des marqueurs de la myogenése?® et des
altérations au niveau des voies de signalisation®72275276 | es différentes et récentes
découvertes nous ont amené a nous questionner sur le role potentiel de I'haptoglobine
dans ce processus. C’est ainsi que nous avons étudié le role de I’haptoglobine sur la
régénération musculaire induite par une injection intra-musculaire de cardiotoxine (=
CDX). Cette toxine permet de dépolariser la membrane plasmique des fibres
musculaires, laissant intactes les cellules satellites, activées qui vont permettre la
régénération musculaire (Cf. introduction). Nous avons injecté la cardiotoxine par voie
intramusculaire dans le gastrocnemius chez des souris agées de 3 mois. La moitié des
souris ont été traitées par le véhicule (= PBS) et I'autre moitié par de I'haptoglobine
(10ug/souris/jour) au moment de l'injection de cardiotoxine et pendant les 14 jours du
processus régénératif. Enfin, la cinétique de reconstruction a été étudiée a 2, 7 et 14
jours aprés la Iésion (Figure 2A). Les injections de cardiotoxine ont été également
réalisées dans le fibialis antérior. Les premiers résultats quant aux effets de
I'haptoglobine pendant une régénération musculaire étant équivalents, nous avons
décidé de concentrer notre étude sur un seul muscle squelettique : le gastrocnémius.

Dans un premier temps, nous avons étudié la fonction musculaire grace a différents
tests. Nous avons ainsi mesuré I'équilibre de nos souris grace au rotarod. Cette
mesure, dépendante des muscles squelettiques, est diminuée avec le vieillissement.
Le traitement a I'haptoglobine ne semble pas affecter les capacités d’équilibre de nos
souris apres une régénération musculaire induite par la cardiotoxine (Figure 2B). Dans
un second temps, nous avons mesuré la fonction des muscles lésés de maniere
générale en évaluant la force dans toutes les pattes de la souris gréce au test
d’agrippement puis de maniére plus spécifique en évaluant la force intrinseque du
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muscle lésé aprés une stimulation du nerf sciatique. Etant donné que la force générale,
mesurée grace au test d’agrippement, n’est pas impactée par un traitement a
I'haptoglobine lors de la régénération musculaire (Figure 2C), nous avons réalisé le
test du Kinetic Weight Bearing (= KWB). Ce test permet de mesurer, plus précisément,
différents parametres comme la force musculaire, la surface d’appui dans chaque
patte ou encore la vitesse de marche. De cette maniére, nous avons pu mesurer la
surface d’appui et la force spécifiquement dans la patte injectée par la cardiotoxine (=
patte RL) (Figure 2D et 2E). Comme observé dans la Figure 2D, les souris traitées a
I'haptoglobine ont une diminution de la surface d’appui 2 jours apres la Iésion par la
cardiotoxine alors que la force, elle, est diminuée 6 jours aprés (Figure 2E). De plus,
comme la douleur peut impacter les résultats obtenus avec le KWB lors d’une
régénération musculaire, nous avons voulu nous assurer qu'un traitement a
I'haptoglobine n’affectait pas cette composante, grace au test de filament de Von Frey.
Comme le montre la Figure 2F, les souris traitées a I'haptoglobine ne sont pas plus
sensibles a la douleur, comparées a des souris contrbles traitées par le véhicule. Enfin,
pour finir d’explorer le réle de I'haptoglobine sur la fonction musculaire, nous avons
mesuré la force intrinséque du muscle lésé en étudiant la force développée apres une
stimulation électrique (100Hz, 30V, 1ms) ainsi que la force tétanique qui représente la
capacité de résistance des fibres musculaires. On observe une diminution de la force
7 jours aprés linjection de cardiotoxine, sans effet du traitement a I'naptoglobine
comparativement a la patte controlatérale non Iésé. Ce résultat confirme qu’aprés 7
jours, le muscle Iésé n'est pas totalement reconstruit. De maniére intéressante, 14
jours aprés la lésion, les souris traitées avec le véhicule ont une force similaire a un
muscle non Iésé, traduisant un retour des capacités fonctionnelles. Ce retour n’est pas
observé chez les souris traitées a I'haptoglobine, témoignant d’'une diminution des
capacités intrinséques du muscle squelettique aprés la lésion (Figure 2G). L'analyse

de la force tétanique est encore en cours au moment de I'écriture de ce manuscrit.
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Figure 2 : L’haptoglobine altére la fonction musculaire, de maniére spécifique, lors d’une
régénération musculaire dans le gastrocnemius chez la souris dgée de 3 mois.
(A) Protocole de régénération musculaire induite par l'injection de cardiotoxine pendant un
traitement de 14 jours a I'Hp. B-G Mesure de I'équilibre par le rotarod 13 jours aprés la Iésion (n=

4

par groupe) (B) Mesure par grip test de la force musculaire générale 1, 6 et 13 jours apres la

Iésion (n=9 a 10 par groupe) (C) Mesure par KWB de la surface d’appui dans la patte lésée (= RL)

1,

6 et 13 jours apres la lésion (D) Mesure par KWB de la force dans la patte Iésée (= RL) 1, 6 et

13 jours aprés la lésion (n= 10 par groupe) (E) Mesure par le test du Von Frey du seuil de retrait
de la patte 1, 6 et 13 jours apres la blessure (n= 10 par groupe) (F) Mesure par contraction in situ
de la force intrinséque a 100Hz, 14 jours aprés la blessure (n=6 a 7 par groupe) (G). Datas sont
les moyennes means + s.e.m. *P<0,05; Test de student.

Ces résultats, bien qu'incomplets, permettent de montrer que
I'hyperhaptoglobinémie chronique provoquée semble affecter les capacités
fonctionnelles intrinseques d’'un muscle, aprés une régénération musculaire.

Afin d’approfondir ces résultats, nous avons investigué le réle de I'haptoglobine

dans les différentes phases de la régénération musculaire. En effet, comme cité dans
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la partie « introduction », la régénération musculaire est divisée en différentes phases
dont la phase myogénique et la phase inflammatoire. Nous avons donc émis
I'hypothése que I'haptoglobine pouvait altérer une des deux phases voir ces deux

phases.

2. Effets de I’haptoglobine sur la myogenese lors d’une régénération musculaire

chez la souris agée de 3 mois

Afin de mieux comprendre comment I'’haptoglobine pouvait cibler le muscle
squelettique en régénération, nous avons tout d’abord souhaité connaitre I'évolution
cinétique de l'expression des récepteurs et de I'haptoglobine au cours de la
régénération musculaire dans le tissu musculaire 1ésé. Ainsi, I'expression de CCR2
est fortement induite dans les phases précoces de la régénération musculaire (2 jours
apreés la Iésion) puis diminue a partir de 7 jours, chez des souris contréles (Figure 3A).
Ce résultat indique que les cellules responsables de la forte expression de ce
récepteur sont probablement les cellules inflammatoires puisqu’il est connu dans la
littérature que ces cellules infiltrant le muscle expriment le récepteur CCR2, leur
permettant ainsi de s’infiltrer au niveau de la zone |ésée par chimiotactisme de I'axe
CCR2-CCL2. Cependant, une publication récente démontre la présence transitoire de
CCR2 sur les cellules satellites dans les premiers jours apres une induction de la
régénération musculaire?%®. En ce qui concerne I'expression génique du deuxiéme
récepteur CD163, celle-ci augmente également dans les phases précoces puis
diminue avant d’atteindre une expression similaire a un muscle non lésé chez les
souris contréles (Figure 3B). La variation de ce récepteur peut étre également
expliquée par la présence des cellules inflammatoires, positives pour ce récepteur.
Enfin, concernant le géne de [I'’haptoglobine, celui-ci est exprimé de maniére
significative deux jours aprés la lésion induite par la cardiotoxine, temps qui
correspond a la présence des cellules inflammatoires comme les neutrophiles, cellules
capables de stocker dans des granules cette protéine®*' (Figure 3C). De fagon
intéressante, nous avons également étudié les effets du traitement a I'haptoglobine
sur I'expression des récepteurs et de I'haptoglobine elle-méme (Figure 3A, 3B et 3C,
colonnes hachurées). On peut observer que I'haptoglobine induit une diminution du
récepteur CCR2, 2 jours apres la lésion et du récepteur CD163, 7 et 14 jours aprés la
lésion. Ce résultat intéressant témoigne d’'une action directe de I'haptoglobine sur ses
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récepteurs et valide I'étude de mécanismes potentiels pour expliquer les effets de cette
glycoprotéine.

