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INTRODUCTION

Au sein de leur environnement, toutes les espéces animales sont continuellement confrontées
a des agressions. Quelles soient infectieuses ou mécaniques, elles peuvent aboutir a la
destruction d’un tissu affectant ses fonctions. C’est alors que la capacité a réparer ces lésions
s'est avéré primordiale pour la survie des especes au cours de I|'‘évolution. Parmi les
mécanismes de réparation, la régénération compléete du tissu constitue un avantage évolutif
majeur, permettant aux organismes de surmonter les agressions et de restaurer la structure et
la fonction des portions affectées. Cette capacité extraordinaire permet aux espéces de
renouveler leurs tissus, organes voire organisme entier endommagés et de retrouver une
structure et une fonction identiques a celles présentes avant I'agression. Le phénomene de
régénération est trés répandu parmi les métazoaires® et est présente chez certains vertébrés?.
Méme si la régénération est un processus qui est observé au sein de différents groupes
phylogénétiques, toutes les especes ne possedent pas les mémes capacités régénératrices. Il
est intéressant de noter qu’il existe une corrélation entre la diminution des capacités de
régénération et I'augmentation de la complexité anatomique chez les différentes espéces?.
Ainsi, certaines especes d’invertébrés comme I'hydre (Hydra sp.) et les vers planaires
(Plathelminthes) sont capables de régénérer un individu entier a partir d’'un fragment de leur
organisme grace a la prolifération et la différenciation de cellules souches présentes dans tout
leur organisme®. Egalement, chez certaines espéces d’amphibiens comme le xénope (Xenopus
laevis), I'axolotl (Ambystoma mexicanum) ou la salamandre (Salamandra salamandra) la
capacité de régénérer les pattes est totale apres ablation. Enfin, chez les mammiféres tels que
I'Homme (Homo sapiens) et les rongeurs (Rodentia), la capacité de régénération est
particulierement remarquable au cours des premiers jours aprés la naissance®. En effet, sur
cette période ils sont en mesure de régénérer la derniére phalange des doigts ainsi que I'apex
du cceur sans formation de tissu cicatriciel. Pourquoi les capacités de régénération restent trés
limitées chez certaines especes et trés développées chez d’autres? Ce phénomeéne
correspond-t-il a 'émergence de certains mécanismes au cours de I'’évolution ou bien a un
processus ancestral commun, peu a peu perdu dans certains phylums ? Toutes ces questions
demeurent largement ouvertes aujourd’hui.

Chez le mammifere comme I’lhomme ou la souris, les capacités de régénération a I'age adulte
sont perdues. Néanmoins, quelques tissus ont conservé une certaine capacité a régénérer en
réponse a des blessures®. C’est le cas du muscle squelettique, qui, malgré la complexité des
mécanismes qui controlent ses diverses fonctions est en mesure de retrouver structure et
fonction aprés une blessure. La compréhension des mécanismes qui gouvernent la
régénération musculaire adulte s’est alors révélée indispensable pour tenter de découvrir un
moyen de dépasser les limites actuelles de la réparation tissulaire. Bien que les mécanismes
cellulaires et moléculaires qui controlent la régénération musculaire soient tres étudiés
aujourd’hui, ils demeurent encore largement incompris.

Dans les parties suivantes nous traiterons de la complexité anatomique et fonctionnelle du
muscle squelettique et détaillerons le réle des populations cellulaires résidentes qui
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participent a la régénération. Nous discuterons ensuite des changements cellulaires et
morphologiques quiinterviennent dans des situations pathologiques ou le muscle ne régénere
pas efficacement. Enfin nous discuterons d’'une communication tissulaire originale entre
muscle et tissu adipeux par I'intermédiaire d’un échange de cellules progénitrices dans le
cadre d’une lésion musculaire qui a fait I'objet du sujet de recherche de ce projet de thése.

|/ Le muscle squelettique

Dans ce premier chapitre je vais présenter rapidement l‘organisation anatomique et
histologique du muscle squelettique avant de détailler sa composition cellulaire en condition
basale, par opposition avec la situation post-lésionnelle qui sera traitée ultérieurement.

1) Structure et composition cellulaire

Le corps humain compte plus de 600 muscles squelettiques, qui représentent environ 40 % du
poids corporel chez les jeunes adultes en bonne santé’. Chaque muscle squelettique est
constitué de milliers de fibres musculaires organisées en plusieurs faisceaux de fibres (Figure
1). Ces fibres sont des cellules plurinucléées® et représentent I'unité contractile du muscle.
Grace a la connexion du réseau musculaire squelettique avec le systéme nerveux central, la
contraction musculaire est dite volontaire®, permettant ainsi d’assurer la fonction principale
de mouvement et de maintien postural.

Outre la partie contractile du muscle constituée de ses fibres, le muscle contient également
une partie non contractile composée de tissu conjonctif fibreux aussi appelé la matrice
extracellulaire (MEC). Elle est organisée en différentes couches qui cloisonnent et organisent
les fibres musculaires. Chaque niveau de structure musculaire (muscle entier, faisceaux, fibre
unique) est enveloppé par une gaine de MEC. On distingue ainsi, de facon centrifuge (Figure
1)1

e L'ENDOMYSIUM, « l'intérieur du muscle », est une couche de tissu conjonctif aréolaire
qui entoure chaque myocyte (fibre musculaire ou cellule musculaire).

e Le PERIMYSIUM, « autour du muscle », est une gaine de tissu conjonctif qui regroupe
les fibres musculaires en faisceaux (entre 10 et 100).

e L'EPIMYSIUM, « sur/ au-dessus du muscle », est I'enveloppe de tissu fibreux la plus
superficielle qui entoure le muscle squelettique. Il s'agit d'une couche de tissu
conjonctif dense et irrégulier qui enveloppe I'ensemble du muscle et le protége des
frottements contre les autres muscles et les os.

Le prolongement de ces différentes couches de tissu conjonctif aux deux extrémités du muscle
permet la formation du tendon reliant ainsi le muscle a l'os au niveau de la jonction
myotendineuse et responsable de la transmission de la force générée par le muscle au réseau

OSSeux.
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Figure 2 : Structure du muscle squelettique et mécanismes moléculaires de la contraction.

Représentation structurelle d’'une myofibrille au repos (panel haut) et au cours de la contraction musculaire

(panel bas).
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Tableau 1 : Capacités contractiles et métaboliques des différents types de fibres musculaires.
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Comme tous les tissus, le muscle squelettique comporte deux compartiments cellulaires. Le
premier, appelé parenchyme, composé des cellules spécifiques qui déterminent la fonction
globale du tissu. Le second compartiment appelé stroma, représente le tissu de soutien qui
offre une structure et une organisation essentielles pour maintenir la fonctionnalité
musculaire. Il n’existe pas de frontiere anatomique entre le stroma et le parenchyme mais
plutot une étroite communication et une interdépendance que nous allons aborder dans les
parties suivantes.

a) Le parenchyme musculaire

I. La fibre musculaire
Les fibres musculaires sont des cellules plurinucléées allongées et fusiformes dont les noyaux
sont situés en périphérie. Leur diamétre excede rarement les 100 um et leur longueur varie en
fonction des muscles, allant de quelques millimétres a plusieurs centimétres!®. Leur
membrane plasmique, le sarcolemme, renferme un cytoplasme appelé sarcoplasme. Au sein
du sarcoplasme on retrouve plusieurs myofilaments caractérisés par des motifs répétitifs
d'unités fondamentales : le sarcomere (Figure 2).

Les sarcomeéres représentent une élégante machinerie moléculaire responsable de la
contraction musculaire. lls se composent de deux ensembles principaux alternatifs de
filaments protéiques : les filaments fins (composés essentiellement d'a-actine) enchevétrés
avec les filaments épais (constitués essentiellement de myosine) tous alignés parallélement a
I'axe de la fibre musculaire!? (Figure 2).

Visuellement, le sarcomeére est délimité a chaque extrémité par une fine ligne sombre appelée
disque Z. Chaque disque Z divise la fibre musculaire en deux parties, et chaque partie partage
une bande | plus claire avec les sarcomeéres adjacents. Au centre du sarcomere, on trouve une
bande A dense composée de filaments épais, qui est entourée d'une zone H plus claire. La
ligne M divise la zone H en deux parties. Les filaments fins sont maintenus ensemble, formant
un réseau latéral au niveau du disque Z, tandis que la ligne M relie les filaments épaist'*?
(Figure 2).

Les fibres musculaires présentent une grande diversité et sont classées selon plusieurs
caractéristiques telles que la couleur (blanche vs rouge)?'3, la vitesse de contraction (rapide vs
lente), la fatigabilité (rapide vs endurante), les caractéristiques métaboliques (glycolytique vs
oxydative) et I'expression des isoformes de la chaine lourde de myosine (MyHC). La
classification la plus courante se fonde sur I'expression des isoformes de MyHC, comprenant
les types |, lla et lIx chez I'homme comme chez la souris. Les fibres de type | sont caractérisées
par une contraction lente, une résistance a la fatigue et un métabolisme oxydatif, elles sont
également appelées fibres "rouges" en raison de leur forte vascularisation (Tableau 1). Les
fibres de type lla présentent une contraction plus rapide avec des propriétés métaboliques
mixtes, tendant vers un métabolisme oxydatif. Les fibres de type lIx sont les plus rapides, avec
un métabolisme fortement glycolytique, une fatigabilité rapide et une production de force
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maximale'l. Moins vascularisées, ces fibres possédent une appellation de fibres « blanches ».
Il est également possible que certaines fibres expriment simultanément plusieurs isoformes
de MyHC, par exemple les types | et lla, ou les types lla et lIx!4(Tableau 1). La diversité des
propriétés des fibres musculaires au sein d'un méme muscle mais aussi entre les différents
muscles leur permet d'étre utilisées pour différentes fonctions selon les besoins.

fi. La jonction neuro-musculaire (JNM)

Le parenchyme musculaire est également doté d’'une composante nerveuse. La fonction
contractile du muscle dépend de cette innervation. Les muscles sont connectés au systéeme
nerveux central par le biais de nerfs moteurs (motoneurones), on dit alors que la contraction
du muscule squelettique est volontaire. La transmission de Il'influx nerveux entre le
motoneurone et chaque fibre musculaire se produit au niveau d'une jonction neuromusculaire
(JNM). La gaine de myéline du motoneurone s’interrompt a la surface de la fibre musculaire,
lorsque que celui-ci s’arborise lui permettant ainsi d’innerver plusieurs fibres musculaires®.
Les terminaisons nerveuses sont riches en vésicules renfermant de l'acétylcholine, un
neurotransmetteur relargué dans la fente synaptique suite a I'influx d’un potentiel d’action
(PA). Une fois libérée dans la fente synaptique, I'acétylcholine se fixe sur son récepteur post-
synaptique présent a la surface des fibres musculaires. Ces récepteurs sont de type nicotinique
(nAChR) formés de deux sous-unité a associées a trois sous-unités B, € et 6 formant alors un
canal cationique’®. La fixation de I'acétylcholine entraine I'ouverture du canal et I'entrée de
Na+ dans le sarcoplasme ce qui conduit a une dépolarisation de la membrane plasmique,
appelé potentiel de plague motrice. Ce potentiel provoque la libération de calcium (Ca2+) par
le réticulum sarcoplasmique, déclenchant ainsi une cascade d’événements conduisant a la
contraction musculaire!’ que nous détaillerons par la suite.

Ayant ainsi exploré les différentes composantes cellulaires du parenchyme musculaire a I'état
physiologique, nous allons maintenant nous tourner vers la description des cellules de soutien
qui constituent le stroma.

b) Le stroma musculaire

Le stroma joue un rble de soutien, de régulation et de maintien de I'environnement nécessaire
au bon fonctionnement des cellules parenchymateuses. De nombreuses technologies allant
de la cytométrie en flux a I'immunofluorescence ont permis de réaliser une description
détaillée des différents composants cellulaires du stroma musculaire. Avec I'avénement d’une
technologie plus puissante d’analyse de I'expression génomique en cellule unique, nous avons
aujourd’hui une idée plus précise des rbles et des quantités relatives de chacune de ces
populations cellulaires. Dans cette partie descriptive du compartiment stromal, j’ai choisi de
classifier chaque type cellulaire par ordre de proportion décroissante. Je commencerai donc
par décrire les cellules endothéliales (44%), les cellules stromales mésenchymateuses (26%),
les progéniteurs myogéniques (18%) puis les cellules immunitaires (6%) et les péricytes (6%)2.
Enfin, nous nous intéresserons a un type cellulaire inattendu et peu documenté en tant que
composant du stroma musculaire a I’état basal, 'adipocyte.
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I Les cellules endothéliales

Comme pour tous les tissus de l'organisme, le muscle squelettique a besoin d’un apport
constant en nutriments et en oxygene. Cet apport est réalisé par lI'intermédiaire de la
circulation sanguine, acheminée vers les muscles par un réseau vasculaire tres bien développé
au sein du tissu conjonctif musculaire (Figure 1). Les capillaires sanguins représentent la plus
petite unité du réseau vasculaire et un ensemble de capillaires, appelé module, irrigue un
volume localisé de tissu musculaire. Cette organisation précise permet ainsi a chaque fibre
musculaire d’étre entourée de trois a six capillaires!® et fait des cellules endothéliales les
cellules les plus présentes dans le stroma musculaire. En plus de leur fonction transport pour
les nutriments, les cellules endothéliales microvasculaires du muscle (CEMM) régulent le
recrutement des cellules immunitaires dans les processus inflammatoires'®. Pour permettre
une transition des cellules immunitaires et des nutriments, les CEMM forment une
monocouche cellulaire interconnectée grace a des jonctions serrées et adhérentes?. Les
propriétés adhésives du marqueur CD31 (ou PECAM-1), une protéine exprimée a la surface de
la membrane des CEMM, leur permet en partie de créer des interactions cellules/cellules via
des adhésions CD31/CD31 formant ainsi un endothélium vasculaire. Les CEMM sont
identifiables par I'expression de ce marqueur de surface et représentent entre 35% et 45% des
cellules du stroma musculaire??.

Les muscles squelettiques sont aussi drainés par une circulation lymphatique, également
formée par un ensemble de cellules endothéliales, dont les réles sont différents de ceux
assurés par la circulation sanguine???3. Néanmoins, l'utilisation seule du marqueur CD31 ne
permet pas la distinction entre les cellules endothéliales du réseau vasculaire sanguin de celles
du réseau lymphatique. Les marqueurs endothéliaux lymphatiques tels que le récepteur 3 du
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR-3), le récepteur 1 de I'acide hyaluronique
endothélial des vaisseaux lymphatiques (LYVE-1) et la podoplanine?* sont largement utilisés
dans la détection spécifique de la lymphangiogéneése et des vaisseaux lymphatiques. Plut6t
gu’un réle d’apport d’oxygéne et de nutriments, le systéme lymphatique a d’abord été décrit
pour ses fonctions de drainage et d’évacuation des liquides et déchets métaboliques hors du
muscle squelettique??. Il lui a ensuite été attribué un réle important dans la circulation des
cellules immunitaires dont l'infiltration dans le muscle est importante dans la réponse a des
agents infectieux par exemple?3>%>. Contrairement a la circulation sanguine, le systéme
lymphatique ne comporte pas d’organe jouant le réle de pompe (coeur). En conséquence,
lorsque le muscle squelettique se contracte, les vaisseaux lymphatiques se compriment et
propulsent le liquide, la structure valvulaire des capillaires lymphatiques permettant
uniquement un flux unidirectionnel de la lymphe?2.

fi. Les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs)
Le stroma musculaire renferme également un type de cellules progénitrices appartenant a la
famille des cellules stromales mésenchymateuses (MSCs), les progéniteurs fibro-
adipogéniques (FAPs) qui représentent une population centrale dans ce manuscrit et que nous
allons aborder maintenant.
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Contexte et découverte des FAPs

Le début des années 2000 marque un fort intérét de la population scientifique a déterminer
I'origine cellulaire de l'infiltration fibro-adipeuse observée au cours de la dégénérescence
musculaire. Initialement, plusieurs études ont suspecté les cellules satellites (CS) d’étre
responsables de cette double infiltration en se différenciant a la fois en fibroblastes?® et en
adipocytes?”?8, Les méthodes expérimentales d’isolement des CS a cette époque reposaient
sur l'utilisation de I'immunophénotype CD117/CD31°/CD45" ainsi que la capacité d’adhésion
des cellules sur fond plastique in vitro. Seulement, |'utilisation d'un nombre restreint de
marqueurs ainsi qu’un tri cellulaire seulement réalisé a partir de marqueurs non exprimés a la
surface des CS laisse penser que cette population cellulaire était en réalité mélangée a une
autre population cellulaire d’origine mésenchymateuse également CD11/CD31/CD45" et qui
possede aussi des capacités d’adhésion sur fond plastique.

En parallele, les thérapies cellulaires pour traiter les pathologies du muscle souffraient encore
du manque de caractérisation des populations de cellules ré-injectables et différentes équipes
cherchaient a qualifier la population au plus fort potentiel myogénique. C’est dans ce contexte,
gu’en 2009 et 2010, les équipes du Pr. Jean-Thomas Vilquin et du Dr. Christian Dani ont identifié
au sein du muscle squelettique humain en parallele d’une population au fort potentiel
myogénique CD31/CD45/CD34/CD56%, la présence de cellules progénitrices au potentiel
adipogénique?>3°. Ces derniéres, caractérisées par I'immunophénotype CD457/CD31°/CD56
/CD34*, partagent des caractéristiques communes avec une population de MSCs de la moelle
osseuse??390, En effet, méme si leur valence fibroblastique n’a pas été testée in vitro ou in vivo
dans ces études, elles possédent de fortes capacités de différenciation en adipocytes une fois
réinjectées dans un muscle murin apres lésion. Ces résultats ont permis de mettre en évidence
pour la premiéere fois la présence de deux types de progéniteurs distincts dans le muscle : une
population de progéniteurs hautement myogéniques CD56* et une population de progéniteurs
adipogéniques CD34" situés dans I'endomysium, entre les fibres musculaires.

Chez la souris, en 2010 deux groupes ont décrit la présence d’une population progénitrice
similaire avec des intentions expérimentales légérement différentes. Les travaux du Dr.
Kunihiro Tsuchida cherchaient a déterminer 'origine de l'infiltration fibro-adipeuse observée
dans de nombreuses pathologies musculaires®! tandis que les travaux du Dr. Fabio Rossi
avaient pour intention de caractériser un nouvel acteur cellulaire capable d’influencer la
différenciation des progéniteurs myogéniques32. Ces progéniteurs, nommés par les auteurs
progéniteurs fibro-adipeux (FAPs), résident a proximité du réseau vasculaire dans l'espace inter
fibrillaire de tissu conjonctif appelé interstitium (Endomysium, périmysium, Figure 1)3132,
L'utilisation d’un modéle murin exprimant la protéine fluorescente YFP sous le contrdle d’un
promoteur myogénique connu, Myf5, leur a permis de montrer que ces progéniteurs ne sont
pas des progéniteurs myogéniques puisqu’ils ne sont pas responsables de la formation de
nouvelles fibres musculaires a la fois in vivo et in vitro32. En revanche, les FAPs se différencient
en adipocytes une fois réinjectées in vivo dans un muscle murin lésé ou en milieux de culture
in vitro. Lensemble de ces travaux ont démontré la bivalence fibroblastique et adipocytaire, in
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vivo et in vitro, et les auteurs ont alors proposé l'appellation de progéniteurs fibro-
adipogéniques (FAPs) pour ces cellules.

Caractéristiques immunophénotypiques

Ces deux travaux princeps ont initialement présenté une combinaison de marqueurs différente
pour caractériser les FAPs: CD45/CD31/ PDGFRa* dans travaux du Dr. Kunihiro Tsuchida3! et
CD457/CD317/Sca-1*/CD34%3? les travaux du Dr. Fabio Rossi. Par la suite, bien que
I'immunophénotype attribué aux FAPs varie en fonction des especes et des stratégies
d’isolement, un certain consensus semble s’étre installé autour de I'expression du récepteur
alpha du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRa) chez ’homme comme chez la
souris (Figure 3). Néanmoins, la seule expression de ce marqueur ne permet pas I'identification
spécifique de la population de FAPs puisque celui-ci est également exprimé par d’autres
populations cellulaires comme par exemple des sous-populations de marcrophages®3. A ce
jour, seule une combinaison de marqueurs permet d’identifier les FAPs de maniére précise.
Chez I’'homme comme chez la souris les marqueurs d’exclusion de la lignée hématopoiétique
(CD45) et endothéliaux (CD31) sont utilisés pour l'identification de cette population cellulaire.
Les FAPs murins expriment aussi les marqueurs de surfaces suivant : PDGFRa, Sca-1, CD90,
CD105, CD73, CD34, HIC1 et ADAM123%3435 (Figure 3). Chez ’lhomme, on observe la majorité
de ces marqueurs a I'exception du Sca-136-38 (Figure 3). A I'aide de ces marqueurs et par des
approches de cytométrie en flux, il a pu ainsi étre établi chez ’'homme et la souris que les FAPs
représentent environ 10-15% des cellules mononuclées du muscle323°. Cette proportion est
largement inférieure a celle déterminée par des approches récentes de séquencage en cellule
unique (26%) pour le méme type cellulaire. On peut expliquer cette différence par le fait que
la cytométrie en flux représente une approche avec a priori puisqu’elle nécessite le choix de
certains marqueurs et donc restreint le nombre de cellules a ces marqueurs. De 'autre coté,
les approches d’analyses en cellule unique sont sans a priori puisqu’elles ne requiérent pas de
choix a faire avant analyse et prennent en compte I'ensemble des marqueurs, et donc un
nombre plus étendu de cellules.
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Marqueurs membranaires

Non exprimés Exprimés oo
e031M'® | PDGFR-a (h) (s) Sécrétions
CD45 (h)(s) | Sca-1(s) Vésicule extra-
CD44 (h)(s) | CD34 (h) (s) . % cellulaire
cD73 (h) (s) o®
CD90 (h) (s) o - _Cyto{chimio-
CD105 (h) (s) * kines
HIC1 (h )(s) ) 1
ADAM12 (h) o I:Somaoan
leferenclatlon
Adipocyte Ostéocyte Chondrocyte

Figure 3 : Caractéristiques immunophénotypiques, sécrétoires et de différenciation des

FAPs. A gauche de I'image sont classés les marqueurs non exprimés a la surface des MSCs en rouge et exprimés
en vert. Les marqueurs sont ordonnés des plus couramment aux moins utilisés dans la littérature et résumé
dans Contreras et al. (2021). (h) signifie qu’il est utilisé chez ’'homme et (s) chez la souris.
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Compétence souche mésenchymateuse

La caractérisation immunophénotypique de la population de FAPs a permis d’établir un
rapprochement avec les MSCs de la moelle osseuse initialement décrite en 1974 par
Friedenstein %° . Les critéres qui définissent les MSCs, en plus de leur immunophénotype,
sont*142 ;

e Leur multipotence : ces cellules sont capables de se différencier dans plusieurs types
de cellulaire du lighage mésenchymateux (adipocytes, ostéocytes et chondrocytes) a la
fois in vitro et in vivo (Figure 3).

e Leur capacité d’adhérence au plastique.

e Leur capacité a former des colonies de fibroblastes : si ensemencés a faible densité,
des clones indépendants issus d’une seule cellule appelée CFU-F (colony-forming unit
fibroblast) sont détectables.

Comme nous l'avons vu précédemment, les travaux des équipes de Tsuchida et Rossi ont
démontré les capacités de différenciation en adipocytes des FAPs murines et humaines a la
fois in vivo et in vitro3'3?*3, Ensuite, des études ont prouvé |'existence d'une sous-population
de FAPs ayant la capacité de se différencier en ostéocytes et chondrocytes in vitro et in vivo
suite a une stimulation BMP2, entrainant la formation de dépots ectopiques d'os et de
cartilage dans un muscle murin* et humain®. Enfin, des FAPs cultivés sur support plastique
ont montré une activité clonogénique CFU-f*6. La somme de ces différentes observations a
permis de valider la caractérisation des FAPs en tant que MSC résidantes du muscle
squelettique.

Réle et hétérogénéité des FAPs dans le muscle a I'état basal

Le réle des FAPs dans le muscle a I'état basal a été démontré par des approches in vivo
d’ablation conditionnelle de cette population cellulaire dans des modéles murins. Ces
expériences ont révélé 'importance des FAPs dans la fonction musculaire. A I'état basal, la
diminution des FAPs induite par l'administration de toxine diphtérique (DTX) a des souris
transgéniques contenant le géne Fap-a (protéine d'activation des fibroblastes-a) avec
I'insertion du récepteur DTX a entrainé une réduction de la masse musculaire et de la taille des
fibres musculaires trois semaines aprés I'injection®’. De méme, la diminution des FAPs induite
par l'injection de tamoxiféene chez les souris PDGFRa.creER-DTX provoque une atrophie
musculaire réduisant aussi la force musculaire, pendant plus de 9 mois aprés I'injection®. Ces
résultats indiquent que les FAPs sont nécessaires au maintien fonctionnel a long terme et
soulignent l'existence d’'un dialogue entre les FAPs et les composants cellulaires du
parenchyme musculaire permettant ainsi d’assurer la fonction contractile du muscle en
maintenant le pool de progéniteurs musculaires ainsi que la taille des fibres musculaires**
positivement corrélée a la force de contraction®®.

Létude de la fonction de FAPs a depuis été enrichie par les différents travaux portant sur la
description de leur hétérogénéité. Plusieurs études récentes explorant cette diversité des
approches de séquencage ARN en cellule unique, permettent ainsi une analyse précise de
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Tissu

Muscle

Groupe de FAPs / ASCs

FAPs

Quiescents
(Etat basal)

Marqueurs

F1: Tie2lew, Yecam1lew
F2 : Tie2hizh Wcamhizh

Espéce

souris

Références

Malecova et al. 2018

F1: Dppas, Pil6, Igfbps, Fbnl, Cd55, Mfaps,
Pcolce2

F2: Cxcd14+, Smoc2, Gsn, Lum, Coll5a1, Coldal

souris

Oprescu et al. 2020

F1: 5frp4, Igfbp5, Sema3c, Dppd, Tgfrb2,Wnt2
F2: CxCl14,Coldal, Col4a2, Colbal,6a2,
6a3,Col15al, Lum, Sparcll, Podn,Smoc2,Mgp,Bgn

souris

Scott et al. 2019

F1: Fbnl+, Cd55 Mfap5,Fstil
F2: Lum+, Col4a2, Coll5al, Cxell4, Smoc2, Den

Souris/
Humain

Rubenstein et al. 2020

F1 :Fbnl, Mfaps,Cd55

F2 :Smoc2, Adhib,Abcl8,Cxclld
F3:Collal,Sfrpd, Serpinel,Cci2
Adipocytes : Apod, Gpx3, Glul, Cxcl14

Humain

De Michelli et al. 2020

F1: Cd55+, Tnxb, Mfap5, Pcolce2, Fbnl, Prg4
F2: Mime+ Ptgds, Cxcl14,5Smoc2
F3: Gpc3+, Sfrp2

Humain

Fitzgerald et al. 2023

Muscle

FAPs « Activés » /

« Réactifs »

(0,5-1,5jpl)

Cxels, Cxcl3, Cel7, Ccl2

Souris

Oprescu et al. 2020

Cxcll, Cxcl5, Cxcl2, Cxcl14, Csfl et Ccl7

Souris

Scott et al. 2019

Ccl7, Cxcls, Cxcll

Souris

De Michelli et al. 2020

Muscle

FAPs Remodelage

(3 - 10jpl)

Wisp+, Col8al, Coll2al,
Coll6al, Col1lal, Tnc, Fbn2
et Adom12

DIk1+,8830012L 14
Rik, Meg3, Airn,
Peg3, Zim1, H1S,
et igf2

Souris

Oprescu et al. 2020

Col8a2, Colldal, Col15al, Fbinl, Fbin5, Hspg2,
Lama2, Lamad, Lamcl, Lamb2,Nid2, Adam12,
Pastn, Lox, Acta2, Collal, Colla2

Souris

Scott et al. 2019

Collal, Colla2, Postn, Bgn,Sparc

Souris

De Michelli et al. 2020

Muscle

FAPs Résolution

(7-21jpl)

Dpp4+, Pi16, Wnt2 Cxcl1d+ Enpp2,Cris

pld2,Hsd11b1

Souris

Oprescu et al. 2020

« return to baseline level »

Souris

Scott et al. 2019

« return to baseline level »

Souris

De Michelli et al. 2020

Tissu
adipeux

ASCs Quiescents
(Etat basal)

Al: Dpp4+, Wnt2,Bmp7,Pil6
AZ: lcami1+, Dik1,Pparg, Fabpd, Cd36
A3: Cd142+,Cleclla

Souris [
Humain

Merrick et al. 2019

Al : Cd55, 1l13ral
A2 : Pparg,Fabp4, Prdmi16,Adami2
A3 1 Cd142 Abegl

Souris

Schwalie et al. 2018

Al : Pparg,Fabp4
A2 : Cd36,Plinl

Précurseurs fibro-inflammatoires :
Ly6C1,Sfrp4, Pil6,Limch1

Souris

Emont et al. 2022

Al : Foxp2,Hes1,Lox,lgfl,Lpb

A2 : Cd36,Lpl, Gata2, Pparg, Fgf10
A3 : Ebf2,Rock2 Zfp521,Bmpé6, Ebf1
Ad : Fbnl,Kif4,Kif2,Fnl, Lox/1

Souris

Sarvari et al. 2021

Al: Dy Pil6
A2 : [caml, ColdaZ2,Cavl
Diff. ASC : Lipe, Adipog,Plinl, Car3

Souris

Burl et al. 2018

Tableau 2 : Liste des génes définis par scRNAseq et exprimés par chaque sous-populations

de FAPs et ASCs murines et humaines. En gras, les marqueurs choisis par les auteurs pour

définir I'appellation de la sous-population cellulaire. Les genes soulignés sont communs aux

différentes études.
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I'expression génique propre a chaque type cellulaire présent dans le muscle. A I'aide d'analyses
basées sur I'ontologie génique (Gene Ontology - GO), il a été possible de prédire les fonctions
de ces différents types cellulaires en se basant sur |'expression relative des genes fortement
exprimés dans chacune d’elles. Depuis 2018, une vingtaine d’études fondées sur des analyses
omics sur cellule unique ont documenté I’hétérogénéité de la population de FAPs a I'état basal,
triée ou non a l'aide des marqueurs immunophénotypique des FAPs décrits précédemment
(Tableau 2). De maniére générale, ces études de transcriptomique permettent de clusteriser
différentes sous-populations cellulaires en fonction de leur expression génique.

Chez la souris, Malecova et al. ont d’abord rapporté l'existence de deux populations
caractérisées par les marqueurs Tie2 et Vcaml; la forte expression de Vcaml étant
préférentiellement associée a un profil pro-fibrotique (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2)*. Par
la suite, d’autres études ont également décrit la présence de deux populations différentes de
FAPs>%=>3 : i) une population de progéniteurs multipotents ayant pour marqueurs dpp4*, fon1*
et cd55* et ii) une population cxcl14*, lum®*, exprimant des genes impliqués dans le remodelage
de la MEC (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Le sécrétome « virtuel » proposé par Negroni et
al. soutient le role fonctionnel de ces 2 sous-populations de FAPs dans l'organisation
structurelle de la MEC>*.

Chez 'homme, la premiéere description de I'hétérogénéité des FAPs a été réalisée par
Rubenstein et al. dans une étude qui inclut de jeunes individus sains®2. Dans ce travail, ils
rapportent la présence de deux populations de FAPs similaires a celles identifiées chez la
souris, i.e. une population FAPs lum* et une autre fon1* (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Par
ailleurs, un atlas représentatif de toutes les populations cellulaires retrouvées au sein du
muscle squelettique chez 'homme a été publié> et a permis de confirmer ces sous-
populations de FAPs (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Récemment, Fitzgerald et ses
collaborateurs identifient une population supplémentaire de FAPs, exprimant le marqueur
Mme*, présentant un profil pro-adipogénique (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Dans cette
méme étude, des approches in vitro ont démontré le fort potentiel adipogénique des FAPs
Mme* en comparaison aux FAPs Mme" validant fonctionnellement le potentiel de cette sous-
population cellulaire. En conclusion, dans le muscle a I'état basal, la population de FAPs
présente une certaine hétérogénéité avec des potentialités variées, alliant des cellules au profil
immature, mais aussi des cellules plus engagées dans la voie adipogénique ou la sécrétion de
MEC.

ji. Les cellules satellites (CS)

Les CS sont exclusivement retrouvées dans le muscle squelettique et représentent un acteur
central du stroma musculaire. Elles représentent la fraction cellulaire unique de progéniteurs
musculaires capables de former de nouvelles fibres musculaires. Elles ont été découvertes
initialement chez la grenouille par des approches de microscopie électronique en 1961 par
Alexander Mauro®. Il a pu décrire une localisation anatomique unique positionnée entre la
lame basale et le sarcolemme. En 1965, la description de ces cellules chez le mammifere
(souris) a été réalisée décrivant des cellules enrichies en hétérochromatine avec un
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Figure 4 : Influence de la niche sur le maintien de la cellule satellite en quiescence. La cellule
satellite est maintenu par contact direct a la fibre musculaire et a la lame basale. Elle regoit également des signaux
moléculaires qui traversent la lame basale.
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cytoplasme appauvri en mitochondrie ainsi qu’un réticulum endoplasmique faiblement
développé>’~8, témoins d’une faible activité métabolique et transcriptionnelle.

Depuis, la caractérisation de ces cellules s’est affinée avec la description de marqueurs
présents a leur surface comme le CD34, le c-Met, les syndécans 3 et 4, les intégrines a7 et 1,
les molécules d'adhésion des cellules neurales et vasculaires, les cadhérines neurales et
musculaires (N-CADH et M-CADH), le récepteur 4 de la chimiokine a motif C-X-C, le CALCR et
la calveoline 1°°-%1, Néanmoins, 'ensemble de ces marqueurs est aussi partagé avec d’autres
types cellulaires ne permettant donc pas l'identification spécifique des cellules satellites par
I'utilisation d’un seul et unique marqueur. En revanche, le tri de cette population cellulaire par
des approches de cytométrie en flux (FACS) est rendu possible par l'utilisation d’une
combinaison de marqueurs exprimés ou non a leur surface couramment utilisée
aujourd’hui3¥322, parmi les marqueurs exprimés, on observe fréquemment ['utilisation de
l'intégrine a7 et du CD34, aussi bien chez I'homme que chez la souris®®. En revanche, le
marqueur CD56 est spécifiquement utilisé chez I'hnomme?%4 et le Sca-1 chez la souris. Tout
comme les FAPs, les CS n’expriment pas les marqueurs CD45 et CD3121,63,

Les cellules satellites sont aussi caractérisées par I'expression spécifique d’un facteur de
transcription, Paired box 7 (Pax7), découvert par I'équipe de M. Rudnicki®. A I'aide de ce
marqueur, le génération de lignée murine exprimant des génes rapporteurs comme LacZ ou la
protéine fluorescente GFP sous le controle de son promoteur a permis de déterminer que les
CS représentent environ 3% des cellules mononuclées du muscle®®®’. Ce marqueur est
indispensable a la survie des CS puisque sa délétion empéche le renouvellement de cette
population et conduit la CS a la différenciation myogénique®®. Pax-7 est donc un régulateur clé
des CS et de leur progression vers le lignage myogénique en permettant le maintien de cette
population cellulaire dans un état dit quiescent, c’est-a-dire bloqué en phase GO du cycle
cellulaire. Le facteur de transcription Pax-3 est également exprimé par les CS quiescentes®. Ce
facteur est présent tout au long du développement embryonnaire et feetal et permet de
maintenir les progéniteurs dans un état prolifératif. La perte de fonction de Pax-3 a l'état
embryonnaire chez la souris entraine des défauts de formation d’une partie de la musculature
chez I'adulte méme si certains muscles du tronc se forment correctement’®. Ce résultat a été
expliqué par une redondance fonctionnelle avec son paralogue Pax-7 puisque le
remplacement du géne Pax-3 par Pax-7 chez la souris est capable d’assurer la plupart des
fonctions de Pax-3 dans le tronc’?.

La quiescence des CS, observée dans un muscle a I'état basal reste un processus actif et
complexe, régulé par différentes voies de signhalisation’?73. On distingue des voies activées par
contacts cellulaires de celles activées par des signaux paracrines (Figure 4) :

e Laposition spécifique des CS le long des fibres musculaires, sous la lame basale, permet
le contact direct entre la face apicale de la CS avec la fibre musculaire via les molécules
M-cadhérine et N-cadhérine. La déplétion génétique de ces deux molécules aboutit a
I'entrée en différenciation des CS’3. Le réle de la signalisation Notch dans le maintien
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de la quiescence des MSCs est bien caractérisé (Figure 4)74. Le ligand Delta-like 1 situé
sur les fibres musculaires peut se lier aux récepteurs Notch1-3 exprimés par les CS, ce
qui entraine la translocation du domaine intracellulaire de Notch vers le noyau, ou il
régule I'expression des geénes liés a la quiescence (par exemple, les genes de la famille
Hes/Hey)”. L'interférence de la signalisation Notch peut nuire a |'auto-renouvellement
des CS, provoquant ainsi une différenciation spontanée et un appauvrissement du pool
de cellules souches’®. La CS fixée a la fibre musculaire est logée sous la lame basale,
une MEC dense qui est composée notamment de laminine. Les intégrines a7 et f1
présentes a la surface des CS se lient a la laminine et permettent d'ancrer leur
cytosquelette d'actine a la MEC (Figure 4). Ces interactions physiques sont cruciales
pour maintenir les CS en quiescence’”.

e La régulation paracrine joue aussi un role important dans le maintien des CS au stade
quiescent. En effet, I'expression du récepteur Tie-2 par les cellules satellites leur
permet la fixation de I'angiopoiétine 1 (Figure 4), sécrétée en majorité par les cellules
endothéliales, et le blocage en phase GO du cycle cellulaire. La surexpression de Tie-2
dans les CS représente un frein a la différenciation cellulaire et permet 'augmentation
du nombre de CS quiescente’®. Aussi, des essais de transplantation cellulaire ont
montré que I'oncostatine M, une cytokine sécrétée par les fibres musculaire, permet le
maintien des CS et protége leur caractére « souche »”°,

iv. Les cellules immunitaires résidentes
A I'état basal chez ’homme et la souris, les cellules immunitaires représentent environ 6% du
stroma musculaire'®?!, Chez ’'Homme comme chez la souris, ces cellules sont identifiables a
I'aide du marqueur de la lighé hématopoiétique CD45%. Tout comme les FAPs, ces cellules sont
localisées au sein du tissu matriciel qui entoure chaque fibre musculaire®’. Parmi les cellules
CDA45* on distingue différents types cellulaires avec des fonctions différentes.

Des approches de cytométrie en flux ont pu identifier une population de lymphocytes,
mastocytes et cellules dendritiques minoritaires impliquées dans la reconnaissance de
pathogénes et dans l'induction de mort cellulaire'®®? et une population majoritaire de
macrophages CD11b* / F4/80* qui représentent environ 3-5% des cellules mononucléés du
muscle a I'état basal chez ’lhomme et la souris?'®!, Les macrophages résidents possédent deux
origines distinctes : un premier pool de macrophages est établi avant la naissance a partir de
progéniteurs embryonnaires tandis qu’un second pool dérive d’'une hématopoieses adulte au
sein de la moelle osseuse puis leur infiltration dans le muscle8%®3, Des approches
transcriptomiques en cellule unique ont pu mettre en évidence I'hétérogénéité au sein de
cette population cellulaire avec la présence d’au moins trois clusters de macrophages a I'état
basal dans des muscles murins®! et humains84. Chaque cluster semble avoir une fonction
différente déduite de son expression génique : une population de macrophages proliférateurs
présentant de fortes similitudes avec les populations de monocytes circulants immatures et
donc probablement impliqués dans le maintien du pool de macrophages résidents, une
population exprimant de nombreux génes impliqués dans la reconnaissance de pathogénes et
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enfin un cluster impliqué dans le remodelage matriciel®*. Une étude a par ailleurs comparé les
transcriptomes des macrophages résidents de différents types de muscles squelettiques
(muscle quadriceps vs. diaphragme) avec des macrophages résidents d’autres tissus comme
les poumons et le péritoine®!. Les macrophages résidents dans les différents types de muscles
squelettiques sont trés similaires les uns aux autres mais se distinguent des macrophages des
autres tissus. Comparés aux macrophages du péritoine et des alvéoles pulmonaires, les
macrophages résidents du muscle squelettique expriment un niveau relativement plus élevé
de génes impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire et de la croissance
musculaire®l. Le muscle squelettique subissant une force mécanique constante et, par
conséquent, étant soumis a une fréquence plus élevée de micro dommages tissulaires les
auteurs proposent que les lésions tissulaires pourraient générer un microenvironnement qui
stimule I'activité accrue des macrophages résidents dans I'élimination des micro dommages,
le maintien de I'homéostasie tissulaire et la promotion de la croissance musculaire.

Outre leurs roles a I'état basal, les cellules immunitaires musculaires remplissent aussi des
fonctions importantes en réponse a des agressions que nous traiterons dans le chapitre
dédié a la régénération musculaire.

V. Les cellules périvasculaires
Enfin, le stroma musculaire renferme un groupe cellulaire hétérogéne en position
périvasculaire. Différentes études'®>%°>8> indiquent que les cellules périvasculaires sont
composées d'au moins trois populations de cellules transcriptionnellement distinctes : les
péricytes, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les cellules de type
myofibroblastes multipotents.

e Les péricytes sont présents en abondance dans tous les organes vascularisés (Figure 1),
ou ils régulent plusieurs fonctions telles que la croissance des vaisseaux, leur
perméabilité et leur contractilité®®. Les aspects fonctionnels de ces cellules ont été
abordés par des approches in vitro, de co-culture avec des cellules endothéliales, mais
aussi des approches de déplétion in vivo. Les expériences de co-culture entre péricytes
et cellules endothéliales ont démontré un rble bénéfique des péricytes sur la
prolifération, la survie et I'organisation des cellules endothéliales®’. Il est également
connu que les péricytes contribuent au maintien de la fonction microvasculaire, car la
perte de péricytes in vivo est associée a une dysfonction microvasculaire diminuant le
débit sanguin basal . Plus récemment, il a été déterminé que le réle de ces cellules
s‘entendait au-dela d’'un dialogue avec les cellules endothéliales mais pouvait
également stabiliser le pool de CS dans le muscle. En effet, il a été démontré que les
péricytes musculaires favorisent la quiescence des CS grace a la sécrétion d'Angl et
d'IGF1%. L'ablation des cellules périvasculaires NG2+ dans un modele murin
expérimental a considérablement altéré la quiescence des CS et a entrainé une
augmentation importante des cellules progénitrices myogéniques Pax7+ en
prolifération & court terme®. Tout comme les FAPs, une multitude de marqueurs
moléculaires ont été suggérés dans le but d’identifier et isoler ces cellules®®®?, Les

27 | 255




marqueurs de péricytes largement reconnus comprennent le récepteur béta du facteur
de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRB), NG2 (protéoglycane 4 du sulfate de
chondroitine), CD13, I'actine alpha des muscles lisses (aSMA), desmine et CD146. Enfin,
I'expression de CD34 a également été utilisée dans l'identification et l'isolement des
péricytes®?. Néanmoins, I'utilisation du CD34 pour le tri des péricytes reste sujet a
débat puisque des études ont rapporté par des approches d’imagerie in situ chez
I’lhomme que les cellules périvasculaires NG2* ne coexpriment pas le CD34%3, En réalité,
les péricytes partagent un immunophénotype quasi-identique avec les MSCs, avec
I'expression commune de plusieurs marqueurs de surface dont CD29, CD44, CD73,
CD90 et CD105. Crisan et al. ont isolé des cellules périvasculaires humaines provenant
de plusieurs organes, y compris le muscle. Ces cellules périvasculaires, principalement
des péricytes, identifiées par une forte expression de CD146, NG2 et une absence
d'expression de CD45 (marqueur hématopoiétique), CD56 (marqueur myogénique) et
CD31 (marqueur endothéliale) ont démontré des capacités de différenciation dans
différents lignages mésenchymateux : adipocytes, chondrocytes et ostéocytes en
culture®. ensemble de ces résultats peut néanmoins étre critiqué puisque bon
nombre de leurs marqueurs sont aussi partagés avec les populations de MSCs. Il est
donc possible d’imaginer que la population de péricytes était en fait contaminée par
des MSCs.

Les CMVL sont les seconds représentants de ce groupe de cellules périvasculaires. Avec
les péricytes, elles sont généralement regroupées sous le terme de cellules "murales"
et sont enrichies en marqueurs péricytaires tels que rgs5 et cspg4 (NG2)8°1, Les CMLV
expriment sélectivement des genes associés aux fonctions contractiles, tels que la
chaine lourde de myosine 11 (myh11), I'actine alpha des muscles lisses (a-SMA ; Acta2)
et la transgéline (TAGLN ; Tagln), et sont situées dans la tunica media en soutien des
arteres et des veines.

La troisieme population de cellules périvasculaires est représentée par des cellules de
type fibroblastes multipotents, caractérisés par I'expression de genes de la MEC. Chez
la souris, cette population se caractérise par un enrichissement de I'expression de
pdgfra et Ly6a, codant pour la protéine Sca-1, deux marqueurs également utilisés dans
I'identification des FAPs. A ce jour, l'identité de ces fibroblastes est tout aussi débattue
gue celle des péricytes étant donné que ces deux populations cellulaires partagent de
nombreux marqueurs communs avec les MSCs. deux hypothéses sont proposées : (i)
ces fibroblastes seraient le résultat d'un événement de choix de lignée et
représenteraient un état de différenciation terminale d'une lignée spécifique, ou (ii) ils
représenteraient un état fonctionnel réversible acquis par plusieurs types de MSCs®>. Il
existe également une ambiguité quant a la définition du terme « myo »fibroblaste qui
doit remplir plusieurs critéres pour étre considéré comme tel®®: la présence de
faisceaux actine-myosine, (appelés fibres de stress in vitro), la capacité contractile et la
production de collagene. Les cellules fibroblastiques produisant de grandes quantités
de collagene en Il'absence de caractéristiques contractiles ne sont pas des
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myofibroblastes mais des fibroblastes, bien qu'il soit admis que de tels phénotypes
représentent souvent des états de transition dans le spectre d'activation des
myofibroblastes®®. Ainsi, les premiéres stratégies d'identification des myofibroblastes
dans les tissus se sont concentrées sur la détection des caractéristiques contractiles.
Pour cela, l'utilisation de marqueurs anti a-SMA dans les fibres de stress, nécessaires a
la contraction des myofibroblastes, a été utilisé®”°8, S'ajoutant a la complexité de leur
identification, d'autres cellules, telles que les cellules musculaires lisses ou les péricytes
peuvent également exprimer I'a-SMA®?,

Labsence de marqueurs uniques spécifiques des cellules périvasculaires et des FAPs ainsi

gu’une possible localisation anatomique commune peut conduire a une confusion importante

et a une surestimation de I’hétérogénéité de ces populations cellulaires.

Vi, Les adipocytes intramusculaires

Le stroma musculaire renferme enfin un type cellulaire inattendu et peu documenté,
I'adipocyte. Ces cellules se logent entre les fibres musculaires ou les faisceaux de fibres (Figure
1). Bien que proportionnellement anecdotique a I'état physiologique, ce type cellulaire devient
abondant dans différentes situations pathologiques que nous détaillerons plus loin. La
présence d’'un dépot adipeux intramusculaire (IMAT) chez la souris normopondérée a été
décrite pour la premiére fois en 1976 00101 Ces adipocytes intramusculaires, véritables
entités cellulaires par opposition aux vésicules lipidiques intramyocytaires, sont qualifiés
d’ectopiques, du grec €k T 0 1t 0 ¢ « éloigné, déplacé » c’est-a-dire hors de leur localisation
habituelle (le tissu adipeux) faisant alors référence a une anomalie. En effet, I'accumulation
d’'IMAT est aujourd’hui presque exclusivement étudiée et corrélée a des conditions
pathologiques associée a une diminution de la masse musculaire comme l'obésité'%?, le
diabéte de type 2%, le sujet 4gé atteint de sarcopéniel®*1%> ou encore chez des patients
présentant des dysfonctions musculaires dues a une anomalie génétique comme la myopathie
de Duchennel®197 Néanmoins, la présence de ces adipocytes est également observée en plus
faible quantité dans les muscles squelettiques, c’est-a-dire sous I'épymisium, de patients
jeunes ne présentant aucune de ces pathologies (Figure 1)1, Il semblerait alors que les
adipocytes intramusculaires représentent une composante cellulaire distincte au sein d’un
muscle sain. Dans ces conditions physiologiques, les propriétés moléculaires, cellulaires et
fonctionnelle de I'lMAT restent tres faiblement étudiées.

Au cours de la derniére décennie, de nombreuses méthodes d’imagerie ont été utilisées et
adaptées pour quantifier de maniére non invasive la présence des dépots adipeux sur petit
animal in vivo, notamment les rongeurs'®. Celles-ci incluent la densitométrie a rayons X (DXA,
PIXImus DXA), la tomodensitométrie (CT) ainsi que I'imagerie par résonance magnétique (IRM,
LMRI). Bien que ces méthodes offrent la possibilité de quantifier masse grasse et masse maigre
a I'échelle de l'organisme entier, elles présentent cependant une faible capacité a distinguer
les lipides contenus sous formes de gouttelettes intramyocytaires de ceux présents sous
formes de véritables adipocytes. Dans cet objectif, d’autres méthodes d’imagerie plus fines

ont été développées chez la souris. Ainsi, la localisation anatomique de I'lMAT a pu étre validée
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par des approches histologiques par simple marquage hématoxyline/éosine sur coupe
transversale de muscle!'® ou par l'utilisation de différents colorants, fluorescents ou non,
comme le RedOil''!, le Nile Red*'? ou le Bodipy!'? ayant tous une affinité pour les lipides, en
particulier les lipides neutres comme les triglycérides, contenus dans les gouttelettes lipidiques
intracellulaires. Aujourd’hui, la réalisation de marquages a I'aide d’anticorps dirigés contre des
protéines de structure membranaire des gouttelettes lipidiques permet de mieux différencier
les lipides intramyocytaires de ceux contenus au sein des adipocytes. Par exemple, les
isoformes un a cing des périlipines (PLIN1-5)'* sont les plus décrites et utilisées pour identifier
les gouttelettes contenues dans les adipocytes tandis que seulement les isoformes deux a cing
sont exprimées a la surface des gouttelettes intramyocytaires!!®. La périlipine 1 (PLIN1)
apparait alors comme un marqueur de choix pour distinguer les adipocytes des micro
gouttelettes intramyocytaires'®. Néanmoins, ces approches réalisées sur coupe fine (8 pm) ne
permettent pas d’établir de quantification précise du nombre et de l'organisation des
adipocytes (dont la taille s’échelonne de 50 a 100 um?'’) au sein d’un muscle murin entier
(environ 1cm de long pour un muscle quadriceps).

Chez I'homme, la présence d’IMAT est principalement quantifiée de facon indirecte par
tomodensitométrie informatisée (CT-scan)''® ou de facon directe par imagerie a résonnance
magnétique (IRM)1%120 ’IMAT a alors été décrit comme un tissu adipeux intercalé entre et
autour des fibres musculaires ou des groupes de tissus musculaires. Les adipocytes
intramusculaires représentent entre 5% et 8% de laire musculaire totale réalisée par des
approches de marquage Red Oil, imagerie DEXA ou CT-Scan sur des biopsies humaines a I'état
basa|121—124.

Fonctionnellement, les premieres études basées sur une quantification biochimique des
triglycérides totaux extraits de biopsies musculaires humaines a I'état physiologique ont révélé
une diminution des triglycérides apres un exercice prolongé, proposant alors un réle de
soutient énergétique de 'lMAT%>126_ En revanche, de nombreuses études ont aussi démontré
I'inverse, c’est-a-dire un contenu en triglycérides inchangé aprés exercice physique?’. On peut
expliquer cette disparité des résultats probablement par des facteurs expérimentaux tels que
la contamination des biopsies musculaires par des adipocytes intermusculaires, c’est-a-dire
autour du muscle, pouvant masquer les différences du contenu en triglycérides

128 || est aussi possible d’imaginer que les acides gras libres

intramusculaires aprés |'exercice
plasmatiques peuvent reconstituer les réserves de triglycérides intramusculaires aprés
I'exercice. La cinétique de préléevement de la biopsie post-exercice est alors un élément crucial
du plan expérimental pas toujours identique entre les études. D’autres études utilisant des

129 et de spectroscopie par résonance magnétique

méthodologies de tracage isotopique
protonique (MRS)3° ont permis de réellement démontrer que les triglycérides
intramusculaires sont utilisés comme source d’énergie par le muscle en exercice. Il est
également établi que la lipase sensible aux hormones (HSL) du muscle squelettique peut étre
activée par la contraction musculaire3!, et que I'expression de la lipase des triglycérides

adipeux (ATGL) est activée par I'entrainement?32, deux lipases impliquées dans la lipolyse des

30 | 255




\

triglycérides en acide gras. Ces données fournissent ainsi un soutien supplémentaire a
I'observation selon laquelle les acides gras provenant des gouttelettes lipidiques sont utilisés
en tant que source d’énergie pour le muscle en exercice.

En situation physiologique, des études menées chez le rongeur ont aussi permis de proposer
un role aux adipocytes intramusculaires en tant que fournisseurs énergétique nécessaire a la
contraction musculaire au cours d’un exercice physique. Par exemple, chez des cobayes ayant
suivi trois mois d’exercice physique la quantité de lipides intramusculaires est inférieure a celle
quantifiée avant exercice alors que I'absorption du glucose par I'IMAT reste inchangée®33. Les
auteurs proposent que I'exercice physique entraine la libération des lipides contenus dans le
muscle qui serviront de substrat énergétique nécessaire a la contraction musculaire. En plus,
chez les mémes animaux, les quantités de lipides contenues dans I'lMAT diminuent fortement
aprés l'exercice physique, suggérant un approvisionnement local en lipides aux fibres
adjacentes nécessaires a leur contraction. Pour appuyer cette idée, une étude menée sur des
adipocytes isolés de multiples dépots adipeux différents chez le cochon d’inde a révélé que
I"IMAT présente les taux de lipolyse les plus bas a I'état basal mais est capable de s’activer plus
rapidement en réponse a une stimulation a la noradrénaline®®*, un neurotransmetteur
relargué au niveau musculaire pendant la contraction et dont le role d’activateur de la
lipolyse!® est bien connu.

c) La matrice extracellulaire (MEC)

Les fibres musculaires et les cellules du stroma musculaire sont organisées dans une structure
tridimensionnelle composée de diverses protéines communément appelé matrice
extracellulaire (MEC). Selon les études, le nom qui lui est attribué peut varier : on retrouve
généralement les appellations « tissu interstitiel », « interstitium », « tissu conjonctif », «
fascia » pour désigner le réseau matriciel au sein duquel se loge I'ensemble des composants
cellulaires du muscle.