Dans ce contexte, afin d’expliquer I'impact de I'’haptoglobine sur la fonction
musculaire, nous avons, dans un second temps, mesuré son impact au niveau des
capacités de myogenese in vivo. Pour cela, nous avons tout d’abord mesuré la
distribution de 'aire des fibres, qui correspond a la répartition du pourcentage de fibres
sur une coupe ayant une aire comprise entre deux valeurs déterminées. Cette
distribution est altérée chez les souris traitées a I'haptoglobine. En effet, ces souris
possédent un pourcentage de fibres plus important présentant une plus petite aire
comparativement aux souris contréles (Figure 3D). Associé a ce résultat, la
distribution des fibres positives pour un noyau central, marqueur de la régénération
musculaire, varie dans le méme sens (Figure 3E). A noter que la quantification du
nombre de fibres centronuclées ne différe pas en fonction du traitement (Figure 3F).
Ces résultats suggérent que I'haptoglobine pourrait agir sur des phases essentielles
de la régénération affectant la morphologie du muscle squelettique. Il est néanmoins
nécessaire de faire d’autres expériences comme par exemple de traiter les animaux
plus tardivement dans la cinétique de régénération afin de confirmer ce réle.

Au cours de leur activation, prolifération et différenciation, les cellules musculaires
expriment différents marqueurs de la myogenése dont il est possible d'étudier
I'expression génique. Ainsi, nous avons pu observer que le traitement a ’haptoglobine
retardait 'expression de certains genes impliqués dans la myogenese comme Pax7,
marqueur de I'activation des cellules satellites (Figure 3G), 7 jours aprés I'induction
de la lésion par la cardiotoxine. Ce décalage dans le temps est également observé
pour les génes de la différenciation comme Myf5 (Figure 3l) et la Myogénine (2 jours
apreés la Iésion Figure 3K). Enfin, 'expression de la myosine embryonaire/néonatale
MyHCS8 est également diminuée chez ces souris traitées (Figure 3H). A noter que
I'expression de la MyHC3 n’est pas affectée par un traitement a I'haptoglobine (Figure
3J). Ces résultats confirment ceux obtenus avec I'étude histologique et indiquent que
I'haptoglobine semble retarder la régénération musculaire 7 jours apres 'induction de
la blessure.
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Figure 3 : L’haptoglobine altére la myogenése lors d’une régénération musculaire
dans le gastrocnemius, chez la souris agée de 3 mois.

A-C Expression génique de CCR2 (A), CD163 (B), Hp (C) chez de souris agées de 3 mois
traitées avec le véhicule ou de I'Hp 2, 7 et 14 jours aprées l'injection de cardiotoxine (n=13 par
groupe). (D) Distribution de I'aire des fibres totales chez des souris agées de 3 mois traitées par
le véhicule ou de I'Hp 7 jours aprées l'injection de cardiotoxine. (E) Sur le panel de gauche, image
représentative d’'une coupe de muscle coloré a 'hématoxyline et éosine de souris dgées de 3
mois traitées par le véhicule ou de I'Hp. Sur le panel de droite, distribution de l'aire des fibres
positives pour un noyau central chez des souris dgées de 3 mois traitées par le véhicule ou de
I'Hp 7 jours apres l'injection de cardiotoxine. (F) Pourcentage du nombre de fibres centronucléées
chez de souris dgées de 3 mois traitées avec le véhicule ou de I'Hp 7 jours aprés l'injection de
cardiotoxine (n=7 par groupe). G-K Expression génique de Pax7 (G), MyHC8 (H), Myf5 (I),
MyHC3 (J) et Myogenine (K) chez de souris &gées de 3 mois traitées avec le véhicule ou de I'Hp
2, 7 et 14 jours aprées l'injection de cardiotoxine (n=13 par groupe). Datas sont les moyennes
means + s.e.m. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p>0,001 par rapport au traitement véhicule et #p<0,05 ;
##p<0,01 ; #Hp<0,001 par rapport a la patte non lésée. Test de student.

Ainsi cette étude a permis de mettre en évidence que I'hyperhaptoglobinémie
induisait des altérations de la phase myogénique, diminuant les capacités

fonctionnelles musculaires lors d’'une régénération musculaire.

3. Effets de I'haptoglobine sur la myogenése in vitro

Afin de mieux comprendre le rdle direct de I'haptoglobine dans les processus
myogéniques au cours d'une régénération musculaire, nous avons utilisé deux
modéles complémentaires de culture cellulaire : une culture de lignée cellulaire murine
musculaire C2C12 et une culture primaire de cellules satellites, traitées avec un
véhicule ou de I'haptoglobine.

a. Effet de I'haptoglobine sur la lignée cellulaire murin musculaire : C2C12

Dans un premier temps, nous disposons au sein du laboratoire d’'une lignée
cellulaire murine musculaire : les C2C12. Afin de déterminer le réle direct de
I'haptoglobine sur les cellules myogéniques, nous avons traité ces cellules a différents
temps de culture. L’haptoglobine peut potentiellement agir sur différentes phases : i)
la phase de prolifération, ii) les phases précoces et iii) tardive de la différenciation.

Tout d’abord, afin de mesurer les effets de I'haptoglobine sur la phase de
prolifération des C2C12, nous avons effectué un traitement a I'’haptoglobine a une
concentration d’1uM lors de cette phase et nous avons utilisé le Cell Trace Violet. Ce

colorant s’incorpore dans toutes les cellules et va progressivement se diluer au fil des
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divisions cellulaires et sera observé grace a la cytométrie en flux. Nous observons que
les cellules traitées a I'haptoglobine ont le méme profil de Cell Trace Violet que les
cellules traitées avec un véhicule (Figure 4A) ce qui correspond a un profil de division
similaire. De plus, afin de compléter ce résultat, nous avons mesuré la confluence de
nos cellules. Celle-ci est similaire quelle que soit la condition de traitement (Figure
4B). Ces reésultats suggérent que I'haptoglobine n’impacte pas les phases de
prolifération des cellules murine C2C12.

Afin d’étudier le rble de I'haptoglobine sur la différenciation des cellules
musculaires, nous les avons traitées a I'haptoglobine soit les deux premiers jours de
la différenciation soit pendant toute la phase de différenciation et mesuré différents
paramétres comme l'expression des génes impliqués dans la myogenése et des
marqueurs de morphologie tels que I'index de fusion et la largeur des myotubes. Nos
résultats suggérent que I’haptoglobine induit une diminution de I'expression de certains
génes de la myogenese comme MyHCS8, MyoD et la Myogenine dans les premiéres
phases de la différenciation musculaire (Figure 4C). De plus, nous avons regardé une
des voies impliquées dans la différenciation musculaire : la voie p38-MAPK. Comme
illustré en Figure 4D-4E, un traitement a I'haptoglobine dans les premiéres phases de
la différenciation cellulaire induit une diminution de la phosphorylation de la voie p38-
MAPK, signe d’une sous-activation de cette voie. Associé a ce résultat, les cellules
traitées a I'haptoglobine ont un index de fusion, évalué en mesurant le nombre de
noyaux par myotubes divisé par le nombre de noyaux totaux, diminué sans altération
de la largeur des fibres, aprés un traitement pendant toute la différenciation (Figure
4F-4H). Il semblerait donc que I'haptoglobine induise une diminution des capacités de
différenciation des cellules musculaires C2C12, sans altérer les processus de
prolifération.
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Figure 4 : L’haptoglobine altére la myogenése chez des cellules musculaires C2C12.
(A) Moyenne de l'intensité de fluorescence (= MFI) du colorant Cell Trace Violet chez des cellules
C2C12, traitées par le véhicule ou de I'Hp pendant 4 jours. (B) Confluence des cellules C2C12
mesurée par I'incucyte apres un traitement par le véhicule ou de I'Hp. (C) Expression des génes
de la myogenése des cellules C2C12 traitées par le véhicule ou de I'Hp pendant les 2 premiers
jours de la différenciation. (D) Western Blot de la protéine pp38-MAPK chez des cellules C2C12
traitées par le véhicule ou de I'Hp (n= 5 par groupe). (E) Quantification du Western Blot de la
protéine pp38-MAPK par analyse densitométrique chez des cellules C2C12 traitées par le
véhicule ou de I'Hp (n= 5 par groupe). (F) Images représentant les C2C12 traitées par le véhicule
ou I'Hp en lumiéere transmise (panel de gauche), marqué au DAPI (panel du milieu) et le merge
(panel de droite). G-H Mesure de l'index de fusion (G) et de la largeur des myotubes (H) sur des
cellules C2C12 traitées par le véhicule ou de I'Hp pendant les 6 jours de la différenciation (n=5
par groupe). Datas sont les moyennes means * s.e.m. *p<0,05 ; **p<0,01. Test de student.
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b. Effet de I'hnaptoglobine sur les cellules satellites isolées

Apreés plusieurs étapes de mise au point, nous sommes parvenus a trier les cellules
satellites d’'un gastrocnemius grace au tri cellulaire avec cette stratégie : CD45 et
Cd11b afin d’exclure les cellules inflammatoires, CD31" afin d’exclure les cellules
endothéliales et Sca+™ afin d’éviter d’avoir une contamination avec des progéniteurs
fibro-adipogéniques. Enfin, afin de marquer les cellules satellites, nous nous sommes
servis d’'un de ses marqueurs de surface : az-intégrine (Figure 5A).