La MEC intramusculaire est structurée en différentes couches d’épimysium, périmysium et
endomysium extrémement dynamique composée de (Figure 5) :

Collagénes. Ce sont les composants prédominants de la MEC. lls peuvent étre sécrétés
par trois types de cellules : fibroblastes , FAPs et progéniteurs musculaires®3®. La famille
des collagénes est composée de vingt-huit isoformes'3’. Chacun posséde une structure
hélicoidale formée, par I'association de 3 chaines polypeptidiques, qui differe selon
I'isoforme. Chaque isoforme est présent dans des proportions différentes dans le
muscle squelettique a I'état basal et présente des fonctions différentes. Pour n’en citer
gue quelques-uns, les collagenes de type | et lll sont les plus abondants dans les
péri/épi/endo-mysium du muscle et représentent environ 75% des collagénes totaux
(Figure 5)3. Ils possédent de bonnes performances biomécaniques de résistance a
I'étirement. Le collagéne de type IV est le composant majeur de la lame basale (Figure
5), plus proche des CS, et favorise la différenciation et la fusion des myoblastes. La perte
de fonction de I’hélice al dans un modéle murin Col4a1 déficient entraine une
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Epimysium

Périmysium Lame basale

Faisceau de Myofibre
fibres unique

Figure 5 : Composition des différents tissus conjonctifs du muscle squelettique. Le périmysium
et I'endomysium ayant des compositions similaires, I'endomysium n’est pas représenté sur le schéma. Inspiré de
Zhang et al. (2021)
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infiltration anormale de dép6ts matriciels intramusculaire qui conduit a une atrophie
musculaire a long terme!3® démontrant le role majeur de ce composant de la MEC dans
I’homéostasie musculaire.

e Protéoglycanes. Ils sont un composés d’un axe protéique et de plusieurs chaines de
glycosaminoglycanes®. lls incluent les fibromodulines, les héparines sulfate
glycosamynoglycanes (HSPG). lls permettent de connecter le cytosquelette cellulaire
aux autres composants de la MEC créant ainsi des interactions cellules/MEC et sont
essentiellement présents dans la lame basale (Figure 5)!142 Les HSPG ont été
identifiées comme jouant un rdole dans la balance différenciation / auto-
renouvellement de la CS puisque l'injection intramusculaire de chlorate entrainant la
dégradation des HSPG entraine un retard de prolifération des CS suite a une
stimulation proliférative de type lésionnelle!43,

e Glycoprotéines. Ce sont des macromolécules qui aident a stabiliser les liaisons entre
les collagénes et les protéoglycanes!4. La fibronectine et la lamine sont les deux
principales glycoprotéines. La fibronectine est retrouvée au niveau de I'épi/peri/endo-
mysium!44. Elle est essentiellement sécrétée par des cellules de type fibroblastes/FAPs
et induite par la signalisation TGFB dans le muscle squelettique a I'état basal*®. Elle
favorise la différenciation et la fusion des CS. Par exemple, dans un modele murin
déficient en fibronectine, il a été montré une perte de fonction des CS, restaurée
lorsque les niveaux de fibronectine sont récupérés?®®. La laminine est un composant
essentiel de la lame basale (Figure 5) composée de 3 chaines a, B, et y. Il existe 16
hétérodimeres de laminine!4’. La laminine-1 favorise les adhésions entre la fibre
musculaire et la lame basale permettant de maintenir cette matrice proche de la fibre
et favorisant ainsi la prolifération et la migration des myoblastes. L'injection de
laminine dans un modéle murin déficient dystrophique permet de stabiliser la lame
basale et de ralentir 'apparition d’une atrophie musculaire?*.

Alors qu’on I'a longtemps crue relativement inerte, les recherches actuelles révelent que la
MEC est impliquée dans de nombreux processus physiologiques importants du muscle
squelettique. Au-dela de sa fonction initiale de support architectural des composants

musculaires4?

ce réseau matriciel présente un réle majeur mécanique dans la transmission de
la force'®. Le modéle traditionnel de transmission de force qui était considéré avant la
description de la MEC décrivait des forces générées longitudinalement le long des fibres

151 Suite aux

musculaires puis transmises aux tendons au niveau des jonctions myotendineuses
descriptions précises et détaillées de la fonction et structure de la MEC ce modele a été
revisité. On sait aujourd’hui que la MEC permet d’appliquer des forces latérales,
perpendiculaires a celles des fibres musculaires, autorisant un meilleur alignement des fibres

musculaire et une optimisation de la transmission longitudinale®®’.
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2) Les fonctions principales du muscle squelettique

Aprés avoir examiné les différentes catégories cellulaires présentes dans le muscle
squelettique a I'état basal, nous allons a présent nous concentrer sur les fonctions assurées
par ce tissu. Nous allons ainsi explorer quatre fonctions essentielles du muscle : contraction
musculaire, fonction métabolique, thermogénése et fonction sécrétoire.

a) La contraction musculaire

La contraction est la fonction fondamentale des muscles striés squelettiques, responsable du
maintien, de |’évolution de la posture ainsi que des mouvements du squelette. Le processus
de contraction est déclenché par une stimulation en provenance du systeéme nerveux central,
caractérisant ainsi une contraction volontaire liée a un systeme d'apport énergétique qui
convertit I'énergie chimique en énergie mécanique.

La contraction du muscle squelettique débute au niveau de la jonction neuromusculaire (JNM),
qui est la synapse entre un motoneurone et une fibre musculaire. La propagation des
potentiels d'action de I'axone du motoneurone vers la JNM entraine la dépolarisation de la
membrane nerveuse permettant ainsi l'ouverture de canaux calciques (Ca2+) voltage-
dépendants de la membrane présynaptique. L'entrée de Ca2+ dans la terminaison axonale
provoque la libération d'acétylcholine (ACh) dans la fente synaptique, qui se diffuse vers la
membrane postsynaptique de la fibre musculaire, également appelée plaque motrice (Figure
2). L'ACh se lie aux récepteurs nicotiniques situés sur la plague motrice. Cette fixation conduit
a I'ouverture des canaux qui a leur tour provoque I’'entrée d’ions sodium dans le sarcoplasme.
Ce processus entraine la dépolarisation de la fibre musculaire initiant ainsi la propagation de
potentiels d'actions le long de la membrane de la fibre musculaire. On parle alors de
conversion d’énergie électrique en énergie chimique. Ensuite, le phénomeéne de couplage
excitation-contraction, est responsable de la conversion de |'énergie chimique en énergie
mécanique. La synchronisation de la contraction musculaire le long de la fibre est réalisée via
les tubules T, ou tubules transverses.

Sur le plan moléculaire, la génération de force se produit en plusieurs étapes : suite a I'influx
nerveux, les ions Ca2* qui sont libérés dans le sarcoplasme entrainent un changement de
conformation de la troponine, révélant les sites de liaison de la myosine sur les filaments
d'actine. La téte de la myosine pivote vers le filament mince d’actine. L'adénosine tri
phosphate (ATP) disponible se lie a la myosine, dissociant brievement la myosine de I'actine.
L'activité ATPase de la myosine hydrolyse I'ATP en ADP (adénosine diphosphate) et Pi
(phosphate inorganique) ce qui permet au filament de myosine de se relier a I'actine avec un
angle plus important (Figure 2). La libération de Pi déclenche le coup de force. La téte de
myosine tourne sur sa charniére, poussant le filament d'actine devant elle, en direction de Ia
bande M, permettant un raccourcissement du sarcomeére. A |a fin du processus de contraction,
la téte de myosine libere I'ADP et retrouve sa conformation initiale.
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b) Régulations métaboliques

Outre ses capacités contractiles, le muscle squelettique représente un site majeur de maintien
de I'homéostasie énergétique de l'organisme. |l est responsable de 80% de |'absorption
postprandiale du glucose dans la circulation®?. Le transport du glucose a travers le
sarcolemme s’effectue par le transporteur GLUT4 sensible a I'insuline®®3. Le métabolisme du
glucose permet de satisfaire les besoins en ATP nécessaires a la contraction musculaire. Il peut
se faire de maniere aérobie lors d’un exercice physique peu intense comme la marche, ou de
maniere anaérobie dans un muscle en exercice intense et de courte durée comme un sprint.
Au cours des différentes étapes de la glycolyse anaérobie, deux molécules d’ATP sont générées
a partir d’'une molécule de glucose et la derniére étape de la glycolyse anaérobie entraine la
conversion du pyruvate en lactate par la lactate déshydrogénase (LDHA/LDHB) permettant une
production rapide d’énergie et de resynthétiser du NAD+ nécessaire pour soutenir la glycolyse
en continu®*, Au cours de la glycolyse aérobie, le pyruvate est converti en acétyl CoA via le
complexe de la pyruvate déshydrogénase (PDHA), et sera utilisé par le cycle de Krebs pour
générer de I'ATP dans la matrice mitochondriale>. Ce dernier permet de générer davantage
d’ATP que le métabolisme anaérobie mais de maniere plus lente, et donc caractéristique des
fibres lentes contrairement au métabolisme anaérobie caractéristique des fibres rapides de
type lIx (Tableau 1)*>.

Les lipides représentent aussi une source de substrats qui alimente le métabolisme oxydatif
pour répondre aux besoins énergétiques soutenu par I'oxydation aérobie. Les lipides pénétrent
principalement dans la cellule musculaire par l'intermédiaire de transporteurs d'acides gras
tels que les translocases (par exemple, CD36) et de protéine de liaison associé a la membrane
plasmique (par exemple, FABP3). La dégradation des lipides dans le muscle se produit
principalement par le processus de B-oxydation des acides gras qui a principalement lieu dans
mitochondries des fibres de type | et lla (Tableau 1)'°°. Elle commence par un processus
d’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres (et glycérol), appelé lipolyse, par
l'intermédiaire de trois lipases successives : 'ATGLY (adipose triglycéride lipase), la LHS!>®
(hormone sensitive lipase) et la MGLY™ (monoacylglycerol lipase) responsables
respectivement de I’hydrolyse des triglycérides en diacylglycérol puis en monoacylglycérol,
libérant a chaque étape un acide gras libre. Un groupe CoA est ensuite ajouté a chaque acide
gras par l'acyl-CoA synthase formant ainsi de I'acyl-CoA a longue chaine. LUacyl-CoA entre alors
dans la voie de la B-oxydation pour former (1) de I'acétyl-CoA qui sera utilisé dans le cycle de
Krebs pour produire de I'énergie sous forme d’ATP de la méme maniére que décrite
précédemment pour le métabolisme du glucose aérobie et (2) du FADH et du NADH dont les
électrons alimentent la chaine respiratoire mitochondriale aboutissant également a la
formation d’ATP?>2, Le métabolisme oxydatif basé sur les B-oxydations des acides gras est
considéré comme un métabolisme lent qui produit de grosses quantités d’énergie nécessaires
pour la contraction des fibres de type | lors d’effort long et peu intenses.
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c) Lathermogénéese

En plus d'étre une machine contractile et métabolique, le muscle squelettique joue un réle
central dans la régulation homéostasique de la température corporelle résultant de la balance
entre la thermogénése et la thermolyse. La thermogénése peut prendre deux formes
différentes: la thermogéneése de frisson'® et la thermogénése de non frisson'6%,

Le muscle squelettique est considéré comme un centre majeur de la thermogénese et utilise
ses capacités de contraction et métaboliques dans un objectif de production de chaleur que
nous allons décrire maintenant. Dans un objectif de production de chaleur, l'organisme
déclenche de maniére spontanée et involontaire des contractions musculaires répétées de
faibles intensité. Le mécanisme est similaire a celui de la contraction musculaire en puisant
dans les réserves locales glycolytiques et lipidiques et en dissipant I'énergie sous forme de
chaleur!®®,

Le « mécanisme classique » de la thermogénése de non-frisson est principalement décrit dans
le tissu adipeux brun et implique la protéine découplante UCP1 exprimée au niveau du feuillet
interne de la membrane mitochondriale. Elle assure le découplage entre la chaine respiratoire
mitochondriale et la phosphorylation oxydative, et permet une oxydation trés active du
glucose et des acides gras pour générer de la chaleur 12, Dans le muscle, la thermogenése sans
frisson est un processus métabolique indépendant d’UCP1. Les myocytes expriment
I’'homologue d’UCP1, UCP3 qui est capable de découpler la phosphorylation oxydative des
mitochondries mais la démonstration directe de son implication dans la production de chaleur
reste a ce jour controversée’®3, Par ailleurs, le muscle squelettique peut produire de la chaleur
via un cycle « futile » de calcium. Une sortie de calcium du réticulum sarcoplasmique est
provoquée par I'ouverture des récepteurs a la ryanodine (RyR)**. Pour maintenir les niveaux
de Ca2+ cytosoliques stable il est observé l'activation d'une protéine appelée SERCA
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase), située a la membrane du réticulum
sarcoplasmique et qui propulse le Ca2+ a l'intérieur du réticulum sous l'effet de I’'hydrolyse de
I’ATP produisant ainsi de la chaleur!®!. Ce phénoméne appelé « glissement de Ca2+ » est un
processus régulé par une protéine appelée SLN (Sarcolipine), un activateur endogéne de la
SERCA!®>, Ce mécanisme permet au muscle de générer de la chaleur instantanément en
réponse au froid et de maintenir la température corporelle sans provoquer de tremblements
musculaires visibles.

d) Fonctions sécrétoires

Nous allons maintenant terminer ce chapitre par la description d’une quatrieme fonction du
tissu musculaire en s’attardant sur ses capacités sécrétoires et leurs actions a différents
niveaux de l'organisme.

Il est maintenant établi que les fibres musculaires mais aussi les différents acteurs du stroma
musculaire possedent des capacités de sécrétion comprenant un large éventail de cytokines
et de peptides appelés myokines, qui exercent des effets locaux et a distance permettant le
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bon fonctionnement du muscle mais aussi établissant un dialogue avec d’autres tissus/organes

a distance?®®, On distingue alors :

Les sécrétions locales qui agissent de maniére auto/para-crine pour réguler la
fonction musculaire. Par exemple, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF)
est un membre de la famille des neurotrophines, fortement exprimé dans le cerveau
et plus faiblement dans le muscle squelettique®’. Les niveaux de BDNF augmentent
dans le muscle squelettique en réponse a I'exercice, contribuant ainsi a une oxydation
accrue des acide gras en activant I'AMPK!®®, Cependant, le BDNF musculaire n’est pas
retrouvé dans la circulation sanguine aprés exercice chez I’lhomme, ce qui indique que
le BDNF agit principalement de maniére autocrine et/ou paracrine. En plus des effets
sur les propriétés métaboliques oxydatives, les sécrétions de BDNF musculaire
s'étendent a la myogenése, en favorisant la prolifération des CS in vivo'®®. En effet, dans
un modeéle murin pour lequel I'expression génique de BDNF musculaire est réprimée il
a été observé une diminution du nombre de CS Pax-7*. D’autres sécrétions locales,
dites paracrines permettent d’établir une communication avec le stroma. En réponse
a lactivité physique, les niveaux intramusculaires de follistatine augmentent
rapidement’®, Plusieurs types cellulaires sont capables de la sécréter, dont les
fibroblastes/FAPs>*171 La follistatine agit comme un antagoniste de l'activine A,
supprimant ainsi les effets de I'activine A sur SMAD2/3, inhibant I’entrée du glucose
dans les fibres musculaires régulant ainsi le métabolisme glycolytique du muscle'’°. De
plus, la follistatine induit la différenciation en adipocytes et régule le métabolisme
énergétique dans des culture primaires de fibroblastes embryonnaires murins'’2,

Les sécrétions endocrines, libérées dans la circulation sanguine agissent comme des
médiateurs permettant d’établir une communication avec d’autres organes. Par
exemple, la myostatine (MSTN, un membre de la superfamille des TGF-B) sécrétée par
les cellules musculaires, joue un réle de régulation du développement de la masse
musculaire puisque les souris déficientes pour MSTN présentent une hypertrophie et
hyperplasie des fibres musculaires déterminé par des approches histologiques'’3. Ces
premiers résultats décrivent un réle auto/paracrine de la MSTN, néanmoins, il a été
démontré chez les mémes animaux déficients une réduction de la masse grasse des
différents dépots adipeux murins, suggérant alors un effet endocrinien de la MSTN. Des
approches in vitro ont également démontré une inhibition de la différenciation des
préadipocytes 3T3-L1 ainsi qu’une diminution de l'expression des différents marqueurs
adipogéniques tels que le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes y
(PPARYy), la protéine CCAAT-enhancer-binding a (C/EBPa), la protéine adipocytaire 2
(aP2) et la leptine®’4,

Ces myokines exercent des effets autocrines, paracrines et/ou endocrines, conférant ainsi au

muscle squelettique le statut d'organe endocrinien'’>.

Ayant exploré les différentes structures et fonctions du tissu musculaire dans un état

physiologique dans ce premier chapitre, nous allons maintenant explorer les modifications de
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ces divers parametres observées lors du processus de régénération musculaire physiologique,
induit par une lésion.

Le tissu musculaire a I'état basal :

- Le parenchyme du muscle squelettique est formé de fibres musculaires organisées en
faisceaux et séparées par des tissus matriciels qui renferment la plupart des cellules du stroma
musculaire.

- Les FAPs constituent une population de MSCs résidentes du stroma musculaire qui présente
une certaine hétérogénéité et dont chaque sous-population semble avoir une fonction
déterminée.

- Il n’existe pas de marqueur unique et spécifique de la population de FAPs qui permettrait de
les distinguer des autres types cellulaires du stroma, il est donc nécessaire d’utiliser une
combinaison de marqueurs de surface pour les identifier.

- On observe au sein du muscle la présence d’adipocytes intramusculaires, dits ectopiques,
dont l'origine et la fonction physiologique sont encore discutées aujourd’hui.

II/ La régénération physiologique du muscle

Dans le fonctionnement normal du muscle squelettique, les forces mécaniques générées par
les contractions constantes exposent le tissu a des lésions. Chez ’lhomme, une classification
des différents types de lésions musculaires a été décrite dans le livre « Muscle traumatique et
mécanique » par A. Durey et J. Rodineau selon plusieurs études réalisées chez des sportifs. Les
[ésions musculaires sont alors classées par ordre croissant de gravité, fondé sur des criteres
histologiques (nombre de fibres musculaires impactées / atteinte du tissu conjonctif /
présence d’'un hématome) déterminés par échographie et/ou IRM :
o Stade 0: atteinte réversible de la fibre musculaire sans atteinte du tissu conjonctif de
soutien — récupération totale en quelques heures
o Stadel:atteinteirréversible de quelques fibres musculaires aboutissant a leur nécrose
sans atteinte du tissu conjonctif de soutien — récupération totale en quelques jours
o Stade 2: atteinte irréversible d’'un nombre réduit de fibres musculaires et atteinte
minime du tissu conjonctif de soutien (élongation) —récupération qui peut étre
obtenue en une dizaine de jours
o Stade 3 : atteinte irréversible de nombreuses fibres musculaires, atteinte marquée du
tissu conjonctif de soutien et formation d’'un hématome intramusculaire localisé
(déchirure/ claguage) — récupération en 4 a 12 semaines
o Stade 4: rupture ou désinsertion musculaire compléte récupération longue mais
variable selon le muscle touché — récupération en plusieurs mois
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Quel que soit le type de blessure, une récupération fonctionnelle du muscle a lieu dans des
délais qui peuvent varier en fonction du degré d’atteinte. Contrairement a de nombreux autres
tissus, le muscle posséde une capacité unique a se réparer complétement par un processus de
régénération. La régénération musculaire implique une interaction complexe entre les
composants du parenchyme et du stroma qui sont modifiés suite a une lésion. Malgré les
nombreuses études menées sur ce sujet, la compréhension de cette collaboration reste encore
incompléte. Dans le but de mieux comprendre les mécanismes qui contrélent la régénération
et d’identifier les verrous qui sont mis en place dans les cas de dégénérescences
pathologiques, des modeéles expérimentaux ont été développés.

Dans ce chapitre nous commencerons par détailler les différents modeles de lésions
musculaires murins qui ont été développés dans le but de mimer le processus de régénération
puis nous aborderons les différents acteurs cellulaires et acellulaires du muscle impliqués dans
ce processus.

1) Les modeles de régénération

Tous les modeles de lésions ont en commun une destruction de la fibre musculaire mais se
différencient sur les atteintes des autres structures, comme la JNM et la lame basale (LB). Ces
différences peuvent conduire a des processus de régénération différents que nous allons
détailler dans cette partie. On distingue différents types de modeles (Tableau 3) :

e Lésions musculaires aigues provoquées par injection de myotoxines ; elles agissent
sur des cibles structurelles différentes (Tableau 3). Par exemple, la taipoxine (TPX), la
toxine botulique A (BTX/A) ou la cardiotoxine (CTX) se fixent au niveau des jonctions
neuromusculaires (JNM). Cette fixation peut entrainer une inhibition du relargage des
neurotransmetteurs dans la fente synaptique (cas de la BTX/A) et ne conduit pas
directement a la destruction des fibres. Ou alors, elle conduit a une dépolarisation
membranaire induite par un influx calcique activant un phénoméne d’autophagie a la
fois des cellules nerveuses et musculaires (cas de la TPX, NTX et CTX). Ensuite, selon la
myotoxine utilisée, la nature et la cinétique des cellules impliquées dans le processus
de régénération peut varier. Plusieurs études comparatives ont été réalisées dans le
but de déterminer les différences observées dans le processus de régénération de ces
différents modéles!t®176-17% (Tableau 3). Dans I'ensemble, ces études chez la souris
s’accordent sur le fait d’'une récupération fonctionnelle et morphologique du muscle
autour du 28®™¢ jour aprés la Iésion (jpl) pour I'utilisation des modéles CTX, NTX et TPX.
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Modeéle de lésion

Meécanisme lésionnel

Cinétique de régénération
Lésions par injection de myotoxines

laser sur fibre unique

sarcomeres.

fibre affectée.

Notexine (NTX) Fixation au sarcolemme et hydrolyse des Régénération efficace en 28 jpl surle plan
(Peptide neurotoxique de la phospholipides membranaires histologique. Taux de cellules immunitaires encore 181
famille des phospholipases augmentant la perméabilité. Influxde élevé 1 mois aprésla lésion.
A2 extrait du venin du calcium. Destruction des fibres. Bloque la
serpent tigre) JNM. N'affecte pas LB.
Cardiotoxine (CTX) Fixation surla JNM. Activation des Début de la phase de régénérationa 7 jpl. Forte
(Peptide inhibiteur protéases calciques. Influx de calcium densité de fibres musculaires centronucléées. 176,184,1
spécifique des protéines dans le sarcoplasme. Dépolarisation des Dépdt fibrotique transitoire a partir de7 jpl. 91
kinases Cextrait duvenindu| o hranes plasmiques puis rupture des Récupération structurelle efficace 4 28 jpl.
cobra cracheur & cou noir) .
membranes. N'affecte pas LB.
Taipoxine (TPX) Bloque la JNM et lyse des membranes Trés similaire a la régénération NTX 181
(idem NTX) plasmiques des fibres.
Botilinium Toxine A Bloque le relargage des Paralysie musculaire jusqu’a 4 semaines aprés 180
(BTX/A) neurotransmetteurs de la JNM, paralysie I'injection. Dégénérescence rapide des JNM et
(Peptide neurotoxique puis atrophie. N'affecte pas directement progressive des fibres musculaires.
sécrété par Cl. botulinum) la fibre musculaire nila LB.
Lésions par injections d’agents chimiques
BaCl2 Interférence avec les canaux calciques. Comparable lésion CTX. Pas de dépdt fibrotique. 176.177.1
Entraine une surcharge calcique dans le Régénération structurelle efficace en 28 jours. o
sarcoplasme et rupture des membranes
plasmiques. Induit une fragmentation de
la JNM mais n’affecte pasla LB.
Glycérol Choc osmotique, augmentation de la Comparable lésion CTX. Dépdts adipeux autour de 1101161
pression intramusculaire et rupture des 7 ipl. Plus faible densité et organisation des 78,182
membranes plasmiques des fibres et de la myotubes sur les phases précocesde la
LB. régénération, récup. structurelle en 28 jours.
Lésions mécaniques
Pincement Rupture mécanique des fibres Activation rapide du processus de régénération. 185
musculaires affectant les fibres Fibres centronucléés présentesde 6 a 14 jpl.
neuronales de la JINM. N'affecte pasla LB
Lacération Rupture mécanigue des fibres musculaire. | Récupération fonctionnelle lente, récupération de 186
Rupture locale de la LB. 80% de la force de contraction 1 mois post-lésion.
Exercice (chronigue) Dommages localisés au niveau des Premiers dégats observés dés 30min et réparation | 177,187
sarcoméres. JNM et LB non affectées. effectuée a 96h. Pas d’activation/prolifération et
fusion des cellules satellites. Migration des noyaux
de la fibre vers la zone affectée.
Stimulation électrique | Sensiblement identique aux dommages Premiéres fibres lésées a partir de 2 jpl et 150,192
du systéme subis lors d’un exercice physique. Pas régénération compléte en 7 jours. Augmentation
neuromusculaire d’atteinte de la LB. du nombre des CS jusqu’a 7 jpl et des cellules
immunitaires jusqu'a 14 jpl.
Lésions par le froid
Cryolésion Dégradation des fibres et des cellules Formation d’unfront de lésion qui progresse de la 176
mononucléés présentes dansla zone périphérie versl'intérieur de la « dead zone ».
touchée (nécrose). Destruction des JINM Phases précoces de la régénération retardées:
et dela LB. faible prolifération des CS et revascularisation.
Régénération structurelle en 28 jours.
Lésions ischémiques
Ischémie/reperfusion de Destruction du réseau de capillaires Régénération lente. A 14 jpl, taille des fibres 138,183
Fartére fémorale sanguins du muscle. Nécrose des fibres musculaires trés inférieure a celle retrouvée pour
musculaires et des cellules qui sécrétent |les modéles utilisant des myotoxines. A 56 jpl, force
la LB en 4h, des neurones (JNM) en 8h. maximale musculaire non récupérée.
Lésions ex vivo
In vitro/Ex vivo lésion au Dommages localisés au niveau des Migration des noyaux de la fibre versla zone de la 187

Tableau 3 : Les différents modeles de Iésions musculaires.

40 | 255




En revanche, le modele BTX/A présente une cinétique de régénération musculaire
beaucoup plus lente puisqu’a 28 jpl la taille des fibres musculaires reste largement
inférieure a celle observée pour les modéles CTX ou NTX8. Un mois aprés une lésion
provoquée par l'injection de NTX, les nombres de vaisseaux sanguin et de cellules
immunitaires intramusculaires sont largement supérieures a ceux observés pour une
lésion CTX78181 suggérant des mécanismes de régénération différents en réponse a
des cibles moléculaires différentes (la CTX est un inhibiteur de protéines kinases C
tandis que la NTX ou la TPX sont des phospholipases) (Tableau 3).

Lésions musculaires par injection d’agents chimiques. Parmi ces modeles, les deux
plus couramment utilisés sont I'injection de glycérol ou de BaCl2 (Tableau 3). Le
glycérol provoque un choc osmotique qui entraine une augmentation brutale de la
pression intramusculaire entrainant a la fois une rupture du sarcolemme des fibres
musculaires et de la lame basale (LB)#2. Le BaCl2 interfére avec les canaux calciques
présents a la surface du sarcolemme entrainant une surcharge intra cytosolique de
calcium et une rupture des membranes. En revanche ce type d’injection n’affecte pas
la LB. En terme de cinétique de régénération, ces deux modéles sont comparables avec
ce qui est retrouvé pour les lésions utilisant des myotoxines: une régénération
morphologique et fonctionnelle qui s’effectue autour de 28jpl’6178183 En revanche, la
nature des cellules impliquées semble étre différente (Tableau 3). En effet, une lésion
provoquée par l'utilisation de cardiotoxine (CTX) entraine la formation de dépots
fibrotiques transitoires autour de 7 jplt76184 tandis qu’il est rapporté la présence de
dépdts adipeux suite a une lésion par injection de glycéroll9116178 Une Iésion
provoquée par |'injection de BaCl2 est comparable avec une lésion CTX : il a été observé
une prolifération de CS, de cellules immunitaires et endothéliales identiques a 18
heures, 2, 4, 30 jpl dans les deux modéles'’® (Tableau 3).

Lésions musculaires par induction mécanique englobent différents types de blessures
qui peuvent affecter soit directement les fibres musculaires par I'exertion d’une force
mécanique extérieure, soit la réalisation d’un exercice physique prolongé. Parmi les
modeéles qui agissent directement sur les fibres musculaires, on trouve les lésions par
pincement et les lacérations, qui entrainent une destruction importante des fibres ainsi
gu’une rupture de la LB. Dans ces cas, la récupération de la morphologie initiale des
fibres est lente et la fonction contractile du muscle n‘est pas pleinement récupérée
méme 1 mois aprés la |1ésion'®>186 (Tableau 3). Dans le cas d’un exercice physique
chronique intense (55 min de course sur tapis a 18m/min chez la souris et 40 min a
60% VO2max chez ’lhomme), des études montrent une apparition de dommages au
niveau des sarcomeres des 30 minutes apres le début de I'exercice, sans atteinte de la
LB ni de la INM77187 Ces dommages sont quantifiés par immunofluorescence a l'aide
d’un marquage anti-Filamin C, une protéine structurelle de la fibre musculaire qui
s’accumule localement au niveau des ruptures membranaires. Des 48 heures aprés
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I'arrét de I'exercice, il a été observé une diminution d’un facteur 3 du marquage Filamin
C.

e Lésion musculaire par ischémie. Elle consiste a ligaturer une artére qui irrigue un
muscle pendant quelques heures (généralement 3 heures)'®18 afin de limiter
transitoirement l'apport en oxygene et nutriments dans le muscle et induire une mort
cellulaire par nécrose. Ces modeles induisent de gros dommages et affectent toutes les
cellules i.e a la fois les fibres musculaires, les JINM et les cellules qui sécretent la LB
(fibroblastes/FAPs et progéniteurs musculaires). La régénération est tres lente, a 56 jpl
la récupération fonctionnelle du muscle n’a toujours pas été effectuée’®®18% (Tableau
3). C’est pour cette raison que les modeéle d’ischémie ne sont pas autant utilisés que
les modeles d’injections de myotoxines ou d’agents chimiques dans la littérature.

e Lésions musculaires par induction thermique ou cryolésion. Par |'utilisation d’une
lame de scalpel refroidie a I'azote liquide, les cyolésions ont un effet sur I'ensemble des
cellules présentes dans la zone touchée, lame basale comprise (fibres musculaires et
cellules mononucléés). Ce type de lésion entraine une régénération efficace en 28
jours, comparable a |'utilisation d'agents chimiques et toxines (Tableau 3). Cependant,
le processus de régénération semble différent. On observe la formation d'un front de
régénération principalement constitué de cellules immunitaires qui progressent de la
périphérie vers le centre de la zone Iésée'’®. De plus, les phases trés précoces de la
régénération semblent décalées, avec un retard de prolifération des CS et une
revascularisation plus tardivel’®.

Une critique majeure concernant I'ensemble des modéles de lésions musculaires utilisés
aujourd'hui réside dans leur caractere extréme et leur éloignement par rapport aux Iésions
qgue l'on observe chez 'homme et que nous avons énuméré au début de ce chapitre.
Cependant, certaines études ont tenté de pallier ces limites en proposant de reproduire des
microlésions chez la souris (Tableau 3). C’est le cas des études menées par Pessina et al. (2014)
et Roman et al. (2021) qui ont provoqué des micro lésions induites par I'exercice chronique
chez la souris'’”187_Grace a ces modeles, ils ont pu observer des cinétiques et des mécanismes
de régénération supplémentaires a ceux décrits précédemment. En effet, ils ont décrit un
mécanisme de régénération indépendant de I'activation des CS, mais reposant plutot sur la
migration des noyaux des fibres musculaires elles-mémes vers le site lésé. Le blocage de cette
migration nucléaire entraine un retard dans le processus de régénération, soulignant ainsi
I'importance de ce mécanisme pour la réparation des microlésions. De méme, en 2021, Roman
et al. ont développé un modele de lésions de fibres musculaires unique ex vivo par |'utilisation
d’un laser®®’, A l'aide de ce modéle, ils ont également observé une migration nucléaire
essentielle au processus de régénération. Plus récemment, un modele de Iésion musculaire
par cycles répétés de contractions musculaires induite électriquement a été développé'®°. Ce
modele présente I'avantage de reproduire les contractions musculaires violentes présentes
lors d’'un exercice physique tout en évitant les contraintes des modeles d’exercices physique
chez les rongeurs. Au sein de ce modele ils ont observé les premieres lésions des fibres
musculaires par immunofluorescence a partir de 2 jpl et une régénération complete du muscle
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a 7 jpl. Le processus de régénération est donc plus rapide que les modeles d’injection de
myotoxines ou d’agents chimiques.

Maintenant que nous avons passé en revue I'ensemble des modeles de Iésions développés
chez la souris et décrit leurs spécificités, nous allons aborder le réle des différentes populations
cellulaires impliquées dans le processus de régénération physiologique.

2) Les acteurs de la régénération musculaire
Nous commencerons cette partie en décrivant le réle des cellules souches du muscle au cours
du processus de régénération et nous détaillerons ensuite I'implication des chaque autre
acteurs cellulaires ou acellulaire en mettant en avant le dialogue de chacun d’eux avec la CS.

a) Lerole central des cellules satellites
La CS est l'unique progéniteur musculaire responsable de la formation de nouvelles fibres
musculaire au cours du processus de régénération. Ce processus repose des phénomeénes
séquentiels intervenant au fur et a mesure du processus de myogenése avec en premier lieu
I'activation des progéniteurs, leur différenciation puis leur fusion.

Activation et prolifération des cellules satellites

Une lésion musculaire entrainant la rupture de la fibre, induit la sortie des CS de leur état
quiescent, elles sont alors activées et prétes a proliférer. Ces mécanismes d’activation et
prolifération des CS s’effectuent en réponse a des signaux, structurels et chimiques, émis suite
au changement de leur environnement.

Les changements conformationnels engendrés par la lésion perturbent I'adhésion des CS au
sein de leur niche deés les premiéres heures apreés la Iésion. Plus particulierement, la rupture
des jonctions N-cadhérines et M-cadhérines responsables de I'adhésion des CS a la fibre
musculaire régule la transition quiescence/activation des CS suite a une lésion (Figure 4)°%,
On pourrait alors penser qu’en fonction du type de lésion et donc de la structure affectée il
puisse y avoir des réponses prolifératives différentes des CS. Par exemple, une lésion par
injection de glycérol entraine la rupture a la fois de la lame basale et de la membrane
plasmique de la fibre musculaire (Tableau 3) entre lesquelles se situent les CS. A contrario, une
Iésion par injection de CTX entraine uniquement une rupture de la membrane plasmique des
fibres (Tableau 3). Or, I'activation et la prolifération des CS qui suit ces deux types de lésions
ne présente aucune différence au cours des 21 jours qui suivent la lésion'!®. Ces travaux
permettent d’en déduire que la fixation de la CS du c6té de la membrane plasmique de la fibre
joue bien un réle dans cette activation mais que les signaux mécaniques ne sont pas les seuls
responsables de la transition quiescence/activation des CS.

Effectivement, plusieurs facteurs sécrétés ont été identifiés in vivo et in vitro comme étant
impliqués dans l'activation et la prolifération des CS. C’est le cas de nombreux facteurs de
croissance comme le facteur de croissance de I'hépatocyte (HGF)¥®2%3, |es facteurs de
croissance a l'insuline (IGF)'%* et les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF)®° (Figure 4).
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Figure 6 : Régulations intrinséques et extrinséques de I'entrée dans le programme myogénique

des cellules satellites au cours du temps post-lésion musculaire. Les compartiments immunitaires
(rose), myogéniques (bleu), mésenchymateux (jaune) et sanguin (rouge) sont représentés et les populations
cellulaires de chacun figurent au cours du temps aprés la Iésion musculaire. Les fleches vertes correspondent a des
sécrétions activatrices tandis dans les fleches rouges sont inhibitrices. Les fleches noires désignent des sécrétions
a l'origine du recrutement des monocytes circulants. Inspiré de Molina et al. (2021)
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Ces derniers, notamment les FGF2 (ou bFGF) et FGF6 sont par exemple aujourd’hui largement
utilisés dans les milieux de culture pour maintenir la prolifération des CS. Pour permettre leur
cascade d’activation, ces facteurs nécessitent la présence de co-facteurs tels que les héparanes
sulfates pour se fixer au récepteur FGFR exprimé a la surface des cellules satellites. Une fois
fixés, ils permettent I'activation de différentes voies de signalisation dont la voie PI3K-Akt!%®
conduisant a I'expression de génes impliqués dans la prolifération cellulaire.

Au cours de leur prolifération, les CS peuvent réaliser deux types de division cellulaire
différentes : une division symétrique aboutissant a la formation de deux cellules filles
identiques et une division asymétrique menant a la formation d’'une nouvelle cellules souche
ainsi gu’une autre cellule destinée a se différencier en cellule musculaire mature®®’. Ce type
de division permet de maintenir le pool de CS souche a I'état quiescent tout en conservant les
capacités de différenciations nécessaires au processus de régénération.

Différenciation et fusion des cellules satellites

Apres plusieurs cycles de divisions, les CS sortent du cycle cellulaire et entament leur
différenciation. En culture les CS ont besoin d’une quantité importante de sérum pour
maintenir leur prolifération et la privation en sérum constitue un signal clé pour I'entrée des
CS en différenciation. Des approches in vitro et in vivo chez la souris et chez 'Homme, ont
permis d’établir différents niveaux de régulation de l'activité de la CS aboutissant a leur
différenciation en myoblastes :

- Régulation transcriptionnelle; au cours du processus de régénération, les CS
expriment de maniére séquentielle différents genes régulant la différenciation
myogénique (MRF). Notamment, les facteurs transcriptionnels Myf5, MyoD, Mrf4 et |a
myogénine, déterminent le controle séquentiel du développement myogénique
(Figure 6)'°8, A I'état quiescent, les SC expriment Pax-7 sans exprimer les MRFs. Lorsque
les SC sont activées et proliféerent, I'expression de Pax-7 diminue et les MRF
commencent a étre exprimés. Lorsque la prolifération laisse place a la différenciation,
les premiers myoblastes formés expriment MyoD et Myf5 dés 48h apres la lésion®3,
tandis que Pax-7 est faiblement exprimé’>'°, Entre 4 et 5 jpl, les myoblastes se
différencient en myocytes exprimant a la fois la myogénine et MRF42%, avant de
fusionner vers 7 jpl pour former des myotubes multinucléés et restaurer les fibres
musculaires affectées par la |ésion (Figure 6, compartiment myogénique). Des analyses
génomiques ont permis de révéler les cibles géniques des MRFs et ont montré que
MyoD permet I'expression a la fois de I'actine et la myosine?°%2%2, deux protéines
structurant les sarcomeéres et nécessaires a la fonction contractile. La perte génétique
de ces différents MRFs perturbe drastiquement la différenciation des CS a la fois in vitro
et in vivo®®203204 soulignant ainsi leur importance dans la régulation du programme
myogénique.

- Régulation métabolique ; de facon originale, des travaux récents chez la souris ont
identifié I'importance de I'accumulation de lipides sous forme de micro gouttelettes au
sein des CS corrélée a leur pouvoir régénératif’?®. Dans cette étude, les auteurs ont
favorisé l'accumulation des lipides spécifiquement dans les CS en inhibant le
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catabolisme lipidique, par l'inhibition in vivo de I'ATGL dans un modele murin
Pax7CreERTZ:pnpla2flox/flox qyec lequel ils ont pu montrer un épuisement du pool de CS
qguiescentes. En revanche, linhibition pharmacologique de la biogénése des
gouttelettes lipidiques bloque leur engagement dans le programme myogénique
représentant un frein pour la régénération musculaire?®. Les CS qui accumulent
faiblement ces gouttelettes lipidiques correspondent aux cellules restant dans un état
de quiescence et celles qui en accumulent fortement s’engagent dans la
différenciation, soulignant ainsi I'importance de I'accumulation lipidique sous forme de
microgouttelettes dans le processus de régénération.

- Régulation par les sécrétions de I’environnement ; le microenvironnement de la CS,
aussi appelé niche, joue un réle majeur dans la régulation de son activité?®. Les
interactions physiques ainsi que les signaux moléculaires provenant de la niche jouent
un réle essentiel pour une régénération efficace?%®2%’, De plus, des études récentes
suggerent que les CS ne sont pas uniqguement des récepteurs passifs des signaux de la
niche, mais qu'elles émettent également des signaux actifs qui régulent les cellules
avoisinantes?%8,

Lors des étapes de fusion, les interactions cellules-cellules via les molécules d’adhésion M-
cadhérines et N-cadhérines contrélent I'alighement par contact des myoblastes??%210, Les
protéines myomaker et myomixer ont été identifiées comme responsables de l'initiation de la
fusion et la formation du pore membranaire nécessaire a la fusion des myoblastes?'!. 'ablation
génétique de ces genes conduit a une absence de fusion des cellules myogénique de la lignée

C2C12 en culture et un défaut de formation musculaire chez le poisson zébre?!?

, soulignant
ainsi I'importance de ces protéines dans le processus de fusion des myoblastes au cours de la
formation de fibres musculaires.

Sur un plan histologique, lorsque les myocytes fusionnent entre eux ou avec une fibre
musculaire, leurs noyaux se localisent au centre de la cellule plurinucléée. LUobservation de
fibres centronucléées est donc caractéristique d’évenements de fusion cellulaire. Par la suite,
les noyaux rejoignent la périphérie de la fibre musculaire et intervient ensuite la phase de
maturation qui conduit a une récupération morphologique de la taille des fibres82213, Ainsi, la
proportion de fibres centronuclées et la taille des fibres sont des criteres essentiels pour

évaluer l'efficacité de la régénération musculaire.

Dans les sections suivantes, nous explorerons les différentes interactions entre les CS et les
éléments de la niche pendant le processus de régénération musculaire.

a) La fibre musculaire et la MEC

Le maintien physique de la CS au sein de sa niche est contrélé par des adhésions via les

cadhérines!®?

permettant sa fixation sur la fibre musculaire. La perturbation de ces interactions
entre les cellules souches et leur niche, provoquée par une lésion et la rupture membranaire
de la fibre, est un mécanisme clé de la transition de la quiescence a I'activation!®* comme cité

précédemment. Par exemple, le facteur Wnt4, sécrété par les fibres musculaires |ésées par
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injection de BaCl,, entraine chez la souris une rigidification mécanique des CS. Wnt4, en se
fixant sur son récepteur Frizzled a la surface de la CS permet I'activation de la GTPase RhoA
impliquée dans le changement conformationnel du cytosquelette d'actine. Ce changement de
structure inhibe la translocation nucléaire et I'activité transcriptionnelle de YAP?'#, YAP est un
mécano transducteur cellulaire impliqué dans la régénération tissulaire, et il a été démontré
qu'il est nécessaire pour I'activation des CS?%°. De plus, I'activation de la voie Wnt permet la
transition prolifération/différenciation des CS puisque son inhibition sur des cellules en culture
entraine une diminution du nombre de fibres matures tout en conservant un nombre
important de CS immatures?1®,

Nous avons précédemment évoqué I'importance de I'interaction directe entre la CS et la MEC
dans leur maintien au stade quiescent. Plusieurs études ont démontré des boucles de
régulation entre les CS et leur microenvironnement avec une participation active des CS dans
ce processus. Lorsque les CS s’activent, elles sécrétent de la laminine al et a5 au niveau de la
lame basale, a l'origine d’un processus de division cellulaire asymétrique favorisant I'expansion
et I'auto-renouvellement des CS au cours de la régénération dans un modéle murin de lésion
CTX?Y. Des études de transplantation cellulaire ont également démontré que les CS peuvent
modifier la composition de leur microenvironnement en déposant des protéines de la MEC
telles que la ténascine C, la fibronectine et le collagéne VI favorisant a leur tour I'expansion des
CS?!8, La nature ainsi que la proportion des composants de la MEC sont d’une importance clé
pour la régénération. En effet, la sécrétion de collagéne VI durant les premiers jours aprés une
lésion permet de réguler les propriétés élastiques de la MEC en adéquation avec une
régénération efficace alors que l'inhibition de cette sécrétion compromet la régénération en

augmentant la rigidité de la matrice?°.

b) Les cellules immunitaires

Suite a une blessure, les fibres musculaires endommagées libérent divers composés présents
a l'intérieur de leur cytoplasme, tels que des fragments d’ADN ou des protéines comme la
créatine kinase (CK), des protéines heat-shock (HSP) et des protéines associées a la chromatine
comme HMGBI1. Ces éléments relachés dans le milieu extracellulaire agissent comme des
signaux de danger appelés motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP). lls sont
détectés par les cellules immunitaires résidentes qui expriment des récepteurs a
reconnaissance de motifs, comme les récepteurs Toll-like (TLR). Cette reconnaissance entraine
rapidement la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose
tumorale-alpha (TNF-a) et le ligand chimiotactique 2 (CCL2), favorisant ainsi le recrutement
rapide de leucocytes circulants (Figure 6, compartiment immunitaire) 220222, Parmi ces cellules
immunitaires résidentes, les mastocytes jouent un role particulierement important dans les
premiers stades de la réaction inflammatoire. lls ont la capacité de libérer des facteurs
préformés stockés dans leurs granules, tels que le TNF-a et I’histamine. De plus, les mastocytes
sont capables de produire de nouvelles cytokines, comme l'interleukine-6 (IL-6) et I'IL-1B223.
En plus de leur implication dans le recrutement des leucocytes circulants, ces différentes
cytokines favorisent 'activation et la prolifération des myoblastes (Figure 6)?29224, En effet, il a
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été observé in vitro que le milieu de culture conditionné par des mastocytes murins stimule la
prolifération des myoblastes, tandis qu’in vivo, I'inhibition des mastocytes perturbe le
recrutement des leucocytes et la récupération musculaire a long terme?%. Ainsi, I'initiation de
I'inflammation est directement liée a I'activation des cellules myogéniques.

Les granulocytes jouent également un role dans la libération de cytokines qui influencent le
déroulement de I'inflammation par le recrutement rapide de monocytes sanguins®?®. Chez
I’'homme, il existe deux catégories de monocytes caractérisés par I'expression de différents
marqueurs de surface : les monocytes classiques CD14*CD16™ (homologues des monocytes
murin Ly6C*CCR2") et les monocytes CD14"°"CD16* (homologues des monocytes murins Ly6C
CCR27)?%’, Ces deux types de monocytes ont des fonctions et des propriétés différentes. Les
monocytes Ly6C patrouillent au sein des vaisseaux sanguins dans les tissus sains, tandis que
les monocytes Ly6C* infiltrent les tissus endommagés a I'aide de leur récepteur CCR2227-2%°,
Les souris présentant une déficience en CCR2 montrent une altération importante de
I'infiltration des monocytes (alors que la migration des neutrophiles et des lymphocytes est
normale) et une régénération musculaire significativement retardée?3?. De maniére
intéressante, la régénération musculaire est entierement restaurée lorsque les souris CCR2-KO
recoivent une greffe de moelle osseuse provenant de souris non déficientes pour ce récepteur
avant la lésion, ce qui met en évidence I'importance du recrutement des monocytes CCR2*
dans I'amorce de la régénération musculaire?3!. Par ailleurs, les souris déficientes en CCL2, le
ligand de CCR2, présentent un défaut de régénération musculaire moins prononcé apres une
lésion musculaire par rapport aux souris CCR2-KO%3°, Cela suggére que CCL2 n’est pas essentiel
et que d’autres ligands de CCR2 tels que CCL7 et CCL12, ou d’autres petites molécules,
pourraient participer l'attraction des cellules immunitaires au cours de la régénération
musculaire?30232,

Une fois infiltrés dans le tissu, les monocytes Ly6C* maturent en macrophages Ly6C*. Autour
du 2®™e jour apreés la blessure, les cellules immunitaires CD45* représentent environ 60-70%
des cellules mononucléés du muscle dans un modeéle murin de lésion BaCl2?3 et les
macrophages Ly6C* sont les cellules prédominantes parmi celles-ci. Laccumulation de ces
macrophages dans le tissu lésé peut aussi étre due a une prolifération locale®*. Les
macrophages Ly6C* sont considérés comme pro-inflammatoires car ils sécretent des quantités
élevées de cytokines pro-inflammatoires telles que le IL-6, TNF-a et I'lL-1B2%. En plus de
favoriser le recrutement des leucocytes, ces macrophages participent a la clairance des débris
nécrotiques par phagocytose et influencent les cellules myogéniques par leurs sécrétions en
favorisant la prolifération des myoblastes et en inhibant leur différenciation(Figure 6,
compartiment immunitaire)?28. En effet, une suppression des macrophages in vivo chez le rat
est associée a la persistance de débris tissulaires, a une accumulation de tissu fibreux et
adipeux, ainsi qu’a une diminution de la prolifération des cellules myogéniques?3>. Par
conséquent, une accumulation transitoire et controlée de leucocytes pro-inflammatoires est
nécessaire pour coordonner efficacement l'activité des cellules myogéniques et permettre une
régénération musculaire optimale. Par la suite, autour 7 jpl*3®%37, les macrophages Ly6C
deviennent la population majoritaire?3®. Il a été démontré que l'accumulation de ces
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macrophages provient principalement de la maturation des macrophages Ly6C*, induite
notamment par la phagocytose de neutrophiles apoptotiques ou de débris cellulaires??8. Ce
changement de phénotype des macrophages est crucial, car ces deux populations ont des
effets différents. Contrairement aux macrophages Ly6C*, les macrophages Ly6C expriment des
niveaux plus faibles de cytokines pro-inflammatoires. En revanche, ils produisent des quantités
élevées de molécules anti-inflammatoires et de facteurs de croissance tels que I'IL-10, I'lL-4
et le TGF-B (Tumor Growth Factor B)??2 dont le réle est de réduire I'infiltration des leucocytes
(Figure 6, compartiment immunitaire). De plus, les macrophages anti-inflammatoires ont un
impact différent sur les cellules myogéniques. lls inhibent la prolifération des myoblastes tout
en stimulant leur différenciation et leur fusion en myotubes grace a la sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires telles que I'lL-4. De plus, la sécrétion de facteurs de croissance tel que IGF-
1 (Insulin Growth Factor 1) par les macrophages anti-inflammatoires stimule la croissance et
la maturation des fibres musculaires en favorisant la synthése protéique et réduisant la
dégradation des protéines via la voie de signalisation Akt (Figure 6, compartiment
immunitaire)?3°. Dans un modeéle de souris transgéniques dans lequel la transition des
macrophages vers le phénotype anti-inflammatoire est bloquée, il a été observé que
I'élimination des débris tissulaires n'est pas altérée, mais que la différenciation des myoblastes
et la croissance des fibres musculaires sont déficientes?°. In vitro, une augmentation de la
différenciation des myoblastes a été observée en coculture avec des macrophages préactivés

par I'IL-10, favorisant leur polarisation vers le phénotype anti-inflammatoire?4*,

Il convient de noter que les phases pro-inflammatoires et anti-inflammatoires peuvent se
chevaucher, ce qui signifie que différentes sous-populations de macrophages peuvent
coexister dans la méme zone de régénération a un moment donné?*?, Chez I'Homme, il a été
observé que les zones régénératives d'un muscle contenant des myoblastes en phase de
prolifération présentent principalement des macrophages pro-inflammatoires. En revanche,
les zones régénératives du méme muscle ou les myocytes sont différenciés contiennent
principalement des macrophages anti-inflammatoires?*3. Cette proximité entre les deux types
cellulaires renforce I'hypothése selon laquelle les macrophages exercent un effet paracrine sur
les cellules myogéniques régulé dans l'espace et dans le temps au cours de la
régénérat‘ion236'237'243'244.

c) Le contréle nerveux

Le maintien de la fonction contractile des muscles squelettiques dépend de l'innervation
motrice au niveau des jonctions neuromusculaires (JNM). Suite aux lésions musculaires qui
endommagent la JNM, bien que de nombreux mécanismes participent a la réparation et a
I'entretien des JNM, le role des CS dans ces processus est considéré comme limité et restent
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Figure 7 : Evolution de I’hétérogénéité des FAPs au cours de la régénération musculaire chez

la souris. La courbe bleue correspond a I'évolution de la quantité de FAPs en situation post-lésionnelle issue de
I’étude de Lemos et al. 2015. Les encadrés correspondent a chaque sous-population de FAPs définie par leur(s)
marqueur(s) en scRNAseq. Les fleches en gras correspondent au changement d’état de chacune des populations
conformément a I’hypothése des différents auteurs.
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tres peu décrit. Une étude assez récente a démontré des interactions fonctionnelles
bidirectionnelles entre les CS et la JNM?%. l'activation des CS a proximité des JNM semble
nécessaire a la réinnervation fonctionnelle du muscle tandis que la perte de fonction de
I'innervation motrice du muscle inhibe la prolifération des C5?4>. Néanmoins, la contribution
des cellules nerveuses en tant que cellules de niche nécessaires a la régulation des CS pendant
la régénération est actuellement trés peu établie.

d) Acteurs récents : FAPs

Au-dela de leur role dans le maintien I’"homéostasie du muscle a I'état basal, les FAPs
représentent un acteur majeur de la niche des CS, qui ont été décrits cette derniére décennie
comme partenaires indispensables dans le processus de régénération musculaire.

Réles des FAPs dans la régénération physiologique du muscle
D’un point de vue quantitatif, plusieurs études décrivent I'évolution la population de FAPs au

cours du temps post-lésion31:32246.247 | 5 quantité de FAPs, mesurée par cytométrie en flux,
double dés le premier jpl pour atteindre des quantités quatre fois supérieures a I'état basal
autour de 3-4 jpl (Figure 7). Cette augmentation de FAPs est soutenue par une prolifération
qui, elle, débute a 2 jpl3#2%¢, laissant la phase précoce d’amplification des FAPs sans explication
(Figure 7). laugmentation de cette population est transitoire et retrouve des quantités basales
autour du 9%™me jpl. Cette diminution est le résultat d’une apoptose cellulaire médiée par la
sécrétion de TNF-a par les macrophages pro-inflammatoires (Figure 6, compartiment
mésenchymateux)?4®.

D’un point de vue fonctionnel, plusieurs travaux montrent que la présence des FAPs est
nécessaire au processus de régénération**?48, En effet, leur déplétion dans un modeéle de
souris transgéniques qui expriment le récepteur a la toxine diphtérique sous le contréle du
promoteur de Tcf42*® ou du PDGFRa** entraine une baisse de prolifération des CS suite a la
Iésion musculaire ainsi qu’un retard de récupération morphologique des fibres musculaires,
conduisant a une atrophie tissulaire. Si la présence des FAPs est indispensable au processus de
régénération musculaire, leur diminution a partir de 5 jpl est néanmoins indispensable au bon
déroulement de la régénération puisque leur persistance sur des temps plus tardifs aboutit a
une sécrétion de MEC excessive et la mise en place d’une fibrose musculaire?*®. Ces études
démontrent bien I'importance de I'apparition transitoire des FAPs pour maintenir 'efficacité
du processus de régénération.

Plusieurs études attribuent aux FAPs un rble central dans le processus de régénération
musculaire en tant qu’acteur orchestrant les dialogues cellulaires essentiels a la régénération.
Ainsi, les FAPs sont capables de coordonner un dialogue avec différents types cellulaires au
cours de la régénération :

e Les progéniteurs myogéniques. Les dialogues entre FAPs et CS sont trés documentés
dans la littérature. Dans un modeéle murin, la déplétion de la population de FAPs par
injection de la toxine diphtérique sous le contréle du promoteur Tcf42* ou PDGFRo**
est associée a une forte diminution du nombre de CS a un stade précoce (3 jpl), et a
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une réduction de la taille des fibres nouvellement formées a un stade ultérieur (14
jpl)**2%°, deux indicateurs d’une diminution des capacités régénératives des CS. Des
effets similaires de I'expansion du pool de CS et de la régénération musculaire est
observée lorsque les souris sont traitées avec I'inhibiteur de la tyrosine kinase Nilotinib
(inhibiteur du PDGFR), induisant I'apoptose des FAPs le muscle blessé?*2°0, Des
expériences de co-culture ont montré que les FAPs favorisent la différenciation et la
fusion des CS en myotubes multinucléés332, 'analyse de l'expression génique a
confirmé que les FAPs réduisent I'expression des marqueurs de myogenése précoce
(comme Pax3, Pax7) et favorisent I'expression des marqueurs myogéniques tardifs
(comme MyoD, Myog). Des expériences de co-culture en transwell de FAPs et de
cellules myogéniques ont aussi montré que les facteurs paracrines sécrétés par les FAPs
améliorent les capacités de fusion des CS?°L. Les facteurs sécrétés par les FAPs qui
orchestrent l'activité des CS au cours de la myogeneése font l'objet de nombreuses
recherches. Les principaux composants moléculaires du sécrétome des FAPs ont été
récemment répertoriés dans deux revues!’?>2. Aussi, les recherches menées par
Negroni et al. ont proposé un « sécrétome virtuel » des FAPs prédit de leur expression
génique déterminée a partir des analyses transcriptomiques en cellules uniques que
nous détaillerons plus tard>*. Les FAPs expriment des niveaux élevés de cytokines telles
qgue I'IL-6, initialement décrite comme une myokine, mais qui est 10 fois plus élevée
dans les FAPs que dans les cellules progénitrices myogéniques en réponse a la lésion
chez la souris®?2, 'IL-6 favorise la prolifération des CS (Figure 6, compartiment
mésenchymateux)?>3. Les FAPs sécrétent également de nombreuses protéines de la
MEC comme les collagenes et les laminines dont nous avons déja décrit précédemment
I'implication dans la régulation de l'activité des CS. Les FAPs expriment aussi des
niveaux élevés de facteurs de croissances comme I'lGF-1. En activant la voie Akt, I'IGF-
1 contréle a la fois la synthese et la dégradation des protéines et entraine I'expansion
du nombre de CS in vitro (Figure 6)2°4. Les FAPs sécrétent enfin des niveaux élévés de
follistatine aprés une lésion musculaire?> qui est un antagoniste de l'inhibiteur de
croissance musculaire, la myostatine. La follistatine sécrétée par les FAPs favorise la
fusion des myoblastes nécessaires a la formation de fibres musculaires
plurinucléées?>>2°%, Les FAPs sont donc capables de sécréter un large éventail de
molécules impliquées une a une dans les processus séquentiels de la différenciation de
la CS, a savoir leur prolifération, leur différenciation et leur fusion (Figure 6,
compartiment mésenchymateux). Il serait alors intéressant de comprendre si les
sécrétions des FAPs sont régulées temporellement apres la Iésion en synchronisation
avec le processus myogénique. Les analyses transcriptomiques en cellules unique, que
nous détaillerons dans une partie suivante, ont mis en évidence qu’en plus d’'une
activité sécrétoire séquentielle, il existe différentes sous-populations de FAPs
responsables de ces sécrétions.

Les cellules endothéliales. Au cours de la régénération il a été démontré que les FAPs
jouent un rdle dans le soutien de la revascularisation?*’. Dans cette étude, les auteurs
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montrent que I'ablation de FAPs PDGFRa* dans un modele murin transgénique aboutit
a un défaut de revascularisation du tissu avec une diminution de maturité et de
perméabilité des vaisseaux alors que le nombre de capillaires semble inchangé. Une
transplantation de FAPs au sein de ce modele permet une restauration compléete de
ces parametres et améliore l'efficacité de la régénération. Ainsi, cette étude démontre
I'importance des FAPs dans la revascularisation efficace du muscle squelettique [ésé,
bien que le(s) facteur(s) qu’ils synthétisent restent encore non identifié(s) dans I'étude.
Une possibilité pourrait étre la sécrétion de facteurs de croissance vasculaire, comme
les angiopoiétines ou le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
connus pour réguler l'angiogenése embryonnaire et postnatale?®®. Ces protéines
favorisent la croissance des vaisseaux sanguins et, dans les muscles, semblent étre
exprimées par les cellules endothéliales, les CS mais aussi les FAPs?>°,

Les cellules immunitaires. Dans un modeéle murin, I'absence de cellules PDGFRa* a
entrainé une diminution des leucocytes (CD45+) dans les muscles a 3 jpl associée a une
perte d’efficacité de la régénération?*. Néanmoins, ces résultats ne démontrent pas si
cette diminution du nombre de cellules CD45* est le résultat d’'une inhibition de la
prolifération cellulaire, du recrutement des cellules immunitaires ou méme d’une mort
cellulaire dans le muscle 1ésé. En effet, aprés une lésion, les monocytes Ly6C* circulants
dans le sang infiltrent la zone endommagée dans les 24 premieres heures suivant la
blessure, se différencient en macrophages et proliféerent?®. limportance de la
production de cytokines par les FAPs nécessaire a une régénération musculaire efficace
a été largement démontrée par ailleurs’12>5261.262_C’est |e cas, par exemple de I'lL-33,
majoritairement produite par les FAPs au cours des 12 premieres heures apres la lésion,
et qui permet de stimuler la prolifération des cellules immunitaires Treg?®2. Les FAPs
ont aussi été rapportés comme sécrétant de I'll-10 en réponse a une lésion?*’, jouant
un role important dans le changement phénotypique des macrophages vers un profil
anti-inflammatoire et favorisant ainsi la régénération musculaire?®. Cette réponse
primaire complexe des FAPs au cours de la régénération soutient I'idée qu’ils sont des
modulateurs importants de la réponse immunitaire précoce.

Les fibres musculaires: Les travaux a lorigine de la découverte des FAPs
intramusculaires avaient abordé la question du dialogue entre cette population
cellulaire et les progéniteurs myogéniques par des approches de co-culture in vitro332,
Les différents auteurs ont pu montrer que la co-cullture de FAPs avec des CS favorise
leur prolifération, différenciation en myoblastes ainsi que la fusion des myocytes31:32:62,
Néanmoins, il semblerait aussi que les fibres musculaires matures puissent impacter le
développement des FAPs. En effet, les études qui ont mis a jour les FAPs chez la souris
ont aussi observé que la co-culture primaire entre des fibres musculaires et des FAPs
inhibait la différenciation des FAPs en adipocytes3!. Par la suite, d’autres études
complémentaires ont démontré que la sécrétion d’IL-15 par les fibres musculaires était
responsable de cette inhibition (Figure 6)%%%.
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Hétérogénéité des FAPs en réponse a la lésion.

Par la suite, c’est en étudiant I'hétérogénéité de la population de FAPs post-lésion musculaire
qgue la définition de leur role s’est affiné. Comme nous l'avons évoqué dans un chapitre
précédent, la population de FAPs présente une hétérogénéité, également post-lésion,
résultant a la fois de différences d’expression génique (intrinséque a la cellule) et d’influence
du microenvironnement. L'étude de cette hétérogénéité en situation Iésionnelle, initialement
réalisée par des mesures d’expression génique sur FAPs triés et par cytométrie en flux, s’est
enrichie par séquencage de I'ARN en cellule unique. Les différents travaux comparant situation
basale et Iésionnelle ont révélé des sous-populations « réactives », « remodelantes » et
« résolutives » qui apparaissent tour a tour au cours de la régénération musculaire (Figure 7).
Ainsi, I'analyse bio-informatique de I'expression génique des différentes sous-populations de
FAPs qui apparaissent au cours de la régénération a permis de formuler des hypothéses sur le
réle fonctionnel des FAPs dans la régénération musculaire.

FAPs réactifs : sécrétions paracrines.

Afin d’étudier la diversité et I'évolution des populations de FAPs en condition de régénération
musculaire, le modéle murin de lésion musculaire induite par injection CTX ou NTX a été utilisé
pour mesurer les changements d’expression géniques des FAPs. Qualitativement, dans la
phase précoce (0.5-2 jpl), différents auteurs décrivent un changement d’expression génique
des FAPs caractérisé par l'expression de marqueurs communs, dont de nombreuses
cyto/chimiokines (Tableau 2) et qui a été traduite par une « activation » des FAPs. Il est
intéressant de noter que cette population apparait dés 12h>° post-lésion et perdure a 48h>%53,
A ce stade précoce du processus de régénération, les « FAPs quiescents », subissent un
changement d’état vers un statut « activé ». Ce profil d’expression génique distinct, orienté
vers la sécrétion de cytokines et de chimiokines permettrait d'établir spécifiquement leur
communication avec les cellules environnantes, notamment les CS et les cellules immunitaires,
essentielles a l'initiation du processus de régénération musculaire. Pour illustrer 'adaptation
trés rapide des FAPs au changement du microenvironnement induit par la lésion et leur
mission support dés l'initiation de la régénération musculaire peut-étre qu’un statut de FAPs
« réactifs » plutot qu’« activés » (comme mentionné dans la littérature) serait plus adapté a
cette phase (Figure 7).

FAPs de remodelage : structuration de la MEC.
Une régénération musculaire est considérée comme aboutie lorsque la récupération
morphologique et fonctionnelle du tissu a lieu?®>. Dans ce contexte, les analyses OMICS en
cellule unique ont révélé la aussi un changement de l'expression des genes des FAPs
« réactifs ». Entre 3 et 10 jpl il est rapporté par Oprescu et al., De Michelli et al. et Scott et al.,
une diminution de I'expression des cytokines et chimiokines au profit d’'une expression de
génes liés a la modulation de la MEC tels que les genes de la grande famille des collagenes,
des laminines et des fibrillines®®>>3 (Tableau 2). 'étude d’Oprescu et al. définit cette
population de FAPs par I'expression dominante du marqueur Wisp1>°. A 10 jpl, les FAPs
adoptent ensuite un profil d’expression qui se caractérise par I'expression majeure de dlk1
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(Figure 7), un marqueur connu des progéniteurs adipogéniques?®®

engagement de cette population vers un profil adipeux dans des temps plus tardifs de la
régénération.

pouvant suggérer un

D’un point de vue fonctionnel, wisp1 (la protéine 1 inductible par la voie de signalisation WNT-
1) est un facteur composant la MEC connu comme étant sécrété par les FAPs au cours de la
régénération musculaire favorisant 'expansion des CS par division asymétrique et garantissant
ainsi I'entrée en différenciation des CS (Figure 6)?%’. Au sein du muscle, les FAPs représentent
la principale source de composants de la matrice extracellulaire, tels que les collagenes (par
exemple Col6al, Col5al), la laminine (lama2, lamb1) et la fibronectine (Fbn1) au cours du
processus de régénération favorisant ainsi 'entrée de la CS dans le programme myogénique!3®.
Linhibition de la sécrétion de collagénes impacte drastiquement la prolifération des CS
résultant sur une récupération morphologique des fibres musculaire retardée dans un modéle
murin de lésion NTX?%6, 'étude menée par Negroni et al. soutient également ces observations,
mettant en évidence la prédiction de la sécrétion de protéines essentielles a la composition et
I'organisation de la MEC®*, un processus nécessaire a la régénération musculaire?®®, Par leurs
sécrétions les FAPs agissent alors comme des « ouvriers » capables de restaurer le réseau
matriciel qui a été désorganisé suite a la ésion musculaire?6>2°,

FAPs de résolution : un retour a la quiescence.

Au cours des stades terminaux de la régénération musculaire, entre 21 et 28 jpl, Oprescu et al.
ont identifié une population de FAPs caractérisée par I'expression de Osrl. Au sein de cette
population, I'étude de trajectoire permettant d’établir le devenir de cette population a partir
de I'expression génique, a permis de révéler une divergence de la population Osrl* vers deux
sous-populations distinctes marquées par I'expression respective de dpp4 et cxcll4 décrits
initialement a I'état basal (Tableau 2). Entre 7 jpI°3 et 14 jpI°%, De Micheli et al. et Scott et al.
décrivent une réapparition des populations de « FAPs quiescents » (Figure 7).

Suite a une blessure, la capacité du muscle squelettique a se régénérer est remarquablement
efficace chez l'adulte. Nous venons de voir que cette efficacité est soutenue par des
interactions fonctionnelles réciproques entre différents types cellulaires. Plus précisément,
une coordination finement régulée des signaux émis par l'infiltrat inflammatoire puis par les
FAPs, semblent jouer un réle clé dans |'activation des CS, en les incitant a sortir de leur état de
guiescence, a proliférer et a se différencier. Cependant, I'efficacité de cette coordination peut
décliner dans différentes situations physiopathologiques conduisant a I'apparition progressive
de dégénérescences musculaires que nous aborderons dans le chapitre suivant.
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Le tissu musculaire apres lésion :

- Plusieurs modeles murins ont été développés pour étudier les mécanismes cellulaires et
moléculaires mis en place au cours de la régénération musculaire.

- Les CS sont les acteurs centraux de la régénération a 'origine de la formation des nouvelles
fibres musculaires.

- Le dialogue avec leur micro-environnement est déterminant pour assurer une régénération
efficace.

- Les FAPs agissent comme des chefs d’orchestre dans ce micro-environnement et coordonnent
les dialogues entre les différents composants cellulaires et acellulaires.

- La phase initiale d’augmentation des FAPs a 1 jpl n’est pas soutenue par la prolifération de
ces cellules et reste encore incomprise.

- De nouvelles sous-populations de FAPs aux rOles précis apparaissent tandis que d’autres
disparaissent au cours du temps post-lésion mais la régulation de ces changements reste
encore inexpliquée a ce jour.
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I1l/ Défauts de régénération et dégénérescence musculaire

La plupart des défauts de régénération musculaire observés en pathologie sont associés a une
présence accrue de tissus fibrotique et adipeux a l'intérieur du muscle?’. Dans un premier
temps, nous clarifierons les termes "dégénérescence musculaire" et "défauts de
régénération"”, mettant en lumiere leurs différences mais aussi les liens causatifs qui les relient.
Par la suite, nous explorerons les acteurs identifiés au cours du processus de régénération
physiologique (tel que décrit dans le deuxieme chapitre) et mettrons en évidence leurs
implications dans les perturbations de la régénération musculaire observés en pathologie.
Enfin, nous examinerons les diverses cellules qui ont été proposées pour expliquer I'origine de
I'infiltration fibro-adipeuse du muscle dans les différents cas pathologiques choisis, en
expliquant pourquoi les FAPs se démarquent comme acteurs clés de ce phénomeéne.

1) Définitions et situations pathologiques

La dégénérescence musculaire et les défauts de régénération sont deux notions distinctes,
mais leurs similitudes peuvent préter a confusion.

Les défauts de régénération musculaire se référent aux anomalies qui perturbent le processus
de régénération des fibres musculaires apres une blessure comme décrit dans le chapitre Il.
Ces défauts peuvent aboutir a une absence ou un retard de régénération et une altération des
différentes fonctions du muscle?’*.

La dégénérescence musculaire se réfere a la perte progressive de la masse musculaire
associée a une diminution de la force de contraction. Elle est observée dans différentes
situations liées a des comportements (inactivité physique chronique?’?), des situations
physiologiques (comme le vieillissement?’3) ou pathologiques (comme les myopathies?’4). Les
myopathies regroupent des pathologies hétérogenes, héréditaires ou acquises, avec des
atteintes musculaires généralisées ou spécifiques a certains groupes musculaires. Les
dystrophies musculaires sont des myopathies d’origine génétique qui pour la plupart sont
caractérisées par une dégénérescence musculaire?’>. La perte progressive de force s’explique
par une diminution de la taille des fibres musculaires (atrophie), la présence d’infiltrats
inflammatoires et un développement intramusculaire de tissus fibreux et adipeux (Figure 8)?7°.

Il existe donc un lien de causalité entre ces deux notions, les défauts de régénération
musculaires sont une des causes de la dégénérescence musculaire progressive.

L'évaluation de la dégénérescence musculaire chez 'homme peut étre réalisée a travers
diverses méthodes et tests médicaux?’7-279

1. Mesures de la masse musculaire : la mesure de la masse musculaire totale (masse
maigre) peut étre effectuée a l'aide de techniques telles que la bioimpédance
électrique (BIA), la densitométrie a rayons X a double énergie (DEXA) ou
I'absorptiométrie biphotonique a rayons X (DXA).
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Figure 8 : Développement de tissu fibro-adipeux intramusculaire dans les

dégénérescences musculaires. Cette figure montre I'évolution des différents composants cellulaires
et acellulaires, du stroma et du parenchyme, au cours de la régénération musculaire et dans des cas de
défaut de régénération qui aboutissent a une dégénérescence musculaire. On observe alors une atrophie
des fibres musculaires dans ces cas pathologiques associée a un développement d’adipocytes et d’'un dépot
de MEC.
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2. Tests de force musculaire : la mesure de la force de préhension manuelle, peut étre
utilisée pour évaluer la capacité fonctionnelle des muscles. Des appareils de
dynamométrie sont souvent utilisés pour mesurer la force musculaire isométrique. Des
échelles de cotation spécifiques peuvent étre utilisées pour évaluer la force musculaire
et la fonctionnalité dans différentes parties du corps. Par exemple, I’échelle du Medical
Research Council (MRC) est souvent utilisée pour évaluer la force musculaire de
différents groupes musculaires.

3. Evaluation de la fonction physique générale : des tests de capacité physique tels que le
test de marche de six minutes ou le test de montée des escaliers peuvent fournir des
indications sur la capacité fonctionnelle globale et la fatigue musculaire.

4. Imagerie médicale : I'imagerie par résonance magnétique (IRM) et I’échographie
peuvent fournir des informations détaillées sur la structure musculaire, y compris la
taille des fibres musculaires et la présence de graisse ou de fibrose.

5. Mesures de biomarqueurs : certains biomarqueurs sanguins peuvent étre utilisés
comme indicateurs de dégénérescence musculaire. Par exemple, la créatine kinase (CK)
est une enzyme libérée dans le sang en cas de lésion musculaire.

6. Analyse de biopsies musculaire : par histologie pour évaluer plusieurs paramétres
comme la taille et le type des fibres musculaires par histologie ou par analyse de
I'expression de certains génes spécifiques.

Chez le rongeur, I'analyse histologique de coupes transversales de muscle reste la plus utilisée
pour évaluer les criteres de dégénérescence musculaire comme la présence de dépots fibreux
et adipeux, la diminution de la taille des fibres musculaires et la présence de fibres
centronuclées?!3, Ensuite, il est également possible d’effectuer des tests fonctionnels chez le
rongeur. Le test le plus largement utilisé est le « grip test, » qui permet d’évaluer la force de
contraction des muscles des membres antérieurs?®?. Cependant, ce test ne permet pas de
mesurer la force dans d’autres groupes musculaires. Pour ce faire des tests de contraction
musculaire ex vivo par stimulation électrique du systeme neuromusculaire et mesure de la
réponse contractile a 'aide de capteurs dynamométriques ont été développés?®l. De maniére
similaire a ce qui est fait chez ’homme, I'expression de certains genes spécifiques, tels que
ceux impliqués dans la régulation transcriptionnelle de la myogenése (Pax-7, Myf5,
Myogenine, MyoD, Mrfd, eMyHC), peut aussi étre quantifiée en tant que critére d’évaluation
de l'efficacité de la régénération musculaire ou témoigner d’une dégénérescence?®?,

Dans la suite de cette section j'ai choisi de décrire les défauts de régénération musculaire
associés a des développements fibreux et adipeux intramusculaires (Figure 8) :

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est I'une des myopathies les plus fréquentes
et les plus étudiées. Myopathie dégénérative caractérisée par une faiblesse musculaire
progressive et irréversible, elle diminue fortement I'espérance de vie. C’est une maladie rare
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Figure 9 : Perte progressive de la fonction contractile du muscle avec I'age chez ’homme et
la souris. D’apres I'étude de Shaw et al. (2017) et la corrélation de I’Age homme/souris de Wang et al. (2020).
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qui touche chaque année 150 a 200 garcons nouveau-nés en France dont les symptomes se
manifestent a partir de I'age de trois ans. Environ 2 500 personnes sont affectées par la maladie
en France?®. Elle est causée par une mutation du géne de la dystrophine, situé sur le
chromosome X 284, La dystrophine est une longue protéine qui se lie aux filaments d’actine par
sa région N-terminale et au complexe dystroglycane (DCG) a la membrane cellulaire par sa
région C-terminale. La dystrophine joue un role essentiel dans le maintien de I'architecture et
de l'intégrité des fibres musculaires en permettant le maintien du sarcomeére a la membrane
plasmique. En raison de I'absence de dystrophine, les muscles dystrophiques présentent une
fragilité mécanique et subissent des dommages a chaque contraction musculaire?®>, ce qui
entraine une activation constante des CS impliquées dans le processus de régénération?®. La
DMD se caractérise alors par des cycles continus de dégénérescence et de régénération
jusqu’aux stades tardifs de la maladie aboutissant a un épuisement du systéme et les fibres
musculaires sont alors progressivement remplacées par des tissus fibrotiques et adipeux,
compromettant la fonction du muscle?®’. Plusieurs modéles de souris transgéniques ont été
générés en reproduisant la mutation du géne de la dystrophine, notamment le modéle murin
mdx*®28  afin de mieux caractériser cette pathologie et comprendre les mécanismes
moléculaires et cellulaires qui ménent au remplacement du tissu musculaire par ces tissus.

Le vieillissement n’est pas qualifié de myopathie mais il implique le développement progressif
d’une dégénérescence musculaire liée a I'age. D’ici 2050, la proportion mondiale de personnes
de plus de 65 ans va passer de 9% a 16% d’apres les données 'OMS (Organisation Mondiale
de la Santé, 2019). A mesure que la société vieillit, I'incidence des limitations physiques
augmente de manieére spectaculaire réduisant la qualité de vie et augmentant les dépenses de
santé. Dans la société occidentale, environ 30 % de la population de plus de 55 ans est
confrontée a des limitations physiques modérées ou séveres. Plusieurs études rapportent une
perte de la force musculaire chez 'lhomme a partir d’environ 40 ans®*° (correspondant a
environ 45 semaines chez la souris?®?) avec une intensification du phénoméne a 60 ans (Figure
9). Bien que ce ne soit pas la seule cause de ces limitations, la perte progressive de masse et
de force musculaires liée a I'age (également appelée sarcopénie) représente un aspect majeur
du vieillissement???. Les changements progressifs liés au vieillissement comprennent, entre
autres, une diminution de la taille des fibres musculaires, une modification du réseau matriciel
et une augmentation de linfiltration graisseuse du muscle squelettique?®?. Cette
dégénérescence musculaire liée au vieillissement est également accompagnée d’une perte
progressive du muscle de sa capacité a se régénérer aprés des lésions tissulaires?®3. Cela
suggere que les pertes progressives de masse et de fonction contractile musculaire liées au
vieillissement pourraient résulter en partie d’événements accumulés de régénérations
musculaires incomplétes qui surviennent tout au long de la vie et qui s’intensifient avec le
vieillissement. Ces défauts liés a I'age dans les mécanismes de régénération peuvent étre
inhérents au muscle lui-méme mais aussi résulter de changements dans les systemes de
régulations externes comme décrit par Munoz-Canoves et al.?**. Uexemple du vieillissement
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est alors intéressant pour mieux comprendre les verrous qui s’installent dans un contexte
physiologique ou la régénération musculaire n’est plus efficace.

Lobésité est une maladie métabolique caractérisée par un dépodt excessif de tissu adipeux
dans 'organisme en raison d’un bilan énergétique positif (apport énergétique supérieur a la
dépense)?®>. La prévalence de l'obésité dans la population a considérablement augmenté au
cours des derniéeres décennies dans le monde. D'aprés les données de Santé Publique France
et les rapports Obepi-Roche?®® menés entre 2016 et 2020 en France, 47% des personnes sont
en situation de surpoids et 17% sont obéses, avec un indice de masse corporelle (IMC)
supérieure a 30,0 kg/m?. Selon les projections de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
ces chiffres vont s’accroitre et environ 25-29% de la population frangaise sera en situation
d’obésité d’ici 2030%%7. L'obésité conduit a I'apparition de différentes pathologies dont le
diabéte de type 2 (DT2, représentant 80% des individus obéses) associé a une résistance a
I'insuline?®®. Sur le plan physiologique, la résistance a linsuline se caractérise par une
diminution de l'absorption du glucose sanguin stimulée par l'insuline par les muscles
squelettiques et les tissus adipeux (responsable de I’hyperglycémie), ainsi qu’une levée
d’inhibition de la lipolyse et de la production de glucose dans le foie (responsables de
I’hyperlipémie et I’hyperglycémie)?®. Il a été rapporté dans I'obésité et le DT2 des défauts de
régénération musculaires chez ’homme et la souris?®. Deux types d’événements ont été
décrits comme pouvant influencer ce processus : (1) des évenements intramusculaires avec
une infiltration adipeuse excessive chez les individus obéses. (2) des paramétres extrinséques
aux muscles, comme I'hyperinsulinémie et I’hyperglycémie3®. En revanche, 'obésité est une
situation qui est différente des deux précédentes puisque [linfiltration adipeuse
intramusculaire prend place avant 'apparition des défauts de régénération du muscle mais les
relations de causes a effet avec la régénération n'ont jamais été démontrées dans la littérature.
Différents modéles murins d’obésité / DT2 peuvent étre utilisés pour étudier I'impact de ces
différents parametres sur la régénération du muscle. Les modéles ob/ob et db/db sont des
modeéles génétiques respectivement mutés pour le géne de la leptine ou son récepteur3®, Ces
modeles se caractérisent par des niveaux de résistance a l'insuline avancés, tandis que les
modeles d’obésité induite par une alimentation riche en graisses (HFD) présentent une
résistance a l'insuline moins sévere3®. Il semble alors intéressant de comprendre I'influence
de ces différents parameétres sur la régénération du muscle et en particulier celle des
adipocytes intramusculaires.

Dans les parties suivantes nous synthétiserons les connaissances actuelles sur I'implication des
différents acteurs cellulaires et acellulaires dans les cas pathologiques de défauts de
régénération musculaires énumérées précédemment et discuterons de lorigine de
I'infiltration des tissus fibreux et adipeux, dans ces différents cas.
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2) Acteurs cellulaires et acellulaires impliqués dans les défauts de régénération
musculaire.

a) Les progéniteurs myogéniques

La capacité de régénération du muscle squelettique diminue chez les animaux dystrophiques
DMD3%, au cours du vieillissement?’® mais aussi chez les animaux obéses développant un
DT23%2, Les CS ont été étudiées en premiére intention pour tenter d’expliquer les défauts de
régénération observés. Néanmoins, leur évolution dans ces trois situations sont
complétement différentes, laissant sous-entendre que les mécanismes qui contrélent leur
activité sont variés.

Evolution quantitative des CS. L'analyse de biopsies musculaires prélevées sur des patients
atteints de DMD agés de deux a sept ans a révélé une quantité plus élevée de CS dans les
muscles dystrophiques par rapport aux muscles prélevés chez des individus sains du méme
4ge3%3, Chez la souris, des études récentes ont démontré la présence d’'un nombre accru de CS
dans les muscles du modele murin mdx de tous ages par rapport a des souris saines aux mémes
4ges’?301,304305 Ces résultats suggérent collectivement que la capacité régénérative réduite
des muscles dystrophiques DMD ne peut pas simplement étre attribuée a I'épuisement du
nombre des CS. En revanche, chez 'homme comme chez la souris, le vieillissement
s’accompagne d’une diminution du nombre de CS d’environ 50% dans un muscle de souris
agée de 20 3 24 mois par rapport & un muscle jeune (Figure 10)3°6-30%, Enfin, chez la souris
obése ob/ob et induite par HFD pendant 12 semaines il n’a été observé aucune mort par
apoptose, d’autophagie ou de protéolyse des CS indiquant un nombre de CS inchangé dans les
modéles d’obésité a I’état basal, sans lésion musculaire31°,

Fonctionnalité des CS. Dans les trois situations que nous avons décrites, les capacités
intrinseéques des CS a régénérer le muscle |ésé sont altérées. Ces résultats soulevent alors la
guestion de savoir si la baisse fonctionnelle des CS est fondamentalement intrinseque ou
extrinsequement induite par I'’évolution de l'environnement, une question qui souléve
beaucoup d’intérét dans la littérature. De plus en plus de preuves suggérent que les deux

311 et nous allons maintenant détailler en quoi les mécanismes qui

processus sont impliqués
régulent les CS dans le processus de régénération musculaire peuvent étre altérés et emmener

a des défauts de régénération dans chaque situation.

Chez les individus atteints de la myopathie de Duchenne, des études récentes ont révélé que
les CS peuvent aussi exprimer la dystrophine et la plupart des composants du DGC3%4312, Plus
précisément, elles expriment la protéine dystroglycane (Dagl), qui joue un role essentiel dans
leur fonctionnement. La délétion spécifique de Dagl dans les fibres musculaires entraine une
dégénérescence musculaire moins sévere que lorsque Dagl est supprimée dans les fibres
musculaires et les CS313. Ces résultats mettent en évidence I'importance des protéines du DGC
dans la fonction des CS et suggérent que I'incapacité des CS a régénérer les muscles
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dystrophiques peut étre due a des déficits cellulaires intrinséques. En plus, il a également été
observé par des approches in vitro que la dystrophine est exprimée dans une fraction de CS
peu aprés leur activation. La dystrophine interagit avec des protéines jouant des réles clés dans
I'établissement de la polarité cellulaire comme la protéine Mark2 et Pard3, dont leur
distribution aux podles opposés de la cellule est nécessaire au processus de division
asymétrique3%4. Cette division asymétrique est une caractéristique des cellules souches et
permet de générer deux types de cellules filles différentes : un myoblaste impliqué dans la
régénération musculaire et une cellule satellite indifférenciée qui permet le maintien du pool
de CS (Figure 10). Dans le modéle murin mdyx, il a été observé une expression réduite de Mark2
et un dysfonctionnement de la polarité cellulaire entrainant une réduction significative du
nombre de divisions asymétriques des CS, tandis que le nombre de divisions symétriques reste
inchangé (Figure 10)3%*. La diminution des divisions asymétriques limite alors le nombre de CS
engagées dans la différenciation et conduit a une accumulation de CS indifférenciées. Ces
résultats permettent de réconcilier I'observation d’'une augmentation du pool de CS chez les
patients DMD sans pour autant bénéficier d’'une régénération musculaire plus efficace.

Dans le cadre du vieillissement, au-dela de I'épuisement du pool de CS, la capacité
myogénique intrinseque des CS est également altérée au cours du vieillissement. Par exemple,
des expériences de culture primaire in vitro ont démontré que les progéniteurs musculaires
de sujets agés conservaient leur capacité de proliférer et de se différencier, mais avec un
rythme bien plus lent que celui des jeunes sujets, tant chez ’homme que chez la souris3143%°,
Il semblerait qu’a la fois des modifications intrinseques des CS et de leur environnement
altérent leur activité.

Parmi les influences intrinseques on observe le raccourcissement des télomeres, qui est
associé au vieillissement et a été proposé comme étant responsable de la sénescence
cellulaire, c'est-a-dire de I'arrét du cycle cellulaire d{ au vieillissement3®, Une corrélation entre
la longueur des télomeéres et le potentiel prolifératif des CS a été observée3!’. Cependant, les
CS humaines ne montrent que des signes marginaux de raccourcissement des télomeres au
cours du vieillissement38, Par conséquent, le réle précis du raccourcissement des télomeéres
dans le comportement des CS agées reste a déterminer. Les CS présentes dans les muscles de
souris agées se trouvent dans un état de présénescence caractérisé par une forte expression
de l'inhibiteur du cycle cellulaire CDK p16INK4a3'® qui les rendent incapables de proliférer
correctement et de maintenir actif le processus d’auto-renouvellement 312, Il a été démontré
qgue l'inhibition de I'expression du gene pl6INK4a permet de relancer les CS dans le cycle
cellulaire et maintenir leur capacité d'auto-renouvellement améliorant alors le potentiel de

319 De maniére intéressante, I'élimination des

régénération musculaire chez la souris agée
cellules exprimant p16INK4a est suffisante pour atténuer la progression du déclin musculaire
lié a I'age : le diameétre des fibres musculaires des animaux traités est augmenté et leur
performance lors du test d'effort sur tapis roulant est améliorée3?°, Dans I'ensemble, les
fonctions des CS dépendent d'un équilibre finement régulé entre des facteurs intrinséques et

extrinseques, qui peuvent étre perturbés par le processus de vieillissement.
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Les influences extrinseques affectant les CS au cours du vieillissement peuvent étre
systémiques ou locales3?L. In vitro, les myoblastes primaires exposés au sérum de jeunes souris
ont un potentiel myogénique plus élevé que les cellules traitées avec du sérum de souris
agées3?2, In vivo, des expériences pionniéres de transplantation de muscle entier chez le rat
ont montré que |'dge du receveur définit la capacité de régénération des CS3?3. Par conséquent,
les muscles agés transplantés chez un receveur jeune ont une capacité de régénération plus
élevée que les muscles jeunes transplantés chez un receveur agé, démontrant I'importance
des facteurs circulants dans la régénération du muscle. Une récente étude menée chez la
souris a employé des technologies de séquencage en cellule unique associées a la
transplantation cellulaire afin de mettre en évidence que les CS d’animaux agés subissent une
"reprogrammation transcriptionnelle" aprés leur transplantation dans un muscle de souris
jeune3?4, Ces CS issus de muscle 4gés présentent un profil transcriptionnel similaire a celui
observé chez les jeunes animaux. Bien que les mécanismes moléculaires sous-jacents a cette
reprogrammation restent indéterminés, une expérience de parabiose (un systeme de
circulation sanguine partagée entre deux souris) entre une souris jeune et une souris vieille a
révélé que la signalisation Notch peut étre restaurée dans les CS agées par |'exposition a du
sérum jeune3%. Comme nous l'avons vu précédemment, Notch joue plusieurs réles essentiels
dans l'activation, la prolifération et I'auto-renouvellement des CS. En plus, les myofibres des
muscles agés présentent une expression augmentée du facteur FGF2 entrainant la sortie des
CS de leur état de quiescence et la perte de leur capacité d'auto-renouvellement perturbant
I'équilibre entre la quiescence et I'activation/prolifération des CS ce qui aboutit a I'altération
de leur pool dans le muscle 4gé30°321,

Enfin, dans le cas de I'obésité associée a un DT2, plusieurs études ont examiné la régénération
musculaire chez des souris obéses ou diabétiques en utilisant des myotoxines et des Iésions
induites par le froid392:326:327 Une courte période de HFD (3 semaines) chez de jeunes souris a
entrainé une réduction du nombre de fibres musculaires centronucléées témoignant d’'une
altération de la régénération musculaire du tibialis antérieur apres une lésion induite par le
froid par rapport a des animaux normo-pondérés sains et lésés dans les mémes
conditions3%%327, Pour expliquer ces résultats, il a été observé une diminution de la capacité
des progéniteurs myogéniques a fusionner chez des animaux soumis au HFD327328 glors que
les CS ne présentent pas d’altération de leur capacité proliférative aprés lésion32%330, Les
modifications de certains parametres métaboliques systémiques comme I’hyperinsulinémie,
hyperglycémie, hyperlipémie ou encore hyperleptinémie?®>331 ont orienté les recherches vers
une altération de I'environnement des CS modifiant leur processus de différenciation. Il était
déja décrit dans des contextes d’obésité que I'excés d’accumulation de lipides résultant d’'un
taux élevé d’acides gras plasmatiques était responsable d’'un phénomene de lipotoxicité dans
le muscle participant a la mise en place de I'insulino-résistance!>®332, Le terme « lipotoxicité »
a été choisi pour décrire comment I'accumulation de lipides entraine un dysfonctionnement
et une mort cellulaire dans les tissus non adipeux333. Chez 'homme comme chez la souris
obése, , les phénomeénes de lipotoxicité associés a l'accumulation excessive de lipides
intramusculaires®®126 ont été décrits comme altérants les fonctions des CS . La lipotoxicité a
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été modélisée in vitro sur des lignées de progéniteurs musculaires par plusieurs groupes en les
exposant avec des acides gras (palmitate) ou des sphingolipides (céramides) dans leur milieu
de culture. Ces études ont montré que la présence de ces composés réduit considérablement
I'expression du facteur de transcription myogénique MyoG. In vivo, dans une étude menée sur
des souris nourries pendant 8 mois avec un régime HFD il a été observé une réduction de la
masse musculaire du tibialis anterior aprés une Iésion par CTX, caractérisée par des myofibres
plus petites, des espaces interstitiels plus grands et un dép6t accru de collagéne par rapport a
des souris |ésées non obéses3?®. Dans une autre étude, 'expression du facteur de régulation
de la différenciation myogénique, MyoD, est significativement réduite dans les CS isolées a
partir d'un modéle murin d'obésité induite par I'alimentation3?®. De plus, dans un autre
modele murin d’obésité induite, on observe une altération de l'activation des CS aprés
blessure, en partie attribuable a une diminution de la signalisation du facteur de croissance
des hépatocytes (HGF) dans le muscle squelettique33*. activité du HGF nécessite la présence
de la protéine kinase activée par I'AMP (AMPK) essentielle pour maintenir le pool de CS et
induire la formation de myotubes. Il a été suggéré que les CS isolées a partir de muscles lésés
de souris soumises au HFD présentent une activité réduite de I'AMPK, ce qui altere la
régénération musculaire3?® . Cependant, on ignore encore largement quels autres processus
physiologiques sont altérés chez les individus obéses menant au dysfonctionnement de la
régénération du muscle squelettique et la relation de causalité entre I'infiltrat adipeux chez
I'obése et les dysfonctions observées des CS.

A partir de ces observations faites dans les contextes DMD, agé et d’obésité, il est de plus en
plus évident que I'environnement des CS joue un role plus important que les changements
intrinseques dans I'établissement des défauts de régénération. Par conséquent, la niche des
CS semble représenter une cible thérapeutique de choix, plutét que les CS elles-mémes. Dans
les parties suivantes, nous allons détailler les modifications observées des différents
constituants de la niche des CS dans ces contextes.

b) Les fibres musculaires

Malgré I'importance de la myofibre dans la régulation de I'activité des CS, on connait peu de
choses sur les signaux moléculaires exprimés sur ou par la myofibre qui régulent le
comportement des CS et dont leurs perturbations au cours du vieillissement, de I'obésité ou
dans les myopathies pourraient entrainer des défauts de régénération.

Dans le cas de la DMD, les cycles de dégénération/régénération de la fibre musculaire
empéche la CS de se fixer de maniére stable via les interactions M et N-cadherines et Notch /
delta like 1 avec la fibre que nous avons décrit dans le chapitre I. La CS est donc
continuellement sollicitée, ne lui permettant pas de garder son état quiescent®3¢. De facon
intéressante, on observe de maniére commune aux trois situations un switch phénotypique
du type de fibre musculaire, une augmentation de fibres de type | (a contractions lente,
oxydatives) au détriment d’une perte de fibres de type Il (a contraction rapide, glycolytiques).
Dans le cas de la myopathie de Duchenne, il est observé une altération préférentielle des

fibres de type 11337 ce qui a pour conséquence une altération de leur proportion dans le muscle.
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Dans le cadre de 'obésité332 ou du vieillissement33, il est observé a la fois chez I’lhomme et la
souris un switch des types de fibres entrainant une proportion plus élevée de fibres de type I.
Les raisons sous-jacentes a ces changements demeurent encore largement méconnues, de
méme que les facteurs qui pourraient les influencer3®. Il n’a jamais été démontré si le types
de fibre influence l'activité des CS. En revanche, une étude montre que le nombre de CS
observées le long des fibres de type | est le méme que celui pour les fibres de type Il chez
I’lhomme34!, donc on pourrait penser que la nature de la fibre n’influence pas le nombre de
CS. Il est envisageable que, en fonction du type de fibre musculaire, des protéines de surface
ou sécrétées soient exprimées de maniere différente et puissent avoir un impact variable sur
les CS. Par exemple, une étude a montré que I'expression du récepteur Notch par les CS reste
stable avec le vieillissement, bien qu'il y ait une diminution de l'activité de la voie Notch
subséquente3*?, Cette diminution a été attribuée a un défaut d'expression du ligand Delta 1 a
la surface des fibres musculaires de souris agées. Ces résultats suggérent que les modifications
des fibres musculaires observés dans les cas de défauts de régénérations pourraient jouer un
réle dans la régulation de la CS.

c) Les cellules immunitaires

Les altérations de la réponse inflammatoire dans le cadre de la régénération musculaire dans
la DMD sont les plus documentées dans la littérature3*, Il est décrit que la nécrose tissulaire
permanente entraine une libération constante de DAMPs qui provoque un recrutement
chronique de leucocytes, conduisant a une inflammation persistante’2. D’ailleurs la population
de leucocytes CD45* dans un muscle mdx murin a |’état basal représente 47% de la population
des cellules mononuclées du muscle quadriceps3** (contrairement aux 6% retrouvés chez des
animaux sains).

Les macrophages représentent la population majoritaire (60%) parmi les leucocytes3*4, Bien
gu'essentiels a la réparation tissulaire lors d'une blessure aigué, ils présentent une activité
"anarchique" dans le contexte d'une blessure chronique. En effet, les macrophages pro-
inflammatoires qui sont normalement actifs pendant quelques jours aprés une blessure aigué
sont présents de maniere chronique dans les muscles dystrophiques, limitant ainsi leur
transition vers un profil anti-inflammatoire nécessaire a la réparation musculaire?*?. Cette
observation a également été réalisée dans un modele murin de lésions répétées ala NTX a 4
jours d’intervalle (mimant le cycle de dégénérescence/régénération DMD). Dans ce modele, la
répétition des lésions provoque une régénération musculaire asynchrone associée a un
recrutement chronique de leucocytes et une augmentation de la fibrose tissulaire34°. De plus,
les macrophages en culture isolés de souris mdx sont incapables d’induire I'apoptose des FAPs
nécessaire a la régénération musculaire?4,

Les neutrophiles et les mastocytes comptent pour environ 15% des leucocytes
intramusculaires des animaux mdx3**. lls jouent un réle néfaste dans les muscles
dystrophiques de souris mdx et la déplétion de ces cellules réduit la nécrose cellulaire346347,
Les mastocytes et les neutrophiles liberent des enzymes protéolytiques et des agents oxydants
toxiques pour les cellules musculaires lorsqu'ils sont présents en concentrations élevées, ces
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enzymes oxydent les résidus thiol et carbonyle des protéines vitales du sarcomére, entrainant
la modification ou la perte de la fonction des protéines, le stress oxydatif contribuant ainsi a la
physiopathologie de la DMD3%,

Les lymphocytes sont également impliqués dans la dégénérescence des muscles

349 Par exemple, chez les souris dystrophiques mdx, la déplétion des

dystrophiques
lymphocytes B et T réduit considérablement la fibrose dans les muscles de la cuisse3>°.
Cependant, I'ablation du thymus, ou résident les lymphocytes T, entraine une dysfonction
musculaire a long terme chez les souris dystrophiques. Cette ablation entraine en réalité aussi
I'élimination des lymphocytes T régulateurs (Treg) qui jouent normalement un réle dans les
zones nécrosées des souris mdx, augmentant ainsi I'expression d'IL-10 et favorisant I'activité
des macrophages anti-inflammatoires3>*.

Il semblerait alors que la dégénérescence chronique observée dans les muscles dystrophiques
perturbe le recrutement des leucocytes dont les proportions et la cinétique avec lesquels ils
sont recrutés semblent jouer un role majeur dans le maintien de I'efficacité de la régénération

musculaire.

Enfin, la réponse inflammatoire post-lésion décrite dans le cadre du vieillissement et de
I'obésité semble elle aussi altérée, aussi bien en termes de recrutement cellulaire qu’en
polarisation phénotypique des macrophages. Bien qu’elles soient moins décrites que pour la
dystrophie DMD il semblerait que les altérations observées au cours du vieillissement3>2 ne
soient pas similaires a celles décrites pour l'obésité3?, C’est pourquoi nous allons d’abord
décrire les modifications de la réponse inflammatoire au cours du vieillissement puis dans
I'obésité et tenter a chaque fois de comprendre comment elles affectent la myogenése. Les
études qui se sont intéressées a ces processus ont essentiellement observé les variations aux
seins des populations de macrophages, les populations majoritaires des leucocytes présents
post-lésion.

De maniére générale, le vieillissement du systeme immunitaire a plus largement été décrit
comme une augmentation systémique de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL1 et IFNy).
Cependant, de maniére inattendue les muscles agés murins et humains présentent une

proportion de macrophage anti-inflammatoires CD163*, CD206%3%3-3%>

plus importante, alors
que I'expression des cytokines est plutdt un profil pro-inflammatoire3°6. A ce jour les raisons
de l'apparition de ces deux événements contradictoires et leur impact sur le muscle ne sont
pas identifiés dans la littérature. En réponse a une Iésion musculaire, les résultats obtenus sur
le recrutement des monocytes/macrophages CD68* fait 'objet de débats. Des observations
récentes ont montré que les muscles EDL (extensor digitorum longus) blessés par une série de
contractions musculaires forcées présentaient une diminution de [linfiltration des
monocytes/macrophages CD68* a 5 jpl chez les souris dgées (25 a 27 mois) par rapport aux
animaux jeunes (3 a 5 mois)3°. Ces résultats sont en accord avec un défaut de recrutement ou
d’expansion des macrophages apres la blessure. Cette observation n’est pas retrouvée chez
I'homme agé (71 ans vs controles de 32 ans) dans le muscle quadriceps blessé par des exercices

de résistance. 3°7. On peut expliquer ces résultats contradictoires par le fait que les blessures
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aient été réalisées par la contraction musculaire elle-méme, or nous avons vu plus haut qu’en
réponse a ce type de blessure, la régénération du muscle s’effectue plus rapidement qu’avec
I'injection de toxines, prenant environ 96h. Il est probable que les premiéres études, se placant
a 5jpl, ne puisse pas observer les différences recherchées tandis que les études menées chez
I'homme, qui se sont intéressées a des délais plus précoces de 72 heures, semblent étre plus
en phase avec la dynamique de régénération qui suit un exercice. La perturbation de
I'infiltration des monocytes/macrophages en réponse a des lésions musculaires au cours du
vieillissement ne fait donc pas consensus. Sur le plan de la polarisation phénotypique des
macrophages vers un profil anti-inflammatoire qui prend place autour du 5ieme jpl, il a aussi
été décrit des altérations avec I'age. Par exemple, les muscles quadriceps humains soumis a
des contractions répétées ont montré une réduction des macrophages CD68*, CD11b"&" (pro-
inflammatoires) et une augmentation des macrophages CD206* (anti-inflammatoires) dans les
muscles agés (~77 ans) par rapport aux jeunes muscles (~22 ans) dés 3h aprés I'exercice3>>. De
maniére similaire, aprés une lésion musculaire a la CTX, les souris agées présentaient une
réponse inflammatoire atténuée par rapport aux souris «jeunes», ainsi qu'un nombre plus
important de macrophages anti-inflammatoires CD206* et une forte expression de I'lL-10, a 3
jpl*°8. Dans les deux cas, la présence de macrophages anti-inflammatoires est plus précoce
gu’au cours de la régénération qui a lieu chez le sujet jeune. Ce changement phénotypique
plus précoce empéche probablement les macrophages pro-inflammatoires d’agir
correctement pour stimuler la prolifération des progéniteurs musculaires. Pour répondre a
cette observation, une étude récente a réalisé des transplantations de moelle osseuse (MO)
de souris jeunes vers des animaux 4gés>°8 dans I'objectif d’apporter des précurseurs myéloides
fonctionnels dans un contexte agé et de permettre d’observer les conséquences sur la
cinétique du switch phénotypique immunitaire. Les résultats obtenus a I'aide de ce modele
ont montré une restauration de la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 ainsi que
du nombre de macrophages CD206* sur une cinétique plus tardive chez les chiméres
transplantées avec de la MO « jeune ». Aussi, I'amélioration de la réponse immunitaire chez
ces chiméres a été associée a une prolifération des CS plus importante que chez les chiméres
transplantées avec de la MO d’animaux agés. Par ailleurs, pour déterminer comment le
vieillissement des cellules immunitaires affecte la fonction des progéniteurs musculaires, des
milieux conditionnés provenant de macrophages « jeunes » ou « agés » activés ont été
appliqués a des myoblastes « vieux » en culture. Le milieu conditionné par des macrophages
d’animaux jeunes a inhibé la myogenése et augmenté la prolifération®° tandis que celui
conditionné par des macrophages de sujets agés a réduit la prolifération38. Les perturbations
dans le recrutement et la cinétique de polarisation des monocytes/macrophages peuvent

donc nuire aux différents stades de la régénération des muscles vieillissants36°,

Contrairement au vieillissement, la phase pro-inflammatoire (zone nécrotique mesurée par
histologie et infiltrat macrophagique CD68*, CD11b*) est prolongée jusqu’a au moins 10 jpl
chez des souris obéses induit par HFD, alors qu’elle s’arréte autour de 5 jpl chez des souris
normo-pondérées3?83%1 || n’a pas été démontré de variations du nombres de macrophages

post-lésion mais plutot un décalage dans la phase initiale pro-inflammatoire qui pourrait étre
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a l'origine des défauts de régénération observés en cas d’obésité associée a un DT2330, D'Souza
et al. ont été parmi les premiers a démontrer que l'activité des CS est compromise chez les
souris obéses comparativement aux souris non obéses3?8, Différents travaux ont montré que
la prolifération in vivo des CS n’est pas altérée apres lésion chez des animaux nourris en HFD
tandis que le processus de différenciation et de fusion sont fortement affectés par I'obésité326~
329,335 Ces études démontrent que I'expression de marqueurs de différenciation musculaire
normalement exprimés au cours des phases de différenciation et fusion des CS, tels que MyoD
et MyoG, est retardée et réduite au cours du processus de régénération musculaire chez les
souris obéses alors que |'expression de eMyHC, c'est-a-dire une forme immature de myosine,
persiste apres la lésion. Ces résultats témoignent alors d’un retard de régénération di a un
décalage de la phase pro-inflammatoire de 5 jours en condition normale et au moins 10 jours
en condition d’obésité. Enfin, peu de choses sont décrites sur la phase anti-inflammatoire de
la régénération en condition d’obésité. Néanmoins, il a été mis en évidence que la signalisation
de la leptine est aussi un facteur a prendre en considération dans les dérégulations de la
réponse immunitaire en conditions d’obésité associée a un DT2. En effet, I'études de M.
Nguyen et al. a démontré une diminution du nombre de macrophages F4/80* chez les animaux
ob/ob et db/db a 5 jpl alors qu’il ne I'observe pas chez les animaux nourris en HFD,
conformément a ce qui est décrit dans les études citées précédemment3®. Ainsi, la
signalisation a la leptine est un facteur responsable du recrutement ou de la prolifération des
macrophages dans le muscle apres la Iésion et sa perturbation au cours de I'obésité associée
a un DT2 pourrait entrainer I'altération de la régénération du muscle.

d) Les FAPs

Contrairement a une lésion aigué, qui induit une expansion transitoire de la population de
FAPs, les muscles dystrophiques du modele murin mdx connaissent une augmentation
persistante du nombre de FAPs trois fois supérieure aux proportions observées chez des
animaux sauvages?#¢:362364 En revanche, en réponse a une lésion CTX chez des souris mdx,
aucune augmentation du nombre de FAPs na été observée par rapport aux fortes proportions
déja présentes3®?. |l est envisageable que les changements observés dans I'évolution des FAPs
soient attribuables au microenvironnement dégénératif des muscles dystrophiques méme si
cela n’a jamais réellement été démontré. Parmi les différentes molécules surexprimées dans
le muscle dystrophique il est observé le TGF-B (un régulateur clé du fonctionnement FAPs par
action anti-apoptotique?*®). Une corrélation positive a été faite entre les taux de TGF-B
intramusculaire et le nombre de FAPs a la fois chez ’homme souffrant de DMD et la souris
mdx3%>-3%7_Dans la DMD, nous avons déja décrit une présence chronique de macrophages pro-
inflammatoire, sécrétant a la fois du TNF-a et du TGF-B. Il se pourrait alors que
I'environnement musculaire DMD pro-inflammatoire perturbe fortement I'activité des FAPs en
forcant leur accumulation dans le muscle par inhibition de leur apoptose.

Contrairement a la DMD, les muscles de souris agées présentent un nombre réduit de FAPs (-
50%)3%8. En réponse a la lésion musculaire le nombre de FAPs augmente moins rapidement
chez la souris 4gée que chez la jeune?>2, Récemment, Lukjanenko et al. (2019) ont montré que
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les FAPs Agées ont une capacité proliférative réduite par rapport aux FAP jeunes3®®. ||
semblerait que les capacités intrinseques des FAPs agés soient aussi altérées puisqu’ils ne sont
pas capables de soutenir la différenciation des CS en culture directe ou par milieux
conditionnés, en comparaison avec des FAPs jeunes3®®, La transplantation in vivo de FAPs
jeunes a également permit d’améliorer les défauts de régénérations du muscle agé en
favorisant l'activité myogénique. Le fait que le soutien des FAPs aux CS soit transmis par
I'intermédiaire d'un milieu conditionné suggére que des facteurs solubles régulent cette
communication paracrine. Lukjanenko et al. (2019) ont montré que les FAPs agés sécretent
moins de Wispl, nécessaire a la prolifération et la différenciation des CS, au cours du
vieillissement3®®, In vivo, I'injection de Wispl dans un muscle suite a une lésion aigue par
injection de glycérol a augmenté la prolifération des CS agées et I'engagement des CS dans la
myogenése par |'expression augmentée de MyoD. Linjection de Wispl a aussi permis
d’améliorer la proportion de nouvelles myofibres centronuclées et donc favoriser la
régénération du muscle.

Dans le cadre de I'obésité, les études montrent que le nombre de FAPs est 30% plus bas dans
le muscle squelettique des souris obéses soumises a un régime HFD de 12 semaines par
rapport a des souris soumises a un régime standard3®°. Aprés une blessure par injection de
CTX les auteurs ont révélé différents défauts entre 3 et 14 jpl. Premiérement, la phase
d’amplification des FAPs a 3 jpl est altérée (-15%) chez les animaux HFD traduisant
probablement une baisse de la prolifération des FAPs 3¢°. Deuxiémement, ils ont observé un
défaut de la phase de diminution des FAPs entre 7 et 14 jpl avec une persistance du nombre
de FAPs 10% supérieur en condition HFD, expliqué par une perturbation des signaux

369 En corrélation avec ces observations, une étude

apoptotiques des FAPs aprés blessure
menée chez '"homme a montré que les FAPs issus de biopsies musculaires d’individus obéses
présentaient des capacités prolifératives diminuées par rapport a des individus sains non
obéses®®. En revanche, chez des patients présentant des stades plus sévéres d’insulino-
résistance l'activité proliférative et clonogénique des FAPs est paradoxalement accrue in
vitro®®. A ce jour, les mécanismes moléculaires qui contrdlent le comportement des FAPs dans
le muscle en condition d’obésité ne sont pas compris?’. Néanmoins, cette étude menée chez
'homme présentant divers degrés de sévérité d’insulinorésistance suggere que des
parametres extrinséques aux FAPs sont dérégulés avec le DT2 (comme I’hyperglycémie,
I’"hyperlipémie, hyperinsulinémie...) ce qui perturberait I'activité des FAPs. Une étude chez la
souris a d'ailleurs démontré que la restauration des taux sériques d’acide rétinoique, perturbés
par le régime HFD, permettait de restaurer le nombre de FAPs a |’état basal mais aussi leur

cinétique correcte aprés blessure3®°,

Dans des situations de défaut de régénération que nous avons abordé (DMD, vieillissement et
obésité), I'activité des différents acteurs de la régénération musculaire est perturbée mais de
maniére différente en fonction de chaque situation. Malgré ces différences, toutes ces
situations aboutissent a une perte de la masse et de la force musculaire qui correle avec le
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développement intramusculaire d’'un tissu fibro-adipeux. Nous allons maintenant discuter
I'origine de la formation de ce dépd6t et son impact sur la régénération du muscle.

3) LUinfiltrat fibo-adipeux associé aux dégénérescences musculaires

L'infiltration fibro-adipeuse est fréquemment observée dans les défauts de régénération ainsi
gue dans plusieurs types de dégénérescence musculaire. Elle est souvent associée a une
inflammation persistante ou chronique3/%371 et est étroitement liée a la progression et a
I'aggravation de la pathologie. Dans cette partie, nous allons d’abord définir I'infiltration fibro-
adipeuse avec les modifications conséquentes du muscle et son impact dans la
dégénérescence quand il est décrit. Ensuite nous nous intéresserons a I'origine de la formation
ectopique de ce tissu et expliquerons pourquoi les FAPs représentent des acteurs centraux
dans ce développement.