Lors de la culture primaire, les cellules satellites vont proliférer, puis sortir du cycle
cellulaire afin de rentrer dans un processus de myogenése (« commitment »). Les
cellules vont ensuite se différencier et fusionner afin de former des myotubes. Nous
avons étudié le role de I'haptoglobine sur ces différentes phases: la phase de
prolifération, la phase de différenciation précoce et la phase de différenciation tardive
(Figure 5B). Dans un premier temps, nous avons traité nos cellules satellites avec
différentes doses d’haptoglobine : 5uM, 1uM et 0,1uM, pendant la prolifération et
mesureé le nombre de clusters formés par les cellules satellites, qui renseigne sur les
capacités de clonogénicité des cellules, témoignant de leurs caractéristiques
prolifératives. De maniére intéressante, nous observons qu'une dose élevée
d’haptoglobine (5uM) induit une augmentation du nombre de clusters dés 2 jours et
jusqu’a 6 jours de culture (Figure 5C). Associé a ce résultat, la confluence est
également augmentée a partir du 4™ jours de culture chez des cellules satellites
traitées a I'haptoglobine 5uM (Figure 5D). Les deux autres doses semblent également
augmenter le nombre de clusters au début du processus de prolifération et semblent
diminuer la confluence (Figure 5C-D). Afin d’expliquer 'augmentation du nombre de
clusters et de la confluence aprés un traitement a I’haptoglobine, nous avons émis
I'hypothése d’'une action délétére sur la transition entre la phase de prolifération et la
phase de différenciation, appelé « commitment » ou engagement. Afin de mesurer ce
commitment, nous envisageons de réaliser un marquage MyoD* et Myogenin*, deux
marqueurs de la myogenése et de la différenciation. Cette étude est en cours
d’analyse.

Pour finir, nous allons mesurer l'effet potentiel de [I'’haptoglobine sur la
différenciation précoce (les premiers jours du processus) et tardive (pendant toute la

durée de la phase de différenciation). D’aprés la Figure SE, il semblerait que
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I'haptoglobine puisse induire une diminution de lindex de fusion des myotubes.
Cependant, nous avons conscience du faible pourcentage que nous avons obtenu. De
ce fait, actuellement, des expériences supplémentaires sont en cours afin d’augmenter
ce pourcentage et de valider le role de I'haptoglobine lors de la différenciation des
cellules satellites. Enfin, afin de comprendre le réle de I'haptoglobine sur ces phases
de différenciation, nous réalisons actuellement une étude de I'expression des génes

impliqués dans le processus myogénique.
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Figure 5 : Rodle de I’haptoglobine sur une culture primaire de cellules satellites.

(A) Schéma du protocole expérimental d’isolation de cellules satellites a partir d’'un gastrocnemius
de souris agées de 7 semaines. (B) Schéma du protocole expérimental des traitements par I'Hp.
(C) Cinétique du nombre de clusters formés par les cellules satellites traitées par un véhicule ou

de I'Hp a 5uM, 1uM et 0,1uM (n=5 par groupe). (D) Cinétique de la confluence des cellules
satellites traitées par un véhicule ou de I'Hp a 5uM, 1uM et 0,1uM (n=5 par groupe). (E) Mesure
de l'index de fusion sur des cellules satellites traitées par un véhicule ou de 'Hp a 5uM, 1uM et

0,1uM, pendant les 10 jours de la différenciation (n=3 par groupe). Datas sont les moyennes
means * s.e.m. *p<0,05 ; **p<0,01 Test de student.

Ces résultats bien, qu’incomplets, permettent néanmoins de montrer qu’un
traitement a I'haptoglobine induit une augmentation des capacités de prolifération des

cellules satellites, associée a une diminution de la différenciation musculaire.

4. Effets de I'haptoglobine sur les cellules inflammatoires chez la souris dgée

lors d’'une régénération musculaire chez la souris agée de 3 mois

Comme cité en introduction, les deux récepteurs a I'haptoglobine (CCR2 et CD163)
sont présents sur les cellules inflammatoires, cellules clés dans Tlinitiation du
processus de régeéneration musculaire. Nous avons pu montrer qu'au cours d’une
régénération musculaire induite par la cardiotoxine, nous retrouvions I'expression des
deux récepteurs sur les cellules inflammatoires (CD45*/CCR2* et CD45*/CD163™)
(Figure 6A). Dans ce contexte, il nous semblait donc important d’investiguer le
potentiel réle de I'haptoglobine sur la phase inflammatoire lors d’'une régénération
musculaire. Ainsi, nous avons étudié la proportion des différentes populations
cellulaires de la phase inflammatoire (les neutrophiles et les deux types de
macrophages M1 et M2) via la technique de cytométrie en flux. La population de
cellules CD45" au sein d'une souris traitée avec le véhicule augmente fortement apres
deux jours de lésion et diminue petit a petit, 7 et 14 jours apres la lésion. Les souris
traitées avec I’haptoglobine ont un profil de cellules CD45" identique (Figure 6B). A 2,
7 ou encore 14 jours, les différentes populations de cellules inflammatoires telles que
les neutrophiles et les macrophages sont représentées dans les mémes proportions
quel que soit le traitement, bien que la proportion de macrophages de type M1
augmente a 2 jours aprés la lésion et que le pourcentage de macrophages total
augmente a 14 jours aprés la lésion (Figure 6C-E).
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Dans un deuxiéme temps, afin de confirmer les résultats sur le pourcentage des
différentes populations de cellules inflammatoires, nous avons regardé I'expression de
génes caractéristiques des différentes cellules inflammatoires ainsi que des cytokines
pro et anti-inflammatoires. On observe, chez des souris traitées par le véhicule (=
PBS), une forte induction de I'expression de CD45 et de F4/80 induite dans les
premiéres phases de la régénération musculaire. Cette expression diminue
progressivement dans le temps (7 et 14 jours aprés la Iésion). L'expression de ces
genes lors de la régénération musculaire concorde avec les données de la littérature.
De maniére trés surprenante, les souris traitées a I'haptoglobine présentent une
diminution de I'expression de CD45 au cours des trois cinétiques étudiées (2, 7 et 14
jours - Figure 6F) et du marqueur des macrophages F4/80 14 jours aprés la lésion
musculaire (Figure 6G). Enfin, nous avons étudié I'expression génique des cytokines
pro et anti-inflammatoires. L’expression des cytokines pro-inflammatoires suit bien les
données de la littérature puisqu’on observe une augmentation de leur expression dés
le deuxiéme jour aprés l'injection de cardiotoxine chez des souris traitées avec le
véhicule. Cette expression revient a une valeur basale dés 7 jours. Bien que deux des
trois cytokines pro-inflammatoires étudiées ne soient pas impactées par le traitement
a I'haptoglobine (Figure 6H et 6l), 'expression génique de I'lL1-B est fortement
diminuée 7 jours apres la blessure ainsi qu’'a 14 jours (Figure 6J). Pour finir, en ce qui
concerne, I'lL-10, cytokine anti-inflammatoire impliquée lors de la transition des
macrophages de type M1 en macrophages de type M2, son expression est également
fortement induite dans les phases précoces et diminue par la suite. Un traitement a
I'haptoglobine semble diminuer son expression a 2 jours apres la lésion (Figure 6K).

Bien que la proportion des cellules inflammatoires ne change pas en présence
d’haptoglobine, il semblerait qu’elle agisse toute de méme sur ces cellules,

probablement sur leurs sécrétions ou leurs fonctions.
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Figure 6 : L’haptoglobine induit une modification de I’expression des génes de
I'inflammation, sans altérer la proportion des cellules inflammatoires lors d’une
régénération musculaire dans le gastrocnemius, chez la souris agée de 3 mois.

(A) Pourcentage de cellules CD45" exprimant le CD163 ou le CCR2 (n=5 par groupe). (B)
Pourcentage de CD45"dans le muscle gastrocnemius de souris agées de 3 mois traitées par un
véhicule ou de I'Hp (n=5 par groupe). C-E Pourcentage de neutrophiles, de macrophages, de
macrophages M1, de macrophages M2 dans le muscle gastrocnemius de souris dgées de 3 mois
traitées par un véhicule ou de 'Hp a 2 (C), 7 (D) et 14 (E) jours apres la lésion (n=5 par groupe).
F-K Expression génique de CD45 (F), F4/80 (G), TNFa (H), IL6 (1), IL1B (J) et IL10 (K) chez de
souris agées de 3 mois traitées par le véhicule ou de I'Hp 2, 7 et 14 jours apres l'injection de
cardiotoxine (n=13 par groupe). Datas sont les moyennes means + s.e.m. *p<0,05;
****n<0,0001 et #p<0,05; ##p<0,01 ; #HH#p<0,001 par rapport a la patte non lésée. Test de
student.

5. Effets de I'haptoglobine sur la myogenése et I'inflammation lors d’une

régénération musculaire chez la souris dgée de 12 mois

Comme évoquée dans l'introduction, les capacités de régénération musculaire sont
altérées au cours du vieillissement. De ce fait, afin de savoir si I'haptoglobine participe
a ces altérations, nous avons traité des souris agées de 12 mois de maniére a obtenir
une haptoglobinémie similaire a une souris agée de 24 mois. Apres application du
méme protocole que réalisé sur les souris agées de 3 mois (cf Figure 2A), nous avons
ensuite réalisé les mémes études au niveau fonctionnel et myogénique lors d’'une
régenération musculaire (Figure 7A).

En ce qui concerne la fonction musculaire, grace au rotarod, nous pouvons
observer que les souris traitées a I’haptoglobine ont une capacité d’équilibre identique
(Figure 7B) et sont sensibles de la méme maniére a la douleur (Figure 7C) que les
souris traitées par le véhicule. Cependant, contrairement aux souris agées de 3 mois
traitées a I'’haptoglobine, la force musculaire mesurée par le test d’agrippement est
diminuée chez des souris agées de 12 mois traitées a I'haptoglobine par rapport a des
souris traitées par le véhicule 13 jours aprés injection de la cardiotoxine (Figure 7D).
Enfin, la force intrinséque du muscle a été mesurée a 14 jours. Contrairement aux
souris agées de 3 mois, cette force a 7 jours apres la Iésion chez des souris traitées
par le véhicule n’est pas revenue a des valeurs basales, traduisant d’'une absence d’un
retour des capacités fonctionnelles. De maniére étonnante, on observe aucune
différence entre les souris traitées par le véhicule ou I'haptoglobine (Figure 7E).

Afin d’expliquer ces résultats, nous avons également étudié I'impact d’un traitement

a I'haptoglobine sur les processus myogéniques in vivo, grace a une étude
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histomorphologique et une étude génique. Bien que I'effet soit moins marqué que chez
les souris &gées de 3 mois, il semblerait que I'haptoglobine induise également un
retard ou un défaut dans les processus de régénération musculaire chez les souris
agees de 12 mois (Figure 7F). En effet, on observe une proportion de fibres
musculaires plus importante présentant une plus petite aire dans le gastrocnemius des
souris traitées a I'haptoglobine par rapport aux souris non traitées (Figure 7F). Ce
résultat est confirmé par I'étude de la proportion des aires positives aux noyaux
centraux (Figure 7G). Enfin, de maniére similaire aux souris agées de 3 mois, la
quantification du nombre de fibres centronuclées ne differe pas en fonction du
traitement (Figure 7H).

L’évolution des récepteurs et de I'haptoglobine au cours de la régénération
musculaire suit la méme cinétique que chez les souris agées de 3 mois puisque nous
pouvons observer une augmentation de ces trois acteurs 2 jours aprés la Iésion puis
un retour a une expression basale. |l semblerait que le systeme haptoglobine-
récepteur ne soit pas impacté par un traitement a I’haptoglobine, contrairement a I'effet
sur les souris agées de 3 mois (Figure 71-J). Ce résultat peut s’expliquer par une perte
de régulation avec I'dge mais également par une augmentation insuffisante de
I'haptoglobinémie.

Enfin, apres étude des génes impliqués dans la myogeneése, il semblerait que
I'haptoglobine induise une altération des processus myogéniques de régénération
musculaire, qui est cependant plus nuancée que chez la souris agée de 3 mois. Dans
un premier temps, en Figure 7L-P, on peut observer que I'expression des génes
impliqués dans la myogenése augmente aprés une lésion musculaire, validant le
protocole d’injection de cardiotoxine chez les souris agées de 12 mois. De plus, un
traitement a I'haptoglobine semble induire une diminution significative de I'expression
génique de Pax7 2 jours aprés la lésion (Figure 7L) et de Myf5 7 jours aprés (Figure
7N). Pour certains génes, la variabilité au sein des groupes reste trés élevée. Une
augmentation du nombre d’individu permettrait de mieux trancher sur l'effet de

I'haptoglobine sur I'expression de ces genes.
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Figure 7 : L’haptoglobine semble altérer la myogenése lors d’une régénération
musculaire chez la souris agée de 12 mois.

(A) Protocole de régénération musculaire induite par l'injection de cardiotoxine pendant un
traitement de 14 jours a I'haptoglobine. B-E Mesure de I'équilibre par le rotarod 13 jours aprés la
lésion (n=10 par groupe) (B) Mesure par le test du VVon Frey du seuil de retrait de la patte 1, 6 et
13 jours apreés la Iésion (n=10 par groupe) (C) Mesure par grip test de la force musculaire générale
1, 6 et 13 jours aprées la lésion (n=16 par groupe) (D) Mesure par contraction in situ de la force
intrinséque a 100Hz 13 jours apres la lésion (n= 7 a 8 par groupe) (E). (F) Distribution de l'aire
des fibres totales chez des souris agées de 12 mois traitées par le véhicule ou de I'Hp 7 jours
aprés l'injection de cardiotoxine. (G) Sur le panel de gauche, image représentative d’'une coupe
de muscle coloré a 'hématoxyline et éosine de souris dgées de 12 mois traitées par le véhicule
ou de I'Hp. Sur le panel de droite, distribution de I'aire des fibres positives pour un noyau central
chez des souris agées de 12 mois traitées par le véhicule ou de I'Hp 7 jours aprés la lésion. (H)
Pourcentage du nombre de fibres centronucléées chez de souris dgées de 12 mois traitées avec
le véhicule ou de I'Hp 7 jours aprés l'injection de cardiotoxine (n=7 par groupe). I-O Expression
génique de CCR2 (l), CD163 (J), Hp (K), Pax7 (L), MyHC8 (M), Myf5 (N), MyHC3 (O) et
Myogenine (P) chez de souris &gées de 12 mois traitées par le véhicule ou de 'Hp 2, 7 et 14 jours
apres la Iésion (n= 8 par groupe). Datas sont les moyennes means + s.e.m. *p<0,05 ; **p<0,01 et
#p<0,05 ; ##p<0,01 ; #HH#p<0,001 ; #HH#HP<0,0001 par rapport a la patte non lésée. Test de
student.

De la méme maniére que le protocole réalisé sur des souris agées de 3 mois, nous
avons étudié les génes impliqués dans les processus inflammatoires. Nous observons

que les souris traitées avec le véhicule ont une forte expression génique de CD45 et
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F4/80, témoignant de la présence des cellules inflammatoires aprés une Iésion
musculaire (Figure 8A et 8B). De maniére intéressante, les souris traitées a
I'haptoglobine ont une diminution de I'expression de CD45 7 jours aprés la lésion et
une expression genique de F4/80 augmentée 2 jours aprés la Iésion (Figure 8A et
8B). Enfin, nous avons étudié les genes des cytokines pro-inflammatoires (Le TNF-a,
'lL6 et I'lL1-B). L’expression génique de celles-ci se retrouve augmentée dans les
premiers jours qui suit une lésion musculaire et est diminuée dans le temps. Ces
résultats sont concordants avec les données de la littérature. Un traitement a
I'haptoglobine semble diminuer I'expression génique de ces cytokines a 2 et 7 jours
aprés la lésion. De maniére inattendue, I'haptoglobine semble augmenter leur
expression génique a 14 jours apres la lésion (Figure 8C-E). Ces données suggerent
que I'haptoglobine affecte la composante inflammatoire lors d’'une régénération
musculaire chez la souris &gée de 12 mois. Des expériences complémentaires sont a

réaliser afin de comprendre plus en détails 'impact de cette protéine sur I'inflammation.
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Figure 8 : L’haptoglobine semble induire une modification de I’expression des génes
de I'inflammation.

A-E Expression génique de CD45 (A), F4/80 (B), TNFa (C), IL6 (D), et IL1B (E) chez de souris
agées de 12 mois traitées par le veéhicule ou de 'Hp 2, 7 et 14 jours aprés linjection de
cardiotoxine (n=8 par groupe). Datas sont les moyennes means + s.e.m. *p<0,05 ; **p<0,01 ;
****n<0,0001 et #p<0,05 ; ##p<0,01 ; #H#Hp<0,001 ; #HHH#P<0,0001 par rapport a la patte non
Iésée. Test de student.
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Tous ces résultats semblent indiquer que I'haptoglobine, chez la souris dgée de 3
et de 12 mois, retarde les processus de régénération musculaire ce qui conduit a des
altérations morphologiques et fonctionnelles. Plus précisément, cette protéine semble
altérer les phases de prolifération et de différenciation des cellules myogéniques. De
plus, bien que les résultats soient préliminaires et a compléter, il semblerait que
I'haptoglobine puisse potentiellement agir sur les sécrétions des cellules immunitaires.
De cette maniére, il semblerait que I'haptoglobine participe aux altérations des

processus de régénération observées au cours du vieillissement.
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o L’haptoglobine : une protéine délétére pour la régénération musculaire :

Dans un premier temps, ces travaux de thése ont permis de mettre en évidence
que I'haptoglobine ne semblait pas affecter la fibre mature et la physiologie musculaire
associée. En effet, bien que la force mesurée par le grip test chez des souris dgées
de 3 mois traitées a I'haptoglobine soit équivalente a une souris agée de 12 mois WT,
les données morphologiques et géniques ne valident pas cette observation. Il serait
tout de méme intéressant de valider grace a d’autres expériences ces premieres

observations (KWB, contraction in situ, rotarod).