La fibrose est un phénomene dégénératif fréquent de plusieurs pathologies caractérisées par
des lésions chroniques. La fibrose pathologique du muscle se caractérise par 'accumulation
progressive et excessive de protéines de la MEC 372373, Cette accumulation entraine la
substitution des myofibres par du tissu cicatriciel et aboutit a la perte fonctionnelle du
tissu3’437>, En plus d’altérer les capacités contractiles du muscle, le développement excessif de
matrice représente une barriere pour la thérapie cellulaire et génique3’®3’7. En effet,
I’épaississement du tissu conjonctif fibrotique constitue un obstacle réduisant I'acces aux
particules de grandes tailles comme les nanoparticules et altére la migration des cellules apres
leur injection dans le muscle en thérapie cellulaire. Certaines modifications de la MEC
semblent communes a l'établissement de la fibrose dans les situations dystrophiques
DMD?17:378373  de vieillissement!37:380381 ot d’obésité!37:382, En effet, il est rapporté pour ces 3
conditions, une accumulation des collagenes fibrillaires de type | et de type lll a la fois chez
I'homme et la souris. Les études chez la souris ont pu mettre en évidence une accumulation
plus importante de cette MEC au niveau de I'endomysium et périmysium musculaire par des
approches d’imageries a microscopie électronique ou fluorescence3?6383 || a aussi été
rapporté des modifications matricielles plus profondes, au niveau de la lame basale qui
entoure chaque fibre musculaire avec une diminution de I'expression et une désorganisation
des laminines qui la compose a la fois avec le vieillissement38 et la dystrophie DMD3’°. En
termes de conséquence directe sur les propriétés mécaniques de la MEC intramusculaire, une
étude réalisée chez la souris a démontré une augmentation de la rigidité de la MEC d’un
facteur 35 avec I'dge ou chez la souris mdx3® (environ 12kPa chez les souris jeunes contre 418
kPa chez les souris agées). La fibrose du muscle squelettique résulte de la balance entre la
dégradation des protéines de la MEC et leur production, et donc un équilibre entre les MMP
(métalloprotéases matricielles responsables de la dégradation de la matrice) et des TIMP
(inhibiteur des MMP)38, Une dérégulation de cet équilibre entraine la mise en place d’une
fibrose3?’. Par exemple, les MMP2 et MMP9 dirigées contre les collagénes de type IV et V sont
surexprimés dans les muscle du modéle mdx38 dérégulant la balance collagéne | et Ill /
collagéne IV et V et donc l'organisation matricielle. D’un point de vue fonctionnel, nous avons
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déja abordé le role des composants de la MEC et de la lame basale, notamment les collagene
et les laminines dans le maintien des CS en quiescence. Une dérégulation de ce réseau
matriciel en situation dystrophique DMD, de vieillissement et d’'obésité perturbe alors I'activité
proliférative et de différenciation des CS au cours de la myogénése!3”?7. A ce jour, les
mécanismes moléculaires et cellulaires a l'origine de la mise en place de la fibrose dans les cas
de dégénérescence musculaire sont encore sujets a discussion et nous aborderons ce point
dans la partie suivante.

L'infiltration graisseuse ectopique, également connue sous le nom dégénérescence adipeuse,
est majoritairement considérée comme un phénomeéne délétére associé au développement
de différentes pathologies musculaires liées a 'dge ou non, mais aussi a la mise en place d’'une
résistance a l'insuline et de diabeéte061203893%0 | es niveaux d'infiltration graisseuse corrélent
avec la sévérité de la pathologie, plus cette infiltration est importante moins le muscle se
contracte efficacement??, Cette accumulation ectopique de lipides peut prendre deux formes
distinctes non exclusives : des gouttelettes lipidiques logées a l'intérieur des fibres musculaires
et de véritables cellules adipocytaires réparties entre les fibres musculaires. Ces deux formes
de stockage sont exacerbées dans les situations de dégénérescence musculaire.

- Les gouttelettes lipidiques résultent de I'absorption des acides gras circulants et de leur
estérification en triglycérides, ainsi que de la lipogenéese de novo, deux mécanismes
biologiques bien documentés39?3%, Les muscles sains chez ’homme contiennent
environ 1,5% de lipides intramyocellulaires quantifiés par imagerie et marquage oil Red
0397, Avec I'obésité ou le vieillissement, ce pourcentage triple et atteint environ 5%.
Une étude réalisée chez 'lhomme démontre que l'augmentation du stockage des
lipides intramyocellulaires n’est pas due a une augmentation du nombre de
gouttelettes mais une augmentation du diameétre des gouttelettes existantes3%®. Chez
les individus agés ou obeses, il est fréquemment observé une disparité dans le stockage
des lipides intramyocellulaires entre les fibres de type | (oxydatives a contraction lente)
et les fibres de type Il (glycolytiques a contractions rapides)3®>4%, Les fibres de type |
tendent a accumuler davantage de lipides que leurs homologues de type Il, et cette
accumulation lipidique est associée a une atrophie plus prononcée des fibres de type |
par rapport aux fibres de type 11392491, De plus, les fibres de type | présentent une
vitesse de raccourcissement moins rapide. Ces constatations suggérent que
I'accumulation de lipides peut favoriser un switch phénotypique des fibres de type |l
vers le type I. Le role primaire donnée aux triglycérides contenu dans ces gouttelettes
intramyocellulaires est une forme de stockage énergétique locale qui peut rapidement
étre oxydée au cours d’un exercice physique'?®3%. Néanmoins, I'inaccessibilité des
gouttelettes lipidiques intramyocellulaires pour des études ex vivo représente un frein
a la compréhension des mécanismes potentiels par lesquels cette forme de stockage
lipidique pourrait influencer la régénération musculaire.

- Les adipocytes intramusculaires représentent une forme de stockage lipidique
ectopique situées entre les fibres musculaires. Chez les individus agés ou obéses, la
proportion de cette forme de stockage des lipides double et atteint une valeur
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d’environ 12% (contre environ 5-8% chez des individus jeunes normo-pondérés)123:402,
Il a été montré par des approches de culture de myotubes humains exposés a un milieu
conditionné par des adipocytes issus de progéniteurs CD567/CD15* (contenant des FAPs
mais aussi d’autres types cellulaires) issus du muscle, une diminution de la sensibilité

40311 a donc été suggéré que la proximité in vivo de ces

a linsuline des myotubes
adipocytes avec les fibres musculaires puissent altérer la sensibilité a I'insuline par
leurs sécrétions paracrines et ainsi participer au développement d’'un DT2. Une autre
étude propose une modélisation mathématique d’un muscle squelettique et de tous
les composants cellulaires et matriciels qui le composent!?. En jouant sur les
proportions des adipocytes intramusculaires et en utilisant celles observées dans les
cas d’obésité ou de vieillissement, les auteurs montrent que la présence accrue
d’adipocytes musculaires entraine une augmentation de la pression intramusculaire
modifiant les paramétres de rigidité du tissu matriciel. Etant donné que les CS sont
sensibles aux propriétés mécaniques de leur environnement*4, on peut imaginer que
la présence de ces adipocytes influence le processus de myogéneése. Le rble véritable
des adipocytes intramusculaires au cours du processus de dégénérescence ou dans les
défauts de régénération musculaire n‘est pas établi a ce jour. Leur origine fait
également encore débat'%®269401  Aujourd’hui les FAPs représentent une origine
cellulaire plausible que nous allons a présent examiner en détail.

4) Les FAPs : cellules de choix pour expliquer la dégénérescence fibro-adipeuse

Les nombreuses études ayant pour objectif de définir I'origine cellulaire de l'infiltration
ectopique fibro-adipeuse ont questionné le potentiel adipogénique de différentes populations
cellulaires du muscle :

- Les progéniteurs musculaires. Initialement, plusieurs études ont suspecté les CS d’étre

responsables de cette double infiltration en se différenciant a la fois en fibroblastes?®
et en adipocytes?”?2, Les méthodes expérimentales d’isolement des CS a cette époque
reposaient sur l'utilisation de I'immunophénotype CD117/CD31°/CD45" ainsi que la
capacité d’adhésion des cellules sur fond plastique in vitro. Seulement, |'utilisation d'un
nombre restreint de marqueurs ainsi qu’un tri cellulaire basé sur des marqueurs non
exprimés a la surface des CS laisse penser que cette population cellulaire était en réalité
mélangée a une autre population cellulaire d’origine mésenchymateuse également
CD11/CD317/CD45 et qui posséde aussi des capacités d’adhésion sur fond plastique.
D’autres études qui ont questionné le potentiel adipogénique des CS ont placé en
culture des fibres musculaires entiéres isolées depuis un muscle squelettique murin.
Les CS étant positionnées sous la lame basale, cette approche permettrait de conserver
uniguement cette population cellulaire, accrochée a la fibre musculaire. Aprés quatre
jours de culture en milieu adipogénique, les auteurs ont observé la présence
d’adipocytes marqués au Oil Red O. Néanmoins, il est possible que la digestion
enzymatique nécessaire au retrait tu tissu matriciel autour des fibres musculaires, dans
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lequel reposent les autres types cellulaires nait en réalité pas été suffisante pour en
dépléter la totalité. Les auteurs n‘ayant pas vérifié la pureté des cellules une fois en
culture, il est aussi possible d’imaginer une contamination par des cellules d’origine
mésenchymateuse présentes dans le tissu matriciel tres proches de la lame basale. A
ce jour et depuis 2010, la découverte de nouveaux marqueurs permettant
I'identification spécifique des progéniteurs musculaires que nous avons décrits dans le
chapitre | avec notamment le CD56 chez 'homme et Pax-7 ou I'a7-integrin couplée a
d’autres marqueurs de surface chez la souris a permis I'isolement de cellules capables
de former des myotubes mais incapables de se différencier en adipocytes, méme en
milieu adipogénique?®:30:32,

- Les progéniteurs fibro-adipogéniques. Comme présenté précédemment, les FAPs sont
des MSCs douées de capacités de différenciation adipocytaire (a la fois in vivo et in
vitro) 2>%:269405 E|les présentent également de fortes capacités sécrétoires de MEC’?
et forment des colonies de fibroblastes (FSP-1*/a-SMA*)3132, Différents arguments
expérimentaux ont permis de démontrer que ces cellules peuvent étre a l'origine de la
formation du dépét fibro-adipeux observé dans les conditions pathologiques que nous
avons énumérées. Le marqueur PDGFRa a été déterminant dans cette démonstration.
En effet, un tri cellulaire basé sur I'immunophénotype PDGFRa*/CD45/CD31 a mis en
évidence une population cellulaire qui se différencie en adipocytes in vitro mais aussi
capable de s’accumuler autour de zone fibrotique une fois réinjectée dans un muscle
murin mdx et sécréter de fortes quantités de collagéne 133, In vivo, des expériences
de tracage de lignée utilisant des souris transgéniques PdgfraCreERT : Rosa26EYFP ont
mis en évidence que les cellules PDGFRa+ sont la principale source d'adipocytes dans

406

le muscle squelettique®®® et le myocarde® dans des modéles murins pathologiques

d’infiltration adipeuse.

Les mécanismes qui régissent la différenciation adipocytaire des FAPs ou leur sécrétion de
protéines matricielles, qui se produisent simultanément chez les sujets atteints de
dégénérescence fibro-adipeuse et qui participent a la dérégulation de I’homéostasie
musculaire, pourraient étre classés en deux groupes :

Régulation extrinséque des FAPs: De nombreuses études montrent que différents types de
molécules sécrétées dans I'environnement musculaire au cours de dégénérescence
musculaire ou de la régénération physiologique du muscle influencent le comportement des
FAPs. Le TGF-B a I'effet pro-fibrotique, inhibe également I'adipogenése, suggérant ainsi que le
gradient de concentration de TGF-B joue un réle déterminant dans le destin des FAPs. Des
études ont démontré que la sécrétion de TGFb par les macrophages inhibe I'apoptose des FAPs
et favorise leur sécrétion de MEC, mettant ainsi en évidence leur role pro-fibrotique dans le
muscle dystrophique?®. Le dialogue entre les macrophages et les FAPs via la sécrétion de TGF-
B semble jouer un role important dans ce processus de différenciation. En effet, le traitement
des FAPs humains avec des milieux conditionnés provenant de macrophages polarisés vers un
profil inflammatoire a été associé a une diminution de |'adipogenése des FAPs grace a la voie
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de signalisation du TGF-B*%7. En revanche, le milieu conditionné par les macrophages polarisés
vers un profil anti-inflammatoire a réaugmenté la différenciation des FAPs en adipocytes*®’.
Ces différents travaux montrent que la balance phénotypique des macrophages constitue un
levier direct permettant une inhibition ou au contraire une activation de la différenciation
adipogénique des FAPs dans le muscle dans ces situations pathologiques.

Outre le TGF-B, la voie de signalisation du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)
joue également un rdle crucial dans le destin des cellules stromales?®, Les ligands PDGF, qui
se lient aux récepteurs PDGF (PDGFR) liés a la membrane cellulaire, sont composés de cinq
isoformes dimériques : PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD et PDGF-AB*%419, Ces ligands
sont libérés principalement par les plaquettes, mais aussi par les macrophages inflammatoires
et les fibroblastes qui peuvent également les exprimer et les sécréter®!!. Les ligands PDGF
agissent comme de puissants chimio-attractants pour les cellules mésenchymateuse*'?. Le
traitement des FAPs in vitro avec les ligands PDGF-AA et PDGF-BB induit I'activation et la
prolifération des FAP*3413, || a également été observé une augmentation de I'expression des
génes de la MEC au sein des FAP en réponse a un traitement par le PDGF-AA*3414, Des études
utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de la signalisation PDGFR ont démontré un role de
cette voie dans le remodelage de la MEC musculaire tandis qu’une exposition prolongée au
ligand PDGF entraine la mise en place d’une fibrose musculaire pathologique*'>#1®, En effet, il
a été montré que le traitement au PDGF-AA augmente |'expression du collagene de type | dans
les FAPs tout en réduisant leur différenciation adipogénique3®. Ainsi, la signalisation du PDGF
constitue un régulateur du devenir des FAPs dans le muscle squelettique et sa dérégulation
dans les conditions pathologiques représente une des explications de la dégénérescence fibro-
adipeuse?®.

Régulation intrinséque des FAPs : En plus des changements quantitatifs observés dans la
population de FAPs, des altérations qualitatives ont été identifiées grace a des analyses de
cytométrie en flux et de séquencage en cellule unique au sein des muscles d’animaux
dystrophiques. Deux sous-populations de FAPs, caractérisées en cytométrie par leurs niveaux
d’expression des marqueurs sca-1 et cd343> sont présents dans les muscles des animaux
dystrophiques. Un niveau de sca-1 élevé est associé a un état prolifératif tandis qu’un niveau
faible plutét un état pro-adipogénique. Une étude récente menée sur un modeéle murin mdx
a mis en évidence par des approches de séquengage ARN en cellules uniques qu’il existait
différentes sous-populations de FAPs*'’. Parmi ces populations on observe une population
Ly6c1"iP16M qui exprime majoritairement des génes impliqués dans la dégradation de la MEC
comme timp2 et timp3, une population Hsd11b1* qui expriment plutot des génes impliqués
dans la modulation de la MEC comme mmp2 et mmp14 et une population Postn* exprimant
des génes impliqués dans les sécrétion de collagene comme Collal, Colla2, Col3al et
col5a2*7. Méme si les capacités fonctionnelles de chacune de ces populations n‘ont pas été
testées ex vivo dans cette étude, chaque population de FAPs posséderait une fonction précise
dans la régulation de la MEC. La dérégulation de I'expression de chacun de ces génes au sein
des différentes populations de FAPs qui est observée dans le modéle mdx pourrait étre une
cause du déséquilibre de la balance sécrétion / dégradation de la MEC au cours de la mise en
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place de la fibrose. Plus récemment, une étude a été réalisée chez I’'homme par Fitzgerald et
al. a partir de biopsies de patients ayant subi une arthroplastie de la hanche (THA), une
condition également associée a une dégénérescence adipeuse des muscles a proximité. Les
auteurs ont identifié et caractérisé fonctionnellement une population particuliere de FAPs pro-
adipogéniques exprimant le marqueur mme ainsi que d’autres genes comme ptgds, cxcl14 et
smoc2 impliqués dans I'immunorégulation et I'organisation de la MEC*8. In vitro, la population
de FAPs mme™* posséde des capacités de différenciation en adipocytes plus importante que la
population de FAPs mme . Ces résultats suggérent qu’il existe deux populations de FAPs
distinctes, chacune impliquée dans la dégénérescence adipeuse et fibreuse. En revanche, cette
étude n‘apporte pas de point de comparaison chez des sujets sains, qui aurait permis de mieux
caractériser cette population et surtout de comprendre son évolution au cours de la mise en
place de la pathologie. Tout comme pour les CS, les FAPs semblent exprimer différents genes
qui pourrait influencer leur devenir et/ou leur sécrétion dans le muscle.

A ce jour, les travaux de la littérature n'ont pas encore pu déterminer de maniére définitive si
la fibrose et/ou I'accumulation adipeuse observée dans des conditions physiopathologiques
résulte de I'émergence d'une nouvelle population de FAPs dans le muscle ou de modifications
guantitatives et/ou qualitatives d'une population déja présente a I'état basal et qui est ensuite
modifiée par le micro-environnement. Il convient de noter que les études qui utilisent le
PDGFRa comme marqueur dans les modeles de déplétion et de tracage cellulaire ne peuvent
pas attribuer les effets observés uniquement a la population de FAPs, car ce marqueur est
également exprimé par d'autres populations cellulaires. Une de ces populations est
particulierement abondante dans le tissu adipeux (TA) et est connue sous le nom de cellules
stromales adipeuses (ASCs). A ce titre, nous avons constaté dans nos travaux de fortes
similitudes entre les FAPs et les ASCs en termes d'immunophénotype et de fonction,
soulignant ainsi la nécessité de mieux comprendre les interactions et les contributions
spécifiques de ces deux populations cellulaires dans les processus de régénération et de
dégénérescence musculaires.
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Le tissu musculaire pathologique :

- Dans la majeure partie des cas, I'environnement de la CS est modifié et les dialogues
cellulaires sont perturbés altérant le processus de régénération.

- Le développement de tissus fibro-adipeux exacerbé dans I'environnement de la CS est un
point commun a différents types de dégénérescence musculaire et de défaut de régénération.

- L'origine de ces tissus non myogéniques est encore sujet de débats mais les FAPs PDGFRa*
semblent étre de bons candidats pour expliquer leur développement.

- Une sous-population de FAPs pro-adipogéniques est retrouvée dans des muscles qui
présentent une dégénérescence fibro-adipeuse.

- En situation pathologique, la démonstration du changement phénotypique d’une population
de FAPs déja présente ou bien I'apparition d’'une nouvelle sous-population de FAPs n’ont jamais
été démontrées.

- Les modeles murins de tracage et de déplétion cellulaire ne peuvent pas étre spécifiques de
la population de FAPs puisque leurs marqueurs sont aussi partagés par d’autres types
cellulaires.
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Figure 11 : Répartition des différents dépots adipeux chez ’homme et la souris. Image
adaptée de Kwok et al. (2019)
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IV/ Le tissu adipeux blanc : un réservoir de MSCs mobilisables

Le TA représente en moyenne environ 15 a 25% du poids corporel*'® chez I'homme adulte sain
et entre 10 a 15% du poids corporel de la souris adulte. Il existe en réalité plusieurs types de
TA, composés de types d'adipocytes distincts, et ayant des localisations anatomiques et des
profils métaboliques uniques. On distingue le TA blanc (impliqué dans le stockage d’énergie)
du TA brun (impliqué dans la thermogenése)*?°. Le TA blanc est le plus abondant**®, son réle
principal est de stocker I'énergie sous forme de triglycérides et, en situation de besoin
énergétique d’hydrolyser les triglycérides par le processus de lipolyse*?!. Le TA blanc est
réparti dans tout I'organisme, avec deux principales localisations chez I'homme : le TA sous-
cutané (ScAT) qui compte pour 80% de la masse grasse corporelle totale (Figure 11) et le TA
viscéral entourant les organes internes, sous le péritoine et qui représente 20% de cette méme
masse (Figure 11)*19422, Chez le rongeur, on observe une répartition similaire sous forme de
dépdts adipeux??3, mais on retrouve également un TA situé autour des organes génitaux,
appelé TA périgonadique (PGAT).

Sur le plan cellulaire, le TA blanc comporte deux fractions principales. Son parenchyme,
composé d’adipocytes blancs uniloculaires, et une une fraction stroma-vasculaire (SVF)
hétérogéne*?4425, Ces fractions cellulaires peuvent étre isolée séparément de maniére
enzymatique*?’. En se basant sur ce protocole, les études ultérieures ont pu mettre en
évidence, d’abord par cytométrie en flux puis plus récemment par des approches de
séquencage ARN en cellule unique, les différentes populations cellulaires de la SVF du TA chez

I’lhomme et la souris*24425,428,429 .

- Les cellules endothéliales vasculaires identifiées a I'aide du marqueur CD31 (PECAM-
1) comptent pour 15 a 20% des cellules de la SVF#%®, Les approches scRNAseq ont
ensuite permis de clustériser les cellules endothéliales humaines et murines en cellules
vasculaires sanguines, lymphatiques ainsi que les péricytes et les cellules musculaires
lisses*?>. Les approches complémentaires d’imagerie ont souvent sous-estimé la
présence du réseau vasculaire dans le TA. Cependant, cette faible vascularisation en
apparence, est en réalité due a la grande taille des adipocytes. Une étude démontre
chez la souris en période de jeline, accompagné d’une réduction de la taille des
adipocytes, qu’il est possible de mettre en évidence un réseau vasculaire important
qui entoure chaque adipocyte®3°.

- Les cellules immunitaires résidentes du TA sont plus nombreuses que dans le muscle
squelettique puisqu’elles représentent environ 30% a 40% des cellules de la SVF4?%, Ces
cellules, identifiables a I'aide du marqueur CD45, sont majoritairement des
macrophages/monocytes (CD14*) qui comptent pour 60% des leucocytes du TA et des
cellules NK (CD96+) qui représentent environ 30% de cette fraction. Les lymphocytes
B/T et les neutrophiles sont présents en plus petite proportion?®. Le réle principal
décrit pour les cellules immunitaires résidentes du TA se trouve dans |'élimination des
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corps étrangers et des cellules apoptotiques. Néanmoins, il est de mieux en mieux
établi gu’elles ont des effets locaux et systémiques. Par exemple, les macrophages et
leurs sécrétions modulent la fonction sécrétoire des adipocytes, leur métabolisme
lipidique mais aussi la formation des adipocytes*31432,

- Les cellules stromales adipeuses (ASCs) représentent environ 30% de la SVF*%®. Les
adipocytes ne possédant aucune capacité de prolifération, la genése de nouveaux
adipocytes provient forcément de la présence d’un précurseur présent dans la SVF. En
effet, lorsque la SVF est cultivée en condition adipogénique il a été observé I'apparition
d’adipocytes et les auteurs ont proposés le terme de « pré-adipocytes » pour définir
cette population. Par la suite, les travaux pionnier de Patricia A. Zuk et al. (2001)424433
réalisés chez ’'homme permettrons de définir par cytométrie en flux une population
cellulaire CD34*/CD90*/CD105*/STRO-1* ainsi que I'absence des marqueurs
hématopoiétiques (CD45") et endothéliaux (CD31°), capables de se différencier dans
tous les lignages mésenchymateux (adipocytes, ostéocytes, chondrocytes) in vitro. Les
auteurs proposeront alors le terme ASC pour nommer cette population cellulaire
progénitrice. Les ASCs représentent donc la population de précurseurs adipocytaires

permettant I'auto-renouvélement du tissu adipeux a raison de 10% du TA total par
an434.

Les ASCs du stroma adipeux partagent donc des caractéristiques communes avec les
populations de FAPs du stroma musculaire et plus généralement avec les populations de MSCs
de la MO. Dans la partie suivante, nous aborderons plus en détail en quoi les ASCs et les FAPs
sont des populations cellulaires similaires en implémentant les descriptions qui ont été
réalisées jusqu’a aujourd’hui.

1) Similitudes entre ASCs et FAPs
Au méme titre que les FAPs, les ASCs font partie de la famille des MSCs et présentent des
caractéristiques communes :

- Limmunophénotype. D'autres marqueurs sont venus s’ajouter a I’ identification des
ASCs parmi lesquels on observe la présence majeure du PDGFRa et CD73 chez ’lhomme
et la souris tandis que Sca-1 est uniquement exprimé chez la souris*?>43>, Ces
observations ont permis de dresser un immunophénotype complet des ASCs, avec des
marqueurs de surfaces : PDGFRa, Sca-1 (murin uniquement), CD34, STRO-1, CD90,
CD105, CD73. Lensemble de ces marqueurs est partagé avec les populations de FAPs.

- Capacité d’adhérence au plastique et activité clonogénique. Apres leur tri depuis le
TA blanc chez I’'homme et la souris par des approches de cytométrie en flux en utilisant
les marqueurs cités plus haut, les ASCs ont démontré des capacités d’adhérence au
plastique en culture ainsi que la capacité de former des clones lorsqu’elles sont
ensemencées a faible densité®3436, Cette capacité a été comparée a celle des MSC de
la MO qui possédent une capacité clonogénique inférieure aux ASCs*%. Il serait alors
intéressant de savoir si I'activité clonogénique des ASCs est supérieure ou pas a celle

observée pour les FAPs.
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- Capacités de différenciation : Les ASCs murines et humaines ont démontré toutes les
capacités de différenciation dans les différents lignages mésenchymateux (adipocytes,
ostéocytes et chondrocytes) permettant de les définir comme de réelles MSCs*36,

- Localisation intra-tissulaire : Une autre observation faite in situ sur du ScAT humain a
permis de localiser les ASCs a proximité du réseau vasculaire, dans le tissu matriciel qui
entoure les adipocytes®. Cette observation ne rentre pas dans la définition des MSCs,
en revanche elle permet de faire un paralléle avec la population de FAPs musculaires
aussi présente a proximité des vaisseaux sanguin dans le réseau matriciel.

Par des approches de séquencage ARN en cellule unique la population d’ASC du TA a pu étre
mieux définie chez ’'homme et la souris. Dans les prochaines sections nous allons aborder les
différentes études qui traitent de I’hétérogénéité de la population d’ASCs des différents TA
(SCAT et PGAT) humains et murins. Si les ASCs ont été caractérisées bien avant les FAPs*33,
I’étude de leur hétérogénéité par des méthodes de séquencage de I’ARN en cellule unique n’est
qgue plus récente. Les différents travaux ayant analysé les TA murins (sous-cutané -ScAT, et
PGAT) avec cette technologie s’accordent tous sur la description de 3 sous-populations d’ASCs
en condition basale chez la souris : i) une population de progéniteurs multipotents avec les
marqueurs principaux dpp4, cd55 ou cd34 (Tableau 2) douée d’une forte activité proliférative,
ii) une population de précurseurs engagés dans la voie adipogénique (avec marqueurs
principaux icaml1, dlk1, pparg) et iii) une population d’ASCs régulatrices (avec marqueurs
principal cd142) capables de réprimer l'adipogénese des autres ASCs via leur activité
paracrine*2>437-440 (Figure 12). Chez I'homme ces populations sont également
conservées*8437 en condition basale et pathologique®*'.

Une étude récente menée chez 'homme a réalisé au sein de la méme analyse une
comparaison des populations d’ASCs du TA avec les FAPs des muscles fessiers. Dans un contexte
de dégénérescence adipeuse des muscles fessiers associée a une arthroplastie de la hanche,
les travaux de Fitzgerald et al.*'8 proposent une comparaison de leurs données humaines de
FAPs dans le muscle avec les résultats de Merrick et al.*3” sur les ASCs de TA, dans le but de
faire émerger une population cellulaire a fort potentiel adipogénique a l'origine de la
dégénérescence adipeuse. Ici, nous utiliserons cette étude dans un but comparatif entre les
populations d’ASCs et de FAPs. Sur le plan transcriptionnel, une sous-population d’ASCs
multipotentes du TA exprimant dpp4 s’apparente fortement a la sous-population de FAPs cd55*
du muscle en condition non Iésionnelle (Figure 12). En revanche, la population d’ASCs du TA
icam*/dlk1* pro-adipogénique semble transcriptionnellement distincte de la population de
FAPs mme* douée pourtant, au sein du muscle, du méme potentiel de différentiation.
Néanmoins, il est intéressant de noter que cette population de précurseurs du TA engagés dans
I'adipogénése s'apparente fortement aux populations de FAPs respectivement dlk1* et icam1*
décrites par Oprescu et al. et Merrick et al. dans le muscle post-lésion et qui seraient la source
des adipocytes ectopiques en situation pathologique*'®44? soulevant ainsi la question de
I'existence de sous-populations de MSCs communes a ces deux tissus en condition Iésionnelle
(Figure 12).

83 | 255




Condition basale Condition lésionnelle

e :

-.\< =¥ \ . R

Tis %giﬁm:(/ - . Mustle squelettique
e Identiques ?

[ ¢
S A\
3 i

e 7 S

.- s° Cxclld*/ ~«

% ’
4 leaml* ; Lum*/Mme* ° a ™~
. T, - - - -
! DIk1”, \ e | «Pro-adipogéniques »{ 7 \ 2
o -~ = =sQ N\ «ontretienmecy A/ gy N Dlk1*
I «Pro-adipogéniques» 7’ Dpp4+ / \\\\ ; 4 I[ 'XC| / \‘ f )
X i E + P
4 Cdss5* . e ) |, Cxels ‘:«Pro—adipogemques?
e 1 I\
«Multipotence» ) o ’
« Entreti’::l MEC » I i D'a’o?u,e : B ~ L
/ | immunité» Sam-
! 1 -
\ 1/ Wispl*
\ o’ \‘
\ 1|«Remodelage MEC»,
\ Y I
N
N\ 7/ ~
> 4 Se ——

Figure 12 : Représentation des différentes sous-populations d’ASCs et FAPs identifiées par
scRNAseq présentes dans le tissu adipeux et le muscle en condition basale et Iésionnelle. Le
tissu adipeux comporte 3 sous-populations d’ASCs : (1) Icam1+ (2) Cd124+ et (3) Dpp4+ a I'état basal. Le muscle
possede 2 sous-populations de FAPs : (1) Cxcl14+ (2) Dpp4+ a I'état basal. Les population Dpp4+ du TA et du muscle
sont trés similaires sur le plan génique et fonctionnel. A I'état Iésionnel, le muscle comporte 3 sous-populations
supplémentaires : (3) Cxcl1+ (4) Wisp1+ (5) DIk1+ et il semblerait que la population (5) D/Ik1+ soit tres similaire a

la population (1) lcam1+ du TA décrits comme « pro-adipogéniques ».
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Pour conclure cette partie, les ASCs présentent de fortes ressemblances avec les populations
de FAPs musculaires tant sur le plan immunophénotypique que fonctionnel. Méme si les
analyses récentes de séquencage ARN en cellules unique ont fait ressortir des sous-
populations cellulaires transcriptionnellement distinctes entre les deux tissus, une sous-
population dpp4+/cd55+ serait partagée entre ces deux tissus a I'état basal. En plus de leurs
marqueurs, ces populations partagent aussi les mémes capacités de multipotence. De maniéere
intéressante, la population DIk1+ présente dans le muscle blessé possede des marqueurs et
fonctions adipogéniques identiques a la population Icam1+ du TA a I'état basal. Il se pourrait
alors que ces deux populations cellulaires présentes dans des tissus différents dérivent de
progéniteurs communs.

Lintérét de I'utilisation du séquencage ARN en cellule unique serait aussi de pouvoir faire
émerger des sous-populations d’ASCs pouvant présenter des fonction sécrétoires et/ou de
différenciation plus importantes et qui présenteraient une efficacité supérieure en thérapie
cellulaire. Dans les parties suivantes, nous allons faire un bref résumé de la facon dont les ASCs
sont utilisées en médecine régénérative aujourd’hui, nous mettrons en avant les avantages et
les limites de cette utilisation et proposerons une méthode alternative qui pourrait permettre
de les contourner.

2) Lutilisation des ASCs en médecine régénérative

La puissance de |'utilisation des ASCs en thérapie cellulaire repose sur i) leur capacité a se
différencier en diverses cellules spécialisées leur permettant de remplacer les cellules et les
tissus endommagés dans certaines conditions pathologiques mais surtout ii) les ASCs sécrétent
un ensemble de facteurs angiogéniques, anti-apoptotiques et immunomodulateurs qui
facilitent la réparation et la régénération des tissus par des actions autocrines et paracrines.
En effet, elles jouent un réle crucial dans la régulation du systeme immunitaire, libérant des
facteurs anti-inflammatoires ou immunosuppresseurs qui s'avérent efficaces pour améliorer la
réaction de I'h6te contre le greffon, des maladies auto-immunes et des maladies
inflammatoires?*3444, A ce jour, 469 essais cliniques utilisent ces cellules et visent a tester leur
effet dans une variété de contextes pathologiques tels que la lipoatrophie, les dystrophies
musculaires, la cirrhose du foie, I'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux,
les lésions de la moelle épiniére, les réactions de I’hote contre le greffon, I'arthrose, la maladie
de Crohn et le cancer (https://clinicaltrials.gov/) 443445,

Prenons I'exemple de l'utilisation des ASCs dans le contexte des dystrophies musculaires. Le
potentiel thérapeutique des ASCs dans le traitement des dystrophies musculaires a été
démontré lorsqu'elles ont été greffées chez des souris mdx atteintes de la dystrophie
musculaire. En effet, la transplantation d'ASCs humaines non différenciées dans les muscles
de souris mdx, qui présentent une déficience en dystrophine, a abouti a une restauration a
long terme de I'expression de la dystrophine humaine dans les fibres musculaires murines*4,
Les mécanismes d’actions des ASCs dans ce cas précis ne sont pas encore réellement compris.
On peut alors se questionner sur la capacité des ASCs a fusionner avec les fibres musculaires

altérées pour pouvoir rapporter I'information génétique manquante®*’ ? Aussi, puisque les
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ASCs sécretent des exosomes et d'autres vésicules extracellulaires contenant des cargaisons
bioactives, tels que des protéines, de I'ADN, de I'ARNm, du micro-ARN, de I'ARNt et de I'ARN
non codant*4844° serait-t-il possible d’envisager un apport de la protéine, du géne ou de ’ARNm
de la dystrophine manquant permettant de restabiliser son expression dans le modele mdx ?

Par ailleurs, en mars 2022, un essai clinique de phase | utilisant des greffes autologues d’ASCs
a été démarré aux Etats-Unis avec le traitement de 9 patients présentant des myosites a
inclusions (ClinicalTrials.gov ID : NCT04975841). A ce jour, les résultats obtenus n’ont pas
encore été rendus publics, mais il est espéré que les capacités immunomodulatrices des ASCs
entrainent une diminution stable de I'état inflammatoire présent dans les muscles des patients
qui permettrait une restauration de la force de contraction musculaire. En effet, la myosite a
inclusion est une maladie musculaire inflammatoire caractérisée par I'accumulation anormale
de protéines a l'intérieur des cellules musculaires, formant des inclusions. Elle provoque
généralement une faiblesse musculaire progressive et peut affecter différents groupes
musculaires, plus particulierement les extrémités (membres inférieurs et avant-bras).

a) Les avantages de 'utilisation des ASCs en thérapie

Avant l'utilisation des ASCs en thérapie, les MSCs dérivées de la MO ont fait I'objet des
premiéres utilisations pour favoriser les prises de greffes intestinales dans les réactions de
I’lhéte contre le greffon grace a leurs propriétés immunomodulatrices®%%1, A ce jour, les
stratégies de thérapie cellulaire sont fondées sur le prélevement des MSCs / ASCs par ponction
de MO ou de TA, leur isolement par digestion enzymatique, une étape d’amplification in vitro
et leur réinjection. LUadministration peut se faire selon différentes voies : sous-cutanée,
intraveineuse ou au niveau du site |ésé. Le plus souvent, des mécanismes de migration
cellulaire sont mis en place afin que les MSCs puissent rejoindre le site d’intérét apres leur
injection. Comparées aux MSCs de la MO, les ASCs présentent plusieurs avantages significatifs
en thérapie. Tout d'abord leur accessibilité et le rendement, ainsi le préléevement de TA est
moins invasif et permet d'obtenir de plus grandes quantités de cellules**>433, De plus, les ASCs
ont une capacité de prolifération plus élevée que les MSCs**. Ces cellules sont également plus
actives dans la production autocrine de certains facteurs de croissance et de cytokines
immunomodulatrices. Par exemple, les ASCs expriment des niveaux plus élevés d'ARNm pour
plusieurs facteurs de croissance tels que le VEGF-D, I'IGF-1 et l'interleukine-8 (IL-8)**°. Des
études ont montré que les ASCs du TA étaient plus efficaces que les MSCs de la MO pour traiter
les Iésions de la moelle épiniére chez les rats, ce qui a été attribué a une plus grande activité
de migration, prolifération et sécrétion des ASCs**®. En mars 2018, Alofisel a obtenu la
premiere Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en Europe pour |'utilisation allogénique
des ASCs dans le traitement de la maladie de Crohn**’, maladie inflammatoire de I'intestin
pouvant provoquer dans les cas les plus graves des Iésions tissulaires au niveau du rectum.

Pourtant, on constate encore un faible ratio entre le faible nombre d’AMM et le nombre total
d’essais cliniques utilisant des ASCs en médecine régénérative. Cette constatation témoigne
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de limites dans l'utilisation des ASCs en thérapie que nous allons aborder dans la partie

suivante.

b) Limites de l'utilisation des ASCs en thérapie

Bien que l'intérét de I'utilisation des ASCs, comme les MSCs, en thérapie soit largement

démontrée, la faible maitrise des étapes d’amplification en culture et des évenements de

migration de ces cellules vers le tissu d’intérét suite a leur injection est un facteur limitant pour

ces thérapies. Comme évoqué plus haut, les MSCs (dont les ASCs) se caractérisent par une

adhérence au plastique. C’est de cette maniere qu’elles sont isolées et mises en culture afin

de les amplifier avant leur réinjection. Cependant, cette mise en culture n’est pas sans

conséquences pour les MSCs et influence :

Leur immunophénotype : plusieurs études montrent que I'immunophénotype des
cellules fraichement isolées est différent de celui des cellules en culture®®. Plus
particulierement, les travaux de I'équipe ont montré que I'expression du marqueur de
surface CD34, une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans des mécanismes
d’adhésion et de transduction du signal de la MEC, présent a la surface des ASCs isolées
de ScAT humain était quasiment perdu aprés une semaine de culture®*. De la méme
maniere, d’autres études ont pu démontrer, chez le rat, que I'expression des marqueurs
CD29 (integrin B1) et CD73 (ecto-5’-nucléotidase) décrits comme des acteurs clés de la
régulation de l'activité de migration des MSCs, était réduite selon les méthodes de
culture*®®, Les étapes de culture sont donc susceptibles de modifier le comportement
migratoire des MSCs par le biais de la perte d’expression de marqueurs de surface
impliqués dans des processus d’adhésion cellule/matrice et/ou cellule/cellule. Il a
d’ailleurs été démontré que les MSCs murines fraichement isolées possedent de
meilleures capacités a repeupler une MO de souris irradiée par rapport a des MSCs
cultivées, et ce dés les 24 premiéres heures de culture®>®. Ce phénoméne apparait alors
comme un facteur limitant majeur dans l'efficacité de la greffe suite a I'injection des
MSCs apres culture.

Leur taille/morphologie : des études sur des ACSs humaines issues de culture primaire
ont montré qu’apres 4 jours de culture, les petites cellules rondes se transforment en
grande cellules fusiformes?*®? et leur diamétre passe de 10 a 20 um. Ce diamétre est en
fait plus large que celui des micro-capillaires pulmonaires, chez I’'Homme comme chez
la souris, entrainant alors leur rétention non spécifique au niveau des poumons apres
transfusion®®®. De la méme facon, plusieurs groupes ont observé la rétention non
spécifique des MSCs post-culture dans le foie et les reins aprés leur injection par voie
systémique?®®!, Ces différents organes sont alors considérés comme une barriére a la
transplantation cellulaire et constituent une autre limite a I'efficacité de la thérapie
cellulaire.

Leurs capacités de différenciation : une étude effectuée sur des MSCs isolées de MO
de rat cultivées montre que les MSCs perdent progressivement leur potentiel de
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différenciation en adipocytes et osteocytes Cela se traduit par une baisse

d’expression des génes impliqués dans la différenciation cellulaire.

La capacité de nichage et de rétention dans le tissu d’intérét des ASCs et MSCs ne sont pas
complétement maitrisés a ce jour. Or la connaissance des mécanismes controlant la migration
et le nichage (ou homing) des ASCs, comme celle des MSCs s’avere indispensable puisque
directement reliée a leur statut d’outil de thérapie cellulaire. La plupart des ASCs ou MSCs
injectées, que ce soit dans la circulation sanguine ou directement dans le tissu d’intérét ne
sont pas toutes retrouvées au niveau du tissu d’intérét*63-%¢ mais peuvent aussi se loger au
niveau d’autres organes comme les poumons ou le foie®®’,

Lensemble de ces phénomenes constitue des freins importants au développement des
thérapies cellulaires a partir de MSCs cultivées. La mobilisation endogéne des MSCs, faisant
référence au processus de migration in vivo des MSCs depuis un réservoir tissulaire vers un
tissu d’intérét, représenterait donc une alternative intéressante a l'apport exogéne de MSCs
dont les limites liées aux étapes de culture ont été présentées ici.

3) La mobilisation endogéene des ASCs

Plusieurs études ont démontré que des MSC endogénes sont présentes dans la circulation
sanguine de diverses especes, bien que leur fréquence soit généralement faible, se situant
entre 0 et 0,025 colonies par million de cellules mononucléaires dans le sang périphérique?t,
Cependant, il est important de noter que la circulation des MSCs endogéenes augmente de
maniére significative en réaction a divers types de lésions. Par exemple, que ce soit en cas de
traumatismes squelettiques*®®, de cardiomyopathies*’%4’!, de syndrome coronarien*’?, de

474 ou de certains types de cancers*’>, ces

brilures cutanées®’3, de lésions hépatiques
situations cliniques sont autant d'exemples ol I'augmentation de la circulation endogene des

MSCs a été observée chez ’lhomme.

La compréhension actuelle de la fagon dont circulent les MSCs dans le sang est limitée,
principalement parce que ces connaissances reposent sur des études réalisées sur des MSCs
en culture qui ont été réintroduites dans la circulation sanguine, dans le but d'extrapoler le
comportement des MSC natives. Des recherches ont révélé une interaction étroite entre les
MSCs et le microenvironnement sanguin. Par exemple, |'utilisation de la microscopie confocale
in vivo a révélé que la plupart des MSCs intravasculaires sont en contact avec les plaquettes
et/ou les neutrophiles®’®. Ce mécanisme implique la podoplanine, exprimée par les MSCs qui
est le ligand endogene pour le récepteur de type lectine C2 (CLEC-2) exprimé a la surface des
plaquettes et les leucocytes inflammatoires*’7#78, De plus, la réduction du nombre de
plaquettes diminue la migration des MSCs vers les sites de lésion chez la souris*’®, témoin de
I'intérét fonctionnel de cette association.
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La mobilisation endogeéne, en plus de la circulation endogéne, fait intervenir la notion de
« recrutement » des MSCs/ASCs depuis leur réservoir physiologique puis la notion de
« homing » (nichage, ayant initialement été décrit pour la capacité des cellules souches
hématopoiétiques a repeupler leur niche/MO aprés injection dans la circulation sanguine*’?)
des cellules au terme de leur circulation*®, Le phénomeéne de mobilisation endogéne des
ASCs/MSCs est trés peu documenté dans la littérature et reste sujet a débat. A ce jour, il
n’existe pas de marqueurs des MSCs qui soit tissus spécifique et qui permettrait de suivre leur
mobilisation d’un réservoir vers un tissu d’intérét. De ce fait, des stratégies expérimentales
alternatives ont vu le jour avec objectif de repeupler un réservoir physiologique (MO ou TA)
de ASCs//MSCs fluorescentes. Ces travaux ont été résumés dans une revue de I'équipe®°,

La premiere étude qui a étudié la possibilité d’'une mobilisation endogéne a été menée par
MG. Kolonin en 2009 et avait pour hypothése de travail que la croissance tumorale accélérée
observée en situation d’obésité pouvait étre favorisée par le recrutement d’ASCs depuis le TA
et leur adressage au niveau de la tumeur (Figure 13)*L. Pour suivre la mobilisation endogéne
des ASCs, leur modele consistait a greffer un dépot de TA, depuis une souris exprimant
constitutivement la GFP au sein d’une souris sauvage non fluorescente. Leur étude rapporte
suite a la greffe d’'un fragment de ScAT fluorescent en sous cutané puis celle d’'une tumeur, la
présence de cellules GFP* au niveau de la tumeur qui participent a la croissance tumorale*8?,
En injectant des ASCs fluorescentes, isolées de la SVF du TA par tri cellulaire, directement dans
la circulation sanguine ces mémes auteurs ont observé que les ASCs migraient en masse vers
la tumeur et participaient a la croissance tumorale en favorisant la néovascularisation de la
tumeur par sécrétion de facteurs trophiques (Figure 13). On ne peut cependant pas affirmer
qgue les cellules qui ont quitté le greffon soient des ASCs étant donné que ce tissu provient
d’une souris exprimant la GFP de maniére ubiquitaire. En plus, les contre marquages utilisés
dans leur approche IHC sur coupe de tumeur n’utilisaient que le CD31 sans se servir du CD45
ni d’'un marqueur positif connu des ASCs comme Sca-1 ou PDGFR-a. Les cellules GFP*
observées au sein de la tumeur peuvent donc étre des cellules immunitaires (CD45*/CD31").
Ces travaux suggerent mais ne permettent pas formellement de démontrer I'existence d’une
mobilisation endogene des ASCs.

Dans le cas de la MO, une étape préliminaire consiste a injecter des MSCs exprimant la GFP
dans la circulation sanguine de souris irradiées. Lirradiation permet de dépléter les MSCs
présentes dans leur réservoir physiologique, la MO, afin de permettre aux MSCs fluorescentes
fraichement injectées de repeupler la MO efficacement. Ensuite, il est possible de suivre les
mouvements de ces cellules par microscopie a fluorescence ou par imagerie intravitale. |l a été
montré que ces cellules étaient capables de quitter la MO pour rejoindre la peau suite a une
brilure*®? ou le foie aprés lésion*’* chez la souris. Méme s’il est possible d’imaginer que la
présence de MSCs fluorescentes soit due a de la rétention non spécifique de ces cellules au
niveau de la peau ou du foie suite a leur injection apres irradiation, les auteurs observent une
plus forte présence de cellules fluorescentes sur des temps plus tardifs (7ieme jour) apres
Iésion que sur les temps précoces (ler jour), reflétant soit une arrivée de MSCs soit leur
prolifération au cours du temps. En plus, lorsque les MSCs sont injectées directement dans la
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MO, aucune cellule fluorescente n’est retrouvée au niveau du foie des souris non traitées au
CCL4 (agent chimique de lésion hépatique), démontrant alors l'efficacité de I'injection
cellulaire au sein de la MO.

Les premiers travaux visant a mobiliser des MSCs depuis la MO chez ’lhomme ont employé du
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor)*®3, d’abord décrit comme entrainant une
libération in vivo des HSCs dans la circulation sanguine. Les mécanismes impliqués dans la
libération des HSCs dans la circulation impliquent la chimiokine CXCL12 sécrétée par les
cellules endothéliales des capillaires sanguins qui bordent la niche hématopoiétique, et son
action via le récepteur CXCR4%83. La perturbation de cet axe par un changement de gradient
tissulaire avec une diminution de la concentration dans la MO ou l'utilisation d’un agent
pharmacologique perturbant cet axe permet la libération des HSCs dans la circulation
sanguine. En plus d’entrainer la libération des HSCs, le G-CSF entraine aussi celle des MSCs de
la MO dans le sang suite a son administration selon des mécanismes similaires a ceux décrits
pour les HSCs*84, [utilisation de ’AMD3100, un antagoniste du récepteur CXCR4 entraine
également une mobilisation des MSCs de la MO.

Sachant que les ASCs humaines natives exprimaient des niveaux importants de CXCR44®>, les
travaux initiaux du laboratoire ont alors imaginé qu’elles puissent étre mobilisées selon les
mémes mécanismes que les MSCs de la MO. Pour provoquer la mobilisation endogene des
ASCs et leur sortie du TA, l'utilisation d’'un agent pharmacologique perturbant l|'axe
CXCL12/CXCR4 a été testée. Le modele de perfusion ex-vivo d’un dépot adipeux murin (TA
mésentérique) mis en place au laboratoire a permis de montrer que ['utilisation de
I'antagoniste du CXCR4 (AMD3100) entraine la sortie massive des ASCs du TA a partir des 90
premiéres minutes du traitement?*®, Aussi, I'administration in vivo de FAMD3100 conduit a une
diminution du contenu en ASCs du ScAT et du TA mésentérique sur les mémes temps. L'axe
CXCL12/CXCR4 est également impliqué dans la libération des MSCs de la MO puisque
I'administration d’AMD3100 entraine une augmentation de la présence des MSCs dans la
circulation sanguine*®’. D’autres travaux montrent que l'axe CXCL12/CXCR4 est aussi
nécessaire dans le processus de nichage (homing) des ASCs*® et des MSCs*®°. En effet,
I'utilisation d’anticorps bloquant CXCR4 diminue la capacité de ces cellules a atteindre le tissu
d’intérét suite a leur mobilisation pharmacologique chez la souris, dans un contexte de
pathologie cérébrale*®* (maladie d’Alzheimer). Ces résultats complétent alors ceux observés in
vitro et mettent en évidence I'implication majeure de I'axe CXCL12/CXCR4 dans la rétention
des MSCs/ASCs dans leur tissu d’origine mais aussi dans leur guidage vers un tissu lésé.
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Sur la base de ces observations, les travaux suivants de I'équipe ont cherché a mettre en
évidence une mobilisation endogeéne des ASCs in vivo, dans une situation physiologique. Ayant
démontré que des ASCs murines injectées dans la circulation étaient capables de se nicher au
sein des ganglions lymphatiques (GL), I'hypothése que I'activation du GL puisse déclencher la
mobilisation des ASCs des TAs environnant a été posée. Linflammation caractérisée par
I'activation des GL de la patte arriere, déclenchée par vaccination a I'ovalbumine, entraine une
diminution du nombre d’ASCs dans le ScAT et une accumulation de ces cellules au niveau des
GL (Figure 13). Suite a I'injection d’ASCs fluorescentes dans la patte arriere, ces cellules ont été
observées par microscopie au niveau du GL et décrites pour participer au remodelage du
ganglion®%4% démontrant ainsi pour la premiére fois que le TA est un réservoir physiologique
d’ASCs mobilisables et capables d’infiltrer un tissu a distance en réponse a un stress
inflammatoire.

Plus récemment, I'équipe a travaillé la question de la mobilisation endogene des ASCs dans un
autre contexte physiopathologique, celui de I'obésité. Ayant démontré que le TA était capable
de libérer des ASCs dans la circulation en situation de stress inflammatoire*® et sachant que
I'obésité était associée avec une augmentation de la circulation des MSCs*%%, ils ont émis
I’hypothése que la formation des adipocytes ectopiques (notamment dans les muscles
squelettiques) qui se forment progressivement au cours de l'obésité pouvaient résulter d’ASCs
libérées par le TA et infiltrés dans les tissus suite a un régime enrichi en graisses (HFD). Dans
ce contexte, ils ont pu observer chez les animaux soumis a un régime HFD de 8 semaines une
diminution de la proportion des ASCs CXCR4*spécifiquement dans le ScAT, avec une corrélation
inverse entre le nombre d’ASCs et le poids du ScAT. Ainsi qu’'une augmentation de I'expression
des ARNm CXCL12 dans le muscle quadriceps. Afin d’observer cette libération d’ASCs et leur
relocalisation musculaire en contexte d’obésité, 'équipe a mis en place un modéle de greffe
de ScAT d’une souris exprimant la protéine fluorescente ZsGreen sous le contréle du
promoteur de I'adiponectine (Ad- exprimée par les adipocytes matures)*®2. Ils ont observé chez
les souris greffées avec du ScAT des animaux Ad-ZsGreen soumises a un régime gras de
maniére chronique, la présence d’adipocytes ZsGreen positifs dans les muscles squelettiques
corrélée avec la mise en place d’une l'insulino-résistance. Ces adipocytes fluorescents ne
peuvent étre issus que de la différenciation de précurseurs (ie. ASCs) issus du greffon et ayant
infiltré le muscle. Ces travaux ont donc démontré formellement la mobilisation endogene des
ASCs du ScAT et leur participation a la formation des dépo6ts adipeux ectopiques au cours de
I'obésité (Figure 13). lls ont ensuite démontré que la libération provoquée et répétée d’ASCs
par l'utilisation chronique de I'AMD3100 chez des animaux nourris en régime normal
permettait de reproduire les observations faites en HFD. L'augmentation de la circulation des
ASCs peut a elle seule favoriser la formation d'adipocytes ectopiques, sans aucun signal
alimentaire/énergétique, les ASC circulantes étant attirées vers les sites ectopiques et étant
capables de s’y différencier selon les conditions du microenvironnement*®2. Ces observations
proposent également pour la premiére fois une origine extra-musculaire de la formation de
I'IMAT.
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Figure 13 : Mobilisation endogéne des ASCs en réponse a différents stress aigus ou

chroniques. Les travaux de la littérature (en haut a gauche, en violet) ont démontré de maniére indirecte une
mobilisation des ASCs du ScAT vers la tumeur favorisant la néovascularisation et la croissance tumorale. Les travaux
précédents de I'équipe (a droite, en bleu) ont démontré de maniere directe la mobilisation endogéne des ASCs du
ScAT vers le ganglion lymphatique en réponse a une inflammation puis au sein du muscle squelettique en cas de
surcharge calorique. Mon projet de these se situe dans le cadre d’un stress lésionnel aigu : la |ésion musculaire
(en bas a gauche, en vert).
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Notre laboratoire s’est ensuite intéressé a la question de la mobilisation endogéne des ASCs

dans un autre contexte de stress tissulaire, a savoir la Iésion musculaire aigue, qui constitue le
cadre de mon projet de these (Figure 13).
En situation de lésion musculaire, différentes observations dans le muscle |ésé nous avaient

permis de postuler qu’une mobilisation endogene des ASCs pouvait avoir lieu :

L'augmentation du nombre de FAPs (PDGFRa*/Scal*/CD317/CD45") observée a 1 jpl par
des approches de cytométrie en flux313224¢ malgré I'absence de prolifération de ces
cellules a ce stade. Lorigine de cette augmentation précoce de FAPs n’était pas
expliquée.

Les études ayant quantifié cette augmentation par cytométrie en flux utilisaient un
immunophénotype partagé entre les FAPs et les ASCs, il était donc possible d’envisager
gue l'augmentation du nombre de FAPs précoce soit en réalité explicable par une
infiltration d’ASCs depuis le TA.

Les études de scRNAseq ont fait état d’une hétérogénéité de la population de FAPs
dans le muscle post-lésion (des 0.5 jpl) avec apparition d’une sous-population de FAPs
dite « activée ». Cette hétérogénéité était attribuée aux changements d’expression
génique induites par le micro-environnement lésionnel permettant aux cellules
d’acquérir temporairement un profil transcriptionnel nécessaire pour assurer leurs
différentes fonctions au cours de la régénération musculaire>®->3>> mais pouvait aussi
correspondre a I'arrivée d’une sous-population d’origine extra-musculaire.
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Figure 14 : La lésion musculaire déclenche une sortie massive des ASCs du ScAT suivi de leur

infiltration dans le muscle. A Représentation de I'évolution du nombre et de la prolifération des FAPs post lésion
musculaire, adapté de Lemos et al. (2015) B Nombres de FAPs ou d’ASCs dans le muscle |ésé et le tissu adipeux sous-cutané
(ScAT) 1 jour post-lésion. n=15 (Gly) et n=9 (CTX) animaux pour le muscle, et n=10 (Gly) et n=10 (CTX) animaux pour le
ScAT, sur trois expériences indépendantes. C Modele de greffe de tissu adipeux sous-cutané (ScAT) provenant d'une souris
CD34-GFP ou KikGR fluorescent dans des souris C57Bl/6 de type sauvage (partie gauche). Image
d'immunohistofluorescence du ScAT 7 jours apres la chirurgie de greffe (partie droite, barre d’échelle 200 um). D Analyse
en cytométrie de flux de la SVF provenant du muscle 1ésé par Gly (1 jour aprés l'injection) des souris greffées. E-F Analyse
immunohistologique in situ du quadriceps |ésé par Gly (1 jour aprés l'injection) chez les souris greffées avec le ScAT KikGR

(les fleches vertes pointent vers les cellules KikGR+/CD140a+/CD45_ (E), ou KikGR+/CD14001+/Sca—1+ (F)). Barre d’échelle 10
pum. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type standard ; *p < 0,05.
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Ayant antérieurement démontré que les ASCs pouvaient étre mobilisées depuis le SCAT durant
diverses situations de stress, I'équipe a émis I’hypothése que suite a la lésion musculaire le
ScAT pouvait libérer des ASCs qui infiltreraient le muscle 1ésé pour participer, avec le pool de
FAPs, a la régénération musculaire (Figure 13).

Au moment de mon arrivée dans I'équipe, les travaux entamés par Quentin Sastourné-Arrey
(ancien doctorant de I'équipe) avaient démontré :

e Une diminution rapide (dés 1 jpl) du nombre d’ASCs dans le ScAT concomitante a
I'augmentation du nombre de FAPs dans le muscle quadriceps |ésé par des approches
de cytométrie en flux (Figure 14B).

e La présence d’ASCs indifférenciées (GFP*/PDGFRa*/Scal*/CD31/CD45) dans le muscle
quadriceps lésé a 1 jpl*? en utilisant le modéle de greffe de ScAT fluorescent (Figure
14C) développé par I'équipe couplé a des méthodes de cytométrie en flux (Figure 14D)
et d'immunofluorescence (Figure 14E-F).

Ces premiers résultats avaient permis d’assoir I’'hypothése posée en amont et de démontrer
I'existence de la mobilisation endogene des ASCs en contexte de lésion musculaire.
Néanmoins, le role de cette infiltration précoce d’ASCs dans le muscle sur le phénomene de
régénération musculaire ainsi que les mécanismes régulant cette mobilisation endogéene
n‘avaient pas été démontrés et c’est autour de ces questions que se sont inscrits les différents
objectifs de mon projet de these.

Le tissu adipeux blanc :

- Le TA représente un réservoir majeur de MSCs appelées ASCs.
- Les ASCs présentent de fortes similitudes phénotypiques et fonctionnelles avec les FAPs.

- Ces cellules sont tres utilisées en thérapies pour leurs capacités sécrétoires
immunomodulatrices et/ou de différenciation.

- Les travaux de I'équipe ont démontré que le TA pouvait libérer des ASCs qui infiltrent d’autres
organes en réponse a des stress inflammatoires ou métaboliques.

- En situation de lésion musculaire les ASCs du ScAT infiltrent rapidement le muscle lésé.

- Déterminer le réle fonctionnel de cette infiltration dans la régénération musculaire constitue
le contexte de ce projet de thése.
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Figure 15 : Plan expérimental et objectifs du projet de thése.
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OBJECTIFS

Aprés un traumatisme musculaire, la capacité du muscle a se régénérer repose sur la présence
des CS, qui sont les seules cellules capables de former de nouvelles fibres musculaires
lorsqu'elles sont activées. Il est maintenant largement accepté que d'autres types de cellules,
dépourvus d’activité myogénique, soutiennent les CS pendant la régénération. Parmi elles les
FAPs, MSCs résidentes du muscle, favorisent la prolifération des CS et leur différenciation en
myoblastes, puis en myocytes, grace a leur activité paracrine. Récemment, I'équipe a montré
gue les ASCs, MSCs résidentes du ScAT, infiltrent le muscle |ésé dés le ler jpl. Par conséquent,
ces données impliquent qu'apres une lésion musculaire, la population de FAPs est composée
de FAP résidents et d’ASCs infiltrées. Mon travail de these a porté sur la compréhension du
devenir et du réle joué par les ASCs infiltrées dans le processus de régénération musculaire. Il
a été décrit dans la littérature que des adipocytes intramusculaires (IMAT) peuvent apparaitre
transitoirement aprés une lésion musculaire autour de 10 jpl sans que ce dernier n’entrave le
processus de régénération!'9116178 En considérant que (1) les ASCs/FAPs sont des précurseurs
d’adipocytes, (2) que les lipides sont des acteurs essentiels dans les processus de régénération
tissulaires*4-4%7 et que (3) I'’équipe a démontré que dans un contexte physiopathologique de
surcharge métabolique, les ASCs infiltrées dans un muscle sont capables de se différencier en
adipocytes, l'objectif général de mon travail de thése a été de démontrer que les ASCs
infiltrées dans le muscle Iésé jouent un réle clef dans le processus de régénération et en
partie par leur capacité de différenciation adipocytaire.

Dans ce contexte, mon projet s’est articulé autour de plusieurs objectifs spécifiques :

e Objectif 1 : Définir le role de l'infiltration des ASCs dans le processus de régénération
musculaire chez la souris.

Les travaux du laboratoire chez la souris avaient démontré que dans les premieres 24h suivant
une lésion musculaire, le ScAT libére des ASCs qui infiltrent le muscle |ésé. Pour déterminer le
réle de cet événement lors du processus de régénération musculaire (Figure 15), nous avons
cherché a perturber l'infiltration précoce des ASCs du ScAT vers le muscle |ésé et évalué par
analyse histologique et fonctionnelle I'impact sur la régénération musculaire (Figure 15).
Ensuite, nous avons évalué l'effet d’'un apport exogéne d’ASCs dans un muscle |ésé, dont
I'infiltration des ASCs avait été perturbée, sur le processus de régénération musculaire in vivo.

e Objectif 2 : Caractériser I'identité des ASCs qui infiltrent le muscle apres la Iésion.

Notre second objectif a été de caractériser la population d’ASCs libérée par le ScAT et qui
infiltre le muscle suite a la 1ésion*®3. Nous pensons que I'augmentation de I’hétérogénéité des

FAPs dans le muscle suite a la lésion décrite dans la littérature*®-513

, peut en partie résulter
de cette infiltration d’ASCs (Figure 15). A partir de tissu adipeux et musculaire murins, nous
avons utilisé des approches de cytométrie en flux, de séquengage ARN sur groupes de cellules
triées et en cellule unique, a la fois sur la population d’ASCs et de FAPs. L'analyse bio-

informatique de ces données en collaboration avec le Dr Xavier Contreras et sa doctorante
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Margaux Labrosse, a eu pour ambition de faire émerger un marqueur ou une signature
génique spécifigue de la population d’ASCs infiltrées. Lidentification de tels marqueurs
pouvant permettre d’isoler spécifiguement la population d’ASCs migrantes afin de mieux en
étudier ses propriétés régénératrices in vitro dans un autre temps.

e Objectif 3 : Evaluer l'origine cellulaire et I'importance fonctionnelle du dépot
transitoire d’adipocytes dans la régénération musculaire

Nous avons émis I’hypothése que la formation transitoire d’IMAT post-lésion pouvait jouer un
réle favorable dans le mécanisme de régénération (Figure 15), d’autant plus que sa présence
est concomitante avec les phases tardives de la régénération musculaire, c’est a dire de fusion
des myoblastes et maturation des myofibres néoformées. Ainsi l'origine et la cinétique précise
d’apparition et disparition de I'lMAT post-lésion a été étudié. Cet objectif a été décomposé en
plusieurs sous-parties :

e Sous-partie 1 : Déterminer précisément la cinétique des adipocytes post-lésion.
Déterminer cette cinétique et la comparer avec celles des autres types cellulaires présents
dans lI'environnement musculaire pourrait nous informer des possibles interactions des
adipocytes avec leur environnement et ainsi proposer des roles joués par cette population
cellulaire au cours de la régénération.

e Sous-partie 2 : Est ce que les ASCs infiltrées participent a la formation des adipocytes

intramusculaires ?
Pour cela, nous avons re-exploité le modele de greffe de ScAT fluorescent ainsi que I'apport
exogene d’ASCs fluorescentes triées pour travailler la question du devenir des ASCs infiltrées.
Notre intention était aussi de phénotyper ces éventuels adipocytes (blancs vs. bruns/beiges)
afin de mieux comprendre leur fonction dans la régénération musculaire.

e Sous-partie 3 : Déterminer le réle fonctionnel des adipocytes sur le processus de

régénération musculaire par des approches in vitro.
L'objectif suivant a été de déterminer si les adipocytes avaient un effet bénéfique ou délétere
sur la formation de nouvelles fibres musculaires au cours de la régénération. Par des approches
de co-culture entre les adipocytes dérivés des ASCs ou de FAPs avec des CS, nous avons étudié
les dialogues entre ces types cellulaires et I'impact sur le processus de différenciation
myogénique in vitro. Pour ne pas exclure un réle des ASCs sous leur forme indifférenciée, nous
avons aussi réalisé des approches de co-culture entre des ASCs/FAPs et des CS et évalué
I'efficacité du programme myogénique in vitro.

e Sous-partie 4 : Conséquences fonctionnelles in vivo de la déplétion de I'IMAT post-

Iésion.
Enfin, notre dernier objectif a été de tester in vivo si la perturbation de la formation de I'|MAT
transitoire post-lésion avait une conséquence sur |'efficacité de la régénération musculaire.
Nous avons utilisé d’'une part un modele de souris incapables de former des adipocytes
matures et d’autre part un modéle de mort inductible des adipocytes dans le muscle afin
d’étudier les conséquences de la perturbation de I'adipogénése post-lésion sur I'efficacité de
la régénération musculaire.
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RESULTATS

1) Définir le role de l'infiltration des ASCs dans le processus de régénération
musculaire chez la souris.

Les résultats présentés dans ce chapitre sont intégralement publiés dans I'article suivant :

Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of skeletal muscle
after injury.

Sastourné-Arrey Q*, Mathieu M*, Contreras X, Monferran S, Bourlier V, Gil-Ortega M, Murphy
E, Laurens C, Varin A, Guissard C, Barreau C, André M, Juin N, Marques M, Chaput B, Moro C,
O'Gorman D, Casteilla L, Girousse A, Sengenés C. *contribution équivalente

Nat Commun. 2023 Jan 5;14(1):80. doi: 10.1038

La premiere partie de cet article démontre que la |ésion musculaire déclenche une libération
rapide (dés 1 jpl) d’ASCs depuis le ScAT suivie de leur infiltration dans le muscle |ésé. Mon
objectif était d’observer si cette infiltration était nécessaire a la régénération musculaire. Pour
répondre a cette question, nous avons eu pour stratégie de perturber l'infiltration précoce des
ASCs dans le muscle apreés la lésion et d’évaluer I'efficacité de la régénération musculaire. La
difficulté de cette question reposait sur le fait qu’il n‘existait pas de marqueurs spécifiques
permettant de cibler, pharmacologiquement ou génétiquement, les ASCs du ScAT sans
perturber d’autres types cellulaires équivalents comme les ASCs d’autres dépots adipeux ou
les FAPs résidents du muscle par exemple. Pour perturber l'infiltration des ASCs nous avons
alors utilisé deux modeéles relevant de stratégies différentes mais complémentaires. Le premier
modele que nous avons utilisé avait pour objectif de perturber le trafic des ASCs entre leur
compartiment d’origine, le ScAT, et leur tissu cible, le muscle quadriceps |ésé. Le second
modele avait pour principe de dépléter le réservoir d’ASCs, c’est-a-dire le ScAT, par un modele
de lipectomie bilatérale.

Le premier modele que nous avons utilisé visait a diminuer l'infiltration des ASCs dans le
muscle en perturbant leur migration entre le ScAT et le muscle |ésé. Méme si notre
compréhension actuelle du trafic in vivo des ASCs/MSCs natives est encore trés incompleéte®0,
certaines études indiquent que les plaquettes contrélent le trafic et/ou le recrutement des
MSCs sur les sites de lésions#76:477:498499 Nous avons constaté par ailleurs que les ASCs dérivées
du ScAT d’animaux lésés par injection de glycérol (Gly) ou CTX surexpriment a leur surface la
podoplanine par rapport aux ASCs d’animaux non lésés (Fig. 1A). La podoplanine est un ligand
endogene du récepteur 2 de type lectine (CLEC-2) qui est un récepteur essentiel activant les
plaquettes*?®. Les études antérieures de I'équipe avaient démontré in vitro une interaction plus
forte des ASCs du ScAT issus d’animaux lésés avec les plaguettes par rapport aux ASCs issues
d’animaux non lésés*®3, Par ailleurs, 'utilisation d’un anticorps dirigé contre la podolanine a
permis de réduire I'interaction des ASCs avec les plaquettes in vitro*?3. En accord avec ce
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résultat, plusieurs études rapportent que la majorité des MSCs injectées peuvent étre trouvées
dans la circulation en association avec les plaquettes pour faciliter leur homing vers les tissus

A * B C D
Muscle injury 1000+ 800
5000+ 1jpl
5 "E T 800 =
@ 40004 = 8 & 600 *
55 E 5 oo ! B
% @ 3000 s j ot oo L4
= ° E
£5. _ g E 4001 g 40 ¢
& 3 2000+ 0 1hpi 3 7 14jpl £ o 3 Eoo .;’
o= T T T 1 S = 4 % 2004
8 10004 Injury  oPLA +- —paeer z < 200 i 200 ——
& - '~ . Harvest .
(Gly ASC injection 0 =1 e b4 ® |-
- -CTX) p
Cirl1 3 714 0
Ctrl Gly CTX B Gly+lgG Gly+oPLA
ip!
E _ 6004 Pax 7 500 Myf5
E - -& Gly
(‘), - Gly O 4004 -#- Gly + aPLA
= -#- Gly +aPLA =
< 400 =
o o 300+
w w
o o
a o 200+
£ 200 5
Lol
@ 2 1004
& G}
0-— T T T
Ctrl 3 7 14
dpi
— 600- — 60007 Myogenin = 600004 eMyHC
G ('2 [’i e e s
& < Ll
= 4004 5 4000 5 400004
S & ®
w w (2]
@ o o
e (=8
& 2004 & 2000 £ 20000
@ z 2
C o i)
& O 9 © |
0 T T T T
cul 3 7 14 Ctrl 3 7 14
dpi dpi

Figure 1 : L'interaction des ASCs avec les plaquettes est nécessaire a leur infiltration et a la
régénération musculaire.

A Expression de la podoplanine a la surface des ASCs dérivées du tissu adipeux sous-cutané (ScAT) d'animaux
blessés (Gly et CTX) ou de contrdle (non lésées) par cytométrie en flux a 1 jour post-lésion. n =5 (Témoin), 5 (Gly),
et 4 (CTX) animaux répartis sur trois expériences indépendantes. B Modéle de déplétion plaquettaire et
d'injection d’ASCs triées selon I'immunophénotype Sca-1*/CD31/CD45 depuis la SVF de ScAT d’animaux
controles. La figure a été partiellement générée a I'aide de Servier Medical Art, sous licence Creative Commons
Attribution 3.0. C Evolution temporelle du nombre de plaquettes chez les animaux contrdles lésés au Gly de 1 a
14 jpl. n = 15 (Ctrl) et trois animaux pour chaque autre point temporel sur deux expériences indépendantes. D
Contenu en FAPs déterminé par cytométrie de flux dans les muscles |ésés d'animaux témoins (+IgG) ou déplétés
en plaquettes (+aPLA). n = 7 (Gly+IgG) et 9 (Gly + aPLA) animaux sur deux expériences indépendantes. E Evolution
temporelle de I'expression de I'ARNm des genes du programme myogéniques dans le muscle quadriceps
d'animaux témoins et blessés par Gly, avec et sans déplétion plaquettaire. n = 12-16 (Ctrl) et 5-8 a 3 dpi, 6-8 a 7
dpi, et 6-9 a 14 dpi animaux au cours de quatre expériences indépendantes.
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enflammés*’®. Par conséquent, nous avons imaginé que l'interaction entre les ASCs et les
plaguettes était nécessaire pour le recrutement des ASCs dans le muscle lésé et qu’en
perturbant cette intéraction nous altérerions in fine le processus de régénération
musculaire. Le schéma expérimental que nous avons utilisé (présenté en Fig. 1B) consistait a
réaliser une déplétion plaquettaire par injection intrapéritonéale d’anticorps anti-plaquettes
(a-Pla) 1 heure apres la réalisation des Iésion musculaires (Gly ou CTX). Dans un premier temps
nous nous sommes assurés de la validation de la déplétion plaquettaire, qui été maximale 1
jour apreés I'injection de I'anticorps a-Pla (Fig. 1C), cinétique pour laquelle I'équipe avait décrit
I'infiltration des ASCs dans le muscle |ésé, puis un retour a au niveau basal autour du 7™ jour
aprés l'injection (Fig. 1C) permettant ainsi d’éviter les effets secondaires de la déplétion
plaquettaire a long terme. Apres avoir validé la déplétion en plaquettes, nous nous sommes
aussi assuré que ce modeéle permettait de freiner I'laugmentation précoce du nombre de
FAPs/ASCs dans le muscle post-lésion. Pour cela, nous avons vérifié par cytométrie en flux sur
la Fraction Vasculaire Stromale (SVF) du muscle a 1jpl, que 'augmentation du nombre de
cellules Sca-1*/CD317/CDA45" était atténué (d’un facteur deux) suite a la déplétion plaquettaire
a 1jpl (Fig. 1D). Ces résultats suggerent que I'infiltration des ASCs dans le muscle implique leur
interraction avec les plaquettes et que le modéle de déplétion plaquettaire constitue un
premier modeéle de perturbation de cette infiltration.

Nous avons ensuite évalué au sein de ce modele si la perturbation de I'infiltration des ASCs du
ScAT dans le muscle entrainait une altération de la régénération musculaire. Pour cela, nous
avons évalué l'expression des genes impliqués dans le programme moléculaire de la
différenciation myogénique jusqu’a 14 jpl aprés lésion au Gly (Fig. 1B). Nous avons constaté
gue I'expression des marqueurs précoces du programme myogénique (Pax-7 et Myf5) n’était
pas altérée alors que celle des marqueurs plus tardifs (MyoD, Myogenin, eMyHC) a été
nettement diminuée a partir de 7 jpl suite a la déplétion plaquettaire par rapport au groupe
|ésé mais n’'ayant pas recu d’injection a-Pla (Fig. 1E). Ainsi, ces observations indiquent que
I'infiltration des ASCs est nécessaire aux étapes tardives de la régénération comme la
différenciation et la fusion des progéniteurs myogéniques. Pour renforcer cette observation,
nous avons évalué par des approches histologiques la présence des fibres musculaires
centronucléées, caractéristique d’évenement de fusion, ainsi que leur taille, deux indicateurs
de l'efficacité de la régénération largement acceptés. Nous avons constaté que la proportion
de fibres centronucléées a 7 jpl ainsi que la distribution de la taille des fibres en régénération
a 14 jpl étaient significativement réduites chez les animaux « déplétion plaquettaire » (Figure
1F-H) indiquant un défaut de régénération. Outre la formation de nouvelles myofibres, la
régénération musculaire implique également la restauration du tissu conjonctif par la
sécrétion et l'organisation de la MEC®® alors que le dépét excessif et persistant de tissu
conjonctif intramusculaire (IMCT) est caractéristique de la fibrose3*. Etant donné que le
modele de lIésion CTX est décrit comme davantage pro-fibrotique par rapport au modéle de
Iésion Gly, nous avons examiné les conséquences de la déplétion plaquettaire dans le contexte
CTX!78, A 14 jpl nous avons observé un dépot important d'IMCT qui s'aggrave en cas de
déplétion plaquettaire (Figure 11) suggérant que l'infiltration d’ASCs est nécessaire pour une
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Figure 1 (suite) : l'interaction des ASCs avec les plaquettes est nécessaire a leur infiltration
et a la régénération musculaire.

F Images de microscopie confocale des muscles quadriceps a 7 jpl (Gly +/- déplétion plaquettaire). Barres
d’échelles 500 um (a gauche) et 50 um (a droite). G Quantification immunohistologique des fibres musculaires
néoformées (fibres centronucléées WGA) a 7 jours. n = 5 (Gly), 5 (Gly + aPLA) et 4 (Gly + aPLA + ASCs) animaux
sur quatre expériences indépendantes. H Distribution de la taille des fibres musculaires en régénération chez les
animaux lésés au Gly (rouge), déplétés en plaquettes (gris) et supplémentés en ASCs (vert) a 14 jpl. n =4 (Gly), 6
(Gly + aPLA), et 5 (Gly + aPLA + ASCs) animaux au cours de quatre expériences indépendantes. | Quantification
immunobhistologique du dép6t d'IMCT dans le muscle quadriceps d'animaux témoins et d'animaux Iésés par CTX
avec et sans déplétion plaquettaire a 14 jpl. n = 27 (Ctrl), 10 (CTX), 28 (CTX + aPLA), et 30 (CTX + aPLA + ASCs)
images de 4, 3, 4, et 4 animaux dans chaque groupe, respectivement, au cours de trois expériences
indépendantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne + SEM ; *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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restauration adéquate (quantitative et certainement qualitative) de I'IMCT pour une
régénératin optimale.

Dans ce contexte, nous voulions savoir si les altérations observées pouvaient étre
spécifiguement attribuables a l'altération de l'infiltration des ASCs dans le muscle. Pour cela,
nous avons réalisé des injections d’ASCs triées de SVF du ScAT dans un muscle |ésé Gly ou CTX
en méme temps que la déplétion plaquettaire (Fig. 1B) afin de mimer/restaurer l'infiltration
d’ASCs. Le nombre d'ASCs injectées a été déterminé a partir des quantités d’ASCs disparues
dans le ScAT et de celles de FAPs augmentées a 1 jpl, soit environ 2,5.10° ASCs. De maniére
remarquable, I'injection d’ASCs dans le muscle a permis de complétement restaurer le nombre
de fibres musculaires centronuclées dans le modéle de déplétion plaquettaire a 7 jpl (Fig. 1F-
G). Sur une cinétique plus tardive, a 14 jpl, I'injection d’ASCs dans ce méme modele a permis
de partiellement restaurer la taille des fibres musculaires en améliorant leur répartition vers
un profil identique a celui observé dans un modele de lésion Gly témoin (sans déplétion
plaguettaires) (Fig. 1H). Dans le contexte de la restauration du tissu conjonctif aprés lésion,
I'injection intramusculaire d'ASCs a amélioré les niveaux d'IMCT, suggérant un rOle pro-
régénérateur des ASCs infiltrées aprées la |ésion musculaire (Figure 11).

En résumé, ce modeéle nous a permis de démontrer que l'infiltration des ASCs dans le muscle
aprés la lésion est un processus bénéfique pour la régénération puisque sa perturbation
entraine des effets déléteres sur la régénération musculaire. Ces effets peuvent étre attribués
a la population d’ASCs étant donné que leur injection intramusculaire dans ce modeéle permet
de restaurer une régénération musculaire efficace.
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Figure 2: Le modeéle de lipectomie bilatérale n’influence pas les paramétres
morphométriques et métaboliques. A Modéle de lipectomie bilatérale et d'injection d'ASCs. La figure a

été partiellement générée a I'aide de Servier Medical Art, sous licence Creative Commons Attribution 3.0. Pour
B-E, n=3-5 (Ctrl), 3-9 (Ctrl-ScAT) animaux sur 3 expériences indépendantes.
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Figure 3: Lorigine tissulaire des ASCs qui infiltrent le muscle est déterminante pour

maintenir l'efficacité de régénération du muscle. A Modéle de lipectomie bilatérale et d'injection
d'ASCs. Figure partiellement générée a I'aide de Servier Medical Art. B Evolution temporelle de I'expression de
I'ARNm des génes myogéniques dans le muscle quadriceps d'animaux contréles et blessés au Gly avec et sans
lipectomie. n =4 (Ctrl) et 3-4 a 3 jpl, 3-4 a2 7 jpl, 3-4 a 14 jpl animaux au cours de trois expériences indépendantes.
C Images en microscopie confocale des muscles quadriceps a 7 jpl (Gly +/- lipectomie). Barres d’échelles 500 um
(en haut) et 50 um (en bas). D Quantification immunohistologique des fibres musculaires néoformées
(centronucléées WGA) a 7 jpl.n = 4 (Ctrl), 6 (Gly), et 9 (Gly-ScAT) animaux sur trois expériences indépendantes. E
Nombre de FAPs dans le muscle lésé par Gly ou le muscle témoin avec ou sans lipectomie ScAT. n = 17 (Gly), 13
(Ctrl-ScAT) et 11 (Gly-ScAT) animaux au cours de cing expériences indépendantes.
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Le second modele que nous avons mis en place avait pour objectif de supprimer la réservoir
d’ASCs pour bloquer leur migration vers le muscle. Ce modeéle consiste en I'ablation bilatérale
des ScAT (double lipectomie) de I'animal afin d’éliminer le réservoir d'ASCs (Fig. 2A). Nous
avons d'abord vérifié I'impact de la lipectomie bilatérale sur les paramétres morphométriques
et métaboliques de I'animal pour s’assurer que les effets observés sur la régénération
musculaire ne soient pas confondants avec ces parametres. Le poids corporel et la masse
grasse totale n'ont pas été modifiés de maniére significative (Fig. 2B-C). Le poids des PGAT,
I'autre principal dép6t adipeux, n'a pas augmenté pour compenser |'ablation des ScAT (Fig.
2C). Ensuite, la glycémie n'a pas montré de changements significatifs aprés la lipectomie
bilatérale (Fig. 2D). Le modele de lipectomie n’entraine donc pas de variations des parametres
métaboliques majeurs qui avaient pu étre associés a la perturbation de la régénération
musculaire dans les modeles d’obésité par exemple. Nous avons donc réalisé des lésions
musculaires Gly dans ce modéle de lipectomie dans le but d’évaluer les critéres quantitatifs et
qualitatifs de la régénération musculaire.

Aprés la lésion musculaire nous avons dans un premier temps examiné les profils d'expression
génique liés a la régénération musculaire (Fig. 3A). Bien que les premiéres étapes du
programme moléculaire de régénération musculaire, illustrée par le marqueur précoce Pax-7,
n'aient pas été affectées (Fig. 3B), les marqueurs tardifs de myogenese, Myog et eMyHC, ont
présenté des altérations significatives (Fig. 3B) indiquant de la méme maniére que pour le
modele de déplétion plaquettaire (a-Pla), une implication des ASCs dans les phases tardives
du processus de régénération musculaire. De la méme maniére que pour le modeéle a-Pla, nous
avons observé une diminution du nombre de fibres nouvellement synthétisées,
centronucléées, chez les animaux dépourvus de ScAT (Fig. 3 C-D), démontrant une altération
de la régénération du muscle. Par ailleurs, nous avons été surpris de constater la persistance
de l'augmentation du nombre de FAPs aprés la lésion dans les muscles des animaux
lipectomiés (Fig. 3E), suggérant la mise en place de processus de compensation permettant de
maintenir l'infiltration d’ASCs depuis d’autres réservoirs tissulaires. Nous avons donc quantifié
le nombre d’ASCs/MSCs dans d’autres réservoirs (respectivement PGAT et MO) et avons
remarqué une diminution du nombre d'ASCs Sca-1*/CD457/CD31 dans le PGAT a 1 jpl chez les
animaux dépourvus de ScAT (Fig. 3F). Cette observation laisse penser qu’en l'absence de ScAT,
le PGAT prend le relais et fournit au muscle des cellules de type FAPs mais sans pour autant
garantir une régénération musculaire efficace puisque la régénération est altérée quand le
réservoir ScAT est absent (Fig. 3 C-D). Ces résultats suggerent aussi que les ASCs, selon leur
dépbt adipeux d’origine, possedent un potentiel de régénération différent. Nous avons donc
comparé les conséquences fonctionnelles de I'apport exogéne d’ASCs provenant du ScAT ou
du PGAT sur l'efficacité de la régénération musculaire chez des animaux dépourvus de ScAT.
Dans ce contexte, l'injection d'ASCs issues du ScAT a permis de rétablir le niveau de fibres
centronucléées, contrairement aux ASCs dérivées du PGAT (Fig. 3G-H), démontrant ainsi une
capacité pro-régénérative supérieure. Enfin, nous nous sommes demandé si les ASCs dérivées
du ScAT présentaient un profil transcriptionnel pro-régénératif spécifique, favorisant la
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Figure 3 (suite) : L'origine tissulaire des ASCs qui infiltrent le muscle est déterminante pour

maintenir I'efficacité de régénération du muscle. F Quantification du nombre d'ASCs dans le PGAT en
condition contréle ou Iésionnelle avec ou sans lipectomie du ScAT. n = 6 (Ctrl), 8 (Gly), 8 (Ctrl-ScAT), et 8 (Gly-
ScAT) animaux sur quatre expériences indépendantes. G Images en microscopie confocale sur muscles quadriceps
lésés Gly et témoins a 7 jpl avec ou sans lipectomie. Barres d’échelles 500 um (en haut) et 50 um (en bas). H
Quantification immunohistologique des fibres musculaires néoformées (fibres centronucléées WGA) a 7 jpl. n =
6 (Gly), 9 (Gly-ScAT), 6 (Gly-ScAT+ASC(ScAT)), et 5 (Gly-ScAT+ASC(PGAT)) animaux sur cing expériences
indépendantes. | Analyse des termes de GO entre les ASCs dérivées du ScAT et du PGAT. Les résultats sont
exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne + SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
**¥*p <0,0001 vs Ctrl.
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régénération musculaire. L'analyse fonctionnelle par I'ontologie des genes (GO) a révélé des
profils d'expression génique spécifiques dans les ASCs du ScAT par rapport aux ASCs du PGAT
avec un enrichissement des fonctions biologiques liées a la coordination de l'inflammation, a
la prolifération et au devenir des cellules souches ainsi que la fusion des myoblastes (Fig. 3lI),
qui sont toutes des voies essentielles pour permettre une régénération musculaire efficace.

En résumé, ce modele nous a permis de montrer que l'infiltration spécifique des ASCs du ScAT
promeut la régénération musculaire puisque I'ablation de leur réservoir conduit a l'altération
du processus de régénération musculaire tandis que leur injection intramusculaire permet de
la rétablir. Ce modéle nous permet aussi de mettre en lumiere la mise en place d’une
mobilisation d’ASCs compensatoire depuis d’autres sources cellulaires comme le PGAT lorsque
les ASCs ne peuvent pas étre mobilisés du ScAT sans pour autant parvenir a soutenir la
régénération musculaire. Lorsque les ASC dérivées du PGAT ont été directement injectées dans
le muscle |ésé, elles n'ont pas pu restaurer la régénération musculaire contrairement a leurs
homologues du ScAT.

107 | 255




— 250 ScAT
3
£ 2004 o
Lésion musculaire unique e
Lésion 1 Q 1504 °
— <
C\l\ © 100+
Cw\h E
— E 504
0 1 7 dpi <
T T T o]
Lésion Dissection Contenu en
(Gly) ASCs ?
D
_ 200+
-
o
c = 150
Lésions musculaires répétées 8
Lésion 1 Lésion 2 2 1004
i % i 2 D
Q:*v"\.g <; -\g a 50+
= — £
0 7 8 14 ipl 2
T T T 1 0 T 1
Lésion Lésion Dissection Contenu en inl
(Gly) (Gly) 1ipk2  FAPsetASCs ? ; ; 141p
L-1 L-2
E F
= 2000+ . PGAT
= Muscle
(.g 150 ns
s 1500
& *% .o
& 1000- S 1997 \
2 *kKk & .
@ * 3
5 5004 @ 504
£
2 4
0 1 1 1 1T 1 1 . 0-
01 2 3 456 8 jpl ctrl  1jpl-2

Figure 4 : Le SCAT ne semble pas intervenir de la méme maniére en réponse a une deuxiéme
lésion musculaire qu’a la premiére.

A Modele expérimental d’une Iésion unique induite par glycérol. B Quantification du nombre d’ASCs du ScAT a 1,
3 et 7 jpl. n=11 (Ctrl), n=10 (1 jpl), n=5 (3 jpl), n=9 (7 jpl). C Modéle expérimentale de deux lésions induites au
glycérol répétées a 7 jours d’intervalle. D Evolution du nombre d’ASCs du ScAT dans un modele de Iésions
répétées, les fleches indiquent les temps auxquels les Iésions ont été effectuées. n=16 (Ctrl), n=10 (1 jpl-1), n=15
(7 jpl-1), n=7 (1jpl-2) et n=4 (7 jpl-2) E Evolution du nombre de FAPs quantifié par cytométrie en flux apres une
Iésion unique (jpl-1) ou aprés une seconde Iésion (jpl-2), les fleches indiquent les temps auxquels les Iésions ont
été effectuées. n=62 (Ctrl), n=29 (1 jpl-1), n=2 (3 jpl-1), n=7 (7 jpl-1) et n=4 (1 jpl-2) F Evolution du nombre d’ASC
du PGAT quantifié par cytométrie en flux 1 jour apres la deuxieme lésion (1 jpl-2). n=4 (Ctrl) et n=3 (1 jpl-2). Les
résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne + SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl.
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Les résultats présentés dans la section suivante n‘ont pas été publiés :

Pour approfondir notre compréhension de la mobilisation endogéne des ASCs du ScAT vers le
muscle 1ésé, nous avons examiné comment la dynamique de ces cellules évolue en condition
de lésions répétées (Gly). Nous avons dans un premier temps quantifié le nombre d’ASCs dans
le ScAT pendant 7 jpl dans le but de déterminer quand la population d’ASCs retrouvait son
niveau basal. Suite a une Iésion musculaire unique induite par Gly (Fig. 4A), nous avons noté
une diminution du nombre d'ASCs dans le ScAT des le premier jour, qui persiste jusqu'a 7 jpl
(Fig. 4B). Nous avons alors cherché a déterminer si la réalisation d'une seconde Iésion (Iésion
2;1-2) 7 jours apres la premiere (lésion 1 ; I-1) (Fig. 4C) influencait la mobilisation des ASCs
depuis le ScAT ainsi que leur infiltration dans le muscle. De manieére surprenante, 24h apres la
seconde lésion (1 jpl-2), la quantité d’ASCs du ScAT n’a pas diminué comme apres la premiére
|ésion (diminution d’environ 20% a 1 jpl-1) mais a eu tendance a augmenter jusqu’a 7 jpl-2 (Fig.
4D). Dans le muscle, alors que la dynamique transitoire de I'augmentation du nombre de FAPs
aprés une premiére lésion est largement documentée3l32246 pey d'informations sont
disponibles concernant I'évolution de leur nombre aprés plusieurs lésions. Nous avons observé
une augmentation transitoire du nombre de FAPs, débutant a 1 jpl-1 avec un pica 3 jpl-1 et un
retour a la quantité initiale a 7 jpl-1 (Fig. 4E) en accord avec la littérature. La seconde lésion
musculaire, pratiquée a 7 jpl-1 a entrainé une augmentation forte et rapide du nombre de FAPs
intramusculaire 13 fois supérieure a 1 jpl-2 dépassant méme le nombre de FAPs observés apres
la premiere lésion (Fig. 4E). Ces résultats pourraient suggérer qu’aprés une seconde Iésion
musculaire i) il se met en place une infiltration d’ASCs (ou plus généralement de MSCs) bien
plus importante que pour une lésion unique et qui pourrait étre soutenue par d’autres
réservoirs d’ASCs/MSCs en plus du ScAT ; ii) il y aurait une prolifération des ASCs infiltrées lors
de la premiere Iésion. Pour mieux comprendre cette forte augmentation, nous avons imaginé
qgue le PGAT puisse servir de réservoir secondaire en réponse a la seconde lésion musculaire,
de la méme maniére que ce que nous avons observé dans le modéle de lipectomie bilatérale.
En réponse a la deuxiéme Iésion, le nombre d’ASCs dans le PGAT a diminué (non significatif en
raison du petit nombre d’animaux utilisé) (Fig. 4F) mais cette diminution ne peut pas expliquer
a elle seule 'augmentation du nombre de FAPs intramusculaire. U'évaluation de la prolifération
des FAPs intramusculaire serait nécessaire pour comprendre si elle participe a 'augmentation
de leur nombre aprées la seconde lésion et en quelle proportion. De maniere identique, la
prolifération des ASCs devrait é&tre mesurée pour expliquer I'absence de leur diminution dans
le ScAT apres la seconde Iésion musculaire.

Ces expériences préliminaires nous ont permis de suggérer que les mécanismes cellulaires mis
en place au cours d’'une deuxieéme lésion musculaire, ne sont pas identiques a ceux observés
au cours de la premiére lésion. augmentation du nombre de FAPs 1 jour aprés la deuxiéme
Iésion est plus importante que celle observée 1 jour apres la premiére lésion. Pour autant, au
moment de la deuxiéme Iésion le ScAT ne s’est pas encore repeuplé de sa population d’ASCs.
Alors qu’on pourrait s’attendre a une plus forte diminution de la population d’ASCs post
deuxieéme lésion, celle-ci augmente et semble montrer que le ScAT n’est plus un réservoir
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répondeur a la seconde lésion. Il semblerait alors que l‘organisme mette en place des
mécanismes compensatoires pour contourner 'absence d’ASCs au sein du SCAT au moment de
la deuxieme lésion. Il reste néanmoins a vérifier si ces mécanismes reposent sur une
mobilisation endogéne depuis d’autres réservoirs physiologiques ou bien si la prolifération
rapide des ASCs du ScAT et des FAPs au sein du muscle est un élément a prendre en compte 1
jour aprés la deuxiéme lésion alors que celle-ci n’a pas lieu a 1 jours apres la premiere.
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Discussion

Ces travaux permettent d’introduire le concept d’'une communication tissulaire endogéne qui
s’effectue entre le ScAT et le muscle I1ésé par I'intermédiaire d’'une mobilisation cellulaire. En
effet, nous démontrons que le ScAT agit comme un réservoir d’ASCs capable de rapidement
infiltrer le muscle lésé et ainsi participer a 'augmentation du nombre de FAPs précoce, non
soutenue par la prolifération de ces cellules a ce stade. Au-dela de leur infiltration, nous
démontrons par l'utilisation de deux modeles murins, que la perturbation de l'infiltration des
ASCs dans le muscle lésé est suivie d’une régénération musculaire altérée. Ces travaux mettent
alors en évidence un role clef des ASCs du ScAT dans la régénération du muscle.

Le premier modeéle que nous avons utilisé repose sur l'injection d’un anticorps a-Pla afin de
perturber I'association des ASCs avec les plaquettes lors de leur migration. Une étude récente
se placant également dans un contexte de régénération musculaire aprés une lésion CTX
démontre que la déplétion plaquettaire par injection d’anticorps a-Pla entraine une
diminution du recrutement des neutrophiles dans le muscle |ésé qui aboutit a une réponse
inflammatoire anormale et une régénération musculaire retardée>’!. Dans cette étude, les
auteurs démontrent que le recrutement des neutrophiles est dépendant de la sécrétion des
chimiokines CXCL5 et CXCL7 par les plaquettes. Nous pourrions alors penser que notre modele
de déplétion plaquettaire visant a perturber la migration des ASCs soit confondant avec les
effets sécrétoires des plaquettes agissant sur d’autres types cellulaires comme les
neutrophiles. Néanmoins, nous montrons que l'injection d’une quantité restreinte d’ASCs
(250.000) permet de restaurer la régénération du muscle alors que I'injection de neutrophiles
ou un retour de la signalisation CXCL5 / CXCL7 n’a pas été démontré sur |'efficacité de la
régénération du muscle dans cette étude. Ces obserations permettent de soutenir le réle
important joué par les ASCs au cours de la régénération du muscle.

Pour exclure I'effet confondant de la déplétion plaquettaire via leur sécrétion, nous avons aussi
mis en place un second modeéle d’ablation bilatérale des ScAT. Ce modele avait pour objectif
de supprimer le réservoir des ASCs et ainsi bloquer leur migration vers le muscle. Lorsque nous
avons quantifié la population de FAPs intramusculaires 24 heures apres lésion dans le modéle
de lipectomie, nous avons été surpris de constater un maintient de leur augmentation ne
pouvant pourtant plus étre soutenue par l'infiltration des ASCs du ScAT. Les MSCs sont décrites
comme résidentes au sein de plusieurs tissus pouvant potentiellement représenter des
réservoirs cellulaires en réponse a la lIésion. Nous avons donc évalué les variations des
guantités de ces cellules dans le PGAT, un tissu relativement proche du muscle Iésé. De facon
surprenante, nous avons ainsi observé que ce tissu non répondeur a une lésion musculaire en
présence des ScAT, présente une diminution de son contenu en ASCs en condition de
lipectomie et de lésions répétées. Ces résultats suggérent alors I'existence d’un systéeme de
compensation permettant le maintient de 'augmentation des ASCs au cours des 24 heures
post-lésion. Néanmoins, bien que le PGAT réagisse a la lésion et participe au maintient de
I'augmentation des FAPs intramusculaires post-lésion, celui-ci ne permet pas de garantir
I'éfficacité de la régénération du muscle. En effet, en condtion lipectomie nous avons démontré
qgue la régénération du muscle était altérée et I'injection d’ASCs triées depuis le PGAT ne
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permettait pas de rétablir la régénération du muscle alors que les ASCs du ScAT injectées en
méme proportion le permettait. Cette observation souléve alors des questions sur le potentiel
pro-régénérant et les fonctions des ASCs, et plus généralement des MSCs, en fonction de leur
origine tissulaire. Une revue de la littérature discute une idée comparable, en démontrant que
les MSCs présentes au sein de différents organes participent selon des mécanismes différents
a I'établissement de la fibrose de leur tissu d’origine en condition pathologique®®2. Selon les
tissus, il est alors observé des MSCs possédant des capacités de différenciation en
myofibroblastes et des capacités sécrétoires de MEC différents. Cette revue met donc en avant
le fait que selon I'organe d’origine, les fonctions des MSCs different. Ainsi, on pourrait imaginer
gue malgré la mise en place par lI'organisme d’un systéme compensatoire en abscence des
ASCs du ScAT, les cellules recrutées au niveau du muscle |ésé depuis d’autres soucres ne
possedent pas les capacités suffisantes pour permettre une régénération musculaire identique
a celle observée en présence des ASCs du ScAT.

Cette observation fait également écho a nos résultats obtenus en condition de lésions
répétées. En effet, par ce modele nous cherchions a appauvrir le ScAT en ASCs afin d’en
observer les conséquences sur les variations des quantités de FAPs intramusculaires post-
Iésion. Nos résultats montrent qu’aprés une deuxieme lésion, I'augmentation du nombre de
FAPs est bien plus importante et rapide qu’aprés une lésion unique. Il semblerait alors que
I'organisme soit capable de mettre en place un systéme d’adaptation de facon a se pré-
conditionné pour préparer d’éventuelles futures lésions. Néanmoins, le SCAT ne semble pas
répondre de maniére identique lors de la deuxieme lésion laissant ici aussi sous-entendre des
mécanismes compensatoires permettant de mobiliser des cellules depuis des réservoires
secondaires lorsque le réservoire primaire, le ScAT, est appauvri. Il serait alors interressant
d’évaluer l'efficacité de la régénération musculaire lors de la deuxieme Iésion et comparer si
elle est identique ou pas a la premiere lésion. Dans le cas ou elle ne le serait pas ces résultats
s'accorderaient alors avec ceux obtenus dans le modele de lipectomie montrant que la
mobilisation depuis d’autres réservoirs ne permet pas de maintenir une régénération
musculaire efficace. En revanche, dans le cas ou elle le serait on pourrait imaginer que les
guantités plus importantes de FAPs, et donc de MSCs recrutées, observées 1 jours apres la
deuxieme lésion permettent de compenser les capacités pro-régénérentes intrinseques plus
faibles de ces cellules par rapport aux ASCs du ScAT. On pourrait ainsi se demander si une
injection d’un nombre plus important d’ASCs du PGAT que celui que nous avons utilisé dans le
modéle de lipectomie du ScAT permet de rétablir ou pas la régénération du muscle dans ce
modeéle.
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2) Caractérisation de l'identité des ASCs qui infiltrent le muscle aprées la lésion.
Les résultats présentés dans ce chapitre sont en partie publiés dans I'article ci-apres. Les résultats non
publiés seront identifiés.

Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of skeletal muscle
after injury.

Sastourné-Arrey Q*, Mathieu M*, Contreras X, Monferran S, Bourlier V, Gil-Ortega M, Murphy
E, Laurens C, Varin A, Guissard C, Barreau C, André M, Juin N, Marques M, Chaput B, Moro C,
O'Gorman D, Casteilla L, Girousse A, Sengenés C. *contribution équivalente

Nat Commun. 2023 Jan 5;14(1):80. doi: 10.1038

Plusieurs travaux font état d'une hétérogénéité cellulaire au sein de la population des ASCs
437,438,440,503 Cette hétérogénéité est également démontrée pour les FAPs, et lorsqu'une lésion
musculaire est réalisée, plusieurs études rapportent |'apparition d'une population de FAPs
"activées">9°1>3, Cependant, ces études ne caractérisent cette "activation" sur le plan
biologique suite a une blessure musculaire. A notre connaissance, nous sommes la seule
équipe a travailler sur l'infiltration d’ASCs entre les compartiments adipeux et musculaire, et
nous pensons que les ASCs infiltrées pourraient contribuer a I'hétérogénéité cellulaire
observée dans un muscle |ésé et potentiellement représenter la population de FAPs "activées"
identifiée par d'autres groupes. D’autant plus que les cinétiques sur lesquelles sont observées
ces nouvelles populations de FAPs, entre 0,5 et 1,5 jpl, correspondent parfaitement a la
cinétique d’infiltration des ASCs dans le muscle, dées 1 jpl.

Pour démontrer notre hypothése, nous avons combiné des approches de cytométrie en flux,
de RNAseq sur populations totales et en cellule unique afin de faire émerger des
ressemblances entre les populations d’ASCs et de FAPs post-lésion et ainsi pouvoir
potentiellement caractériser un marqueur ou une signature génique des ASCs infiltrées. Ce
marqueur ou cette signature serait un moyen de distinguer les ASCs des FAPs lorsqu'elles
coexistent dans le muscle. Egalement, cette caractérisation faciliterait I'isolement ex vivo de la
population d'ASCs "migrantes"”, ce qui permettrait une meilleure compréhension de leur
biologie in vitro. En outre, cela ouvrirait la voie a I'étude de leur potentiel pro-régénérant par
réinjection in vivo, contribuant ainsi a une meilleure compréhension du réle des ASCs dans le
processus de régénération musculaire.

Pour répondre a cette hypotheése, nous avons réalisé une premiére approche de séquencage
ARN sur des populations d’ASCs ou de FAPs entieres triées selon I'immunophénotype
Scal*/CD45/CD31 depuis le ScAT et le muscle en condition contrdle (CTL) ou Iésionnelle (Inj).
Nous avons obtenu un séquencgage sur 3 populations cellulaires : ASCs, FAPs CTL et FAPs Inj.
Notre objectif était d’identifier les geénes coexprimés dans les populations d’ASCs et de FAPs
Inj (qui représentent un mélange de FAPs et d’ASCs infiltrées) mais non exprimés par la
population de FAPs CTL. Lanalyse bio-informatique de nos données a été réalisée en
collaboration avec le Dr X. Contreras de notre équipe. Pour implémenter notre jeu de données
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Figure 5 : Les FAPs issus d’'un muscle Iésé ressemblent aux ASCs du ScAT.

A Analyse en composantes principales (ACP, PC2 vs PC3) des valeurs d'expression RNAseq des FAPs et des ASCs
isolées a partir d'animaux Iésés (1 jpl) et d'animaux contrdles. B Diagramme de Venn montrant le chevauchement
des genes différentiellement exprimés dans les ASCs du ScAT et les FAPs de muscles |ésés (FAPInj) par rapport aux
FAPs d'animaux non lésés (FAP). LOG2FC > 0,58 et p<0,05. C Représentation en Heat-map de I'expression des
genes différentiellement exprimés (exprimés en score Z) dans les groupes de FAPs (contrble et Iésé) comparés
aux ASCs avec les termes correspondants de la Gene Ontology. D Tableau des génes les plus exprimés dans les
ASCs par rapport aux FAPs, classés par valeur p ajustée. La signification a été obtenue a I'aide du logiciel DESeq2
réglé sur les parametres par défaut, qui utilise le test de Wald pour calculer les valeurs p. E Représentation en
Violin-plot I'expression de Sca-1 et Podoplanin (pdpn) depuis une analyse RNAseq en cellule unique des FAPs
isolés a partir d'animaux lésés (0,5, 2 et 3,5 jpl) et d'animaux contrdles en utilisant les ensembles de données
d'Oprescu et al.
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dans le muscle et renforcer I'analyse statistique, nous avons inclus les données des travaux de
Malecova et al.*° qui se placaient dans les mémes conditions expérimentales que les nétres.
En comparant les profils d'expression génique des différentes populations cellulaires a I'aide
de I'analyse en composante principale (ACP) présentée dans la Figure 5A nous avons été en
mesure de différencier les populations cellulaires de maniere distinctes (ASCs, FAPs CTL et FAPs
Inj). Ainsi, pour la premiere fois nous montrons que les ASCs et les FAPs sont des populations
cellulaires qui peuvent se différencier par leur expression génique. Ensuite, I'ACP montre que
la population de FAPs Inj est transcriptionnellement plus proche de la population d'ASCs que
des FAPs CTL le long de la composante principale 2 qui compte pour 38% de la variance (Fig.
5A). L'expression d'un total de 1807 génes est partagée entre les ASCs et les FAPs Inj,
expliquant ainsi la similarité transcriptionnelle entre ces deux populations (Pval = 1,56 e-136,
Fig. 5B). Ces résultats soutiennent donc fortement nos résultats de cytométrie et d’IHC
montrant que le pool de FAPs a 1 jpl est composé de FAPs résidents du muscle et d’ASCs
infiltrées depuis le ScAT.

L'étude par ontologie génique a permis de révéler que les génes partagés entre les ASCs et les
FAPs Inj sont impliqués dans les voies de la réponse au stress, la sécrétion de cytokines,
I'angiogenése et la contraction musculaire (Fig. 5C). Parmi eux, nous avons constaté que la
podoplanine, qui a récemment été associée a un phénotype pro-migratoire chez les MSCs
dérivées de la moelle osseuse®’8, était le septiéme géne le plus régulé (Fig. 5D). Pour confirmer
I'augmentation de I'expression de la podoplanine dans les FAPs de muscle lésé, nous avons
exploité un ensemble de données de séquencage en cellule unique (sc RNAseq) publié par
Oprescu et al.>°, qui a examiné la dynamique transcriptionnelle de diverses sous-populations
cellulaires lors du processus de régénération du muscle squelettique, dans les stades précoces
apres la lésion. Notre analyse des données d’Oprescu et al. a montré que les FAPs, définies par
leur positivité pour Sca-1 (Ly6a), présentaient une expression de la podoplanine augmentée a
un stade précoce post-lésion (0,5 jpl) avant de revenir a un niveau basal a 3,5 jpl (Fig. 5E)
corroborant ainsi nos résultats.

En conséquence, nos données de RNAseq, montrent que les FAPs apres Iésion musculaire
présentent des similitudes transcriptionnelles avec les ASCs du ScAT. Dans le but de valider
I'infiltration d’une sous-population particuliere d’ASCs nous avons utilisé des approches
permettant I'études des différentes sous-populations dans les compartiments adipeux et
musculaire en conditions CTL et Inj.
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Figure 6 : Une population d’ASC caractérisée par I'expression de la podoplanine disparait

dans le ScAT et apparait dans le muscle aprés la Iésion.

A Analyse phénotypique des ASCs et des FAPs par cytométrie de flux. Graphique tSNE fusionné pour toutes les
cellules CD45-/CD31- dérivées de la SVF de ScAT et de muscle d’animaux contrdles et lésés au Gly. L'identité de
chaque groupe en fonction du niveau d'expression de plusieurs marqueurs combinés est codée en couleur dans
le graphique tSNE. Les graphiques des niveaux d'expression des marqueurs cytométriques sont présentés dans
la partie droite. B Comparaison des diagrammes tSNE du ScAT et du muscle dans les conditions contréles et
lésionnelles (Gly et CTX) a 1 jpl ; les groupes identifiés en (A) sont entourés en noir. C Analyse immunohistologique
de quadriceps lésés au Gly (1 jpl) chez des souris greffées avec du ScAT KikGR (les fleches vertes pointent les
cellules KikGR*/ Podoplanine*/CD31". Barre d'échelle 10 um.
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En parallele et dans le but d’affiner 'immunophénotype de la population d’ASCs migrante nous
avons réalisé une analyse approfondie par cytométrie en flux de la SVF fraichement isolée du
ScAT et du muscle provenant d'animaux |ésés ou non. Nous avons utilisé |'algorithme de
réduction de la dimensionnalité, t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE), pour
évaluer qualitativement la diversité des sous-populations cellulaires dans le sous-ensemble de
cellules CD45/CD31". Dans cet ensemble, cing sous-populations cellulaires distinctes ont été
identifées dans le ScAT en fonction de I'expression des marqueurs de surface Sca-1, CD34,
CD90, CD140a (PDGFR a) et podoplanine (Fig. 6A). Ensuite, nous avons étudié I'impact de la
lésion musculaire (Gly et CTX, 1 jpl) sur la proportion de ces cing sous-ensembles cellulaires
dans le muscle et le ScAT. Parmi les cinq sous-ensembles cellulaires identifiés par I'analyse
tSNE, la population de cellules Sca-1*/CD34*/CD90*/Podoplanine*/CD31/CD45  a augmenté
dans le muscle lésé alors qu'elle a disparu dans la ScAT a 1 jpl (Gly ou CTX) (Fig. 6B). Cette
observation soutient I'infiltration musculaire d’'une sous-population cellulaire d’ASCs présente
dans le ScAT caractérisée par I'expression de la podoplanine en réponse a la lésion.

Pour valider linfiltration dans le muscle lésé d’une population d’ASCs exprimant la
podoplanine, nous avons utilisé le modele de greffe de tissu adipeux depuis des animaux
CAG::KikGR et nous avons remarqué par des approches IHC que les cellules KikGR* qui infiltrent
le muscle lésé, en plus de présenter I'immunophénotype Sca-
1*/CD34*/CD140a*/CD317/CD45 correspondant a celui d’'une ASC, expriment également la
podoplanine (Fig. 6C).

Les résultats présentés dans la section suivante n’ont pas été publiés :

Enfin, pour parvenir a une identification précise des ASCs migrantes entre le ScAT et le muscle
[ésé, nous avons conjugué l'utilisation du modele de greffe de ScAT CAG::KikGR avec des
approches de séquencage de I'ARN en cellule unique (scRNAseq). Aprés avoir réalisé les greffes
de ScAT CAG::KikGR des lésions musculaires ont été effectuées par injection de Gly. Cette
approche avait pour objectif de permettre I'identification des ASCs migrantes parmi les FAPs
du muscle lésé, par la séquence du gene KikGR, et I'étude de leur spécificité transcriptionnelle
par rapport aux autres sous-populations de FAPs intramusculaires. Pour cela, nous avons isolé
les SVF des ScAT et muscles des animaux greffés en condition non lésionnelle (CTL) et
Iésionnelle (Inj, 1 jpl). Nous avons ensuite isolé par tri magnétique la population d’ASCs ou de
FAPs Scal*/CD457/CD31" de chaque SVF puis procédé au scRNAseq de ces populations.

Lanalyse bioinformatique de nos données a été réalisée en collaboration avec le Dr X.
Contreras de notre équipe et sa doctorante M. Labrosse. Dans un premier temps, nous avons
réalisé un contrdle qualité des échantillons en s’assurant : (1) d’exclure les cellules CD31* et
CDA5* restantes pour s’assurer de la pureté de I'échantillon, (2) que le nombre de cellules était
suffisant pour le séquencage (compris entre 4243 et 6300 cellules en fonction de I’échantillon),
(3) que le nombre de genes détectés par cellules (profondeur de séquencage) était suffisant
pour I'analyse nous permettant de détecter entre 4000 et 5000 geénes par cellules en fonction
de I'échantillon (et qui sont des valeurs supérieures a celles observées dans les autres études
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de la littérature®0437.438503) ot enfin (4) d’exclure les cellules mortes en sélectionnant les
cellules exprimant un pourcentage de génes mitochondriaux inférieure a 10%.