Dans un second temps, ces travaux de thése nous ont permis de mettre en
évidence partiellement le role de I'haptoglobine dans les processus de régénération.
Comme nous avons pu le voir avec les différentes figures présentées dans la partie
résultat, I'haptoglobine induit, in vivo, un retard de I'expression des génes de la
myogenése, une diminution de la taille des fibres et une fonction musculaire altérée
aprés une induction de la régénération musculaire par une injection intramusculaire de
cardiotoxine. In vitro, I'haptoglobine induit une diminution des capacités de
différenciation musculaire. Tous ces résultats permettent de souligner I'implication de
cette glycoprotéine dans la perte des capacités régénératives associée au
vieillissement. La comparaison entre des souris agées de 3 mois traitées a
I'haptoglobine et des souris dgées de 12 mois WT soutiennent ces observations. En
effet, comme nous avons pu le voir dans la Figure 2G, les souris agées de 3 mois
traitées a I'haptoglobine présentent une diminution de la force intrinséque d’environ
18,5% 14 jours apres la Iésion musculaire. Pour rappel, a ce temps-1a, le muscle lésé
d’'une souris traitée avec du PBS a retrouvé une capacité de contraction intrinseéque
comparable a un muscle non Iésé. Or, les souris agées de 12 mois ont, quant a elle,
une perte de 30,56%. Cette observation permet de renforcer lidée que
I'hyperhaptoglobinémie chez des souris agées de 3 mois tendent vers un phénotype
comparable a celui d’'une souris agées 12 mois, reproduisant, en partie, les altérations
observées au cours du vieillissement.

Cependant, il reste a investiguer les potentielles voies de signalisation impliquées
ainsi que le/les récepteur(s) mis en jeu. Certains travaux de la bibliographie lient I'un
des récepteurs a I'haptoglobine, CCR2, et les voies de signalisation de la famille MAPK

et nous laissent penser que I'une de ces voies de signalisation pourrait étre impliquée.
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En effet, le premier point qui nous permet d’émettre cette hypothése est I'activation via
le récepteur CCR2 de la voie ERK1/2, membre de la famille des MAPK, sur les
monocytes, induisant une chimio-attraction de ces cellules3®. De plus, un résultat
préliminaire sur la lignée cellulaire C2C12 (Figure 4D) suggére un réle sur la voie p38-
MAPK, autre membre de cette famille. Cette voie p38-MAPK, comme décrit dans la
littérature et évoqué en introduction de ce manuscrit de thése, joue un réle dans les
processus myogéniques en activant la différenciation des cellules musculaires9%.194,
Cette voie est impliquée également dans le renouvellement des cellules satellites
pendant la division asymétrique’®'264. De méme, une étude menée en 2021 par Blanc
et ses collaborateurs démontre que I'activation de la voie p38-MAPK permet d’inhiber
la différenciation musculaire dans les premieres phases de la régénération musculaire
induit par du BaCl2?%8. On peut donc émettre I'hypothése que I'haptoglobine agit sur
cette voie ou sur une des voies de signalisation appartenant a cette famille des MAPK.
Afin de mettre en évidence le potentiel réle d’'une de ces voies aprés un traitement a
I'haptoglobine, il serait intéressant de réaliser un phospho-protéome au sein des
cellules myogéniques en sélectionnant, dans un premier temps, les voies impliquées
dans la régénération musculaire. Une fois l'identification des voies de signalisation
impliquées réalisée, il serait judicieux de traiter des souris avec un inhibiteur de la p38-
MAPK ou ERK1/2 lors d’'un protocole de régénération in vivo mais également de traiter
des cellules satellites avec le méme inhibiteur in vitro lors d'un traitement a
I'haptoglobine afin de mettre en évidence le role d’'une de ces voies dans la perte des
capacités de régénération observée apres un traitement a I'haptoglobine.

Il est également possible que I'haptoglobine agisse sur une autre voie impliquée
dans le processus de régénération musculaire. Compte tenu des résultats démontrant
I'effet de ’haptoglobine sur 'augmentation de la prolifération des cellules satellites ou
encore sur I'inhibition de la différenciation des cellules C2C12, il serait intéressant de
déterminer I'activation des voies NOTCH et WNT lors de ce processus. En effet, il est
désormais bien identifié que la voie NOTCH est une voie activatrice de la prolifération
des cellules musculaires'* alors que la voie WNT est plus activée dans les phases
plus tardives et permet d'initier la différenciation musculaire'®. La transition entre ces
deux voies antagonistes est primordiale pour une régénération musculaire optimale'’>.
De ce fait, on peut poser I'hypothése que I'’haptoglobine, lors du processus de
régenération musculaire, induit soit une activation prolongée de la voie NOTCH

conduisant a une augmentation de la prolifération et une inhibition de la différenciation,
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soit une inhibition de la voie WNT qui induirait un retard dans la différenciation
musculaire. Afin de savoir si 'une des deux voies est également impliquée, nous allons
procéder a un séquencage des ARNSs extraits de muscles Iésés de souris traitées ou
non par de I'haptoglobine. Cette expérience nous permettra d’identifier quelles sont
les voies modifiées avec le traitement. Ce résultat sera alors confirmé par une étude
protéigue des voies potentiellement activées ainsi que par des stratégies

pharmacologique ou génique de blocage de ces voies.

En paralléle des investigations sur la voie de signalisation impliquée, il sera
essentiel d’étudier quel récepteur est responsable des effets observés. L'étude menée
par Blanc et ses collaborateurs démontre que les cellules satellites acquiéerent le
récepteur CCR2 dans les premiers jours aprés une blessure musculaire. La présence
de ce récepteur a ce stade du processus de régénération musculaire induit une
inhibition de la différenciation musculaire, via la voie p38-MAPK?%. De plus, ces
travaux ont montré qu’avec 'age, les cellules satellites maintiennent I'expression de
ce récepteur au cours d’une régénération musculaire et soutiennent donc I'inhibition
de la différenciation musculaire associée®®®. A la lumiére de cette étude, nos résultats
soulévent donc I'hypothése que I'haptoglobine, via son récepteur CCR2 présent sur
les cellules satellites, induit également un défaut dans la myogenése, observé par un
retard de différenciation des cellules, une expression diminuée de certains génes de
la myogenése et une fonction musculaire diminuée 14 jours aprés la Iésion.

Dans un objectif de développement de stratégie thérapeutique ciblant ce récepteur,
il sera tout d’abord nécessaire de confirmer les résultats de I'étude menée en 2021268
quant a la présence de ce récepteur sur les cellules satellites au cours d’une
régénération musculaire et avec I'age via la technique du « simple western » ou par
cytométrie en flux. Ensuite, afin de mettre en évidence la sollicitation de ce récepteur
par I'haptoglobine, il serait judicieux d’inhiber ce récepteur grace a un inhibiteur a petite
molécule BMS CCR2 22 (= CCRZ2i). Cet inhibiteur permet de créer une liaison
compétitive, rendant le récepteur stable mais inactif®3. Si le traitement a I'naptoglobine
n’induit pas d’altération de la régénération et de la myogenése en présence de cet
inhibiteur, cette stratégie nous permettrait de mettre en évidence la spécificité du
récepteur dans les altérations de I'haptoglobine observées lors d’'une régénération

musculaire.
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Nous avons également étudié le rdle d'une augmentation d’haptoglobine
plasmatique sur I'inflammation pendant une régénération musculaire. Pour rappel, les
deux récepteurs connus a ce jour de I'haptoglobine se retrouvent sur les cellules
inflammatoires (neutrophiles et monocytes) qui s’infiltrent dans le muscle lors d’'une
blessure mais également sur les macrophages, cellules essentielles pour le processus
de régénération. Cependant, de maniére étonnante, nous avons observé la méme
proportion de cellules inflammatoires (neutrophiles, macrophage M1 et M2) lors d’'une
régénération chez nos souris traitées avec de I'haptoglobine ou un véhicule. En effet,
compte tenu de la diminution de I'expression des cytokines pro et anti-inflammatoires
suite a un traitement a I'haptoglobine, il aurait été envisageable que I'haptoglobine
induise une diminution de la présence des populations inflammatoires dans le muscle
Iésé en bloquant l'infiltration de ces cellules par liaison sur le récepteur CCR2, soit
augmenterait la présence de celles-ci en agissant comme une molécule chimio-
attractive au sein du muscle au méme titre qu’elle le fait avec les monocytes au sein
du tissu adipeux33®. Cependant, nos résultats ne nous permettent pas de conclure sur
un potentiel réle de I'haptoglobine sur la phase inflammatoire pendant une
régénération musculaire. Dans ce contexte, nous proposons donc de mieux
caractériser ce role en réalisant un marquage sur coupe de muscle a différents temps
de la régénération pour observer les macrophages et les neutrophiles. Dans un second
temps, nous souhaitons étudier les effets directs de I'haptoglobine sur une culture
d’une lignée de macrophages naifs afin d’étudier I'orientation phénotypique M1 ou M2.
Ces expériences pourraient, par la suite, étre reproduites sur des macrophages issus
d’'un muscle en régénération afin de tenir compte des spécificités de ces cellules.
Enfin, nous pouvons également étudier, in vivo, la sécrétion des différentes cytokines
inflammatoires (telles que I'lL-6, I'lL1-B, le TNF-a, I-IL-10, décrites comme essentielles
pour la régénération musculaire) par les macrophages musculaires. De plus, le
séquencage des ARNSs extraits de muscles Iésés de souris traitées ou non par de
I'haptoglobine nous permettra d’avoir une idée de lI'impact de I'haptoglobine sur les

différents génes impliquées dans les étapes de I'inflammation.