Lanalyse a d’abord révélé la présence d’ASCs KikGR* dans le ScAT des animaux CTL et Inj, un
résultat attendu permettant de valider la détection du gene KikGR dans nos échantillons. Bien
gue de bonne qualité, nos données ont présenté une limite majeure : le trop faible niveau
d’expression de la KikGR au sein de la population de FAPs Inj (et certainement associé a la
rareté de I'événement d’infiltration) ne nous a pas permis de détecter les ASCs infiltrées
KikGR*. Deux contraintes expérimentales pourraient potentiellement expliquer ce résultat. La
premiére concerne la profondeur de séquencage que nous avons adoptée, se concentrant sur
les 5000 genes les plus exprimés dans chaque cellule. L'expression de KikGR ne figurerait pas
parmi ces 5000 premiers genes. La seconde limite pourrait étre attribuée a |'utilisation de Sca-
1 dans le tri des FAPs a partir de la FVS du muscle en condition de Iésion. En effet, nous avons
ciblé les FAPs en fonction de leur immunophénotype Sca-1*/CD457/CD31", cependant, nous
avons par ailleurs constaté que la population d'ASCs infiltrant le muscle |ésé est plutot
caractérisée par une faible expression de Sca-1 (Sca-1'°"). Il se peut donc que le tri magnétique
des cellules favorise la capture de cellules exprimant fortement Sca-1 et que notre population
d’intérét soit sous-représentée dans I'analyse par scRNAseq.

Dans le but de résoudre cette problématique, nous sommes en train de procéder a
I'amplification du gene KikGR au sein de nos échantillons de FAPs Inj, afin de faire figurer
I'expression de la KikGR parmi les 5000 premiers génes lors de la phase de séquencage. Si cette
approche ne s'avere pas concluante, nous envisageons alors d'effectuer un nouveau tri
cellulaire en évitant |'utilisation de I'anticorps anti Sca-1.
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Figure 7 : Le ScAT et le muscle renferment des sous-populations d’ASCs/FAPs distinctes et

certaines sous-populations d’ASCs semblent répondre spécifiquement a la lésion. A
Représentation des atlas UMAP des données transcriptomiques en cellules uniques issues des ASCs triées Sca-
1*/CD317/CD45  depuis la SVF de ScAT en condition contrdles et aprés Iésion musculaire Gly (1 jpl). B Violin plots
qui montrent le niveau d’expression et la distribution de génes marqueurs représentatifs de chaque sous-
populations d’ASCs du ScAT. L'axe des y est le compte normalisé des reads. C Dotplot de génes impliqués dans
différentes fonctions intéressantes pour la régénération et up-régulés chez certaines sous-populations d’ASCs
déterminés par Gene Ontology (GO).
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L'analyse de notre jeu de données sans |'utilisation de la séquence KikGR nous a tout de méme

permis d’obtenir des informations intéressantes. Notre stratégie d’analyse s’est déroulée en

deux temps. Un premier temps ou l'objectif a été d’identifier séparément chaque sous-

populations d’ASCs dans le ScAT puis de FAPs du muscle en condition CTL et Inj et d’observer

I'impact de la Iésion sur chacun des clusters (Apparition, déplétion/diminution, changement

de profil transcriptomique) pouvant éventuellement traduire des mouvements de populations

cellulaires. Le second temps avait pour principe d’analyser en méme temps a la fois les

populations de FAPs Inj et d’ASCs afin de faire émerger des ressemblances transcriptionnelles

entres certains clusters cellulaires d’ASCs et de FAPs pouvant étre représentatif de I'infiltration

d’une population d’ASCs au sein des FAPs du muscle.

Dans le premier temps d’analyse :

Au niveau du ScAT, nous avons pu identifier 7 sous-populations d’ASCs (clusters ASCO a
6, Fig. 7A) au sein de la population Scal*/CD317/CD45 isolée depuis la SVF du ScAT tous
défini par I'expression de PDGFRa (Fig. 7B), un marqueur connu comme étant exprimé
par les populations de ASCs/FAPs. Chaque cluster est défini par I'expression de certains
génes qui leur sont propre permettant d’identifier les sous-population d’ASCO a ASC6
par des marqueurs exclusifs respectifs : Limch1, Fgf10, Lrrc15, Vit, Cd74, Lgr5 et Top2a
(Fig. 7B). Aprés la lésion musculaire (Gly, 1 jpl) nous avons observé des variations
importantes dans les clusters ASC1 (Limch1*), ASC4 (Cd74*) et ASC6 (Top2a®) illustrant
une réponse transcriptionnelle spécifique des ASCs du ScAT en réponse a la Iésion
musculaire. Le cluster d’ASC1, que nous avons identifié comme une sous-population
progénitrice par analyse d’ontologie génique (GO), présentait un changement
important dans le profil transcriptomique se traduisant par un déplacement du cluster
sur la représentation de réduction de dimensionnalité UMAP (Fig. 7A). Le cluster
d’ASC4 exprimait majoritairement des genes impliqués dans la réponse inflammatoire
(Fig. 7C, analyse GO). En réponse a la Iésion musculaire, nous avons observé une
augmentation du nombre de cellules présentes dans ce cluster (Fig. 7A). Au contraire,
le cluster d’ASC6 caractérisé par des génes de la prolifération cellulaire (Fig. 7C, analyse
GO) a partiellement disparu apres la I[ésion musculaire. Ces observations suggerent que
les populations d’ASC4 et ASC6 pourraient représenter des populations d’intérét dans
notre contexte avec une population qui pourrait proliférer avant de migrer (ASC6) ou
une population quittant directement le ScAT (ASC4) apreés la |ésion musculaire.
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Figure 7 (suite): Le ScAT et le muscle renferment des sous-populations d’ASCs/FAPs
distinctes et certaines sous-populations d’ASCs semblent répondre spécifiqguement a la
Iésion. D Représentation des atlas UMPA des données transcriptomiques en cellules uniques issues des FAPs
triées Sca-1*/CD317/CD45 depuis la SVF de muscle contrdles ou lésés Gly. E Violin plots qui montrent le niveau
d’expression et la distribution de génes marqueurs représentatifs de chaque sous-populations de FAPs du muscle.
L'axe des y est le compte normalisé des reads. F Dotplot de genes impliqués dans différentes fonctions

intéressantes pour la régénération et up-régulés chez certaines sous-populations de FAPs déterminés par Gene
Ontology (GO).
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Au niveau du muscle, nous avons identifié trois sous-populations de FAPs a I’état basal
(sans lésion musculaire, CTL) caractérisées également par I'expression de PDGFRa (Fig.
7D-E). Ces trois clusters sont chacun identifiable par I'expression de marqueurs qui leur
sont propre : FAPO (Ddit4l*), FAP1 (Col6a6") et FAP2 (C7*) majoritairement connu pour
étre impliqués dans le remodelage matriciel (Fig. 7F, analyse GO), des fonctions
égalements observées au sein des sous- populations de FAPs CTL dans la littérature®>-
>153, Contrairement au ScAT, dans le muscle aprés la lésion nous avons observé une
apparition de 6 nouvelles sous-populations de FAPs qui expriment respectivement :
Fosl1, Mki67, Emb, Cmah, Smim41 et Sfrp5. De maniére intéressante, la population
FAP4 (Mki67*) est majoritairement représentée par des genes impliqués dans la
prolifération cellulaire tout comme la population d’ASC6 (Top2a*) du ScAT (Fig. 7C et
7F) tandis que les autres populations sont représentées par des génes contrélant le
remodelage matriciel et la réponse immunitaire (Fig. 7C et 7F) comme pour la
population d’ASC4 (Cd74%).
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Figure 8 : Des sous-populations de FAPs s’apparentent a des sous-populations d’ASCs et
pourraient représenter des populations candidates d’ASCs migrantes.

A Représentation des atlas UMAP des données transcriptomiques en cellules uniques combinés entre les ASCs et
les FAPs en condition lésionnelle Gly. B UMAP de lintégration des sous-populations de FAPs et ASCs
préalablement identifié. C UMAP de I'intégration des différents clusters déterminés sans identification préalable
des ASCs et des FAPs. D Violin plots des genes exprimés par la sous-population d’ASC3 mais pas par les FAPs et
exprimés par la sous-population présente a I'interface entre les ASCs et les FAPs apres la Iésion. E-F Intensité

d’expression de la podoplanine au sein des populations de FAPs contréles (CTL) et Iésées (Inj) (G) et des ASCs et
FAPs en condition lésionnelle (H)
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Dans un second temps d’analyse, nous avons cherché a approfondir notre compréhension des
corrélations existantes entre les populations de FAPs et d'ASCs. Mettre en avant une sous-
population dASCs génétiquement proche d’une sous-population de FAPs pourrait
potentiellement permettre I'identification de la sous-population d’ASCs infiltrée au sein des
populations de FAPs résidentes, d'intérét pour notre étude. Nous avons donc incorporé
simultanément les données des populations d'ASCs et de FAPs dans une méme représentation
de réduction de dimension UMAP (Fig. 8A-B). En fusionnant les deux représentations UMAP
définies pour les ASCs et les FAPs Inj décrites précédemment (Fig. 7A, C) au sein d’'une méme
représentation UMAP nous avons obtenu une représentation que nous avons appelée
« guidée » (Fig. 8A-B) puisque les populations d’ASCs et de FAPs étaient déja caractérisées
séparément. En utilisant cette représentation, il est clairement observable que les sous-
populations d'ASCs et de FAPs se séparent distinctement, a |'exception de la sous-population
d'ASC6 (Top2a*) qui montre une proximité plus marquée avec les populations de FAPs et
particulierement la population FAP4 (Mki67*), deux populations caractérisées par des genes
impliqués dans la prolifération cellulaire (Fig. 7E-F). Parallelement, nous avons observé un
prolongement de la population de FAP6 (Cmah®) se situant a l'interface avec la population
d'ASC3 (Vit*). De maniere intéressante, lorsque nous avons choisi de représenter ces données
de maniére « non-guidée », c’est-a-dire sans préalablement définir quelles populations étaient
des ASCs ou des FAPs, nous avons observé 10 clusters cellulaires différents parmi lesquels se
dégagent deux événements d’intérets : (1) le prolongement de la population FAP6 (Cmah*) est
considéré comme appartenant a la population d’ASC3 (Vit*) (regroupés dans le cluster 6 sur la
représentation Fig. 8C). Cet évenement signifie que le prolongement de la population FAP6
(Cmah®) isolé initialement depuis la SVF de muscle |ésé est considéré comme apparenté
transcriptionnellement avec la sous-population d’ASC3 (Vit*) par l'algorithme. Ce cluster
pourrait alors représenter la population d’ASCs infiltrée dans le muscle et s’étant mélangée
avec les populations de FAPs. Quand nous avons caractérisé les genes représentatifs de cet
état intermédiaire du prolongement de la population de FAP6 (Cmah*) avec ASC3 (Vit*) nous
avons observé que les genes Vit, Apoe, Icam1 et Gas6 étaient majoritairement exprimés par la
population d’ASC3 et faiblement dans la population FAP6 (Fig. 8D). En revanche, |'expression
de ces genes au sein des cellules présentes uniquement dans le prolongement entre ASC3 et
FAP6 était intermédiaire entre les niveaux d’expression dans ASC3 et FAP6 (Fig. 8D), appuyant
I’'hypothése d’une infiltration des cellules ASC3 dans la population de FAPs. Le second
évenement (2) que nous avons observé se situe au niveau de la population d’ASC6 (Top2a*) qui
est considérée comme appartenant au cluster de FAP4 (Mki67*) (regroupés dans le cluster 4
sur la représentation Fig. 8C). Cet évenement signifie que la population d’ASC6 (Top2a®) isolée
depuis la SVF du ScAT et considérée par 'algorithme comme transcriptionnellement identique
a la population de FAP4 (Mki67*) isolée depuis la SVF du muscle post-lésion. Contrairement au
premier événement, il ne traduit pas un état intermédiaire entre deux sous-populations d’ASCs
et de FAPs. En revanche, cette observation pourrait signifier que la population de FAP4
(Mki67*) qui n‘est pas présente dans un muscle a I'état basal mais qui apparait a 1 jpl est en
réalité la résultante d’une infiltration d’ASC6 (Top2a*), deux populations caractérisées par leur
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capacité proliférative par GO (Fig. 7E-F). La visualisation de I'expression de la KikGR combinée
a I'étude des trajectoires cellulaires dans les différents clusters de FAPs Inj et d’ASCs nous
permettra par la suite de mieux comprendre quelles sont les sous-populations d’ASCs infiltrées
a l'origine de I'apparition de nouvelle(s) population(s) de FAP(s).

Enfin, nous avons constaté un faible niveau d’expression de la podoplanine dans la population
de FAPs en condition controle qui augmente drastiquement dans toutes les sous-populations
de FAPs en réponse a la lésion, a 1 jpl (Fig. 8E), en accord avec notre analyse des données
d’Oprescu et al. présentée en Figure 5E. Néanmoins, la podoplanine est exprimée par la totalité
des sous-populations de FAPs et non par une sous-population cellulaire particuliere méme si
nous avons constaté un gradient d’expression de la podoplanine fortement exprimé du coté
des populations ASCO (Limch1*) et plus faiblement exprimé au sein des populations ASC1
(Fgf10*) (Fig. 8F). La podoplanine ne semble donc pas spécifique d’une sous-population
particuliere d’ASCs mais pourrait étre utilisé dans l'identification des ASCs infiltrées en
complément avec d’autres marqueurs afin d’identifier spécifiquement la sous-population
d’ASC migrante.
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Discussion

Le r6le des FAPs en tant que cellules de soutien aux CS au cours de la régénération musculaire
a largement été décrit dans la littérature?%3%4, 'augmentation du nombre de FAPs post-lésion
se fait de maniere rapide et transitoire. De plus, diverses études récentes ont abordé la
guestion de I'hétérogénéité des cellules résidentes du muscle en conditions d'homéostasie et
de régénération en utilisant I'analyse scRNAseq. Ces études ont pu mettre en évidence la
présence de diverses sous-populations de FAPs a I'état basal et I'apparition de nouvelles
populations au cours de la régénération**>1°3 en accord avec nos résultats. Les résultats
présentés ici fournissent un mécanisme qui pourrait expliquer a la fois I'augmentation rapide
du nombre de FAP observée 24 heures post-lésion musculaire sans prolifération mais aussi
participer a I'hétérogénéité des FAPs. Nos données de RNAseq montrent que la population
globale de FAPs post-lésion s’apparente transcriptionnellement a la population globale des
ASCs du ScAT. Nos données de scRNAseq montrent qu’en réalité certaines sous-populations
d’ASCs du ScAT respectivement Vit* et Top2a* s’apparentent fortement a certaines sous-
populations de FAPs et pourraient représenter les sous-populations de FAPs décrites comme
« activés » post-lésion dans la littérature®>3, A ce jour, nous sommes dans l'attente des
résultats de I'amplification du gene « traceur » KikGR des ASCs du ScAT pour réellement
déterminer quelle(s) population(s) de FAPs expriment ce gene suite a la greffe de ScAT KikGR.

Nos données de cytométrie, de RNAseq et de scRNAseq montrent qu'en réponse a une lésion
musculaire, les ASCs du ScAT surexpriment la podoplanine, qui est un ligand pour le récepteur
plaquettaire CLEC-2 (C-type lectin-like receptor 2). Nous avons remarqué en analysant nos
données et en reprenant celles publiées dans la littérature par Oprescu et al.>® que la
podoplanine est faiblement exprimée par les FAPs a l'état basal et est exprimée
transitoirement par les FAPs post-lésion. Il a été montré que la podoplanine confére un
phénotype pro-migratoire aux MSCs, facilitant leur migration a travers la paroi vasculaire et
leur interaction avec les plaquettes circulantes*’®. La podoplanine étant exprimée a la surface
cellulaire, ce marqueur représente donc un intérét pour suivre le trafic endogene des ASCs en
réponse a la lésion. Néanmoins, la podoplanine n’est pas exprimée par une sous-population
particuliere d’ASCs et est également exprimée de maniére homogene dans toutes les
populations de FAPs qui apparaissent apres la Iésion. Ce marqueur ne permet donc pas de
tracer une sous-population particuliére d’ASCs. On pourrait aussi imaginer que les FAPs
résidentes du muscle puissent induire leur propre expression de podoplanine en réponse a la
[ésion musculaire. Néanmoins, ces cellules étant déja présentes dans le muscle, induire
I'expression de la podoplanine ne représenterait pas un réel intérét de migration. Il est plus
probable que I'augmentation de I'expression de la podoplanine observée dans la population
de FAPs post-lésion soit dle a une infiltration d’ASCs Podoplanine* plutot qu’une induction de
son expression au sein de FAPs résidentes. Pour valider cette hypothése il serait intéressant
d’observer les variations de I'expression de la podoplanine dans les FAPs intramusculaires post-
Iésion dans un modele de lipectomie bilatérale des ScAT ou d’injection d’anticorps a-Pla dans
le but de démontrer que la perturbation de linfiltration des ASCs perturbe également
I'expression de la podoplanine qui ne pourrait pas étre compensé par une induction
d’expression par les FAPs résidentes. Pour savoir si les FAPs sont capables ou non d’induire
I'expression de la podoplanine, il serait intéressant de les isoler in vitro en culture avec du
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milieu contenant du sérum d’un animal Iésé afin de reproduire le stimulus chimique auquel ils
sont exposés au cours de la Iésion. Par des approches de RT-qPCR ou de cytométrie, on pourrait
alors déterminer I'expression moyenne de la podoplanine par cellule avant et apres exposition
au sérum. Dans le cas ou les FAPs ne seraient pas capables d’induire I'expression de la
podoplanine, ce marqueur de surface représenterait un grand intérét et permettrait de
distinguer pour la premieére fois les ASCs des FAPs par leur niveau d’expression de podoplanine.

Nos données de scRNAseq nous ont permis de faire émerger une sous-population d’ASCs
(ASC3) possédant une signature génique spécifique (Vit*, Apoe®, Icam1* et Gas6”) et qui
semble mélangée au sein des populations de FAPs post-lésion. Cette sous-population cellulaire
représente donc une population candidate de choix dans la détermination de la sous-
population d’ASCs migrante qui participe a la régénération musculaire. Il serait alors trés
tentant d’isoler spécifiqguement cette population cellulaire par l'intermédiaire de ces
marqueurs, lcaml étant un récepteur exprimé a la surface cellulaire®®, et de tester les
capacités in vitro et in vivo de ces cellules par rapport a la population totale d’ASCs du ScAT.
Est-ce que l'isolement d’'une population d’ASCs Sca-1*/Icam-1*/CD457/CD31" conduit a des
capacités migratoires, prolifératives, sécrétoires et de différenciation in vitro plus importante
gu’une population d’ASCs totale Sca-1*/CD457/CD31"? Est-ce que la réinjection in vivo d’une
population d’ASCs Sca-1*/Icam-1*/CD45/CD31° améliore davantage [efficacité de la
régénération musculaire que ne le fait déja la population totale d’ASCs Sca-1*/CD457/CD31"?
De maniére intéressante, le géne Vit code pour une protéine appelée Vitrin composant la MEC
etimpliquée dans son remodellage et le geéne Gasé6 code pour une protéine sécrétée impliquée
dans la régulation et I'arrét du cycle cellulaire et de la phagocytose des cellules apoptotiques,
un processus important dans la réponse immunitaire®%. Ces deux fonctions respectives ont
déja été décrites dans la littérature comme étant des processus clés joués par les FAPs
intramusculaires post-lésion>#2°%>%_ Enfin Apoe code une protéine exprimée a la surface de la
monocouche phospholipidique des gouttelettes lipidiques des adipocytes®® et est décrit
comme régulateur du métabolisme en permettant le transport des lipides au sein des
gouttelettes. D’un autre c6té, la littérature décrit 'apparition d’adipocytes intramusculaires
apres une lésion, méme si l'origine et le réle de ces adipocytes ne sont a ce jour pas réellement
démontrés, la découverte de ces marqueurs d’intéréts impliqués dans des fonctions
biologiques déja décrite dans la régénération musculaire ouvre des questions quant au réle et
au devenir des ASCs infiltrées dans le muscle 1ésé par rapport a celui des FAPs résidents.

3) Détermination de l'origine cellulaire et de I'importance fonctionnelle du dépdt
transitoire d’adipocytes dans la régénération musculaire

Les résultats présentés dans la section suivante n’ont pas été publiés :

Nos données montrent qu’en réponse a la Iésion musculaire le ScAT libére rapidement des
ASCs qui infiltrent le muscle. La perturbation de leur infiltration dans le muscle a démontré
I'importance de ces progéniteurs dans le processus de régénération musculaire. Par ailleurs,
I'observation originale dans la littérature de la présence d’'un dép6t adipeux intramusculaire
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au cours du processus de régénération a permis de soulever de nouvelles questions quant au
réle et l'origine des adipocytes dans le muscle |ésé. Bien que la présence d’adipocytes
intramusculaires soit majoritairement associée a des phénomeénes de dégénérescence
musculaire, il semblerait ici que leur présence n’affecte pas le processus de régénération du
muscle. D’autant plus que dans d’autres contextes de lésions tissulaires et régénération, la
formation d’adipocytes et la présence de lipides a été montré comme favorisant les processus
de réparations tissulaires. En effet, la formation d’adipocytes et/ou la présence de lipides ont
déja été démontré comme jouant des réles importants dans la signalisation permettant le
recrutement de cellules immunitaires nécessaire au processus de réparation cutanée par
exemple®44%_ La présence de lipides au cours du processus de réparation tissulaire permet

435 ou méme de

également de servir de substrat métabolique au systeme immunitaire
molécules précurseurs permettant de reconstituer les membranes plasmiques cellulaires®”’. Il
nous a donc paru nécessaire de comprendre si la formation d’adipocytes intramusculaires était
bénéfique au processus de régénération post-lésion mais aussi quels étaient les mécanismes
contrélant cette formation. Pour répondre a ces questions, nous avons d’abord déterminé la
cinétique précise d’apparition et disparition des adipocytes intramusculaires post-lésion.
Comparer la cinétique des adipocytes intramusculaires avec celles des autres cellules de la
niche permettrait de proposer des dialogues entre ces différents types cellulaires et ainsi
déterminer si ces interactions sont bénéfiques au processus de myogenése. Ensuite, notre
objectif a été de déterminer si l'infiltration d’ASCs depuis le ScAT post-lésion pouvait
représenter une source de cellules a l'origine de la formation d’adipocytes post-lésion. Sachant
que l'infiltration des ASCs est nécessaire pour la régénération il se pourrait que leur role passe
par une forme différenciée en adipocyte. Nous avons donc cherché a déterminer I'importance
des adipocytes intramusculaires dans la régénération musculaire par des approches in vitro de
co-culture entre des adipocytes et les progéniteurs musculaires complétées par des modeles
in vivo de déplétion ou perturbation de la formation des adipocytes intramusculaires pour
proposer des fonctions de cette population cellulaire au cours de la régénération.

Sous-partie 1 : Cinétique de la formation des adipocytes intramusculaires.

Bien que quelques études démontrent l'apparition d’adipocytes intramusculaire post-
|ésiont19116:182 Jayr méthode de quantification reste incompléte. Ces travaux ont utilisé un
modeéle de lésion musculaire par injection de Gly et quantifié la présence d’adipocytes sur
coupes fines (8um). Bien que cette méthode permette l'observation d’adipocytes par
I'intermédiaire d’un marquage PLIN1, protéine exprimée a la surface des gouttelettes
lipidiques des adipocytes, elle reste limitée quant a la représentation globale des événements
d’un muscle entier, pouvant mesurer jusqu’a 1cm pour les muscles quadriceps. Ces études se
sont concentrées sur les étapes tardives post-lésion avec des quantifications réalisées autour
de 10 jpl, temps pour lequel sont observés des adipocytes, et une absence d’adipocyte
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Figure 9 : Augmentation transitoire des quantités d’adipocytes intramusculaires entre 5 et
14 jours post-lésion.

A Modele de lésion musculaire induite par Glycérol et stratégie de prélevement et de quantification des
adipocytes intramusculaires par marquage Bodipy post-lésion B Aire de Bodipy* (en pixel?) exprimée en % de la
surface totale de la section musculaire imagée en microscopie confocale. n=5 (Ctrl, a 0 jpl), n=3 a5 jpl,n=7a 7
jpl, n=7a9jpl,n=42a 11 jpl, n=4a 14 jpl, n=5 a 20 jpl et n=4 a 28 jpl. C Images réalisées a la loupe binoculaire des
muscles entiers transparisés au SDS et marqués par coloration a I’huile rouge (Oil Red O) et estimation du volume
de lipides par extraction de la coloration Qil Red O dans le muscle entier, n=3-4 pour chaque groupe. Les résultats
sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne + SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl.
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caractérisée autour de 21 jpl. Elles ne décrivent donc pas les phases plus précoces et le
moment précis auquel apparaissent puis disparaissent les adipocytes intramusculaires, ce qui
nous permettrait de déterminer la fenétre temporelle sur laquelle les adipocytes pourraient
influencer leur environnement et permettraient de soutenir le processus de régénération
musculaire.

Pour quantifier la présence d’adipocytes musculaires nous avons développé une méthode de
guantification sur coupe épaisse de muscle (300 um). Nous avons sélectionné 3 coupes par
muscles a des profondeurs différentes pour étre représentatif de I'ensemble du muscle (Fig.
9A). Nous avons réalisé un marquage Bodipy afin de marquer les lipides neutres contenus dans
les gouttelettes lipidiques des adipocytes et avons rapporté l'aire occupée par ce marquage a
I'aire totale de chaque coupe de muscle, que nous traduirons par la suite comme une quantité
d’adipocytes. La quantification que nous avons réalisée témoigne donc d’une surface occupée
par les adipocytes et dont la variation pourrait étre attribuée a des modifications de leur
nombre et/ou de leur taille. Cette méthode de quantification des adipocytes intramusculaire
a donné lieu a la rédaction d’une note d’information pour Campdens Instrument dans laquelle
nous détaillons précisément le protocole de coupe et de marquage>®.

Nous avons quantifié la présence du marquage Bodipy par approche immunohistologique sur
des coupes transversales de muscle quadriceps lésées au Gly de 0 a 28 jpl (Fig. 9A-B). Nos
résultats montrent la présence d’adipocytes intramusculaires chez la souris a I'état basal
(1,16% = 0,08% de la surface totale du muscle occupée par le marquage Bodipy) contrairement
aux études de la littérature qui n’en observaient pas!i®!16182 En réponse a la lésion, nous
avons observé une augmentation de la proportion d'adipocytes dans le muscle dés 5 jpl (1,97%
+ 0,25% Bodipy* de la surface totale du muscle), bien que cela ne soit pas statistiquement
significatif a ce stade. A 7 jpl, la surface occupée par les adipocytes a triplé par rapport aux
animaux témoins non lésés (3,40 £ 0,92 %) pour atteindre un pic (Fig. 9B) avant de revenir au
niveau basal a 14 jpl. De maniére surprenante, la quantité d’adipocytes semble réaugmenter
a 20-28 jpl.

Nous avons pu confirmer ces résultats par une autre approche sur muscle entier. Aprés
transparisation au SDS pdt 72 heures de muscles quadriceps Iésés, nous avons réalisé un
marquage des lipides neutres a I’'Oil Red O puis une extraction du colorant afin d'estimer la
teneur en lipides du muscle entier (Fig. 9C). De cette maniére, nous avons observé une
augmentation de 50% du contenu en lipides 7 jpl et une tendance a la diminution a 14 jpl (Fig.
9C) en accord avec nos résultats précédents obtenus avec le marquage Bodipy sur coupes de
muscles.

De maniere générale, nous avons constaté dans tous les muscles, que ce soit sur muscle entier
et marquage Oil Red O ou sur coupe de muscle et marquage Bodipy, que les adipocytes
formaient des clusters localisés entre les fibres musculaires préférentiellement localisés en
périphérie du muscle plutét qu’au centre.

Nos données montrent que le muscle de souris, a I'état basal, renferme une quantité
d’adipocytes non négligeable. Ensuite, en accord avec la littérature, nous montrons I'apparition
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transitoire d’adipocytes post-lésion musculaire entre 5 et 14 jpl dans le cadre d’une
régénération dite « normale », mais nous proposons aujourd’hui une description plus précise
de ce phénoméne avec, avec un pic d’adipocyte a 7 jpl environ 3,5 fois supérieur aux quantités
basales. Notre objectif était de déterminer une cinétique précise afin de pouvoir en déduire
des dialogues entre les adipocytes et les types cellulaires présents dans I'environnement
musculaire sur la méme séquence temporelle de régénération. Le pic d’adipocytes est
concomitant avec les étapes de différenciation et de fusion des progéniteurs musculaires lors
de la régénération musculaire décrit dans la littérature>® alors que les quantités de FAPs/ASCs
ont retrouvé un niveau basal?*®. Il serait alors tentant de savoir s’il existe un dialogue entre les
adipocytes et les progéniteurs musculaires permettant de soutenir la myogenese. Dans les
parties suivantes nous nous intéresserons a savoir si les ASCs infiltrées participent a
I'apparition des adipocytes intramusculaires et nous étudierons ensuite le role de ces
adipocytes et leur dialogue avec les progéniteurs musculaires.
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Figure 10: Les ASCs infiltrées participent a l'apparition transitoire des adipocytes
intramusculaires post-lésion.

A Modeéle d’injection d’ASCs triées Sca-1*/CD317/CD45 depuis la SVF de ScAT d’animaux CAG::KikGR et réinjectées
au sein d’animaux C57BI/6 1 heure aprés la lésion Gly. B Images en microscopie confocale dans des muscles de
souris 5 jours apres la lésion Gly et injectées avec des ASCs KikGR. Les fleches vertes pointent la présence
d’adipocytes fluorescents KikGR (vert) contenant des goutelettes lipidiques (marquage LipidTOX, magenta). C
Modeéle de greffe de ScAT d’un animal CAG ::KikGR a des souris WT C57BI/6. D Images en microscopie confocale
dans des muscles de souris 7 jours apres la lésion Gly et greffées avec du ScAT KikGR. Les fleches vertes pointent
la présence d’adipocytes fluorescents KikGR (vert) contenant des goutelettes lipidiques (marquage LipidTOX,
magenta). E Tableau des différents protocoles de transparisation testés et leur impacte pour la microscopie
confocale. Une injection lectine biotinylée puis d’'un anticorps anti biotine fluorescent (vert) a été réalisé 20
minutes avant l'euthanasie des animaux Rosa26-mT/mG pour se servir du marquage comme témoin de
profondeur de transparisation du tissu a l'imagerie et de la fluorescence endogene comme témoin de
conservation de cette fluorescence par les agents transparisants.
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Sous-partie 2: Les ASCs infiltrées participent elles a la formation des adipocytes

intramusculaires ?

Afin de déterminer si les ASCs issues du ScAT et ayant infiltré le muscle suite a la lésion
participent a la formation du dép6t transitoire d’adipocytes nous avons exploité deux modeles
complémentaires. Le premier modele reposait sur I'apport d’ASCs exogenes dans un muscle
Iésé permettant d’évaluer si une ASC est capable de se différencier en adipocyte dans un
muscle Iésé (Fig. 10A). Linjection d’ASCs Scal+/CD45-/CD31- triées depuis la SVF de ScAT d’un
animal fluorescent KikGR 1 heure apres la |ésion musculaire Gly nous a permis de suivre
I’évolution des ASCs par des approches d’IHC. A partir de 5 jpl, nous avons observé la présence
d'adipocytes fluorescents dans le muscle Iésé (Fig. 10B), la fluorescence verte (KikGR) est bien
localisée dans le cytoplasme de l'adipocyte, entourant le noyau (DAPI, bleu) et la/les
gouttelette/s lipidique/s (LipidTox, magenta). Nous avons observé des adipocytes soit
uniloculaires (Fig. 10B, image de gauche), soit multiloculaires (Fig. 10B, image de droite). Le
phénotype multiloculaire est couramment associé a un type d'adipocyte brun/beige, bien que
nous ne puissions pas exclure la possibilité d'un adipocyte blanc encore dans le processus de
différenciation/maturation. Cette expérience démontre la capacité de différenciation des ASCs
exogenes en adipocytes dans un muscle lésé.

Le second modele tirait profit de la greffe de ScAT fluorescent KikGR (Fig. 10C), comme utilisé
dans les parties précédentes, permettant ainsi d’évaluer les capacités de différenciation des
ASCs apres leur mobilisation depuis le ScAT puis leur infiltration dans le muscle |ésé. Chez les
animaux greffés puis Iésés, nous avons aussi constaté la présence d'adipocytes fluorescents
verts, présentant plusieurs gouttelettes lipidiques, a partir de 7 jpl (Fig. 10D). Nous avons donc
démontré pour la premiere fois que suite a la lésion musculaire, les ASCs issues du ScAT et
ayant infiltré le muscle Iésé sont capables de se différencier en adipocyte.

Enfin, nous avons essayé de déterminer la proportion des adipocytes formés post-lésion qui
dérivaient de la différenciation des ASCs infiltrées. Pour y répondre nous avons utilisé notre
modele de greffe de ScAT KikGR couplé a des méthodes de transparisation tissulaire sur muscle
entier dans le but de déterminer la proportion de ces adipocytes exprimant la fluorescence
KikGR parmi I'ensemble des adipocytes intramusculaires. Il existe a ce jour de nombreuses
méthodes utilisant différents types d’agents détergents dans le but de transpariser un tissu.
Néanmoins, peu d’entre elles permettent de conserver I'expression de la fluorescence des
protéines endogénes et beaucoup éliminent les lipides intratissulaires, tous deux nécessaires
dans notre cas. Une méthodologie de transparisation appelé SeeDB, initialement développée
pour la transparisation du cerveau®'?, permet de conserver la fluorescence endogéne dans ce
tissu. Nous avons donc décidé de l'utiliser pour la transparisation du muscle a température
ambiante (RT) ou 50°C (pour accélérer le processus ; Fig. 10E). Avant I'euthanasie de I'animal,
nous avons injecté une lectine fluorescente dans le réseau vasculaire des animaux afin de
marquer ce réseau nous permettant ensuite d’avoir un repére pour mesurer la profondeur de
transparisation du tissu. La méthode SeeDB nous a permis d’imager le muscle par une
approche de microscopie confocale a une profondeur plus importante qu’un muscle non
transparisé (375 pum a RT et 290 um a 50°C contre 192 um en condition non transparisée ; Fig.
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10E), sans pour autant nous permettre d’imager le muscle entier. En revanche, cette approche
ne nous a pas permis de conserver I'expression de la fluorescence de la protéine endogéene
KikGR freinant notre analyse. Une autre approche publiée récemment utilise du SDS afin de
transpariser rapidement un muscle EDL (Extensor Digitorum Longus) pour quantifier le

442 Nous avons testé cette méthode sur les muscles

contenu lipidique intramusculaire
quadriceps. Cette approche SDS nous a permis de transpariser le muscle quadriceps en entier

mais sans conservation de la protéine KikGR endogene (Fig. 10E).

Par cette double approche d’injection d’ASCs et du modele de greffe de ScAT KikGR nous avons
pu montrer que les ASCs infiltrées participaient a la formation des adipocytes observés post-
Iésion. Les limites des protocoles de transparisation tissulaire dans la conservation des
proteines fluorescentes endogenes et des lipides ne nous ont pas permis d’estimer en quelle
proportion les ASCs infiltrées participent a la formation des adipocytes. Maintenant que nous
avons démontré que la cinétique d’apparition des adipocytes intramusculaires s’effectue de
maniere transitoire et que les ASCs infiltrées participent a cette apparition nous allons nous
intéresser au rble joué par les adipocytes intramusculaires dans la régénération musculaire,
d’abord par des approches in vitro puis in vivo.
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Figure 11 : Les ASCs ne semblent pas favoriser la myogéneése plus que les FAPs dans leur

format indifférencié. A Représentation schématique du protocole expérimental de co-culture directe entre
des ASCs ou des FAPs avec des CS. B Evolution de I'expression des ARNm des genes du programme myogénique
(Pax-7, MyoD, eMyHC) sur des CS en culture avec des ASCs du ScAT, du PGAT ou des FAPs. n=4 de 2 expériences
indépendantes pour chaque condition. C Images de microscopie a fluorescence de cellules satellites différenciées
en co-culture directe avec des ASCs du ScAT ou du PGAT ou des FAPs isolées du muscle quadriceps selon
I'immunophénotype Sca-1*/CD31/CD45 marquées desmin (vert) et dapi (bleu).
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Sous-partie 3 : Déterminer le rdle fonctionnel des adipocytes sur le processus de

régénération par des approches in vitro.

Apres une lésion musculaire, les ASCs du ScAT péneétrent rapidement le muscle dés 1 jpl.
Cependant, I'apparition transitoire des adipocytes n'est observée qu'a partir de 5 jpl, et la
différenciation des ASCs infiltrées n'est détectée qu'a 7 jpl. Cette observation suggéere un
possible double réle des ASCs : d'abord en tant que cellules indifférenciées durant les premiers
jours suivant la lésion, puis en tant qu'adipocytes différenciés a des stades plus avancés. Pour
mieux comprendre l'influence des ASCs sous format indifférenciées ou différenciées en
adiocytes sur le processus de régénération, nous avons employé une approche de co-culture
cellulaire in vitro, associant des ASCs fraichement isolées de la SVF de ScAT a des cellules
satellites (CS) natives. Etant donné les différences observées dans les effets pro-régénératifs
suite a l'injection in vivo d'ASCs en fonction de leur origine tissulaire (cf. objectif 1), nous avons
réalisé une comparaison in vitro de |'efficacité des ASCs dérivées du ScAT ou du PGAT, ainsi que
des FAPs issus du muscle, a la fois dans leur état indifférencié mais aussi sous forme
différenciée en adipocyte. Nous avons évalué si ces cellules interagissent avec les CS et leur
impact sur la formation des myotubes.

Pour évaluer les capacités myogéniques des CS en culture nous les avons isolées par tri
magnétique d’'un muscle témoin non lésé selon I'immunophénotype a7-intégrine*/Sca-1-
/CD457/CD31 de la méme facon que publié dans I'étude de Marinkovic et al.”'1. Nous avons
ensuite ensemencé les CS a faible densité en milieu de prolifération 20% sérum pendant 7
jours puis les avons passé en milieu de différenciation en co-culture avec les différents types
d’ASCs ou de FAPs (Fig. 11A). Nous avons choisi d’ensemencer les différents types cellulaires
avec un ratio de 1:1 en raison d’une étude déja réalisée par Joe et al. (2010) testant plusieurs
ratios cellulaires et qui observait une plus forte influence des FAPs sur la fusion des
progéniteurs musculaires avec ce ratio®2. Notre objectif était ici de comparer I'impact des ASCs,
mimant l'infiltration des ASCs décrite in vivo, par rapport aux FAPs locales sur I'activité des CS.

Dans un premier temps, nous avons quantifié sur les cellules en co-culture I'expression des
différents genes exprimés au cours du programme myogénique. Nous avons observé que les
génes trés précoces du programme comme Pax-7 exprimé par les CS quiescentes (Fig. 11B)
n’est pas influencé par la co-culture avec les ASCs par rapport aux FAPs tout comme les génes
tardifs comme eMyHC caractéristique de la présence de myotubes. En revanche, les genes
intermédiaires comme MyoD, caractéristique de la sortie des CS de I'état quiescent, étaient
augmentés en co-culture avec les ASCs du ScAT par rapport aux FAPs. Ces résultats suggerent
alors que les ASCs infiltrées pourraient favoriser I'engagement des CS dans le processus de
différenciation par rapport aux FAPs locales.

Pour compléter ces résultats, nous avons réalisé une analyse d’images effectuées a partir d’un
double marquage Desmin (afin de visualiser les myotubes) et DAPI (pour les noyaux cellulaires)
en culture (Fig. 11C). A partir de ces images, nous avons ensuite utilisé un programme semi-

139 | 255




* kK

O
m
m
@

* * ok k% * % @
= — 1500 *
150 _ 800 2 804 ok E
-5 = ] E =1
= =) 2 @
Q % 600-] . 2 80+ . 2 1000
= 100 2 Y 2
£ P 2 $ s
= =] 3 >
[ : 400 < 401 £
=4 >
5 50 - E % 500 .
k-] @ °
= 5 200 2 20 @
5 E o =
£ a [
0- = 0- g 0- 0 T T T T
(<] O S )
& & P& z ¢ & & & > & T E
Vrg V% *(( VEJ VEJ aﬁ ‘V' ’V‘ 0“
® x (J ® x ()
£ L @ & L @ & L @

Figure 11 (suite) : Les ASCs ne semblent pas favoriser la myogénése plus que les FAPs dans
leur format indifférencié. D Quantification de I'index de fusion a I'aide du Logiciel proposé par Noé et al.>'2.
n=8 pour CS seule (Ctrl), n=9 pour les CS en co-culture avec les ASC du ScAT (ASCsc), n=7 pour les CS en co-culture
avec les ASC du PGAT (ASCpg) et n=9 pour les CS en co-culture avec les FAPs. E-G Quantification du nombre de
noyaux (E) de myotubes (F) par images a l'aide du logiciel proposé par Noé et al.>'?. La répartition de la taille de
chaque myotube est représentée sous forme de Violin plot (G) a été déterminée a l'aide du logiciel d’analyse
d’images Fiji. n=3 pour CS seule (Ctrl), n=4 pour les CS en co-culture avec les ASC du ScAT (ASCsc), n=4 pour les
CS en co-culture avec les ASC du PGAT (ASCpg) et n=4 pour les CS en co-culture avec les FAPs de deux expériences
indépendantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne * SEM ; *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl.
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automatisé publié récemment>!2 permettant de mesurer plusieurs critéres afin d’évaluer la
myogéneése : (1) I'index de fusion des myoblastes qui correspond au rapport entre le nombre
de noyaux présent a l'intérieur des myotubes et le nombre total de noyaux sur I'image
traduisant une capacité des myoblastes a fusionner, (2) le nombre de myotubes sur I'image
qui traduit une capacité des progéniteurs a s'engager dans la différenciation et (3) la taille des
myotubes formés en culture qui traduit la maturation des myotubes®!?, Cette analyse nous a
permis d’observer que lorsque les CS sont cultivées en présence des ASCs provenant ScAT, la
capacité de fusion des progéniteurs musculaires reste inchangée (Fig. 11D). En revanche, en
co-culture avec les ASCs provenant PGAT nous avons observé une inhibition d’environ 60% de
la capacité de fusion des myoblastes. De maniére étonnante, la co-culture des CS avec les FAPs
n‘augmente pas les capacités de fusions des myoblastes dans nos conditions de culture,
contrairement a ce qui est décrit dans la littérature3'-3? (Fig. 11D). Dans notre situation, I'index
de fusion est un rapport entre le nombre de noyaux présent dans les myotubes et le nombre
de noyaux total (c’est-a-dire dans les myotubes, dans les progéniteurs n’ayant pas fusionnés et
les ASCs/FAPs). Cet index est donc diminué par la co-culture directe avec les ASCs ou FAPs qui
ne fusionnent pas avec les cellules musculaires®?. En effet, lorsqu’on s’intéresse au nombre de
noyaux total par image celui-ci est deux fois supérieur en co-culture avec des ASCs ou des FAPs
qgue lorsque les CS sont cultivées seule (Fig. 11E), un résultat attendu en raison de la co-culture
en ratio 1:1. Ce nombre de noyaux entraine une diminution de I'index de fusion en co-culture
potentiellement d’un facteur 2 et nous sommes en train de réaliser des co-cultures avec des
ASCs/FAPs fluorescents dans le but de s’affranchir de ce biais. En revanche, la co-culture directe
entre les CS et les ASCs/FAPs a permis de montrer que les ASCs du ScAT semblent permettre
la formation d’un plus grand nombre de myotubes (54,24 + 5,54 myotubes / image) par rapport
a la condition contréle CS seules (44 * 5,09 myotubes / image) (Fig. 11F). De maniére
intéressante, la taille des myotubes formés est supérieure lorsque les CS sont placées en co-
culture avec les ASCs du ScAT (398 + 210 um) et les FAPs (425 + 171 um) en comparaison avec
la condition contréle (267 + 131 um) (Fig. 11G).

Bien que préliminaire, cette comparaison suggere que les ASCs sous leur forme indifférenciée
ne favorisent pas plus que les FAPs locales les étapes tardives du programme myogénique des
CS comme la fusion ou la maturation des progéniteurs myogéniques. Il se pourrait donc que le
réle des ASCs sous format indifférenciées intervienne sur des étapes plus précoces du
programme myogénique comme la prolifération des CS que nous n’avons pas évalué ici ou bien
sous une forme différenciée en adipocyte que nous allons aborder dans la partie suivante.
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Figure 12: Les adipocytes issus de la différenciation des ASCs favorisent les étapes

intermédiaires de la régénération musculaire. A Représentation schématique du protocole
expérimental de culture des CS avec les milieux conditionnés par des adipocytes issus de la différenciation des
ASCs du ScAT ou du PGAT ou des FAPs du muscle. B Etat de différenciation en adipocytes des ASCs du ScAT ou du
PGAT ou des FAPs au moment de la récupération des milieux conditionnés. C Images de microscopie a
fluorescence de cellules satellites différenciées en co-culture avec des milieux conditionnés par des adipocytes
issus de la différenciation d’ASCs du ScAT (Ad-ASCsc) ou du PGAT (Ad-ASCpg) et des FAPs (Ad-FAPs) isolées du
muscle quadriceps selon I'immunophénotype Sca-1*/CD31/CD45 marquées desmin (vert) et dapi (bleu). D
Quantification de I'index de fusion a I'aide du Logiciel proposé par Noé et al.>*2. n=3 pour CS seule (Ctrl), n=3 pour
les CS en co-culture avec les ASC du ScAT (ASCsc), n=3 pour les CS en co-culture avec les ASC du PGAT (ASCpg) et
n=3 pour les CS en co-culture avec les FAPs de trois expériences indépendantes.
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Nous avons donc ensuite évalué I'impact du dialogue entre des adipocytes issus de la
différenciation d’ASCs provenant ScAT ou du PGAT ainsi que des FAPs sur la capacité des CS a
former des myotubes. Toujours sur le méme principe, nous visions a comparer l'influence des
adipocytes issus de la différenciation d’ASCs infiltrées du ScAT par rapport a ceux issu de la
différenciation de FAPs locales sur le programme de différenciation myogénique. Les dialogues
entre les adipocytes et les progéniteurs myogéniques n‘ont jamais été décrits dans la
littérature. Pour les étudier, nous avons adopté une premiére approche in vitro par milieux
conditionnés (MC) par les différents types d’adipocytes afin de limiter I'impact du milieu de
différenciation adipocytaires sur les CS (Fig 12A). Nous avons procédé au tri magnétique des
CS comme précédemment et apres 7 jours de prolifération des CS nous les avons cultivées en
présence des différents MC pendant 3 jours (Fig. 12A). Pour obtenir les MC nous avons trié les
ASCs ou les FAPs depuis les SCAT ou PGAT et les muscles quadriceps que nous avons ensuite
placé en culture pendant 3 jours pour atteindre 100% de confluence. Une fois la confluence
atteinte, nous avons cultivé les ASCs/FAPs en milieu de différenciation adipocytaire pendant 4
jours supplémentaires, stade auquel nous observions des adipocytes chargés de plusieurs
gouttelettes lipidiques (Fig. 12B). A ce stade, nous avons collecté les MC pour pouvoir les
utiliser sur les CS. De maniére intéressante, lorsque les CS sont cultivées en présence d’'un MC
par des adipocytes différenciés a partir des ASCs du ScAT (Ad-ASCsc) la capacité de fusion des
myoblastes est augmentée de 25% par rapport a la condition contréle (Fig. 12C-D) alors gu’elle
n’est pas significativement modifiée par les MC par des adipocytes issus des ASC du PGAT (Ad-
ASCpg) ou des FAPs (Ad-FAPs). Dans le cadre de |'utilisation de MC, le calcul de I'index de fusion
n‘est pas influencé par I'ajout de cellules dont les noyaux pourraient rentrer en compte dans
le rapport entre les noyaux présents dans les myotubes et les noyaux totaux présents sur
I'image (Fig. 12C).
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Figure 12 (suite) : Les adipocytes issus de la différenciation des ASCs favorisent les étapes
intermédiaires de la régénération musculaire. E Evolution de I'expression des ARNm des génes du
programme myogénique (Myf5, MyoD, Myogenin) sur des CS en culture avec des milieux conditionnés par des
adipocytes issus de la différenciation d’ASC du ScAT, du PGAT ou des FAPs. n=2 pour chaque condition de deux

expériences indépendantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne
+SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl.
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Nous avons également mesuré le profil d'expression des marqueurs du programme
myogénique et nous avons observé que les marqueurs précoces (Myf5) restent inchangés quel
gue soit le MC (Fig. 12E). En revanche, les marqueurs intermédiaires et plus tardifs du
programme myogénique (MyoD et Myogenin) semblent étre augmenté par les MC par des Ad-
ASCsc et des Ad-FAPs, bien que les résultats ne soient pas significatifs (Fig. 12E). Ces résultats,
bien que préliminaires, suggeérent pour la premiére fois, non seulement que le dialogue entre
les CS et les adipocytes améliore la capacité des CS a former des myotubes mais aussi que
I'origine cellulaire des adipocytes pourrait conditionner le processus de régénération
musculaire, plus particulierement en favorisant la fusion des myoblastes. Ainsi les ASCs
infiltrées dans le muscle post-lésion pourraient influencer I'activité des CS sous leur format
différencié en adipocyte mature.

En conclusion, ces différentes approches de co-culture cellulaires nous ont permis de montrer
gue les ASCs dans leur forme indifférenciée ne semblent pas jouer un réle plus important que
les FAPs sur le processus de fusion des progéniteurs musculaires. En revanche les ASCs dans
leur forme différenciée en adipocytes permettent davantage de promouvoir les phases
intermédiaires de la régénération comme la fusion des progéniteurs musculaires. Nous ne
pouvons néanmoins pas exclure que les ASCs sous leur forme indifférenciée puissent favoriser
les phases trés précoces du programme de régénération comme la prolifération et I'activation
des CS. Apres avoir étudié le réle in vitro des adipocytes dérivés des ASCs ou des FAPs sur le
processus de myogénese, nous allons maintenant aborder cette question par des approches
in vivo.

Sous-partie 4 : Conséquences fonctionnelles in vivo de la déplétion de I'lMAT post-lésion.

Les données de la littérature ainsi que nos résultats ont décrit I'apparition d’un dépot
transitoire  d'adipocytes ectopiques pendant la régénération musculaire dite
« normale »116178513 = Cependant, l'implication de cette population cellulaire dans la
régénération musculaire physiologique n’a jamais été démontrée. Sachant que les lipides
jouent un réle important dans les processus de régénération tissulaire (en tant que molécules
de signalisation intercellulaire, substrats énergétiques pour les cellules immunitaires,
précurseurs des membranes biologiques ou méme régulateurs de l'activité des cellules
souches du tissu lésé), nous avons donc émis I'hypothese que la formation des adipocytes
intramusculaires post-lésion joue un réle bénéfique dans la régénération musculaire.

Nous avons précédemment observé que les ASCs infiltrées dans le muscle Iésé participent a la
formation des adipocytes intramusculaires au cours de la régénération. Néanmoins, nous ne
pouvons pas exclure que les FAPs résidentes du muscle puissent aussi se différencier en
adipocytes. A ce jour, il n’existe pas d’outils moléculaires ou de modeles in vivo permettant de
distinguer les adipocytes issus de la différenciation d’'une ASC ou d’une FAP. De plus, aucune
preuve n’a été apportée démontrant des roles différents des adipocytes en fonction de ces
deux origines cellulaires. Nous avons donc dans un premier temps traité la question de
I'importance du dépo6t d’adipocytes transitoires de maniére globale, indépendamment de leur
origine cellulaire. Pour aborder cette question, nous avons trouvé intéressant de se placer dans
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Figure 13 : Lefficacité de la régénération musculaire in vivo semble dépendante de la
présence d’adipocytes intramusculaires.

A Représentation schématique du protocole d’injection d’ASCs adipo-compétentes dans un modele in vivo AZIP
dépourvu d’adipocytes. B Pourcentage de laire Bodipy" interprétée comme une quantité d’adipocytes
intramusculaires. C-D Pourcentage (C) et aire (D) des fibres musculaires des muscles AZIP ou WT 14j apres lésion
induite par Gly. n= 2-4 dans chacun des groupes. Les résultats sont exprimés en moyenne ou en pourcentage des
animaux témoins avec une moyenne = SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl.
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un contexte musculaire dépourvu d'adipocytes. Afin de reproduire ce contexte, nous avons
utilisé un premier modele murin appelé A-ZIP/F1 (AZIP), dans lequel le promoteur Fabp4 (aP2)
dirige I'expression d'une protéine dominante négative du facteur de transcription C/EBPaq,
empéchant sa liaison avec 'ADN>*, Au sein de ce modeéle, les ASCs et plus généralement les
MSCs sont incapables de former des adipocytes matures>!* (et que nous appellerons « adipo-
incompétents » par la suite, Fig. 13A). Le modeéle AZIP est un modeéle de choix pour répondre
a notre question. En effet, les données préliminaires de I'équipe ont démontré que suite a une
Iésion musculaire, 'augmentation du nombre de FAPs intramusculaire n’est pas modifié post-
|ésion laissant sous-entendre que le recrutement des ASCs n’est pas non plus affecté. En
revanche, I'expression des marqueurs moléculaires du programme myogénique (MyoD, MyoG
et MRF4) étaient significativement réduite dans le modéle AZIP suggérant une altération de la
régénération musculaire. A partir de ces résultats, le modele AZIP nous permettait aussi de
contrOler I'adipogéneése intramusculaire par I'apport exogéne d’ASCs adipo-compétentes triées
depuis le ScAT d’un animal sauvage (WT). Dans ce contexte de Iésion musculaire du modeéle
AZIP, nous avons évalué si l'apport exogéne d’ASCs adipo-compétentes pouvaient (1) se
différencier en adipocytes et (2) améliorer la régénération musculaire.

Aprés avoir trié les ASCs selon I'immunophénotype Scal+/CD45-/CD31- nous les avons
réinjectées (250.000 ASCs) dans le muscle quadriceps 1 heure aprés la |ésion musculaire
induite par Gly. Nous avons séparé les groupes de souris AZIP et WT Iésées, avec ou sans apport
de cellules adipo-compétentes exogenes et nous avons évalué différents criteres de
régénération musculaire a 14 jpl :
1) La quantification des fibres musculaires en régénération (centronucléées) par coloration
a I'hématoxyline et a I'éosine sur des sections musculaires de 8 um obtenues par
cryoséction, comme décrit précédemment.
2) La taille des fibres musculaires en cours de régénération comme indicateur d’un retour
morphologique des fibres a leur état initial.
D'autre part, nous nous sommes intéressés au potentiel adipogénique des ASCs injectées au
sein du modele AZIP. Nous avons donc recherché, par une approche IHC, la présence
d'adipocytes dans les muscles l1ésés, résultant nécessairement de la différenciation des cellules
adipo-compétentes injectées. Pour ce faire, nous avons réalisé des sections musculaires de
300 um puis nous avons estimé la présence des adipocytes a I'aide du marquage avec Bodipy,
comme décrit dans la sous-partie 1. Malgré un faible nombre d'animaux par groupe, le groupe
AZIP possede une quantité d’adipocytes intramusculaire 30 fois inférieure aux animaux WT,
confirmant le modele de lipodystrophie (Fig. 13B). Nous avons observé une accumulation
d'adipocytes intramusculaires plus importante chez les animaux lésés que les animaux non
|ésés avec une augmentation de 1,5 et 3,7 fois pour les animaux WT et AZIP, respectivement.
Ce résultat confirme l'infiltration adipocytaire apres une Iésion musculaire mais est également
un résultat inattendu pour le groupe AZIP car le contexte lipodystrophique n’aurait pas di
permettre la formation d'adipocytes matures. Suite a l'injection d'ASCs, nous avons observé
une augmentation de 1,7 fois de la quantité d'adipocytes chez les animaux AZIP (Fig. 13B). Bien
gue statistiguement non significatif en raison du faible nombre d'individus par groupe, cette
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observation nous permet de penser que les ASCs injectées ont pu se différencier en
adipocytes.

En ce qui concerne les différents critéres de régénération musculaire, nous avons observé :

1) Que lalésion musculaire entraine une augmentation massive des fibres centronucléées
(x13,2) reflétant une régénération musculaire efficace chez les WT Ilésés en
comparaison aux WT contrbles non |ésés (Fig. 13C). Le groupe AZIP |ésé présentait un
pourcentage de fibres centronucléées qui semblait diminué par rapport aux animaux
WT lésé (Fig. 13C), reflétant une altération globale de la régénération musculaire. Dans
le groupe AZIP |ésé ayant recu une injection d’ASCs WT adipo-compétentes, bien qu'il
n'y ait pas de différences statistiquement significatives, plus d'animaux ont tendance a
avoir un pourcentage élevé de fibres centronucléées (Fig. 13C). Cela peut refléter un
effet des ASCs exogenes WT sur I'amélioration de la régénération en augmentant le
nombre de fibres s'engageant dans le processus de régénération.

2) Nous avons utilisé le parameétre de la surface des fibres musculaires centronucléées
comme indicateur de I'efficacité de la régénération (Fig. 13D). Les fibres avec de plus
grandes surfaces correspondent aux plus matures. Dans le groupe WT, la Iésion
musculaire a entrainé une diminution de la surface des fibres musculaires
centronucléées, un résultat attendu, car la maturation et I'agrandissement des fibres
se poursuivent jusqu'a 28 jpl. Cependant, les souris AZIP blessées qui ont recu des ASCs
exogenes WT présentaient des fibres significativement plus petites que celles qui n'en
avaient pas (x1,3).

Dans I'ensemble, les résultats préliminaires obtenus a partir du modele AZIP suggerent que la
présence d’adipocytes intramusculaires joue un role bénéfique dans le cadre de la
régénération musculaire. En effet, au sein de ce modeéle dépourvu de capacité a former des
adipocytes matures, la régénération musculaire semble largement perturbée tandis que
I'apport exogene d’ASCs de type WT favorise la formation d’adipocytes intramusculaires
associés a une amélioration du processus de régénération musculaire. Par la suite, des études
supplémentaires devront étre réalisées pour valider ces observations sur un plus grand
nombre d’animaux permettant de réaliser des études statistiques plus robustes. Il serait aussi
intéressant d’élargir la fenétre temporelle d’analyse, en prenant en compte les temps de
cinétique de régénération plus précoce comme 7 jpl. En effet, nous avons précédemment
décrit que le pic d’adipocytes intramusculaires post-lésion se situait autour de 7 jpl avant de
retrouver un niveau basal a 14 jpl. Il serait alors intéressant de quantifier les adipocytes
intramusculaires dans le modéle AZIP apres injection d’ASCs adipo-compétentes a 7jpl. En se
placant a 14 jpl, il est possible que nous n’ayons pas pu quantifier la totalité des adipocytes
formés pendant la régénération.
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Figure 14 : Caractérisation du modeéle Adipoqg-iDTR.

A Représentation du schéma expérimental d’injection de la toxine diphtérique (DT) au sein du modéle Adipoq-
iDTR. B Pourcentage de I'aire Bodipy* interprétée comme une quantité d’adipocytes intramusculaires chez les
animaux Cre* en régime normal en fonction du temps apreés injection DT ou NaCl. n=2 (J2), n=6 (J4), n=3 (J8). C
Evolution de la différence de poids entre le quadriceps droit (injecté DT) et le quadriceps gauche (injecté NaCl)
chez les animaux Cre™ et Cre* (Apoids) en fonction du temps post injection. n=2 (J2), n=7 (J4), n=6 (J8) pour les
animaux Cre et n=2 (J2), n=8 (J4), n= 8 (J8) pour les animaux Cre*.
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Nous avons ensuite développé un second modele en collaboration avec le Dr Virginie Bourlier
de I’équipe du Dr Cédric Moro a I'Institut des Maladies Métaboliques et Cardiaques (12MC) de
Toulouse dans I'objectif de perturber la formation du dépo6t transitoire au cours de la
régénération. Ce modele repose sur le croisement de deux lignées murines Rosa26-iDTR avec
Adipoqg-CreERT2. Cette approche nous a permis de générer une lignée transgénique dans
laquelle le traitement tamoxifene par gavage pendant 5 jours permet I’activation de la Cre
recombinase spécifiquement dans les adipocytes matures entrainant I’excision d’une cassette
STOP rendant les adipocytes sensibles a la toxine diphtérique (DT). L'injection de DT dans le
muscle quadriceps permet alors de dépléter la population d’adipocytes spécifiquement dans
ce tissu et d’en étudier les conséquences sur la régénération musculaire (Fig. 14A).
Contrairement au modele AZIP qui nous a permis d’induire I'adipogénése par injection de
cellules adio-compétentes, le modéle Adipog-iDTR nous permet de dépléter les adipocytes
matures formés dans le muscle post-lésion.

Avant de procéder a I'étude des conséquences de cette déplétion sur la régénération
musculaire, nous avons caractérisé ce modele murin et étudié les conséquences de I'injection
de DT sur les quantités d’adipocytes intramusculaires. L'objectif était d’abord de déterminer
en combien de temps et en quelle proportion l'injection de DT entrainait la déplétion des
adipocytes intramusculaires. Pour cela, nous avons réalisé une injection de 20 ng de DT diluée
dans 80ul de NaCl dans le quadriceps droit ainsi que 80ul de NaCl dans le quadriceps gauche
du méme animal pour servir de contrdle, en se basant sur les quantités déja utilisées dans la
littérature pour des injections dans le muscle tibialis anterior>*>. Nous avons ensuite prélevé
les muscles quadriceps entre 2 jours et 8 jours apres injection de la DT et avons quantifié les
adipocytes intramusculaires par des approches IHC sur coupes épaisses comme décrit
précédemment.

Nous avons observé au sein de la cohorte d’animaux exprimant la Cre recombinase (Cre*) sous
le contrdle du promoteur adipoqg (Adiponectine) une déplétion d’environ 60% de la quantité
d’adipocytes dans le muscle injecté par la DT par rapport aux muscles injectés NaCl de la méme
cohorte (Fig. 14B). La diminution de la quantité d’adipocytes a eu lieu dés le deuxiéme jour
apres l'injection DT et a été maintenue jusqu’a 8 jours. Ensuite, nous n’avons pas observé de
diminution des quantités d’adipocytes intramusculaires au sein de la cohorte d’animaux
n’exprimant pas la Cre recombinase (Cre’) aprés injection de la DT (données non présentées
sur la figure 14), un résultat attendu nous permettant d’affirmer que I'injection DT n’entraine
pas de mort cellulaire a elle seule. Nous avons également évalué la différence de poids (Apoids
guadriceps) entre le quadriceps droit injecté avec la DT et le quadriceps gauche injecté NaCl
du méme animal dans le but de s’assurer que l'injection de la DT n’induit pas de variations du
poids musculaire. L'injection de la DT suivi de la déplétion de 60% des adipocytes
intramusculaires chez les animaux Cre* n’a pas entrainé de variations du poids des muscles
par rapport aux animaux Cre™ quelle que soit la cinétique post injection DT (Fig. 14C). De
maniére inattendue, nous avons remarqué des variations de poids des ScAT suite a I'injection
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Figure 14 (suite) : Caractérisation du modéle Adipoq-iDTR.

D Evolution de la différence de poids entre le ScAT droit (c6té muscle injecté DT) et le ScAT gauche (c6té muscle
injecté NaCl) chez les animaux Cre™ et Cre* (Apoids) en fonction du temps post injection. n=2 (J2), n=7 (J4), n=6
(J8) et n=6 (J15) pour les animaux Cre et n=2 (J2), n=8 (J4), n= 8 (J8) et n=6 (J15) pour les animaux Cre*. E Images
de microscopie a fluorescence sur des coupes épaisses de ScAT d’animaux Cre™ (a gauche) ou Cre* (a droite) dont
le muscle quadriceps a été injecté avec 80 pul de DT et marqué avec un anticorps anti CD68 (magenta), du bodipy
(vert) et DAPI (bleu). F Evolution de la différence de poids entre le ScAT droit (c6té muscle injecté DT) et le SCAT
gauche (coté muscle injecté NaCl) chez les animaux Cre™ et Cre* (Apoids) en fonction du temps post injection. n=4
(J7) et n=4 (J14) pour les animaux Cre” et n=6 (J7) et n=5 (J14) pour les animaux Cre*. Les résultats sont exprimés
en moyenne + SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, vs Ctrl.
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DT intramusculaire chez les animaux Cre*. De la méme maniére que pour le muscle, nous
avons réalisé une différence de poids du ScAT droit (c6té injecté par la DT dans le muscle) par
rapport au ScAT gauche (coté injecté NaCl) (Fig. 14D). Plus cette valeur est faible, plus la
différence de poids entre le ScAT droit et le SCAT gauche est importante. Alors que les poids
des ScAT ne varient pas au cours du temps aprées injection de la DT au sein de la cohorte Cre-
ainsi que durant les 4 premiers jours apres l'injection de la DT au sein de la cohorte Cre* (Fig.
14D) nous avons remarqué une diminution d’environ 0,15 g du poids des ScAT droits a partir
du 8¢ jours aprés I'injection et d’environ 0,32 g au 15™¢ jour (Fig. 14D). Ces résultats laissent
penser que l'injection de 80ul de DT dans le muscle diffuse vers le SCAT entrainant alors la
mort des adipocytes au sein du ScAT. Pour tenter de mieux comprendre la diminution de poids
des ScAT post injection musculaire de DT nous avons réalisé un marquage CD68 sur des coupes
de ScAT d’animaux Cre” et Cre* afin de visualiser la présence de macrophages et leur
répartition dans le ScAT. Il a déja été décrit dans la littérature que les macrophages
s’organisent en forme de « Crown like structures » autour des adipocytes lorsque ceux-ci
entrent en apoptose>!®. Nous avons donc cherché a visualiser I'accumulation de macrophages
CD68* autour des adipocytes dans les SCAT d’animaux injectés DT. Au sein des SCAT d’animaux
Cre” dont les muscles ont été injecté avec la DT nous avons observé une faible présence de
macrophages CD68* (magenta) entre les adipocytes bodipy* (vert) (Fig. 14E, images de
gauche). En revanche, au sein des ScAT d’animaux Cre* nous avons observé une forte
accumulation de marquage CD68* autour des adipocytes (Fig. 14E, images de gauche). Ce
résultat a lui seul ne permet pas de démontrer une mort par apoptose des adipocytes qui
devrait étre complété par un essai TUNEL afin de visualiser les extrémités des brins d’ADN
libres détruits au cours de I'apoptose. Néanmoins, suite a I'injection intramusculaire de DT,
nous observons une accumulation de macrophages caractéristique d’une inflammation locale
au sein du ScAT, certainement provoquée par la mort cellulaire des adipocytes. Pour tenter
de limiter ce phénomeéne de diffusion, nous avons cherché a diminuer par deux le volume dans
lequel était dilué la DT tout en conservant la quantité de DT injectée par muscle (20ng). Nous
avons alors réalisé des injections de 40 ul de DT et avons observé la variation du poids des
ScATs. Durant les 7 premiers jours, I'injection de DT n’a pas influencé le poids des ScATs (Fig.
14F). En revanche, sur des temps plus tardifs a 14 jours post injection DT nous avons observé
une diminution d’environ 0,33g du poids de ScAT (Fig. 14F) tout comme avec l'injection de 80
ul sur une cinétique similaire (15 jours post DT). L'injection d’un volume plus petit de DT nous
a donc permis de ralentir I'effet observé sur la diminution du poids des SCAT méme si cela n’a
pas completement permis de I'empécher. La caractérisation du modéle Adipog-iDTR nous a
permis de déterminer des criteres importants pour la réalisation du protocole visant a évaluer
I'impact de la déplétion des adipocytes intramusculaire sur la régénération musculaire :

- L'injection de 20ng de DT intramusculaire permet une déplétion de 60% d’adipocytes
des 2j post injection, maintenue jusqu’a 8;j.

- Le ScAT ne semble pas impacté par l'injection intramusculaire de DT pendant les 7
premiers jours post injection.

153 | 255




Schéma expérimental de l'injection DT au sein du modéle Adipo-Cre iDTR
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Figure 15: La déplétion des adipocytes formés apres la Iésion musculaire semble
perturber la morphologie et la régénération du muscle.

A Représentation du schéma expérimental d’injection de la toxine diphtérique (DT) au sein du modéle
Adipog-iDTR en fonction du temps B Pourcentage de 'aire PLIN1*sur coupe de muscle fine (8um) interprétée
comme une quantité d’adipocytes intramusculaires chez les animaux Cre* ou Cre ayant regu ou non une
Iésion musculaire Gly. C Pourcentage de fibres musculaires centronucléés 7 jpl Gly chez les animaux injectés
ou pas avec la DT. D Images en microscopie confocale sur muscles quadriceps Iésés Gly et témoins a 7 jpl
avec ou sans injection DT. Barres d’échelles 100 um. E Différence de poids entre le quadriceps droit (injecté
DT a 4 jpl) et le quadriceps gauche (injecté NaCl a 4 jpl) chez les animaux Cre™ et Cre* (Apoids) en fonction du
temps post-lésion. n=3 (7 jpl) pour les animaux Cre et n=6 (J7) pour les animaux Cre*. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, vs Ctrl.
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Nous avons ensuite mis en place un protocole permettant de dépléter les adipocytes
intramusculaires formés au cours du temps post-lésion dans I'objectif de mesurer I'influence
de cette déplétion adipocytaire sur l'efficacité de la régénération musculaire (Fig. 15A).
Sachant que I'augmentation des adipocytes post-lésion est transitoire, débute a 5 jpl avec un
pic a 7 jpl et un retour au niveau basal a 14 jpl, nous avons choisi de réaliser I'injection de la
DT 4 jours apres la lésion Gly (Fig. 15A) pour prévenir la formation du pic d’adipocytes post-
Iésion. L'action de la DT ayant lieu pendant 6 jours apres son injection, celle-ci nous permet
d’agir sur la fenétre temporelle sur laquelle les adipocytes sont les plus présents post-lésion.
Nous avons ensuite prélevé les muscles quadriceps a 7 jpl et 14 jpl dans le but de mesurer les
criteres permettant d’évaluer I'efficacité de la régénération musculaire :

- Le pourcentage de fibres musculaire régénératives (centronucléées)

- Lexpression des génes du programme moléculaire de la myogénése

- Lataille des fibres musculaires néo-formées

La mise en place de ce protocole a démarré en juillet 2023, nous avons prélevé tous les tissus
des différentes cohortes Cre* et Cre et avons pu réaliser a ce jour I'analyse des fibres en
régénération par approche IHC a 7 jpl. Dans un premier temps, nous nous sommes assurés de
la déplétion des adipocytes intramusculaires post-lésion Gly suite a I'injection de DT. Pour cela
nous avons réalisé un marquage PLIN1 sur les cryosections de muscle en condition lésionnelle
a 7 jpl, temps pour lequel nous avons déterminé le pic de présence des adipocytes. PLIN1 est
une protéine exprimée a la surface de la gouttelette lipidique des adipocytes blancs et nous
avons rapporté I'aire occupée par le marquage PLIN1 a I'aire totale de la coupe de muscle afin
d’obtenir un pourcentage d’aire occupée par le marquage PLIN1 (Fig. 15B). Comme attendu,
la lésion Gly a entrainé une augmentation d’'un facteur 10 de la présence d’adipocytes
intramusculaires a 7jpl (Fig. 15B). L'injection de la DT a 4 jpl a permis une diminution d’environ
70% du marquage PLIN1 a 7 jpl chez les animaux Cre* (Fig. 15B). Nous avons alors cherché a
déterminer 'efficacité de la régénération aprés déplétion des adipocytes intramusculaires par
I'intermédiaire de la quantification des fibres centronucléées. De maniere inattendue par
rapport a notre hypothése, nous avons constaté que la proportion de fibres centronucléées a
7 jpl n’était pas significativement réduite chez les animaux ayant subi une déplétion
d’adipocytes (Fig. 15C), signifiant probablement une efficacité de régénération identique avec
le groupe d’animaux n’ayant pas subi cette déplétion sur la base de ce critére. Néanmoins,
nous avons remarqué sur les images IHC des animaux lésés ayant subi une déplétion
adipocytaire un élargissement des zones lésées du muscle avec une organisation des fibres
musculaires plus anarchique que les animaux |ésés n’ayant pas recu l'injection DT (Fig. 15D).
Cette perturbation de l'organisation des fibres musculaires pourrait signifier un retard de
régénération musculaire qui ne se traduit pas par une perturbation des fibres musculaires
centronucléées, caractéristique d’évenements de fusion, a 7 jpl et 3 jours post injection DT. Il
serait également intéressant de réaliser cette quantification sur la coupe entiére de muscle
afin de ne pas étre influencé dans I’'analyse par la taille de la zone lésée du muscle, plus
importante chez les animaux |ésés et injectés DT. Il se pourrait aussi que le temps entre la
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déplétion adipocytaire (4jpl) et le moment de préléevement des muscles (7jpl) ne soit pas
suffisant pour observer une conséquence sur l'efficacité de régénération musculaire.
Néanmoins, nous avons évalué I'évolution des poids des muscles a 7 jpl. Pour ce faire, nous
avons utilisé la différence de poids entre le muscle 1ésé et le muscle controlatéral non |ésé de
la méme souris (Apoids), que nous avons interprété comme un indicateur de la progression
de la régénération musculaire. Si cette valeur est proche de 0, cela signifie que le muscle a
retrouvé son poids initial aprés la dégénérescence induite par la lésion Gly. Cette observation
peut étre interprétée comme une régénération efficace. En revanche, si cette valeur est
éloignée de 0, cela signifie que le muscle ne s'est pas régénéré correctement ou que le
processus de régénération est encore en cours. Nous avons observé de faibles valeurs de
Apoids pour les quadriceps des animaux Iésés non injectés DT pouvant étre interprété comme
une régénération musculaire efficace. Bien que I'écart ne soit pas significatif, les valeurs de
Apoids semblent étre augmentées d’un facteur 2 aprés déplétion des adipocytes
intramusculaires (Fig. 15E). Cet écart n’est pas attribuable a la déplétion d’adipocytes en elle-
méme puisque la déplétion d’adipocytes intramusculaire n’entraine pas de variations des
poids des muscles (Fig. 14C), méme lorsque les animaux étaient soumis a un régime HFD, une
condition connue comme induisant une adipogénése intramusculaire®? (données non
montrées sur la figure). Nous prévoyons d’effectuer une analyse des mémes parametres
histologiques ainsi que I'expression des genes de la myogéneése sur une cinétique plus tardive,
a 14 jpl, pour tenter de mieux comprendre le role de I'IMAT sur les phases plus tardives de la
régénération musculaire. La mise en place du protocole a été éffectué et les tissus ont été
prélevés. Une partie des tissus ont été congélés pour I'analyse histologique et les ARNs ont
été extraits sur la deuxiéme partie pour I'analyse des génes.

En conclusion, ce modéle Adipog-iDTR nous a permis de démontrer que l'injection DT a 4jpl
nous permet de dépléter les adipocytes intramusculaires formés au cours du processus de
régénération. Cette cinétique d’injection de la DT est donc pertinente pour poursuivre notre
étude de I'impact de 'adipogénése sur la régénération musculaire. Bien que préliminaires et
nécessitant des analyses complémentaires, nos résultats démontrent que la récupération
morphologique du muscle post-lésion semble retardée par la déplétion adipocytaire indiquant
une perturbation du processus de régénération.
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Discussion

Dans I'ensemble, nos résultats démontrent qu’une lésion musculaire entraine l'apparition
transitoire d’adipocytes intramusculaires entre 5 et 14 jpl avec un pic autour de 7 jpl. Nous
proposons pour la premiere fois, pour expliquer la formation des adipocytes intramusculaires,
qgue les ASCs du ScAT différenciées participeraient a ce pool cellulaire. Enfin, nous montrons
qgue les adipocytes issus de la différenciation d’ASCs provenant du ScAT in vitro favorisent
davantage la fusion des progéniteurs musculaires que les adipocytes issus de la différenciation
des FAPs résidents. In vivo, nos résultats préliminaires soutiennent I'idée que I'absence
d’adipocytes dans le muscle conduit a une perte d’efficacité de la régénération musculaire
tandis que I'ajout de cellules suivi de leur différenciation en adipocytes permet d’améliorer ce
processus. Enfin, la déplétion in vivo des adipocytes formés au cours de la régénération semble
aboutir a une perturbation de la régénération musculaire bien que le modéle nécessite d’étre
affiné afin de pouvoir analyser la régénération musculaire de maniéere optimale. Ce travail
semble alors de mettre en avant un réle bénéfique des adipocytes intramusculaires dans cette
fenétre de temps précise au cours du processus de régénération alors qu’ils étaient jusque-la
considérés comme déléteres pour la physiologie musculaire et associés a de nombreuses
dégénérescences et maladies métaboliques comme le diabete de type 2.

Lensemble de ces résultats permet de poser de nouvelles questions quant aux mécanismes
de contréle de [lapparition et disparition des adipocytes intramusculaires. Les
dégénérescences musculaires et maladies métaboliques comme le DT2 sont associées a une
accumulation d’adipocytes intramusculaires forte et permanente tandis que nous démontrons
ici une apparition transitoire de ce type cellulaire au cours de la régénération. On pourrait alors
imaginer que le contrdle de la formation/disparition des adipocytes joue un rdle clé dans la
balance entre leurs effets bénéfiques et délétéres pour garantir les fonctions contractiles et
métaboliques du muscle. On pourrait ainsi réaliser un paralléle avec les études effectuées sur
les FAPs, précurseurs des adipocytes, qui possedent eux aussi une augmentation transitoire de
leur nombre au cours de la régénération musculaire et dont les quantités intramusculaires
rapportées dans des cas pathologiques comme la myopathie de Duchenne sont étonnamment
élevées. Il a été démontré que la phase de diminution du nombre de FAPs au cours de la
régénération est associée a une apoptose de cette population cellulaire médiée par les
macrophages?*®. En bloquant l'activité des macrophages, le nombre de FAPs intramusculaires
post-lésion est maintenu élevé et conduit au développement d’une fibrose musculaire
caractéristique de nombreuses myopathies. Une étude intéressante menée par I'équipe du Dr.
Chopard a démontré que la suppression des contraintes mécaniques sur les muscles par
suspension caudale, entraine une réduction drastique de la présence des adipocytes
intramusculaires®”>'8, quantifiés par imagerie et expression génique. Cette constatation
ouvre la voie a une exploration plus approfondie pour déterminer si cette quasi-élimination
des adipocytes intramusculaires dans ce modéle a un impact sur la régénération musculaire.
Pour ce faire, il serait pertinent de provoquer des |ésions musculaires controlées, par injection
de CTX ou de glycérol, afin d'évaluer si la déplétion des adipocytes affecte le processus de
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régénération. Cette démarche pourrait fournir des informations complémentaires sur les
interactions entre les adipocytes intramusculaires et la capacité de régénération des muscles.

A ce jour, nous n‘avons pas déterminé les mécanismes qui contrélent la disparition des
adipocytes intramusculaires. Notre méthode de quantification des adipocytes par marquage
Bodipy ne nous permet pas de savoir si leur disparition est associée a une apoptose cellulaire
ou bien a une lipolyse massive de leur contenu lipidique. Récemment, une étude se plagant
dans un contexte de cicatrisation cutanée chez la souris, montre qu’une lésion profonde du
derme atteignant les adipocytes sous-cutanés entraine une lipolyse massive de ces adipocytes,
suivie d’'une dé-différenciation des adipocytes en fibroblastes, nécessaire au recrutement des
macrophages et la cicatrisation de la peau®®. En bloquant pharmacologiquement et
génétiqguement l'activité de la lipase ATGL nécessaire a la lipolyse les auteurs montrent un
défaut de recrutement des macrophages associé a une inefficacité de la cicatrisation. Dans
notre contexte, il serait intéressant de déterminer si la diminution des adipocytes
intramusculaire est dde a la lipolyse de leur contenu en triglycérides. Pour cela, la
détermination du nombre d’adipocytes intramusculaires par approche IHC sur coupe de
muscle associée a la taille moyenne des adipocytes intramusculaires pourrait étre un bon index
de ce phénomeéne. Si le nombre d’adipocytes ne varie pas entre 7 et 11jpl alors que la taille
des adipocytes diminue, alors nous pourrions proposer que la diminution des quantités
d’adipocytes intramusculaires que nous observons est en réalité une diminution de leur taille
provoquée par la lipolyse de leur contenu lipidique. Comprendre ce mécanisme permettrait
de mieux comprendre I'accumulation d’adipocytes ectopiques observée dans de nombreuses
dégénérescences musculaires. Ceci permettrait d’identifier des cibles thérapeutiques pouvant
rétablir les niveaux d’adipocytes intramusculaires. Par exemple, il est largement démontré que
le vieillissement, chez 'homme comme chez le rongeur, est associé a une accumulation
massive d’adipocytes intramusculaires et a une perte de fonction musculaire34%°1°, Par ailleurs,
il est également démontré que la lipolyse adipocytaire est, elle aussi, impactée avec I’age>%°.
Elle est diminuée chez 'homme et le rongeur agé et s’explique par une diminution de
stimulation de la voie B8-adrénergique (activatrice de la lipolyse)>?°. On pourrait alors émettre
I’hypothése que la perte de fonction de la lipolyse conduit a I'accumulation d’adipocytes
intramusculaires et a une perte d’efficacité de régénération. Il serait alors intéressant de tester
si I'inhibition d’ATGL dans le muscle au cours de la régénération conduit a une accumulation
lipidique sous forme d’adipocytes et a un défaut de régénération musculaire.

Si la cinétique de formation/disparition est un élément décisif de leur effet sur la régénération
musculaire, on pourrait également penser que la nature méme de ces adipocytes et les types
de lipides gu’ils renferment puisse intervenir. Nos données démontrent que les ASCs infiltrées
dans le muscle |ésé a partir du ScAT participent a la formation des adipocytes intramusculaires,
proposant pour la premiére fois une origine cellulaire originale des adipocytes
intramusculaires. Nous avons observé que les adipocytes fluorescents dérivés de la
différenciation des ASCs infiltrées pouvaient contenir une gouttelette lipidique uniloculaire
mais aussi plusieurs gouttelettes lipidiques. Méme si ce seul critere ne permet pas de
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déterminer le phénotype d’un adipocyte, la présence de plusieurs gouttelettes est
généralement associée a un phénotype d’adipocytes bruns/beiges. Déterminer le phénotype
des adipocytes formés au cours de la régénération pourrait également nous permettre
proposer des hypothéses quant a leur fonction dans la régénération du muscle. Alors que la
présence d’adipocytes blancs nécessaire aux processus de réparation d’autres tissus a été
rapportée, le réle des adipocytes bruns/beiges est lui beaucoup moins décrit. En revanche, ces
adipocytes bruns/beiges sont décrits dans d’autres contextes comme étant consommateurs
de lactate, un métabolite produit lorsque le flux glycolytique dépasse les capacités oxydatives
mitochondriales®?t. Dans le cadre d’une lésion tissulaire la perte locale du systéme vasculaire
géneére une hypoxie qui conduit a une forte accumulation de lactate dans le tissu®?2. Lorsque
le lactate s'accumule dans les tissus, il peut contribuer a l'acidification du milieu, abaissant
ainsi le pH. Une acidité accrue peut étre néfaste pour les cellules impliquées dans le processus
de régénération, en favorisant I'accumulation de cellules immunitaires pro-inflammatoires®23
ou en régulant les phénoménes de prolifération ou de mort cellulaires®?*, des phénoménes
clés de la régénération musculaire. On pourrait alors imaginer que I'apparition d’adipocytes
bruns/beiges dans le muscle post-lésion puisse réguler I'acidité intramusculaire en contrdélant
I'accumulation de lactate ce qui conduirait a contrbler les phénomeénes inflammatoires,
prolifératifs et de mort cellulaire nécessaires au processus de régénération du muscle.

Dans le but de mieux caractériser le phénotype des adipocytes observés post-lésion, nous
envisageons par la suite d’affiner nos marquages par l'utilisation d’anticorps additionnels
dirigés contre la protéine découplante UCP1 (un marqueur spécifique de I'adipocyte
brun/beige), de la membrane plasmique (laminine), des gouttelettes lipidiques (Perilipini,
spécifique des adipocytes blancs) ainsi gu’un marquage mitotracker permettant d’évaluer les
guantités mitochondriales présente en plus grandes quantités au sein des adipocytes
bruns/beiges. Se pose alors la question de I'existence d’un progéniteur commun ou distinct
entre les adipocytes blancs et les adipocytes bruns/beiges puisque I'observation de ces
évenements dans le muscle dérivent de l'infiltration de progéniteurs depuis un TA blanc. Alors
qgue l'origine des adipocytes blancs dérivant de progéniteurs présents au sein méme du TA
blanc est largement démontrée*?%447 |a question de l'origine des adipocytes bruns/beiges
demeure plus complexe. Quelles pourraient alors étre les sources d’adipocytes bruns/beiges
intramusculaires ?

- Un progéniteur commun entre adipocytes brun/beige et cellules musculaires ? En
effet, une étude de 2008 démontre de facon surprenante que les adipocytes bruns
possédent un progéniteur commun avec le tissu musculaire®?>. Dans cette étude les
auteurs ont réalisé des expériences de suivi des lignages cellulaires chez la souris en
utilisant des souris génétiguement modifiées (souris Myf5-Cre knock-in croisées avec
des souris R26R3-YFP, exprimant la yellow fluorescent protein a partir du locus Rosa26)
permettant de suivre l'expression du facteur myogénique MYF5. Au cours du
développement de ces souris, la fluorescence associée a MYF5 est observée au sein
des cellules musculaires des muscles squelettiques mais aussi au sein des tissus
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adipeux bruns mais pas le tissu adipeux blanc. L'étude ne permet toutefois pas de
conclure si adipocytes et cellules myogéniques émergent de progéniteurs distincts ou
d’un progéniteur commun. Cette étude démontre néanmoins que les voies contrélant
la détermination des lignages adipocytaires bruns et blancs divergent avant la
spécification en tissu adipeux brun ou muscle squelettique. Ces résultats renforcent
aussi le concept émergeant de lien entre tissu adipeux brun et muscle squelettique.

- Unprogéniteur du TA blanc capable de « brunir » au sein du muscle ? Plus récemment
en 2016, les travaux du laboratoire ont démontré une organisation du ScAT hétérogene
avec la présence de deux zones distinctes : une zone centrale autour du ganglion
lymphatique appelée « lobulisable » car organisée en forme de lobules d’adipocytes
détourés de faisceaux de MEC comportant la vascularisation, et une zone « non-
lobulisable » présente en périphérie du tissu avec une organisation plus
stochastique®?®. De maniére intéressante, les travaux du laboratoire démontrent aussi
gue les progéniteurs présents seulement au sein de la zone lobulisable, sont doués de
capacités de brunissement en formant des adipocytes beiges exprimant UCP1°26>27,
appuyant l'idée de la présence de progéniteurs hétérogénes au sein du ScAT. In vitro,
la littérature démontre aussi qu’il est possible d’obtenir des adipocytes de types
bruns/beiges a partir de précurseur provenant de TA blanc®® par stimulation B3-
adrenergic, Rosiglitazone (agoniste PPARy) et BMP-7°%°. Les agonistes des récepteurs
b3-adrénergiques sont principalement associés au systéme nerveux sympathique, qui
régule la réponse au stress, la dépense énergétique et qui est activé et démontré
comme participant a la régénération musculaire post-lésion>°, D’un autre c6té les BMP
(Bone Morphogenetic Proteins), qui sont une famille de protéines de signalisation
impliquées dans la régulation de la croissance et de la différenciation cellulaires, sont
sécrétés pendant le processus de régénération musculaire®3. Lenvironnement
musculaire post-lésion représente donc peut-étre un environnement permissif a la
différenciation en adipocytes bruns/beiges au cours de la régénération musculaire. Au
vu de toutes ces observations il est alors légitime de penser que des adipocytes
bruns/beiges observés au sein du muscle post-lésion puissent dériver de progéniteurs
présents dans le ScAT.

Ensuite, nos données in vitro de culture des CS par milieux conditionnés par des adipocytes
issus de la différenciation d’ASCs issus du ScAT ou de co-culture directe entre des ASCs ou des
FAPs avec les CS démontrent que les adipocytes peuvent influencer les étapes intermédiaires
du processus de myogénese en favorisant la fusion des progéniteurs musculaires et ainsi
participer a la régénération tandis que les ASCs indifférenciées ne semblent pas dans nos
résultats préliminaires impacter ce processus davantage que les FAPs locales. Cette approche
visait a reproduire l'infiltration in vivo des ASCs 24 heures apres la |ésion musculaire puis leur
différenciation en adipocyte autour de 7 jpl afin de mieux comprendre leur influence précoce
sur la myogéneése sous leur forme indifférenciée et leur influence plutot tardive/intermédiaire
sous leur forme différenciée en adipocytes. Néanmoins, il est établi que le processus de
myogéneése s’établie de maniere séquentielle avec des étapes de prolifération des CS et leur
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activation durant les 24 a 72 heures post-lésion suivi des étapes de différenciation et de fusion
des progéniteurs musculaires autour de 4 - 7 jpl°32. Il serait alors intéressant de comprendre
I'influence des ASCs qui infiltrent le muscle dés les premiéres 24 heures apres la lésion sur
I'activation et la prolifération des CS pouvant aussi expliquer le fait qu’elles ne puissent pas
avoir plus d’influence que les FAPs résidentes sur les étapes intermédiaires et tardives de la
régénération. Pour cela, nous envisageons par la suite de réaliser des co-cultures en transwell
entre les ASCs et les CS, pour éviter les effets confondants de la co-culture directe sur la
guantification du nombre de cellules en culture, et ensuite mesurer la prolifération des CS.
Vient ensuite la question du réle fonctionnel de I’ASC sous sa forme adipocytaire dans le
processus de myogénése. Comment un adipocyte pourrait-il étre capable de favoriser la
myogénese et la régénération ? A ce jour, aucune étude ne décrit ce phénomene ni les liens
gu’il pourrait y avoir entre la présence d’adipocytes intramusculaires et la régénération du
muscle. Les adipocytes sont néanmoins décrits comme des cellules possédant d’importantes
capacités sécrétoires®33>3*, Parmi ces sécrétions, il a été référencé de nombreuses
cyto/chimio-kines comme TNF-q, IL6 ou IL-1B mais aussi de facteurs de croissance comme les
FGF et les PDGF-BB et des protéines de la MEC comme les collagenes Il et IV, les laminines ou
WISP1 (Figure A) dont les roles dans la myogénése favorisant les différentes étapes de
prolifération, différenciation ou fusion des progéniteurs musculaires ont tous déja été
démontré. Néanmoins, se pose ici la question de la raison d’un développement d’adipocytes
intramusculaires dans le but de sécréter ce type de facteurs pour favoriser la régénération
alors que d’autres types cellulaires, déja en place au sein du muscle, sont aussi capables de les
sécréter.

Les adipocytes sont connus pour leur capacité a stocker des lipides ce qui les distingue des
autres types cellulaires. Il a récemment été démontré que les lipides sont utilisés au cours du
processus de régénération musculaire par les CS>3>. Ces derniéres sont capables d’accumuler
de petites quantités de lipides sous formes de micro-gouttelettes intracellulaires qui
conditionne leur devenir post-1ésion. Les cellules accumulant le plus de lipides sont celles qui
s’engagent dans un processus de différenciation tandis que celle qui n’en accumulent pas
conserve leur état quiescent. On peut alors imaginer un dialogue métabolique entre les CS et
les adipocytes intramusculaires post-lésion dans lequel les adipocytes agiraient comme des
régulateurs en controlant la gestion et la redistribution des lipides intramusculaires
nécessaires a la régénération. Il a d’ailleurs été démontré que les adipocytes peuvent sécréter
des vésicules extracellulaires chargées de lipides dans leur environnement®3®. On pourrait
aussi imaginer un dialogue des adipocytes avec leur environnement en tant que fournisseur
de précurseur nécessaires a la formation des membranes plasmiques cellulaires au cours de la
régénération. Le contenu de la gouttelette lipidique des adipocytes repose majoritairement
sur la présence de triglycérides. La structure chimique d'un triglycéride est relativement
simple, elle est composée de trois chaines d'acides gras liés a une molécule de glycérol. Les
membranes plasmiques des cellules, y compris celle des myotubes, sont composées d’une
bicouche de phospholipides. La structure d’un phospholipide repose sur la présence d'une
molécule de glycérol estérifiée par deux acides gras et un acide phosphorique. Ainsi, la lipolyse
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des triglycérides contenu dans la gouttelette des adipocytes permettrait de libérer des acides
gras nécessaires a la synthése des phospholipides*”’. Ce phénoméne de lipolyse massive
pourrait ainsi expliquer la diminution de I'aire occupée par le marquage Bodipy sur les coupes
de muscle que nous observons a partir de 7 jpl et que nous avons discuté précédemment.

Adipokines Facteur de croissance
Leptin, sLepR, adiponectine, IGF-1, FGF-1, HGF, VEGF,
resistin, omenti-1, -2, adipolin PDGF-BB

Cytokines/chimiokines
TNF-q, IL-6, IL-1B, SDF-1,
RANTES, IF-y

Métabolisme lipidique
LPL, ApokE

Métabolites
Acides gras, glycerol,
adenosine, lysophospholipides

Prostaglandines
PGE;, PGFy, PGI,

Matrice extracellulaire Autres facteurs
Collagénes II-1V, laminines, MMP-2, DPP4,
heparan sulfates haptoglobin,

Figure A : Capacités sécrétoires d’un adipocyte blanc. Adapté de Gerst et al. >3

Nos résultats obtenus a partir du modele AZIP dans lequel toutes les ASCs/FAPs sont
dépourvues de capacités de différenciation en adipocyte semblent montrer que la présence
de adipocytes intramusculaires est nécessaire a la régénération puisque 'injection de cellules
adipo-compétentes améliore le processus de régénération normalement perturbé au sein de
ce modele. En ce qui concerne la réduction de l'aire des fibres en régénération au sein du
modele AZIP aprés réinjection d’ASCs adipo-compétentes (Fig. 13D), ce résultat inattendu
suggérerait un retard dans la maturation des fibres, et pourrait étre expliqué par les désordres
métaboliques observés chez les animaux AZIP. Les animaux AZIP présentent une
hyperglycémie ainsi qu’une hyperinsulinémie associées au développement d’'un DT2>4, Le DT2
est largement décrit dans la littérature comme une pathologie qui impacte fortement les

capacités de régénération musculaire3

en limitant les capacités prolifératives de progéniteurs
musculaires et altérant le switch pro-inflammatoire/anti-inflammatoire de la réponse
immunitaire. Pour surmonter ces limitations, il serait intéressant de rétablir les parameétres
métaboliques dans le modeéle AZIP. Pour cela, il est possible de réaliser des injections de
leptine, une hormone sécrétée par les adipocytes (absents dans le modéle AZIP) et dont le r6le
de régulateur de I'homéostasie énergétique a été établi. Les animaux AZIP présentent des taux
de leptine 10 fois inférieurs aux animaux WT>* et certaines études ont démontré la
normalisation rapide de la glycémie chez des souris AZIP aprés injection de leptine®3’. |l est
également possible de réaliser des greffes de TA au niveau dorsal chez la souris AZIP
permettant de complétement restaurer les paramétres métaboliques chez ces animaux>32,
Dans ce modele AZIP gréffé avec du TA blanc au niveau sous-cutanné, une étude se placant en
contexte de lésion cutanée a démontré que la cicatrisation et la repousse du follicule pileux ne

s’effectue seulement au niveau de la zone greffée par le TA, appuyant ainsi I'importance des

162 | 255




adipocytes dans les processus de réparation tissulaire. Néanmoins, dans notre cas, la greffe de
TA apporterait une source d’ASCs qui pourraient potentiellement migrer au sein du muscle
apres la lésion. La migration de ces cellules dans notre modéle apporterait de I’hétérogénéité
dans nos résultats en permettant la formation d’adipocytes intramusculaires au sein du groupe
contréle, AZIP non-injecté avec les ASCs adipo-compétentes.

Le modele AZIP étant dépourvu d’adipocytes, il représente un modeéle de choix pour étudier
I'importance de l'origine des adipocytes dans le processus de régénération musculaire. Il serait
alors intéressant de réaliser des injections de FAPs adipo-compétents au sein du modele AZIP
post-lésion afin de comparer leur pouvoir pro-régénérant par rapport a celui des ASCs. Cette
analyse permettrait de déterminer si in vivo les capacités adipogéniques des FAPs sont
différentes ou non de celles des ASCs et aboutissent ou pas aux mémes effets sur la
régénération musculaire. A ce jour, aucune étude ne compare les réles fonctionnels des
adipocytes issus de la différenciation des ASCs ou des FAPs. Cette observation permettrait alors
de soulever de nouvelles questions quant a I'importance de 'origine cellulaire des adipocytes
intramusculaires pour soutenir efficacement le programme myogénique et ainsi mieux
comprendre les dérégulations mise en place dans certaines dégénérescences musculaires.

Enfin, l'utilisation du modeéle Adipog-iDTR représente aussi un modele intéressant pour
répondre a notre question. Linjection de DT a 4 jpl nous permettant de dépléter les adipocytes
intramusculaires formés au cours de la lésion ce modéle nous permettrait de démontrer que
la perturbation de l'adipogénése est un élément clé du processus de régénération. Les
résultats histologiques que nous avons obtenus a 7 jpl ne nous ont pas permis de faire ressortir
une différence significative sur le nombre de fibres régénératives bien que I'organisation et la
morphologie des fibres sur les images semblaient plus anarchiques post injection DT. |l
semblerait alors que l'anarchie présente dans les muscles injectés DT ne permette pas
I'identification des fibres lésées. || semble alors plus pertinent d’analyser des cinétiques plus
tardives au sein de ce modele pour permettre au muscle de retrouver une morphologie
nécessaire a lidentification des fibres centronucléées et compléter cette analyse par la
guantification des genes impliqués dans la myogéneése. A ce jour, nous avons mis en place une
cohorte d’animaux Adipog-iDTR injectés DT ou non et avons prélevé les muscles a 14 jpl. Avec
cette cohorte, nous espérons montrer que la déplétion des adipocytes perturbe la formation
des fibres centronucléées régénératives ainsi que |'expression des genes du programme
myogénique.
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———3 Connu de la littérature

= Contribution du projet

@ Infiltration précoce des ASCs
@ Les FAPs/ASCs soutiennent la myogénése

@ Différenciation des ASCs en adipocytes

Les adipocytes soutiennent la fusion des
myoblastes

@

T T | T T | T T T T 1 >
0 / 3 \ \ | N 4
] Jours post lésion
—p ] — —— PR
Ccs Myoblastes Fibres musculaires
Prolifération CS Fusion myoblastes

Figure B : Les adipocytes intramusculaires dérivés de la différenciation des ASCs infiltrées

contribuent a la régénération musculaire. La courbe bleue correspond a I'évolution du nombre de FAPs
intramusculaires post-lésion d’apres I'étude de Lemos et al. (2015). La courbe rouge correspond a I’évolution des
guantités d’adipocytes intramusculaires d’apres notre étude.
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CONCLUSION

En conclusion, ce travail de thése a permis de mettre en évidence que le ScAT constitue une
source inattendue de MSCs soutenant la régénération musculaire. Nos résultats montrent que
la réaction du muscle a la Iésion déclenche, a distance, une libération massive d’ASCs depuis
le SCAT capables d’infiltrer rapidement le muscle (Etape 1, Figure B). Une fois infiltrées les ASCs
se mélangent a une autre population de MSCs résidentes, les FAPs, expliquant 'augmentation
précoce de leur nombre non soutenue par leur prolifération et participe a I’'hétérogénéité de
cette population décrite dans la littérature332°505153,246  Nous montrons par ailleurs que
I'infiltration des ASCs est une étape clé de la régénération musculaire puisque la perturber
entraine des défauts de régénération musculaire. La littérature fait état du réle des FAPs
résidents dans différentes étapes de la myogenése (prolifération et différenciation des CS vers
1-5 jpl, fusion des myoblastes vers 5-10 jpl) ; nos résultats démontrent que les ASCs pourraient
aussi jouer un role dans ces mémes étapes (Etape 2, Figure B). Nous avons également décrit
de maniére précise la cinétique de formation d’adipocytes ectopiques intramusculaires (5-14
jpl, avec un pic vers 7 jpl) post-lésion, et confirmé le caractére transitoire de cet
événement!10116178 | 5 formation de ces adipocytes est concomitante avec la disparition des
FAPs/ASCs intramusculaires et nous proposons pour la premiére fois qu’une partie de ces
adipocytes dérive de la différenciation des ASCs infiltrées (Etape 3, Figure B). Enfin, bien que
préliminaires, nos résultats montrent par 'utilisation de différents modéles animaux combinés
a l'utilisation de co-culture cellulaires in vitro que I'adipogénése intramusculaire post-lésion
favoriserait la régénération musculaire (fusion des progéniteurs musculaires) (Etape 4, Figure
B). Ainsi, ce travail propose pour la premiére fois d’établir une association bénéfique entre le
développement d’adipocytes ectopiques et le muscle, et avec une meilleure compréhension
du phénotype des adipocytes et des mécanismes moléculaires qui contrélent cette formation
nous pourrions découvrir de nouvelles cibles pour le traitement de pathologies
myodégénératives.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le maintien de I'homéostasie d'un organisme repose sur une régulation précise de la
communication entre les organes>3*. Pour ce faire, les organes ont développé des systéemes
pour communiquer leurs états les uns aux autres. Ce réseau de communication inter-organes
est constitué de facteurs solubles tels que des peptides, des protéines et des métabolites qui
agissent pour coordonner des processus cellulaires essentiels dans le maintien de
I'homéostasie et la réponse au stress*°,

Ce projet nous permet de proposer un nouveau moyen de communication inter-organes dans
le cadre d’une réponse tissulaire a un stress Iésionnel par la mobilisation endogéne de MSCs.
Le tissu adipeux intervient alors comme un réservoir de cellules capables d’infiltrer le muscle
|ésé rapidement apres la Iésion afin de soutenir sa régénération. Comprendre les mécanismes
qui contrdlent cette mobilisation ainsi que son évolution dans des cas physiopathologiques de
dégénérescences musculaires fibro-adipeuses telles qu’observées dans le vieillissement, la
myopathie de Duchenne ou l'obésité par exemple, permettrait de révéler des cibles
thérapeutiques pour le traitement de ces pathologies. Ce projet souleve plusieurs questions
essentielles quant au contréle de la mobilisation des ASCs entre le ScAT et le muscle :

Quelle est la quantité d’ASCs qui infiltrent réellement le muscle lésé ?

Le modele de greffe de ScAT fluorescent nous a permis de montrer qu’une partie de
I'augmentation des FAPs du muscle peut étre expliquée par l'infiltration des ASCs qui quittent
le ScAT. A ce jour, notre modéle ne nous permet pas d’affirmer que 'augmentation du nombre
de FAPs est uniqguement due a l'infiltration des ASCs. En effet, la limite de la greffe de TA réside
dans le fait que nous greffons deux morceaux de 10 mg chacun proche du ganglion
lymphatique du ScAT receveur non fluorescent. Ainsi, quand nous observons la présence
d’environ 9% des FAPs GFP* dans le muscle lésé (Figure 14D, introduction), cette proportion
est sous-estimée par rapport a la quantité totale des ASCs pouvant aussi migrer depuis le SCAT
non fluorescent et dont I'absence de marqueur spécifiqgue empéche leur identification. Il
devient alors intéressant de réaliser une estimation du nombre total d’ASCs qui migrent entre
le ScAT total et le muscle |ésé. Un jour apres la lésion, nous avons quantifié par cytométrie en
flux la présence d’environ 280.000 FAPs Scal*/CD457/CD31 et 9% d’entre elles, c’est-a-dire
25.000, étaient des ASCs fluorescentes provenant du ScAT. Notre modele de greffe nous
permet d’introduire un total de 20 mg de ScAT fluorescent dans un ScAT non fluorescent
d’environ 200 mg, donc 10% de la masse total du ScAT. Si on considéere que la mobilisation des
ASCs est homogene dans tout le tissu, cela voudrait dire que pour 1 ASC qui migre depuis le
ScAT fluorescent 9 ASCs migrent depuis le ScAT non fluorescent. Ainsi, cela correspondrait a
25.000 x 10 = 250.000 ASCs au total qui migreraient réellement entre le ScAT et le muscle. De
maniére intéressante, ce nombre correspond sensiblement au nombre d’ASCs qui diminue
dans le ScAT total et qui augmente dans le muscle a 1 jpl, il est donc tentant de spéculer que
I'intégralité de I'augmentation du nombre de FAPs intramusculaires serait due a l'infiltration
des ASCs depuis le ScAT. Il est néanmoins rapporté en thérapie cellulaire utilisant des MSCs
gue suite a leur injection dans la circulation, peu d’entre-elles sont retenues au niveau du site
d’intérét mais sont retrouvées dans des sites non spécifiques comme les poumons, le foie ou
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la rate>*L. Il semblerait alors que la compréhension des signaux qui contrélent la mobilisation
endogene de ces cellules puisse aboutir a améliorer I'utilisation de ces cellules en thérapie en
dirigeant leur migration vers le site lésé/pathologique.

Quels sont les signaux qui déclenchent la migration des ASCs entre le ScAT et le
muscle ?

S’interroger sur la nature du(es) signal(aux) entrainant une baisse du nombre d’ASCs au sein
du ScAT suivi de leur infiltration dans le muscle est une question clé. Nous pourrions ainsi
envisager plusieurs types de signaux émis par le muscle lésé responsables de cette
mobilisation.

Les signaux chimiques. Nous avons observé une augmentation immédiate et spécifique du
nombre de leucocytes CD45* sur des temps précoces au sein du muscle quadriceps injecté Gly
et CTX que I'on n‘observe pas au sein du ScAT. laugmentation du nombre de ces cellules est
synonyme de mise en place d’une réponse inflammatoire. Ce résultat atteste donc de
I'efficacité de la |ésion musculaire et pourrait étre considéré comme un contréle positif de
I'injection spécifiguement dans le muscle. Les leucocytes sont capables de sécréter un grand
nombre de cytokines et chimiokines dont I'lL-6, IL1-B, TNF-a, CCL1, CXCL12, participant a la
mise en place de I'inflammation. Comme nous l'avons évoqué plus tot dans ce manuscrit, I'axe
CXCR4/CXCL12 posséde un réle important a la fois dans la rétention des MSCs dans leur tissu
d’origine mais aussi dans leur chimiotactisme vers un tissu présentant une inflammation. Il est
donc envisageable de penser que la baisse du nombre d’ASCs du ScAT serait due a une
migration de ces cellules vers le muscle quadriceps, lieu de l'inflammation, sous l'effet de
I'augmentation locale du CXCL12.

Les signaux mécaniques. D’un autre c6té, différentes études mettent en évidence que les
changements de rigidité tissulaire jouent des roles importants dans les capacités migratoires
des cellules®*?. En outre, il a été montré in vitro que la rigidité du substrat contrdle la migration
des cellules fibroblastiques NIH 3T3 qui se déplacent selon un gradient de rigidité croissant,
du moins dense vers le plus dense. Ces cellules sont donc capables de détecter les
modifications mécaniques de leur environnement et adaptent leurs déplacements en fonction.
Au sein de notre modeéle de lésion musculaire nous observons, dés la troisieme heure, la
formation d’un cedéme au niveau du muscle qui conduit a l'augmentation du niveau de
pression intra-tissulaire. Ceci pourrait donc avoir un impact majeur sur les propriétés
biomécaniques du muscle et de I'environnement musculaire dans lequel se trouve le ScAT, par
compression du tissu entre le muscle et la peau. Ces modifications pourraient alors contribuer
a la migration des ASCs présentes au sein du ScAT, vers un muscle rigidifié par la mise en place
rapide de I',edéme.

Les signaux nerveux. Enfin, il existe une littérature assez importante sur le réle du systeme
nerveux autonome dans le contréle de la mobilisation d’'un autre type de cellules
progénitrices, les cellules souches hématopoiétiques (CSH), présentes dans la MO>*3. Cette
littérature décrit I'activation du systéme nerveux sympathique selon un rythme circadien
responsable de la sortie des CSH de la MO vers la circulation sanguine. Ainsi, les signaux
noradrénergiques provenant du systeme nerveux sympathique, plus actif le jour, entrainent la
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sortie des CSH, tandis que la nuit, les CSH retournent au sein de leur niche dans la MO. Nous
pourrions ainsi réaliser un paralléle avec la mobilisation des ASCs au sein du ScAT qui, suite a
I'activation du systeme nerveux sensoriel provoquée par la lésion, remonterait I'information
au systéme nerveux central et déclencherait la sortie des ASCs dans la circulation sanguine
suivie de leur rétention au sein du muscle |ésé sous |'effet attractant des signaux chimiques.

Quels sont les voies de migrations possiblement empruntées par les ASCs migrantes ?

Bien que nos travaux, inspirés de ceux de la littérature, démontrent que la voie sanguine et
I'association conjointe des ASCs avec les plaquettes constitue une voie importante de
migration des ASCs vers le muscle 1ésé, nous ne pouvons pas exclure que les ASCs puissent
aussi emprunter d’autres voies de migration :

La voie lymphatique. Dans un autre contexte inflammatoire, provoqué par vaccination par
injection d’ovoalbumine dans la pate arriére chez la souris, les travaux du laboratoire ont
montré que les ASCs du ScAT quittent le tissu via la lymphe pour rejoindre le ganglion
lymphatique*®®. Il est aussi décrit dans des contextes tumoraux et de formation métastatiques
gue certaines cellules cancéreuses partagent I'expression de certains marqueurs avec les ASCs
comme la podoplanine, le CXCR4 ou le PDGFRa et sont capables d’emprunter le systéme
lymphatique afin de rejoindre d’autres sites tissulaires favorables a leur implantation et
favorisant la formation de métastases>**. Il est donc envisageable que les ASCs puissent utiliser
ce réseau vasculaire au niveau du ScAT pour infiltrer le muscle Iésé, qui comporte également
un réseau vasculaire lymphatique. Il est cependant difficile d’imaginer que, si cet événement
se produit, aucun événement ne soit observé dans la circulation sanguine. En effet, la
circulation lymphatique se jette dans la circulation sanguine au niveau de la veine sous-
claviére®® reliant alors ces 2 circulations. Nous pouvons d’abord supposer que les ASCs, au
méme titre que les MSCs, n‘'empruntent qu’une partie du réseau lymphatique et en sortent
avant de rejoindre la circulation sanguine. Nous pouvons aussi émettre I'idée que si les ASCs/
MSCs arrivent jusqu’a la circulation sanguine, elles s’associent alors aux plaquettes et
neutrophiles comme décrit précédemment.

Les fibres de collagénes qui composent la MEC. Que ce soit au niveau du tissu adipeux ou du
muscle squelettique, la localisation anatomique des ASCs®3 ou des FAPs3132 3 été décrite au
sein du tissu matriciel qui entoure la fraction parenchymateuse du tissu a I'état physiologique,
démontrant I'affinité de ces cellules pour cette matrice. Anatomiquement, chez la souris mais
aussi chez 'lhomme, il existe un tissu matriciel dense en collagene présent a I'interface du ScAT
et du muscle quadriceps appelé fascia lata (Figure C). De maniére générale, les fascias sont
décrits comme des membranes conjonctives riches en eau entourant tous les organes
permettant (1) le maintien structurel des tissus, (2) le glissement sans frictions entre les
différentes couches d’organes et (3) la transmission des forces mécaniques>*®>4’. Plusieurs
études décrivent le fascia comme « un organe » a part entiere, composé de multiples couches
matricielles réparties dans tout l'organisme permettant de connecter chaque cellules au
niveau de leur cytosquelette®*®. Le fascia lata correspond a celui qui entoure le muscle
guadriceps (Figure C), pouvant ainsi étre assimilé a I'épimysium ou situé sur I'épimysium. Des
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études montrent que les MSCs sont capables de migrer in vitro sur des fibres de collagéne>*°.
Plus récemment, des études ont démontré la présence d’'un nombre important de cellules de
type fibroblastiques au sein du fascia sous cutané>>%°>!, En contexte de lésion cutanée, ces
mémes études démontrent I'importance de la migration de ces cellules au sein du fascia
permettant son invagination au sein de la plaie indispensable a la cicatrisation. Il ne semble
donc pas absurde d’imaginer que les ASCs puissent utiliser ce support de migration in vivo
pour rejoindre le muscle lésé. Pour valider cette hypotheése, il serait intéressant de savoir si des
ASCs fluorescentes sont observées au sein de ce tissu matriciel avec l'utilisation de notre
modele de greffe de ScAT fluorescent.