Nous avons pu observer chez des souris agées de 12 mois que, lors d’un
processus de régénération musculaire, le traitement a I'haptoglobine induisait des
effets moins marqués que chez des souris dgées de 3 mois. Ce résultat peut étre
expliqué par plusieurs hypothéses. Tout d’abord, nous avons pu observer que le
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traitement a I'haptoglobine régulait I'expression génique des récepteurs CCR2 et
CD163 ainsi que sa propre expression lors d’un processus de régénération musculaire
chez des souris agées de 3 mois. Or, cette régulation est perdue chez des souris
agees de 12 mois. Cet effet moins marqué de I'’haptoglobine chez les souris dgées de
12 mois peut étre expliqué dans le choix de la dose d’haptoglobine. En effet, il est
possible que malgré le fait que nos calculs et que la quantification montre une
augmentation de I'haptoglobinémie comparable a cette retrouvée chez des souris de
24 mois, elle ne soit pas suffisante pour induire les effets pourtant retrouvés chez la
souris plus jeune. Il serait donc judicieux d’utiliser des doses plus importantes chez
ces souris.

Enfin, pour rappel, Maffei et ses collaborateurs en 2014 avaient décrit un role de
I'haptoglobine sur le muscle squelettique. Des souris déficientes pour cette
glycoprotéine présentent une altération musculaire conduisant a une atrophie due a
une défaillance des systémes anti-oxydants. Ce résultat est exacerbé lors d'un
challenge comme l'utilisation d’'un régime riche en graisse ou encore d’un protocole
d’endurance. Ces challenges impliquent le muscle et plus précisément le systeme anti-
oxydant du muscle, qui est défaillant chez ces souris a I'état basal®>8. Dans ces travaux
de thése, nous montrons qu’une augmentation de I’haptoglobine n’altere pas les fibres
matures du muscle squelettique. Il serait donc intéressant de vérifier I'état de ces
systémes lors d’'une augmentation d’haptoglobine mimée dans notre étude, sans
'induction de la régénération musculaire. Enfin, il est important de noter que la
régenération induite par I'injection de cardiotoxine est un processus bien particulier au
sein du muscle mettant en jeux les cellules myogéniques mais également d’autres
types cellulaires comme les cellules inflammatoires. Tout cela rend tres difficilement
comparable ce processus a un challenge comme de I'endurance ou ['utilisation d’un
régime riche en graisse. De ce fait, comparer les résultats obtenus lors de notre étude
a ceux obtenus par Maffei et ses collaborateurs ne semble pas étre la meilleure
approche pour définir le réle de I'haptoglobine sur le muscle squelettique. Pour ce faire,
il faudrait étudier la régénération musculaire chez des souris déficientes en

haptoglobine.
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o L’haptoglobine : potentiel facteur circulant lié au vieillissement et a la
fraqilité

L’haptoglobine, protéine délétere par et pour le tissu adipeux

Comme évoqué précédemment, une étude au sein du laboratoire a pu mettre en
évidence une augmentation de I’haptoglobine dans le plasma mais également dans le
tissu adipeux des souris au cours du vieillissement. Cette étude a permis également
de démontrer que 'augmentation observée avec I'dge dans le tissu adipeux blanc est
lite a la sénescence de ce tissu et plus précisément a la protéine p16. Enfin, ces
travaux démontrent également que I'haptoglobine adipocytaire a un effet autocrine
délétere sur le tissu adipeux blanc. Elle induit une perte des fonctions métaboliques
de ce tissu. En effet, les souris traitées a I'haptoglobine présentent une augmentation
de I'expression des génes de linflammation et de la sénescence, associée a des
altérations fonctionnelles, observée par une diminution de la fonction de lipolyse du
tissu adipeux blanc (cf Figure 13 en introduction -datas non publiées).

On peut donc conclure avec cette étude que I'haptoglobine participe aux altérations

du tissu adipeux blanc observées avec le vieillissement.

L’haptoglobine, potentiel facteur circulant marqueur de la fraqilité ?

Cette protéine, sécrétée de maniére plus importante au cours du vieillissement,
participe aux altérations du tissu adipeux blanc et du muscle squelettique liées au
vieillissement. De cette maniére, cette protéine pourrait compléter la liste des facteurs
circulants qui ont été corrélés au vieillissement et plus précisément au syndrome de
fragilité. Dans cette liste, nous pouvons retrouver des protéines de l'inflammation
(comme le TNF-a, I'lL-6 et la CRP264374), des hormones (telles que la testostérone3®’,
I'lGF-1 et la vitamine D3683%%) ou encore des facteurs composant le sérum (comme
I’'némoglobine3’°). De plus, d’autres études ont apporté la preuve que les indicateurs
des produits finaux de I'oxydation sont également présents sur cette liste et sont

associés a la fragilité et ses marqueurs3’':372,

Pour tous ces biomarqueurs, leur utilisation autonome comme prédicteur d’un
passage d’'un état de robustesse a un état de pré-fragilité ou fragilité n’est pas encore
réalisable. En effet, les marqueurs de I'inflammation sont augmentés dans le cadre de
différentes pathologies infectieuses ou inflammatoires ou encore dans le cadre de
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comorbidité. Cette observation est également retrouvée pour les facteurs circulants.
Enfin, I'utilisation des facteurs hormonaux est compliquée puisqu’il existe une grande
variabilité entre les individus en situation basale. Afin de se servir de ces facteurs
circulants dans la prédiction de la fragilité, des études complémentaires doivent étre
réalisées afin de placer un seuil.

De maniere générale, les différents marqueurs de la fragilité déja définis ainsi que
I’'haptoglobine pourraient étre utilisés en association pour un meilleur diagnostic et une
meilleure prédiction. Aujourd’hui, avoir cette liste a jour, le seuil défini ainsi que les
associations possibles est essentiel pour prédire le passage d'un état de robustesse
a un état de fragilité afin de mettre en place des stratégies cliniques pour ralentir la

survenue et le développement de la fragilité.

o Le tissu adipeux blanc : un organe clé dans I'apparition de cet état de

fragilité et dépendance

Le tissu adipeux blanc est I'un des organes impactés par le vieilissement. La
perte des fonctions de ce tissu est notamment due a une accumulation excessive de
cellules sénescentes®”3. L’hypothése admise aujourd’hui est I'activation de la voie
p53/p21 suite a des dommages, entrainant une expression accrue de la f-
galactosidase et une sénescence®’*. Longtemps considérées comme inactives, il est
admis aujourd’hui que les cellules sénescentes liberent différents facteurs qui leur est
propre. Ce sécrétome est connue aujourd’hui sous le nom de SASP (= senescent-
associated secretory phenotype). Ce sécrétome est composé de différents facteurs
pro-inflammatoires, de chimiokines, de métalloprotéases ou encore de facteurs de
croissance. Pour rappel, une étude menée au sein du laboratoire avant mes travaux
de thése semble démontrer que 'augmentation de I'haptoglobine dans le tissu adipeux
blanc viscéral et la sénescence des adipocytes composant ce tissu sont lieées
puisqu’une induction de la sénescence dans les adipocytes induit une augmentation
de I'haptoglobine in vitro. A contrario un traitement par I'haptoglobine sur des
adipocytes induit I'expression de marqueurs de la sénescence (Figure 14). De cette
maniére, on peut penser que I'’haptoglobine, sur produite par I'adipocyte du tissu
adipeux blanc viscéral au cours du vieillissement fait partie du SASP.
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Toutes ces modifications sécrétoires impactent la physiologie des organes
voisins et participent a la perte des fonctions essentielles pour maintenir 'lhoméostasie
tissulaire. En effet, une étude menée en 2018 démontre que la sécrétion de
I'ostéopontine (= OPN) par le tissu adipeux altere la physiologie cardiaque. Ces
travaux soulignent, dans un premier temps, que chez des souris agées, le tissu
adipeux blanc viscéral est une des principales sources d’OPN, induisant une
diminution de la sénescence des fibroblastes cardiaques, une activation des
myofibroblastes et une production plus importante de matrice extra-cellulaire
conduisant a une fibrose et des dysfonctions cardiaques. De plus, I'absence de tissu
adipeux blanc viscéral ou une déficience pour 'OPN chez des souris induit une
amélioration de ces différents marqueurs de fibrose et de fonctions cardiaques®’>. En
plus d’une action sur la physiologie cardiaque, les sécrétions du tissu adipeux blanc
avec I'age peuvent atteindre d’autres fonctions comme des fonctions cérébrales®’® et
respiratoires. Concernant les fonctions cérébrales, le cerveau est un organe protégé
au sein de l'organisme, via la barriere hémato-encéphalique. Les modifications des
sécreétions pro-inflammatoires (comme pour I'lL1-f, le TNF-a) du tissu adipeux blanc
viscéral au cours du vieillissement altére cette barriere, observée par une diminution
des jonctions serrées et une augmentation de l'extravasation des IgG au sein du
cerveau. Cette altération entraine une activation des cellules inflammatoires
résidentes du cerveau : la microglie, ainsi qu’'une augmentation des cytokines pro-
inflammatoires au niveau local®’®. Cette étude démontre donc que, via ses sécrétions,
le tissu adipeux blanc est associé aux changements au niveau cérébral et aux lésions
ischémiques liés a I'age®’®. De plus, d'autres études réalisées chez I'homme
soulignent qu'il existe une association entre 'accumulation des tissus adipeux blancs
et les altérations cognitives. En effet, une accumulation excessive de tissu adipeux
viscéral est négativement corrélée a une diminution du volume de matiere grise sous-
corticale, du volume hippocampique et a une altération de la mémoire3”’. Enfin,
d’apres une étude réalisée également chez ’lhomme, les dépdts de tissu adipeux blanc
au niveau viscéral peuvent accélérer le déclin des fonctions respiratoires lié a 'age®’8.

Compte tenu de nos résultats décrivant le réle de I'haptoglobine sur le muscle
squelettique et la régénération de ce tissu, nos travaux apportent une preuve
supplémentaire que les changements sécrétoires du tissu adipeux blanc observés au

cours du vieillissement participent de maniere non négligeable aux altérations des
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fonctions musculaires, en plus des altérations cardiaques, cérébrales et respiratoires

déja décrites dans la littérature.

Le tissu adipeux peut également impacter la physiologie du muscle squelettique
et plus précisément la régénération musculaire, via les processus de migration
cellulaire. En effet, une étude publiée en 2023 démontre que les cellules adipeuses
stromales sont capables de migrer au sein d’'un muscle lésé afin d’améliorer la
régénération musculaire, chez des souris jeunes®’®. Cependant, des études plus
poussées sont nécessaires pour déterminer ce processus au cours du vieillissement
mais on peut penser que la migration des cellules stromales adipeuses avec I'dge est

amoindrie, participant a la diminution des capacités régénératives.

Ainsi tous ces changements au niveau sécrétoire et morphologique du tissu
adipeux blanc altérent potentiellement les capacités fonctionnelles nécessaires pour
vieillir en bonne santé. Il apparait donc essentiel de mettre en place des stratégies

préventives afin de contrer toutes ces altérations.

o Importance du maintien du tissu adipeux blanc avec l’age : les stratégies

développées et connues a ce jour

Etant donné l'implication du tissu adipeux blanc dans les désordres liés a I'age,
ainsi que le lien existant entre I'haptoglobine et la sénescence de ce tissu, il nous
semble judicieux d’arriver a maitriser son vieillissement et a diminuer sa sénescence
afin de maitriser ses sécrétions d’haptoglobine et de limiter l'altération liée au

vieillissement des capacités de régénération musculaire.

Depuis quelques années, dans la littérature, différentes stratégies ont été
élaborées afin de maitriser la sénescence du tissu adipeux blanc. Bien qu’elles ne
soient pas spécifiques du tissu adipeux blanc, elles ont montré de réels effets sur celui-
ci. Ces interventions résident sur i) une action pharmacologique, ii) une action sur le
mode vie ou iii) une approche génique.

Concernant I'approche pharmacologique, plusieurs études utilisent une
combinaison de sénolytiques (Dasatinib+Quercitine) afin d’atténuer les dysfonctions
observées avec I'dge. Les sénolytiques sont des molécules permettant d’éliminer les
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cellules sénescentes en induisant leur apoptose. Cette stratégie permet d’améliorer,
en autre, le vieillissement du tissu adipeux avec une diminution de I'accumulation de
cellules sénescentes et des sécrétions pro-inflammatoires®®. L'utilisation de
sénolytiques permet, a terme, d’'améliorer la durée de vie ainsi que des fonctions
essentielles pour lutter contre la dépendance comme les fonctions motrices et
physiques®'. Un autre traitement pharmacologique possible est la metformine. Ce
médicament, utilisé habituellement dans le cas du diabete de type Il a montré un réel
potentiel contre la lutte de la présence des cellules sénescentes et des dysfonctions
du tissu adipeux blanc3®?. Concernant les approches impactant le mode de vie, des
expériences de restriction calorique ont montré leurs effets sur 'accumulation de tissu
adipeux blanc et de ses altérations avec I'dge. En effet, une restriction calorique de
25% de 24 mois sur une cohorte humaine a permis d’augmenter la qualité de vie®33,
Selon les auteurs, cette approche permettrait de moduler différents acteurs
responsables des altérations observées au cours du vieillissement et de compenser la
diminution de I'activité de mTOR ou encore de réduire les génes du métabolisme
lipidique dans le tissu adipeux blanc®®*. Enfin, certaines études proposent la thérapie
génique comme stratégie pour lutter contre le vieillissement du tissu adipeux en ciblant
différents candidats (NIRP13%5 ou encore les récepteurs Tol 1138). Cependant, cette

approche reste trés controversée et difficilement applicable a 'homme.

Dans le cadre de mon doctorat, afin d’apporter la preuve de concept de lI'importance
de ce tissu et de I'haptoglobine adipocytaire dans notre étude, il serait envisageable
de réaliser des lipectomies du tissu adipeux viscéral et de regarder les conséquences
sur différents parameétres mesurés de la régénération musculaire (les fonctions
musculaires ou encore expression génique de la myogenése). Cependant, cette
expérience ne serait pas envisageable a 'homme. Dans un souci de translation
clinique, nous avons décidé d'utiliser une approche nutritionnelle par le jelne
intermittent (= intermittent fasting, IF). Cette stratégie, consistant a un jeline de 24
heures tous les deux jours, permet de réduire de maniére drastique le vieillissement
et les dysfonctions associées du tissu adipeux. Pour cela, nous avons soumis des
souris agées de 15 ou 24 mois a un jeune intermittent pendant 4 semaines et réalisé
le protocole de régénération musculaire décrit précédemment. Comme illustré dans le
Figure 15A, le pourcentage de perte de poids chez des souris &gées de 24 mois était
plus important dans le groupe en jetne intermittent par rapport au groupe en ad libitum.
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Le poids des souris agées de 15 mois en jedne intermittent est similaire au poids des
souris en ad libitum. La glycémie et de la cétonémie aprés 24 heures de jeline nous a
permis de confirmer le protocole. En effet, malgré le poids similaire dans nos deux
groupes de souris agees de 15 mois, la glycémie a jeun est diminuée aprés un mois
de jelne intermittent. Chez nos souris agées de 24 mois, on observe une diminution
de la glycémie avec I'dge, indépendamment du régime (Figure 15B). Par contre, la
cétonémie est augmentée dans le groupe ad libitum, quel que soit 'dge de nos souris
(Figure 15C). Ces trois figures nous permettent de valider le protocole. Cependant,
nous avons bien conscience qu’il faudra compléter ces résultats avec des analyses
plus poussées (analyse génique) dans les organes affectés par le jedne intermittent
comme les différents tissus adipeux blancs et le foie. Enfin, comme illustré en Figure
15D, le jeune intermittent diminue les concentrations plasmatiques d’haptoglobine
chez une souris agée de 15 mois. En accord avec la littérature3®’, les effets du jeline
intermittent est moins marqué chez une souris dgée de 24 mois. |l nous reste
maintenant a déterminer les conséquences d'une telle diminution sur les capacités
régénératives musculaires grace a des tests fonctionnels et une étude génique. Ce

protocole est actuellement en cours.
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Figure 15 : Effets du jeline intermittent sur la prise de poids, la glycémie, la
cétonémie et I’haptoglobinémie chez des souris dgées de 15 et 24 mois.

(A) Suivi de la prise et perte de poids chez des souris dgées de 15 et 24 mois aprés 1 mois de
jetne intermittent (n=10-13 par groupe). (B) Mesure de la glycémie aprés 1 mois de jeline
intermittent chez des souris agées de 15 et 24 mois (n= 10-14 par groupe). (C) Mesure de la
cétonémie apres 1 mois de jelne intermittent chez des souris &gées de 15 et 24 mois (n= 10-14
par groupe). (D) Quantification du Western Blot de [I'haptoglobine (Hp) par analyse
densitométrique dans le plasma de souris agees 15 et 24 mois aprés 1 mois de jelne intermittent
(n = 4-7 par groupe). Datas sont les moyennes means + s.e.m. *p<0,05 ; ***p<0,001 ;
****n<0,0001. Test de student.

o Obésité, sarcopénie et régénération musculaire : guel avenir pour cette

population ?

Depuis les années 80, la prévalence de l'obésité ne cesse d’augmenter.
Parallélement, 'augmentation de I'espérance de vie et les modes de vie de plus en
plus sédentaires entrainent une augmentation de I'apparition de la sarcopénie dans la
population de plus en plus en jeune. De plus, la sarcopénie aggrave les effets néfastes
de I'obésité chez les personnes agées, aboutissant a ce que I'on appelle aujourd’hui
la sarcopénie de I'obése. Cette pathologie est le consensus de deux pathologies : le
vieillissement musculaire et 'augmentation de l'obésité. Cependant, la définition
actuelle ne repose que sur des définitions individuelles de la sarcopénie et de I'obésité.
Il n’existe aucune réelle définition spécifique ce qui rend trés difficile le diagnostic
précis de la sarcopénie de I'obése. Cependant, il est connu que le développement
d’'une des deux pathologies peut augmenter la prévalence de développer la deuxiéme.
Ainsi, 'obésité induit une augmentation de l'infiltration des cellules inflammatoires et
la libération par celles-ci de facteurs pro-inflammatoires, participant a I'inflammation
de bas bruit38389_ Cette inflammation contribue a la perte de la force dans le muscle
squelettique, participant au développement de la sarcopénie®®. De méme, la perte
musculaire liée a I'age est accompagnée d’'une diminution du métabolisme au repos,
associée a une diminution de I'activité physique ou encore des capacités oxydatives
au sein du muscle®®'. De maniére générale, la diminution des dépenses énergétiques
au cours du vieillissement participe a 'augmentation de la masse grasse et a terme de
la prévalence de I'obésité. Enfin, au cours de l'installation des deux pathologies, des
dépdbts adipeux ectopiques de lipides apparaissent dans le muscle squelettique. Ces
lipides sont trés toxiques pour la cellule musculaire et participent au développement
de la sarcopénie®®?. lllustré par ces quelques exemples, la sarcopénie et I'obésité

apparaissent comme « liées » par des facteurs communs.
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Pour confirmer les liens existants entre ces deux pathologies, il a pu étre mis en
évidence qu’un modeéle d’obésité présentait des altérations dans les processus de
régénération musculaire. En effet, un régime gras de longue durée induit une
diminution de la masse musculaire, de la taille des fibres et une augmentation du dép6t
de collagéne aprés une blessure a la cardiotoxine3®?. De plus, une étude menée en
2011 montre que la prolifération des cellules satellites est également diminuée chez
des souris sous régime gras®®. Il est important de souligner cependant que ces
résultats peuvent diverger suivant le type de muscle étudié pendant une régénération
musculaire. L’hypothese privilégiée aujourd’hui reste celle des sécrétions de ce tissu
adipeux blanc d’'un sujet obése. En effet, via celles-ci, le tissu adipeux peut altérer les
fonctions des progéniteurs myogéniques. Des souris déficientes en leptine (= les
souris ob/ob) ou des souris déficientes pour le récepteur a la leptine (= souris db/db),
présentent une diminution de la prolifération des cellules satellites et I'expression de
MyoD, provoquant une réduction des capacités de régénération musculaire dans ces
modeéles génétiques3®. Il est connu qu’au cours du vieillissement, la sensibilité a la
leptine est diminuée. Cette diminution de sensibilité peut expliquer certaines des
altérations du processus de régénération musculaire observées qui sont similaires a
celles obtenues chez des souris db/db ou ob/ob. L’inflammation est un autre exemple.
Une exposition soutenue a des cytokines pro-inflammatoires (I'lL1-f ou le TNF-o) dans
le cadre de différentes pathologies comme des inflammations chroniques pulmonaires
induisent des altérations dans les processus de prolifération et différenciation
myogéniques3®. Cette étude, qui souligne le fait qu’une inflammation chronique altére
des processus de régeénération, nous laisse penser que l'inflammation de bas bruit
observée dans le cadre de I'obésité peut avoir un impact non négligeable sur les
capacités de régénération musculaire.

Enfin, ce lien existant entre la régénération musculaire et I'obésité a également été
fait par Maffei et ses collaborateurs qui démontrent que I'haptoglobine pourrait jouer
un réle dans cette discussion comme déja décrit dans I'introduction de ce manuscrit34°
Mes travaux de doctorat confirment cette hypothése en démontrant qu’une
augmentation de I’haptoglobine induit un retard de la régénération musculaire et altere
les capacités myogéniques des cellules satellites. De ce fait, il n’est pas improbable
que I'haptoglobine, libérée par le tissu adipeux de l'obése, participe de maniere
importante aux altérations de la régénération musculaire observées chez le sujet

obése, conduisant a développer la sarcopénie de 'obése.
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Enfin, la prévalence de la population de sujet obese ne cessant d’augmenter, une
réelle question va se poser dans I'avenir : comment cette population de personnes
obéses va-t-elle vieillir 7 En plus du risque associé a l'obésité elle-méme, cette
population est plus encline a développer de la sarcopénie. En conséquence, la
transition vers I'état de fragilité et donc de dépendance sera potentiellement plus
précoce chez cette population.

o La place de la régénération dans le cadre du vieillissement : balance entre

cicatrisation/fibrose et régénération

La régénération est définie comme la capacité a recréer une architecture et les
fonctions originales des tissus apres avoir subi une lésion, sans laisser de cicatrice.
Ce mécanisme est extrémement présent en biologie mais peut varier en fonction de
I'espéce étudiée®®” ou encore de I'age398-266,

Chez les mammiféres, cette capacité est extrémement retrouvée au cours du
développement mais est perdue en grande majorité a I'age adulte. Chez le mammifere
adulte, on voit apparaitre un phénomeéne de cicatrisation plus présent que celui de la
régénération. Peu d’organes gardent cette faculté de régénération. On y retrouve
principalement le foie mais également le muscle squelettique. Cependant, méme si le
foie ou le muscle squelettique ont cette capacité, le pouvoir de régénération reste trés
limité chez 'homme. Si le traumatisme est chronique ou trop rapproché, les voies
mises en jeux dans la régénération vont étre sur-stimulées, entrainant une bascule
vers la cicatrisation et donc la fibrose. Cette fibrose, caractérisée par une accumulation
excessive des composants de la MEC (cf introduction de ce manuscrit), déforme le
tissu, entraine une rigidité du tissu et donc une perte de fonction.

Au cours du vieillissement, ces capacités de régénération dans le foie ou encore
dans le muscle squelettique diminuent, entrainant I'apparition de fibrose. Bien que
considéré comme un processus définitif, des études réalisées sur le foie ont amené la
preuve de la réversibilité de ce processus. En effet, celui-ci est extrémement plastique
et plusieurs stratégies sont envisageables pour maintenir cette capacité dans le cas
de blessures chroniques ou au cours du vieillissement. Parmi celles-ci, il serait
envisageable i) d’activer I'apoptose des myofibroblastes par des traitements (par

exemple ['utilisation de la gliotoxine)**® ou par I'activation de cellules immunitaires
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(cellules dendritiques*®, Natural Killer ( = NK)*°') qui possédent cette capacité, ii)
d’augmenter le nombre de macrophages effectif pour réduire cette fibrose ou iii) d’agir
sur le systeme immunitaire défaillant au cours du vieillissement par inhibition de
certaines cytokines/molécules par exemple*02:403,

Bien que le processus de régénération reste encore tres controversé quant a son
importance au cours du vieilissement ou au cours de différentes pathologies, ces
études sur le foie et le muscle squelettique soulignent I'importance de maitriser cette
balance entre régénération et fibrose, afin de lutter contre les pertes des fonctions et
de plasticité des tissus.

De maniére plus générale, mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence
plusieurs points. Tout d’abord, I'hyperhaptoglobinémie observée au cours du
vieillissement induit un retard des processus de régénération musculaire, se traduisant
notamment par une diminution des capacités fonctionnelles musculaires suite a une
blessure. Bien qu’il n’existe pas encore de stratégies visant directement 'haptoglobine
plasmatique, il serait intéressant de bloquer les actions néfastes des facteurs présents
dans le SASP (dont fait potentiellement partie I'haptoglobine) par [l'utilisation de
sénomorphiques visant a bloquer soit I'haptoglobine soit les récepteurs CCR2 ou
CD163. Ces différentes approches permettraient de réduire les effets déléteres de
I'haptoglobine. En paralléle, il serait envisageable d’utiliser des stratégies plus globales
permettant de réduire la sénescence du tissu adipeux via I'utilisation de sénolytiques
ou d’une approche nutritionelle.

Ensuite, ces travaux de these ont pu conforter I'idée que les modifications du tissu
adipeux blanc observées au cours du vieillissement altérent les organes voisins tels
que le cceur, le poumon, le cerveau et le muscle. Plus particulierement, ces travaux
démontrent que ce tissu adipeux blanc altéré avec I'age participe aux altérations des
processus de régéneération musculaires observées avec le vieilissement. Ainsi il
devient primordial de mettre en place, notamment en clinique, des stratégies afin de
réduire I'état de sénescence de ce tissu et de revenir a un état proche d’'un tissu
adipeux « sain » en utilisant par exemple des stratégies alimentaires comme le jeune

intermittent.
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