La mobilisation endogéne des ASCs : un nouvel outil thérapeutique ?

Dans I'ensemble, ce travail décrit un réle nouveau du ScAT en tant que réservoir de cellules a
fort potentiel régénératif mobilisables en situation de lésion musculaire. Cette mobilisation
cellulaire prend place trés précocement apres la Iésion, il serait intéressant de déterminer si
les mémes mécanismes ont lieu apres la Iésion d’'un muscle plus éloigné du ScAT comme le
Tibialis anterior ou le Gastrocnemius qui permettrait de mieux généraliser le processus. Nous
avons montré qu’un autre TA, le PGAT, est aussi capable de libérer des ASCs lorsque le ScAT
n‘est plus en mesure d’en fournir. Il semblerait donc que I'ensemble des dépbts adipeux
répartis dans l'organisme (Figure 11) soient dotés de cette capacité a fournir des cellules au
potentiel de régénération en fonction des besoins. Néanmoins, les ASCs du PGAT n’ont pas la
méme capacité a soutenir la régénération musculaire que celles du ScAT. Cette observation
souléve alors la question de la spécificité de I'origine des ASCs a soutenir un type de lésion
particulier. Pourrait-on envisager que les ASCs du PGAT, un tissu adipeux viscéral, soient plus
prones a soutenir des Iésions tissulaires intrapéritonéales tandis que les ScAT interviendraient
pour les lésions extra-péritonéales ? Notre projet a permis de commencer la démonstration
de la présence de sous-populations particulieres présentes au sein du ScAT, identifiables par
des marqueurs spécifiques, impliquées dans la régénération du muscle. D’un autre c6té, une
littérature s’accorde aujourd’hui sur l'existence de sous-populations distinctes au sein des
tissus adipeux viscéraux**°. Ces marqueurs permettraient ainsi de cibler des types cellulaires
spécifiques en thérapie au niveau de leur tissu source et la compréhension des mécanismes
de mobilisation endogene de ces cellules permettrait de contourner les limites actuelles des
thérapies cellulaires par des moyens moins invasifs pour le patient.

Est-ce que la nature de l'adipocyte influence ses capacités pro-régénératives ?

Une fois le muscle 1ésé infiltré, certaines de ces cellules peuvent participer a la formation
d’adipocytes intramusculaires qui, de maniere inattendue, pourraient soutenir la régénération
musculaire. On pourrait imaginer que la dérégulation de la cinétique transitoire de formation
de ces adipocytes post-lésion puisse favoriser les défauts de régénération musculaires ou
participer aux mécanismes cellulaires des dégénérescences musculaires. A ce jour, aucune
étude ne décrit la nature des lipides accumulés au cours du processus de régénération
musculaire. Serait-il possible d’envisager qu’un type de lipide particulier puisse favoriser la
régénération musculaire ? Ou au contraire participer a la mise en place de la dégénérescence ?
Il semblerait que la nature de lI'adipocyte et sa localisation anatomique puisse influencer le
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type de lipides gu’il contient. Plusieurs études démontrent chez I’homme et la souris que selon
I'origine du dépdt adipeux (viscéral vs. sous-cutané), la nature des lipides contenus dans les
adipocytes differe, avec une accumulation d’acide gras saturés préférentielle dans le TA
viscéral>>?°>3, ['accumulation de ce type de lipides corréle avec les désordres métaboliques
(hyperinsulinémie, hyperglycémie etc...) et les taux de cytokines pro-inflammatoires
circulantes de mauvais pronostique pour les patients. Il serait ainsi intéressant de déterminer
la nature des lipides accumulés spécifiquement dans les adipocytes intramusculaires, par des
approches de lipidomics spatiales, afin de mettre en avant une signature lipidique « pro-
régénérante » et suivre son évolution dans des cas de dégénérescence musculaire adipeuse
qui pourrait faire émerger de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement de ce type de
myodégénérescences.

Dans I'ensemble, ce travail de thése a permis de mettre a jour un moyen de contourner les
limites de l'utilisation des MSCs en thérapie liées aux étapes de culture. Le contrOle de la
mobilisation endogene des ces cellules pourrait alors devenir un outil thérapeutique puissant
en médecine régénérative dans les années a venir. Nous monttrons également que la présence
contrblée de lipdes contenus au sein d’adipocytes semblent bénéfique pour la régénération
du tissu musculaire tandis qu’une forte littérature fait état d’une présence incontrélée associée
a une dégénérescence musculaire. S’il s’avérait exact que I'état pro-régénérant soit
distinguable de I'état dégénératif par I'intérmédiaire d’'une signature lipidique spécifique, nous
pourrions envisager des traitements dans l'obectif de faire tendre la signature
« dégénérescente » vers un état « pro-régénérant ».
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Matériel et Méthodes

Expérimentation Animale

a) Animaux
Ce travail a été soumis a I'approbation du Comité d'Ethique Régional et enregistré auprés du
Ministéere de la Recherche francais. Des souris males C57BL/6J de sept a huit semaines
(Janvier), des souris CAG: KikGR appelées KiKGR, des souris C57BL/6J-Tg(Adipog-
cre/ERT2)1Soff/), appelées Adiponectin-Cre (Jackson Laboratories) et des souris A-ZIP/F-1
(FVB) ont été maintenues dans des conditions de lumiere controlée (cycles de 12 heures
lumiére/obscurité ; de 07h00 a 19h00), a une température de 20°C a 22°C, avec une humidité
relative de 40% + 20%, et nourries a volonté avec un régime standard (CD ; 8,4 % de matieres
grasses, Safe®A04, Safe lab) ou un régime alimentaire riche en graisses (HFD ; 45 % de calories
provenant des graisses, Research Diets).

b) Lésions musculaires
Pour réaliser la Iésion musculaire, les souris sont anesthésiées par voie gazeuse (isoflurane
2,5%) et 80 uL de Glycérol (a 50% vol/vol en solution saline (NaCl 0,9%) ou 80 uL de 10 uM de
cardiotoxine (Sigma, C9759) sont injectés dans le quadriceps droit.

c) Greffe de SCAT
Deux modeéles de souris transgéniques fluorescentes ont été utilisés en tant que donneurs de
ScAT : les souris Tg(Cd34-EGFP)MF6Gsat/Mmcd (MMRRC) et les souris CAG::KikGR,
respectivement désignées sous les noms de souris CD34-GFP et KikGR. Les souris C57Bl/6J
receveuses non fluorescentes ont recu des greffons de ScAT (10 mg) provenant des modeles
susmentionnés dans leur ScAT, tandis que les souris témoins sham ont simplement subi une
incision cutanée. Apres 7 jours (qu'il s'agisse de souris greffées ou témoins sham), les souris
ont regu ou pas une lésion musculaire.

d) Déplétion plaquettaire
Les souris ont été injectées par voie intrapéritonéale avec un anticorps de déplétion
plaquettaire (anti-GPlb, EMFRET, #R300) dilué dans 200 pL une solution saline a une
concentration de 2 mg/kg. Les animaux témoins ont été injectés avec un mélange d'lgG de rat
non immunisées, qui n'ont aucun effet cytotoxique sur les plaquettes chez les souris (EMFRET,
#C301, 2 mg/kg). L'efficacité de la déplétion plaquettaire a été vérifiée sur 20 uL de sang total
des animaux (du jour 0 au jour 14) a l'aide du Micros 60 (HORIBA Medical).

e) Lipectomie bilatérale
Les souris ont été anesthésiées a l'isoflurane, puis une incision cutanée a été pratiquée au-
dessus du ganglion lymphatique du ScAT. Le ScAT a été retiré a |'aide de pinces pour rompre
les adhérences au tissu conjonctif, et les vaisseaux sanguins situés aux extrémités ont été
cautérisés. La plaie a été suturée, et les animaux ont été surveillés quotidiennement pendant
7 jours. Les résultats de la Iésion musculaire ont été comparés a ceux des animaux lipectomiés
non lésés.

f) Injection d'ASCs dans le muscle
Pour les expériences chez les animaux soumis a une déplétion plaquettaire ou a une lipectomie
bilatérale, nous avons réalisé des injections de 250 000 a 300 000 ASCs fraichement isolées
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(SCAT ou PGAT) dans un volume de 80 plL a l'aide d’une aiguille G25, et diluées dans une
solution saline a 0,9 %. Les injections ont été réalisées sur des animaux anesthésiés 1 heure
apres la lésion musculaire.
Isolement des fractions vasculaire stromale (SVF) des tissus

a. Quadriceps
La rotule et le ligament rotulien sont d’abord retirés des quadriceps. Les muscles sont émincés
aux ciseaux pour faciliter la digestion enzymatique dans une solution HBSS (Hank’s Balanced
Saline Solution) + 2,5mM Ca2+ (Sigma, Allemagne) additionnée de 0,5 U/mL de Collagénase B
(Sigma, Allemagne) et 2,4 U/ml de Dispase Il pendant 2 fois 30 minutes, a 37°C sous agitation,
intercalé d’une dissociation mécanique par 10 passages a travers une aiguille G18. La digestion
enzymatique est stoppée par ajout de milieu alpha-MEM (aMEM). La suspension cellulaire est
ensuite filtrée a I'aide d’une seringue avec filtre de 34 um. Le filtrat est centrifugé pendant 10
minutes a 300 g. Apres centrifugation, le culot de cellules est repris dans 0,25 mL de milieu
MACS (Miltenyi Biotec SAS) et les cellules de la SVF comptées a l'aide d’un compteur Z2
Coulter® (Beckman Coulter, Etats-Unis).

b. Tissu adipeux sous-cutané (ScAT)
Le ganglion lymphatique est retiré a l'aide de pinces fines. Les ScAT sont ensuite émincés aux
ciseaux pour faciliter la digestion enzymatique dans du milieu de culture aMEM (Gibco, Etats-
Unis) additionné de Collagénase NB4 0,4 U/ml (Coger) ainsi que de DNAse (1%, Roche) a 37°C
pendant 60 minutes sous agitation. Aprés arrét de la digestion par ajout d'aMEM et
centrifugation (300 g, 10 min) le surnageant (comprenant les adipocytes matures) est éliminé
et le culot cellulaire est resuspendu dans du tampon de lyse (ELB; 155mmol/L NH4CI ; 5,7
mmol/L K2HPO4 ; 0,1 mmol/L EDTA, pH 7,3). La suspension cellulaire est alors filtrée a l'aide
d’une seringue avec un filtre de 34 um puis re-centrifugée. Le culot cellulaire est enfin repris
dans du tampon MACS (Miltenyi Biotec SAS) et compté, comme précédemment décrit.
Isolement des ASCs, des FAPs ou des cellules satellites (CS)
Les SVF dérivées du ScAT, du PGAT ou du muscle ont été déplétées des cellules CD45* et CD31*
en utilisant des anticorps anti-CD45-FITC (Miltenyi, 130-116-535) et anti-CD31-FITC (Miltenyi,
130-123-675), suivis d’un ajout de microbilles magnétiques anti-FITC (Miltenyi, 130-048-701)
permettant leur séparation a I'aide de 'autoMACS® Pro (Séparation cellulaire MACS, Miltenyi
Biotec SAS). Les cellules CD457/CD31™ ont ensuite été incubées avec un anticorps pour Sca-1
couplé avec des microbilles magnétiques (Miltenyi, 130-106-641) et triées de la méme
maniére que précédemment. Les ASCs ou les FAPs isolées ont été utilisées pour les expériences
de séquencage ARN, pour l'injection musculaire chez les animaux soumis a une déplétion
plaquettaire ou a une lipectomie (voir méthodes), ou pour les expériences d'interaction in vitro
entre avec les cellules satellites (voir méthodes). Ensuite, pour le tri des CS, la fraction cellulaire
Sca-1" a été incubée avec un anticorps anti a7-integrine couplé avec des microbilles
magnétiques (Miltenyi, 130-104-261) et triées de la méme maniere que précédemment. La
fraction a7-integrine* composée de CS a ensuite été utilisée pour les expériences in vitro.
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Analyse de cytométrie en flux

Pour analyser la composition cellulaire des VF fraichement prélevées dans les TA ou
musculaires 300.000 cellules de la SVF sont reprises dans du tampon autoMACS Running buffer
(Miltenyi, Biotec SAS) et incubées 20 minutes a 4°C avec un anticorps anti-CD16/CD32 dilué au
1/100éme, pour bloquer les récepteurs Fcy. Les cellules sont ensuite incubées 25 minutes a
4°C avec un mix d’anticorps Phycoérythrine (PE) CD31 (BD Biosciences #553373), CD45 (BD
Biosciences #553081), Allophycocyanine (APC)-Podoplanine (Biolegend #127410) ou CD140a
(Biolegend #135908), Fluorescéine Isothiocyanate (FITC)-CD31 (BD Biosciences #553372),
CD45 (BD Biosciences #553080), CD34 (BD Biosciences #553733) ou Sca-1 (BD Biosciences
#553335), V500- Sca-1 (BD Biosciences #561228) ou leurs isotypes controles (Rat Isotype PE
IgG2a, BD Biosciences #553930 ; Isotype APC, Biolegend, #402012 ; Rat Isotype APC IgG2a, BD
Biosciences, #553932 ; Rat Isotype FITC IgG2a, BD Biosciences, #554688 ; Rat Isotype BV500
IgG2a, BD Biosciences, #560786) tous dilués au 1/100éme. Apres ajout de 400 pL de PBS pour
arréter la réaction, les cellules sont centrifugées (10 min ; 300g). Les culots cellulaires sont
ensuite remis en suspension dans du tampon autoMACS Running buffer (Miltenyi, Biotec SAS)
pour l'analyse par cytométrie en flux (BD LSR Fortessa, BD Biosciences, Etats-Unis).
Lacquisition et analyse des données sont réalisées grace au logiciel BD FACSDiva (BD
Biosciences).

Pour la caractérisation phénotypique des ASCs et des FAPs associée a une représentation tSNE,
les SVF ont été incubées avec des anticorps humains anti-souris REA (PerCP-Vio700-CD45, PE-
CD31, FITC-CD34, PE-Vio770-Sca-1, APC-Vio770-CD140a de chez Miltenyi), anti-souris
classique VioBlue-CD90.2 (Miltenyi), Viobility™ 405/520 Fixable Dye (Miltenyi) et anti-souris
APC-Podoplanine (Biolegend), ainsi que les témoins isotypiques appropriés (Isotype PerCP-
Vio700, Miltenyi ; Isotype PE, Miltenyi ; Isotype FITC, Miltenyi ; Isotype PE-Vio770, Miltenyi ;
Isotype APC-Vio770, Miltenyi ; Rat Isotype VioBlue 1gG2b, Miltenyi), le tout dilué a 1:100. Les
cellules ont été quantifiées a |'aide d'un cytométre en flux LSR Fortessa et analysées a l'aide
du logiciel FlowjoTM v10.6, en utilisant I'outil tSNE.

Immunohistochimie
a. Immunohistochimie des ASCs et des FAPs in situ

Les muscles et le ScAT sont fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) a 4 % pendant 24 heures et
inclus dans de I'agarose a 2% (ScAT) ou 3% (Muscle) puis découpés en sections de 300 um
d'épaisseur a l'aide d'un Vibroslicer® 5100 mz (Campden instruments). Les échantillons ont
été perméabilisés avec du Triton X100 (0,2 % dans PBS) avant une saturation des antigéenes
non spécifiques avec de la BSA a 3 % dans du PBS. Les sections de tissu ont été incubées avec
des anticorps primaires de différentes espéces : chévre anti-souris CD140a (R&D AF1063,
1:100), lapin anti-souris CD45 (orb 10328 ou sc-53665, 1:100), rat anti-souris CD31 (BD
550274, 1:100), rat anti-souris Sca-1 (BD 557403, 1:250), hamster anti-souris podoplanine
(Abcam 11936, 1:250) et I'anti-GFP (Abcam ab1218 1:200) pendant 24 heures a 4°C sous
agitation constante. Aprées plusieurs lavages avec PBS, les sections ont été incubées avec des
anticorps secondaires (ane anti-chevre 488nm ou 647nm, ane anti-lapin 594nm, chévre anti-
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lapin 647nm, ane anti-rat 594nm, poulet anti-rat 647nm, chevre anti-hamster 488nm ou
568nm, tous provenant d'Invitrogen par Thermofisher Scientific, références respectives
A11058, A21447, A21207, A21245, A21209, A21472, A21110, A21112, utilisés a une dilution
de 1:250) pendant 8 heures a température ambiante. Aprés plusieurs lavages, les noyaux ont
été colorés avec du DAPI (1:10000, Invitrogen), et les images ont été obtenues a l'aide d'un
microscope confocal ZEISS LSM780 (Zen Blue v2.3-2) et analysées avec les logiciels Zen Blue
v2.3-2, Fiji v2.1.0-1 et IMARIS® v8 et 9.9.1 (Bitplane).

b. Evaluation de la régénération in situ
Apreés dissection, les muscles de souris ont été cryopréservés dans de I'OCT refroidi dans de

I'isopentane grace a |'azote liquide. Les échantillons ont ensuite été sectionnés a 10 um sur un
cryostat et fixés a 4 % de PFA pendant 10 minutes a température ambiante. Apres |'étape de
récupération de l'antigene, les lames ont été incubées dans du PBS contenant du Triton a 0,5
% (10 minutes, température ambiante), puis permeabilisées davantage (TBS, glycine a 100
mM, 0,1 % de Triton X100, 10 minutes, température ambiante). Elles ont été bloquées avec
de la BSA a 2 % (1 heure, température ambiante), rincées avec du TBS, et colorées avec du
WGA 488nm (Thermofisher, W11261, 1:500) (4°C, en chambre humide) pendant la nuit. Aprés
un lavage au TBS, les sections ont été incubées pendant 10 minutes dans une solution de DAPI
(1:20000, Invitrogen), puis lavées une fois avec du TBST et du TBS avant d'étre montées avec
un milieu de montage fluorescent. Les images ont été obtenues a |'aide d'un microscope
confocal ZEISS LSM780 et analysées avec les logiciels Fiji v2.1.0-1 et IMARIS® v8 et v9.9.1
(Bitplane). La taille et la distribution des myofibres avec des noyaux centronuclées ont été
calculées a partir de la coloration WGA—-DAPI sur I'ensemble des fibres de la section, et la
détermination de la surface a été réalisée sur I'ensemble des sections a I'aide d'un algorithme
de traitement d'image automatisé (Fiji v2.1.0-1).

¢. Quantification de I'lMCT (Intramuscular Connective Tissue) in situ
Les muscles de souris ont été soigneusement disséqués a 14 jours post-lésion et fixés pendant

24 heures en PFA (4 %). Les muscles ont ensuite été inclus dans de I'agarose a 3 % pendant 1
heure et tranchés longitudinalement a l'aide d'un Vibroslicer® 5100mz (Campden
instruments) (300 um d'épaisseur). L'imagerie par génération de second harmonique (SHG)
des fibres de collagéne a été réalisée sur des sections musculaires avec un microscope a
balayage laser (LSM880 ; Carl Zeiss GmbH, Jena, Allemagne) associé a un laser au saphir de
titane pulsé (Coherent, vissionll). Les images en piles xyz ont été acquises avec un objectif x2.5
(N.A0.12, Carl Zeiss, GmbH) en mode de mosaique pour couvrir I'ensemble de la section
musculaire. Le signal SHG des fibres de collagéne, ainsi que les signaux d'autofluorescence,
ont été détectés a une longueur d'onde d'excitation de 830 nm et détectés respectivement
dans une plage de 408-420 et 446-695 nm. L'IMCT a été évalué en déterminant la superficie
relative des pixels présentant un signal SHG significatif par rapport a I'ensemble de la section
musculaire a l'aide d'un processus de semi-segmentation en utilisant la distribution Fiji
(http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Fiji ; Imagel-win64, Fiji v 2.1.0-1). De 5 a 9 sections

musculaires ont été analysées par animal afin de d’évaluer I'IMCT dans I'ensemble du muscle
quadriceps.

175 | 255



http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Fiji

d. Quantification des adipocytes intramusculaires in situ
La caractérisation quantitative du dépot total d'adipocytes intramusculaires aprés une Iésion

musculaire induite par injecion de glycérol a été entierement développée. Les souris |ésées et
les souris témoins ont été euthanasiées a5, 7, 9, 11, 14, 21 ou 28 jours apres la lésion. Apres
fixation pendant 24 heures PFA 4%, les muscles quadriceps ont été inclus dans de I'agarose
3% et coupés longitudinalement avec un vibroslicer 5100mz (Campden instruments). Pour
révéler les adipocytes intramusculaires, les sections longitudinales de 300 um d'épaisseur ont
été colorées avec du BODIPY 493/503 nm (Invitrogen, 1:500 dans du PBS), un marqueur de
lipides neutres, et avec du DAPI (1:10000, Invitrogen) pour visualiser les noyaux. A I'aide du
microscope confocal LSM880, des acquisitions en mosaique a un grossissement de 10X ont
été réalisées afin d'observer les adipocytes dont les GL ont été révélées par la coloration
BODIPY dans I'ensemble des sections musculaires. Nous avons sélectionné 3 sections de
chaque muscle blessé a différentes profondeurs comme représentatives de I'ensemble du
muscle. Ensuite, en utilisant le logiciel d'analyse d'images Fiji, la surface occupée par les
adipocytes (Bodipy+) a été rapportée a celle de la section musculaire totale. Nous avons exclu
de la quantification les adipocytes situés a I'extérieur de la section musculaire. Afin de
guantifier ces observations sur I'ensemble du muscle, nous avons aussi utilisé un protocole de
transparisation des muscles avec 1 % de SDS dilué dans du PBS pendant 24 heures. Nous avons
ensuite marqué les lipides neutres avec de I'huile rouge (Oil Red O) et quantifié le marquage
extrait par densité optique. Des sections musculaires longitudinales issues d'animaux greffés
avec du ScAT CAG::KikGR ont été colorées au LipidTox (Invitrogen, Thermofisher) et imagées
avec le LSM880. Une attention particuliere a été portée a I'expression fluorescente KikGR
(longueur d'onde verte, 488 nm). Les événements doublement KikGR*/LipidTox" (ASCs
différenciées issues de la greffe de ScAT) ont été observés.

e. Evaluation de la myogénése in vitro
Aprés 9 a 10 jours de culture, les cellules ont été fixées en PFA a 4 % (Sigma-Aldrich) pendant

10 minutes. Les membranes cellulaires ont été perméabilisées avec du Triton X-100 (15
minutes, 0,1 %, température ambiante - RT) (Sigma-Aldrich), et les antigenes non spécifiques
ont été blogués pendant 30 minutes en incubant avec du sérum de cheval (NHS 10 % dans
PBS). Les dilutions appropriées des anticorps primaires ont été préparées dans une solution
de blocage (anti-desmine 1:100 (Sigma-Aldrich) et incubées pendant la nuit a 4°C. Apres 3
lavages avec du PBS les cellules ont été incubées avec un anticorps secondaire anti-rabbit IgG
488 nm dilué a 1:200 (Invitrogen, Thermofisher scientific). Une solution DAPI (1:10000,
Invitrogen) a été utilisée pour visualiser les noyaux. Les images ont été obtenues a I'aide d’un
vidéomicroscope WF ZEISS et analysée avec un logiciel semi-automatisée développée par Noé
et al. (2022) https://github.com/SimonNoe/myotube-analyzer-app

Culture cellulaire
a. Culture des ASCs/FAPs et différenciation adipocytaire
Apres digestion des tissus, les ASCs ou les FAPs ont été triés depuis les SVF de la maniére

décrite précédemment et les cellules ont été ensemencés dans des plaques de 12 puits a une
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densité de 80 000 cellules/cm? dans de I'aMEM + ASP supplémenté de 10 % de sérum de veau
nouveau-né (NCS) jusqu'a atteindre la confluence. Les cellules ont été soumises a une
différenciation adipogénique en utilisant un mélange contenant du aMEM, 2% NCS,
Dexamethazone 33 nM, Insuline 5mg/mL, Rosiglitazone 1uM, T3 10 uM et Transferrin
10 pg/mL) pendant 4 jours a 37°C et 5% CO,.

b. Collecte des milieux conditionnés
Apres différenciation des ASCs et des FAPs en adipocytes, les milieux de cultures ont été

remplacés par du milieux neutre DMEM Glutamax 1g/L glucose (50%) + HAMF10 (50%)
pendant 24 heures. Ensuite, les milieux ont été récupérés et centrifugés a 5000 rpom pendant
10 minutes. Les surnageants ont été stockés a -80°C.

c. Culture des cellules satellites
Apres digestion des muscles, les CS ont été triées depuis la SVF puis ensemencées en plaque

24 puits coatées en collagéne a une densité de 20 000 cellules/cm? dans du DMEM Glutamax
1g/L glucose (40%) + HAMF10 (40%) + SVF (20%) + bFGF (2.5ng/mL) pendant 7 jours en
changeant le milieu tous les 2 jours. Ensuite, les cellules sont passées en plagues coatées
matrigel puis placées en milieu de différenciation DMEM Glutamax 1g/L glucose (49%) +
HAMF10 (49%) + SVF (2%) neutre ou collectés depuis les milieux de cultures conditionnés par
les adipocytes décrit plus haut.

Analyses de I'expression génique

a. RT-qPCR
L'extraction a été réalisée sur des cellules ou des tissus entiers congelés en utilisant le kit

d'extraction d'ARN Mini (QiaGEN) selon les instructions du fabricant. En bref, les échantillons
ont été décongelés dans du RLT et lysés avec un tissue lyser® (QIAGEN). Les échantillons ont
été passés a travers des colonnes avec des étapes de lavage pour purifier les ARNs. L'éluat a
été effectué avec de I'eau sans RNAse, et la concentration des ARNs a été évaluée avec un
Nanodrop® 2000c (Thermo Scientific). L'ADN génomique a été obtenu avec le kit QiaAmp DNA
Minikit (QiaGEN) en suivant les instructions du fabricant. Les cellules ont été lysées et passées
a travers une colonne pour lier I'ADN, et aprés deux étapes de lavage, le matériel génomique
a été élué dans un tampon d'élution. La concentration de I'ADN génomique a été mesurée a
I'aide d'un Nanodrop® 2000c puis a été stocké a -20°C. Pour la qPCR, les ARNs ont été rétro-
transcrits en utilisant une reverse transcriptase (Invitrogen) et dilués a 50 ng/uL dans de I'eau
sans RNAse. Ensuite, la gPCR a été réalisée en utilisant le mélange Fast SYBR® Green (Applied
Biosystems) sur une plaque de 96/384 puits, les résultats ont été acquis avec les appareils
StepOne v2.3-3 et Viia7 (Life Technologies), et les données ont été analysées avec Real-Time
gPCR Studio (Life Technologies) en utilisant la méthode 2724t par rapport a la condition de
contréle.
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b. RNAseq
L'extraction totale d'ARN a été réalisée en utilisant le kit Zymo microprep (Ozyme) selon les

instructions du fabricant. Le séquencage d'ARN (pair-end, 125 pb) a été réalisé par BGI
Genomic Services en utilisant des triplicats pour chaque condition. Les données brutes ont été
traitées comme suit : tout d'abord, les lectures de séquencage ont été filtrées a l'aide de
fastg_illumina_filter v 0.1, et un contréle de qualité des lectures filtrées a été effectué a I'aide
de FastQC v 0.11.9. Les lectures filtrées ont ensuite été alignées sur le génome de la souris
mm10 en utilisant HISAT2 v 2.2.1 et les comptages par gene ont été quantifiés a I'aide de
featureCounts du package Subread v 2.0.1 sur I'annotation des transcrits mm10 obtenue a
partir du UCSC genome browser. Les analyses de I'expression différentielle et statistique ont
été réalisées a l'aide de DESeq2 v 1.34.0. Pour comparer les expressions géniques, nous avons
utilisé les seuils suivants : LOG2FC > 0,58 et valeur p < 0,05. Pour générer le heatmap, nous
avons sélectionné les 3000 genes les plus variables en utilisant idep version 0.96. Les données
de RNAseq ont été déposées sous le numéro d'accés GSE214883.

¢. Analyse de RNAseq en cellule unique
Apres digestion des tissus et tri des ASCs et des FAPs, les cellules ont été préparées pour le

scRNAseq immédiatement apres le tri cellulaire. La séparation et le barcoding par cellule
unique a été réalisée a I'aide du Chromium Controller (Chromium Single Cell 3’, Reagent Kit
V3, 10X Genomics). L'isolation par cellule unique est réalisée grace a un systéme de micro
fluidique permettant I'association d’une cellule avec une bille au barcode unique dans une
gouttelette (GEM) qui permet par la suite d’associer chaque ARN a une cellule. L'amplification
des ARN, la préparation des librairies en suivant le protocole de 10x Genomics et le
séquencage par le NextSeq 550 (lllumina) ont été réalisés sur la plateforme “Genome and
Transcriptome” (GeT) (Genotoul, Toulouse). Le nombre maximum de reads par run du
NextSeq 550 étant de 400 millions, nous avons déterminé la profondeur de séquencage
désirée, soit 25 000 reads/cellule pour 16 000 cellules et donc 4 000 cellules par condition. Le
taux de pature du Chromium Controller étant d’environ 50% pour les ASCs, nous avons utilisé
un nombre de 10 000 cellules dans chaque condition. Pour chaque point (ASC_Ctl, ASC_Inj,
FAP_Ctl et FAP_Inj) une librairie a été réalisée, ces librairies ont été poolées sur une flowcell
pour le séquencage. Les reads obtenus par le séquencage de la librairie ont été traités a I'aide
de Cell Ranger en utilisant le transcriptome de souris de référence : mm10. Les reads ont été
alignés, le transcriptome a été annoté et on a récupéré le nombre d’identificateurs
moléculaires uniques (UMI) c’est-a-dire le nombre de molécules uniques d’ARN. Par la suite,
un contréle de la qualité du séquencage a été réalisé et a été fourni sous forme de page web
afin d’accéder a un ensemble de paramétres témoignant de cette qualité (Q30, nombre de
cellules, nombre de reads, nombre de reads moyen par cellule, saturation de séquencage, ...)
mais également d’avoir un apercu des résultats clusterisés en projection t-SNE et de leur
différentiel d’expression. A partir de la matrice d’expression, I'analyse a été réalisée sur R
version 4.2.0 (2022-04- 22). Le controle qualité (QC), le tri, la normalisation, le clustering et la
visualisation, ainsi que I'analyse de différentiel d’expression ont été effectués en utilisant le
package Seurat version 4.1.1 sur R avec quelques modifications du pipeline standard. Les

178 | 255




datasets (ASC_Ctl avec ASC_Inj, FAP_Ctl et FAP_Inj) ont été analysés séparément dans un
premier temps afin de réaliser un tri adapté a chacun, excepté pour les ASCs qui avaient des
parametres semblables, avant d’étre combinés ensemble selon I'analyse souhaitée. En effet,
il s’agit de deux sous- types cellulaires dans des conditions différentes. Pour chaque dataset
une premiére analyse sans tri a été réalisée pour pouvoir étudier la répartition du nombre de
génes, d’'UMI et du pourcentage d’UMI mitochondriaux dans les clusters afin d’identifier la
présence de clusters indésirables de par le mauvais séquencage ou la mauvaise qualité de
leurs cellules. Pour chaque condition, des parameétres de tri adaptés ont été appliqués pour
sélectionner les cellules a étudier :

e ASC_Ctl et ASC_Inj : > 4000 UMls, > 2000 genes et < 5% d’UMI alignés sur des genes
mitochondriaux.

e FAP_Ctl : > 4050 UMIs, > 1500 génes et < 10% d’UMI alignés sur des genes mitochondriaux.
® FAP_Inj: > 4500 UMIs, > 1800 génes et < 7% d’UMI alignés sur des genes mitochondriaux.

Les cellules ne respectant pas ces parametres ont été retirées de la matrice d’expression, tout
comme les genes exprimés dans moins de 3 cellules. Les cellules positives a la KikGR ont été
identifiées et marquées par I'ajout de metadata avant de retirer ce géne pour s’assurer qu’il
ne biaise pas I'analyse. Les counts ont été normalisés en utilisant SCTransform (Hafemeister
and Satija, 2019) et ont été régressés sur le pourcentage d’UMI mitochondriaux pour obtenir
les 3000 genes les plus variables. L’Analyse en Composantes Principales (ACP) sur la matrice
d’expression, puis le clustering, et la visualisation ont été faites sur les 40 premiéres
composantes principales (PCs). La normalisation par SCTransform permet d’utiliser un plus
grand nombre de PCs comparée a la log-normalisation standard, les plus hautes permettant
de révéler des sources d’hétérogénéité biologiquement pertinentes. Le clustering non-
supervisé par shared nearest neighbor (SNN) a été réalisé a une résolution de 0.4 et la
visualisation a été faite par uniform manifold approximation and projection (UMAP). Le choix
de la résolution a été réalisée apres avoir fait un clustering sur une gamme de résolution (0-
0.7) afin de réaliser un arbre de clustering (clustree) montrant la relation entre les clusters a
différentes résolutions. L'analyse d’expression différentielle a été réalisée en utilisant la
fonction FindAllMarkers() de Seurat basée sur un test non-paramétrique de la somme de rangs
de Wilcoxon avec une p-value ajustée en utilisant une correction de Bonferroni et en
considérant uniguement les génes avec > log2(0.25) fold-change et exprimés dans au moins
10% des cellules du cluster. Une premiere visualisation du top10 des génes up-régulés dans
chaque cluster a été réalisée par une heatmap et des volcano plots ont permis une
visualisation plus précise des génes up et down régulés par clusters ou par conditions. Les
clusters ont été évalués sur la base de la distinction de leurs marqueurs pour confirmer la
résolution choisie. L'identification de marqueurs a été réalisée entre conditions (Inj et Ctl)
d’'une méme population et entre clusters d’'une méme population. Les différents clusters ont
été annotés en se basant sur un marqueur permettant de les distinguer des autres clusters.
Pour cela, le meilleur marqueur a été sélectionné sur la base : log2FC > 2 (log2(0.58) FC), pct.2
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< 0.1, pct.1-pct.2 > 40 et p-val_adj > 0,05. La visualisation des marqueurs s’est faite a I'aide
des fonctions VInPlot(), FeaturePlot() et DotPlot(). L’analyse des processus biologiques up-
régulés a partir des génes différentiellement exprimés par clusters ou conditions a été réalisée
en utilisant EnrichR version 3.0. Les marqueurs avec un log2FC > 2 ont été sélectionnés pour
générer la liste des génes analysés pour enrichissement a partir des processus biologiques de
Gene Ontology (GO). Un barplot des processus up-régulés a été généré avec en parametres le
nombre de génes contribuant aux différents processus et la p-value, cela pour chaque clusters
et conditions d’une méme population.

Les données d'Oprescu et al.>® et de Malecova et al.* ont été re-analysées a |'aide du package
Seuratv 4.1.1.

Analyse statistique
Les données sont exprimées sous forme de moyenne + écart type. Les analyses statistiques

ont été réalisées a I'aide du test t de Student (bilatéral apparié ou non apparié) ou de 'ANOVA
a un facteur non paramétrique suivi du test post hoc de Dunnett et de Tukey avec le logiciel
GraphPad Prism v9 (GraphPad Software). Les valeurs de p inférieures a *p < 0,05 ; **p < 0,01
et ***p < 0,001 sont considérées comme statistiquement significatives.
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Annexe n°1

Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of
skeletal muscle after injury.

Sastourné-Arrey Q*, Mathieu M*, Contreras X, Monferran S, Bourlier V, Gil-Ortega M, Murphy E,
Laurens C, Varin A, Guissard C, Barreau C, André M, Juin N, Marqués M, Chaput B, Moro C, O'Gorman
D, Casteilla L, Girousse A, Sengenés C. *contribution équivalente
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Fibro-adipogenic progenitors (FAPs) play a crucial role in skeletal muscle
regeneration, as they generate a favorable niche that allows satellite cells to
perform efficient muscle regeneration. After muscle injury, FAP content
increases rapidly within the injured muscle, the origin of which has been
attributed to their proliferation within the muscle itself. However, recent
single-cell RNAseq approaches have revealed phenotype and functional het-
erogeneity in FAPs, raising the question of how this differentiation of regen-
erative subtypes occurs. Here we report that FAP-like cells residing in
subcutaneous adipose tissue (ScAT), the adipose stromal cells (ASCs), are
rapidly released from ScAT in response to muscle injury. Additionally, we find
that released ASCs infiltrate the damaged muscle, via a platelet-dependent
mechanism and thus contribute to the FAP heterogeneity. Moreover, we show
that either blocking ASCs infiltration or removing ASCs tissue source impair
muscle regeneration. Collectively, our data reveal that ScAT is an unsuspected
physiological reservoir of regenerative cells that support skeletal muscle
regeneration, underlining a beneficial relationship between muscle and fat.

Skeletal muscle exhibits a remarkable regenerative capacity in
adult mammals and a large effort is underway to better character-
ize and understand the underlying mechanisms controlling this
process. The regenerative potential of skeletal muscle relies on a
pool of resident adult stem cells, the satellite cellswhich proliferate
and differentiate to allow muscle growth and remodeling in
response to exercise or following trauma' In the past decade,

studies have identified mesenchymal progenitors, termed “fibroa-
dipogenic progenitors” (FAPs), providing key functional support to
satellite cells*”. Besides their supportiverole, the regulation of FAP
content is also crucial since their absence leads to regeneration
impairment, whereas FAP maintenance in the late phase of regen-
eration leads to fibrosis and/or fatty degeneration of the injured
muscle® ™,

'RESTORE, Research Center, Team 1 STROMAGICS, Université de Toulouse, INSERM, CNRS, EFS, ENVT, Université P. Sabatier, Toulouse, France. ?Institute of

2 bolic and Cardi Jlar Di

INSERM /Paul Sabatier University UMR 1297, Team MetaDiab, Toulouse, France. *School of Health and Human

Performance, Dublin City University, Dublin, Ireland. ‘RESTCRE. Research Center, Team 2 FLAMES, Université de Toulouse, INSERM, CNRS, EFS, ENVT,
Université P. Sabatier, Toulouse, France. 5l£STORE_ Research Center, Team 4 GOT-IT, Université de Toulouse, INSERM, CNRS, EFS, ENVT, Universite P.
Sabatier, Toulouse, France. ®Department of Plastic and Reconstructive Surgery, Toulouse University Hospital, 31100 Toulouse, France. "These authors

Mathi

contributed equally: Quentin S né-Array, Maxi

Amandine Girousse, Coralie Sengenés.

e-mail: corabis sengenes@inserm.fr

Nature Communications | (2023)14:80

Page 183|255

Maxime Mathieu



Article

https://doi.org/10.1038/s41467-022-35524-7

However, the early evolution of FAP number upon injury is less
well characterized. Intriguingly, this process exhibits distinct waves, a
first one occurring 1-day post-injury (dpi), when FAP proliferation has
not started yet, followed by a second one at 3 dpi, due to FAP
proliferation*™"'%, Without being supported by FAP proliferation, the
first wave of FAP content increase is not well understood and raises the
question that different FAP subpopulations coming from different
sources. In support of this hypothesis, single-cell analysis technology
has revealed the heterogeneity of FAPs cell populations'*"" and also
indirectly described the first wave of FAP. Indeed, Oprescu et al. ele-
gantly reported the presence of asubpopulation of “activated” FAPs in
the very early phases following muscle injury (0.5 dpi)”. These acti-
vated FAPs are transcriptionally distinct from the non-injured FAP
populations and were considered by the authors to be muscle resident,
although direct demonstration was not demonstrated.

White adipose tissue (AT) houses a mesenchymal cell population,
which resembles FAPs, the adipose stromal cells (ASCs). Various stu-
dies, including ours, show that ASCs exhibit similar cell surface antigen
combination, same clonogenic activity, and differentiation
potentials'®*®, ASCs attract a lot of interest due to their high regen-
erative potential and represent very promising tools for cell-based
therapies””, Whether FAPs and ASCs are distinct cell types remains
unclear®**:, We previously demonstrated that subcutaneous AT (ScAT)
releases ASCs in response to inflammatory stimuli*** or to high-fat
diet”. Moreover, we and others showed that intramuscular adipocytes
partly arise from these circulating ASCs, particularly upon weight
gain®"?*, Consequently, we questioned here whether the first wave of
FAP number increase in response to acute muscle injury isthe result of
ASCs release from ScAT followed by their further infiltration into the
damaged muscle to support its regeneration.

In the present study, we report that ScAT releases ASCs in
response to acute muscle damage and that released ASCs infiltrate the
injured muscle via a platelet-dependent mechanism. We also show that
blunting the infilration of ASCs impairs muscle regeneration sug-
gesting that ScAT is an unexpected partner of muscle regeneration.

Results

FAPs transcriptomic profile resembles ASCs after muscle injury
Wefirst compared the transcriptomic profiles of ScAT-derived ASCs to
the one of non-injured or injured FAPs (1 day post-injury, dpi) using
RNAseq analysis. To strengthen our data, we included data from Mal-
ecova etal." for FAPs and injured FAPs on day 1. Principal-component
analysis (PCA) showed that replicates for each condition were gath-
ered in distinct groups (Figure S1A). Injured FAPs (1 dpi) were further
separated from ASCs along PCl (54% of variance). Interestingly, how-
ever, they were much closer to ASCs rather than with non-injured FAPs
along the PC2 component that accounts for 38% variance (Fig. 1A).
Moreover, analysis of differentially expressed genes, compared to
uninjured FAPs, showed convergence towards largely overlapping
transcriptional landscapes between injured FAPs and ASCs at 1 dpi
(Pval =156 e-136, Figs. 1B, 1C). This similarity in the composition of
transcriptomes could be due to the convergence of the function of
activated FAPs and ASCs. It also raises the possibility that ASCs from
adjacent ScAT could infiltrate muscle. To potentially identify a selec-
tive marker of this FAP population, we analyzed top-upregulated genes
at 1dpi and found that Podoplanin, recently shown to impart a pro-
migratory phenotype in bone marrow-derived mesenchymal stromal
cells (MSCs)*", was the seventh-most up-regulated gene (Fig 1D). Then
we used a published scRNA seq dataset to monitor the dynamics of
Podoplanin expression in the FAP cell populations during muscle
regeneration, particularly in the early stages following injury. We used
the dataset from the Oprescu et al.” study, which explored the rran-
scriptional dynamics of various cellular subpopulations during the
skeletal muscle regeneration process and particularly in the very early
phases following injury. FAPs, defined as Sca-1 (Ly6a)-positive cells,

were marked by the expression of Podoplanin at an early regeneration
stage (0.5 dpi) beforea transition back to basal levelsat3.5 dpi (Fig. 1E).
Importantly, it has been recently reported in bone marrow MSCs that
Podoplanin expression confers a pro-migratory phenotype facilitating
their intravasation across the vessel wall and interaction with circu-
lating platelets*. Consequenty, these data show that a subpopulation
of FAPs following muscle injury resembles ASCs, thus suggesting that
they may originate from AT.

Muscle injury causes a FAP rise mirrored by a ScAT ASC decrease
To investigate whether migrating ASCs may account for the pool of
FAPs in the early steps following muscle injury, we first analyzed the
number of FAPs in the quadriceps muscle 24 h following damage using
glycerol (Gly) and myotoxin (cardiotoxin, CTX). Both Gly- and CTX-
induced damages are well-characterized murine models of muscle
injury at the functional, histological and inflammatory levels
(Figures S1B, C)**™. The cell composition of the whole muscle-derived
stroma-vascular fraction (SVF) was analyzed by flow cytometry and
FAPs content (identified as Sca-1/CD34"/CD140a’/CD317/CD45 cells
was measured from 1to9 dpi (Fig. 2A). As previously reported*** and
with either muscle-injury model, muscle FAP number peaked at 3 dpi
and returned to basal value at 9 dpi (Fig. 2A). Ako in accordance with
previous studies, FAP number drastically increased by 1 dpi in the
injured muscle (>5-fold, Fig 2A, without being affected in the con-
tralateral non-injuredside, Fig. 2B). The rise in FAPsat1 dpi was not due
to their proliferation, since no differences in EdU (a nucleotide analog)
incorporation between FAPs from injured and control mice were
detected (Figs. 2C, SID), whereas other cell population, such as leu-
kocytes, start proliferating by 1 dpi (Figure SIE). The FAP increase
evidenced by flow cytometry at 1 dpi was then confirmed in situ, by
immuhistochemistry of the damaged muscle (Fig. 2D). In accordance
with our transcriptomic results, the majority of FAP cells were podo-
planin” at1dpi (Fig. 2D). To functionally demonstrate the presence of
increased FAP number at 1 dpi, we tested colony-forming unit-fibro-
blast (CFU-f) activity of muscle-derived SVF from injured (Gly or CTX)
or non-injured animals at 1 dpi. As expected, the early rise in FAP
number following muscle injury was associated with a rise in the CFU-f
activity (Fig. 2E). Moreover, given that FAPs are the only cell type
expressing adipogenic potential in the muscle™*, in vitro adipo-
genesis of whole muscle-derived SVF from control or 1dpi animals was
tested. Upon adipogenic induction, muscle-derived SVF originating
from injured animals clearly accumulated more lipids and expressed
higher levels of adipogenic markers (Figs. 2F, G, H) confirming the rise
in FAP content in the injured muscle at 1 dpi.

In parallel, we studied ASCs content in ScAT following muscle
injury. ASCs were identified as Sca-1"/CD34"/CD31/CD45 cells as
previously reported**’. Concomitant with the increase in FAP number
in the injured muscle, the number of ASCs significantly decreased by
20-25% in the ScAT at 1 dpi (Fig. 3A), both following Gly or CTX
damage. Importantly, the gain in muscle FAP number was found
equivalent to the loss in SCAT-ASCs, whatever the injury model used
(Fig. 3B). To verify that muscle injury specifically triggered the
decrease in ASCs, and to rule out any impactofthe injury procedureon
the cell content of ScAT, NaCl was injected into the quadriceps muscle.
NaClneither induced muscle damage (Figure S2A, B) nor modified ASC
and /or leukocyte content in ScAT (FiguresS2C, D), demonstrating that
muscle injury per se triggers the fall in ASCs content observed in the
ScAT at1dpi. Moreover, the ScAT was specifically impacted by muscle
damage since neither perigonadic AT (PGAT) nor the bone marrow
(BM), another tissue source of MSCs, were affected at 1 dpi (Fig. 3C).
Whether all ASCs or subpopulations of ASCs were injury-responsive
was then addressed. Based on our transcriptomic analysis, extensive
flow cytometry analysis of AT and muscle-derived freshly harvested
SVF originating from injured or non-injured animalks was performed.
We used the dimensionality reduction algorithm, t-distributed
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Fig. 1 | Muscle injured derived FAPs resemble ASCs from ScAT. A Principal
component analysis (PCA, PC2 vs PC3) of RNAseq expression values of FAPs and
ASCs isolated from injured (1 dpi) and control animals. B Venn diagram showing
overlap of differentially expressed genes in ASCs from ScAT (SCAT) and FAPsfrom
injured muscle (FAPInj) as compared with FAPs in non-injured animals (FAP).
LOG2FC > 0.58 and p value<0.05. C Expression heatmap of K-mean clustering of
diffe lly exp d genes (expr d in Zscore) in FAPs groups (control and

& & &
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injured) compared with ASCs and coresponding Gene Ontology terms. D Table list
of the top upregulated genes in ASCs compared with FAPs ranked by adjusted p
value. Significance was obtained using DESeq2 package set to default parameters
which uses the Wald test to calculate p valves. E Violin plots of Sca and Aodo-
planin (pdpn) of single-cell RNAseq expression of FAPs isolated from injured (0.5,
2,and 3.5 dpi) and control animals using datasets from Oprescu et al.”.

stochastic neighbor embedding (tSNE), to qualitatively assess cell
population diversity and heterogeneity’>* in the CD457/CD31™ cell
subset. In contrast to conventional sequential biaxial plot-based ana-
lysis, tSNE analysis generated a single map in which the complex multi-
dimensional geometric relationships between single cells were repre-
sented in a two-dimensional space. In the CD45/CD31" cell popula-
tions, five distinct cell subsets were deciphered on the tSNE map based
on the expression of Sca-1, CD34, CD90, CD140a and podoplanin
(Fig. 3D). Next, we investigated the impact of muscle injury (Gly and

CTX, 1 dpi) on the proportion of these five cell subsets in both the
muscle and the ScAT. Among the five cell subsets identified by tSNE
analysis, the Sca1"/CD34'/CD90"/Podoplanin’/CD317/CD45 cell
population was increased in the injured muscle while it disappeared in
the ScAT at1 dpi (Gly or CTX) (Fig. 3E).

To examine whether programmed cell death could be responsible
for the drop in ASCs content in the ScAT, we measured DNA fragmen-
tation (TUNEL) after Gly or CTX muscle damage at 1dpi. Frequencies of
TUNEL-positive ASCs were not modified in the ScAT (Fig. 3F). Asfor the
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muscle, ASCs are the only cell population in AT-derived SVF capable of
adipogenic potential”’. Therefore, in vitro adipogenesis of whole
ScAT-derived SVF from control or injured animals was tested and
compared (Fig. 3G) to functionally assess ASC content In agreement
with flow cytometry results, the drop in ASCs content was associated
with a decrease in lipid accumulation and expression of adipogenic
markers in ScAT-derived SVF originating from injured animals (Fig. 3H).
To rule out putative effects of CTX or Gly on the metabolic status of the
animals, and thus on the biology of AT, body weight and plasmatic
glucose levels of the animals was monitored during 28 days following

:
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muscle injury. Neither the body weights of the animals nor their gly-
caemia was modified by muscle lesion (Figure S2E, F).

Collectively our data show that the early rise in FAPs content
following muscle injury is associated with a decline in ASCs content
and that Podoplanin may be aselective marker of this cell population.

Muscle injury or exercise triggers ASC chemotaxis in humans
and mice

Given these results, we hypothesized that the drop in ASCs in response
to muscle injury resulted from their egress from the ScAT.
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Fig. 2 | FAPs content increases within 24 h after muscle imjury. A, B Myofiber
damage was induced by intramuscul ar injection of ghroenl (Gly) or cardiotosin
{CTX) into the quadrceps. FAP number was quantified in quad riceps-derived SVF
by flow cytometry (with the markers C031, CD45, Sca<, CO34, COM40a and
podoplanin} from 1to 9 dpi and compared between control (uninjured , Cerl), Glyor
CTXinjected animals (A, B) as well as in contralateral non-injured quadriceps (B)
For A, n=62(Ctrl) animals over nine ind ependent experiments at0 dpi, n = 28(Gly)
and 7 (CTX) animals over four independent experiments at 1 dpi, n=3 (Gly and
CTX) animals over three independent experiments at 3, 7 and 9 dpi. For B, n= 62
(Cerl), 19 (Gly), & (CTX) animals over 9. 3, and 3 independent experiments,
respectively. © Detection of in vivo Edu incorporation detected by flow cytometry
in FAPs of control and injured animals (Gly, 1 dpi). n =8 animals at all time points
over three independent exg 5. I} Repr confo and
immun chistological analysis of injured (Gly and CTX) quadriceps at 1 dpi and

quantification of Sca-1'/Podoplanin®/CD45 cells insitw. ne 4 {Cerd and Gly) and 5
{CTX) animals over three independ ent experiments. Bar scale 50 pm.

E. F Clonogenic (E) and adipogenic (F) assays were performed on total SVF isolated
from control orinjured (Gly and CTX) muscle at 1 dpi. For E, n = 12 (Ctrd) and 5({Ghy
and CTX) animals over three ind ependent experiments. Fr= 8 (Ctrd) and 1 (Gly).
and 6 (CTX) animals over four independent experiments. G Representative phase
comtrast images of Ctd, Gly, or CTX muscle-derived SVF cells under adipogenic
culture conditions. Cells wene fived at day 4 and stained with Odl red O. Bar scale
50 pm. H mEMA expression of adipogenic markers measured on total SVF isolated
from control or injured (Gly and CTX) muscle at 1dpi. n= 7 (Gly and CTX) animals
over fourindepend ent experiments. Results are expressed as a percentage of non-
imjured control animals with mean+ SEM; *p < 005, *p < 00, *p < 0.00,

=< 000 vs Cerd.

Consequently, we investigated in vitro whether serum from injured
animals could trigger ASCs chemotaxis. We collected serum from
control or injured (1 dpi) animals and ASCs chemotaxis was studied
and compared. We found that whatever the injury model, serum from
injured animals strongly induced the chemotaxis of ASCs (Fig. 44)
supporting the hypothesis that muscle injury may trigger the egress of
ASCs from ScAT via the production of blood circulating factors. We
also investigated whether such a mechanism may occur in humans, Te
do so, we wok advantage of blood samples originating from a clinical
study investigating the impact of an acute bout of continuous
exercise™ inyoung, active men (Table 1)as a purtve source ofmuscle
damage and/or fatigue. As we measured in mice, the chemotactic
response of human-native ASCs towards the serum of each individual
before and after exercise was studied. As shown in Fig. 4B, the che-
mom@ctic response of ASCs toward serum at postexercise was
increased by two- to fivefold compared with the pre-exercise condi-
tion, though heterogeneity was observed from one individual to
another. We then wondered whether such a disparity could be
explained by inter-individual variability to exercise-mediated stress
response, Growth differentdadon factor 15 (GDF-15) is induced under
siress conditions, to maintain cell and tissue homeostasis®, Recent
studies also suggested that GDF-15 is an exerkine™, exhibiting a pos-
sible protecive role in  exercise-induced muscle injury or
inflammation*"**, Therefore, circulating blood levels of GDF-15 were
measured before and after exercise to assess the exercke-induced
siress response intensity of each individual {Table 2). In agreement
with our hypothesis and the results obtained in mice, the chemaotactic
activity of ASCs is strongly correlated with GDF-15 levels akin to an
index of muscle fatigue (Fig 4C). These findings indicate that blood
factors released after muscle injury/stress may rigger the mobilization
af ASCs from the ScAT, in both mice and humans.

ASCs exit the ScAT and infiltrate the muscle after injury

To determine whether ASCs can leave the ScAT in response to muscle
injury to further infiltrate it, we performed in vivo experiments in mice.
However, due to the absence of unique specific ASC marker, no mouse
model is so far available to visualize, in vivo, the trafficking of native
ASCs from AT w any other tissue compartments. To overcome this
obstacle, we first used Tg(Cd34- EGFPIMF6Gsat/Mmucd (referred to as
CD34-GFP, an ASC surface marker) from which a piece of ScAT was
grafted into the ScAT of a non-GFP recipient mouse (Fig. 4D). Fat graft
revascularization, an index of viabilicy, was verified by using retro-
orbital injection of Rhodamin-lectin into grafted animals (Fig. 4D, S3A),
At day 7 post-graft, muscle was damaged and the presence of GFP" cells
into the injured muscles was assessed at 1 dpl. CD317/CD45 Scarl?/
GFP* cells were identified in injured muscles by flow cytometry (-8% of
CD31'/CD45 Sca-l” cells, Fig. 4E) while by contrast no GFP cells were
detected either in the muscle of a CD34-GFP ScAT grafted non-injured
control animal (Fig. 4E), nor in a non-grafted mouse (Figure S3B).
Recently, Giuliani etal.** reported that Sca-1 expression defines two

FAPs subsets, the Sca-1"8" and Sca- FAP subpopulations, and that
Sca-l level expression mirrors FAPs biological fate. Consequently, we
analyzed Sca-1 level expression in muscle-infilrated ASCs and found
that GFP"-ASCs were mainly in the Sca-I'" subpopulation (Fig. 4E). To
verify GFP expression specificity, FAPs from grafted injured (1 dpi) or
non-injured animak were sorted and genomic GFP expression was
analyzed. Genomic GFP expression was found in FAPs of injured
muscles (Figure S3C), in contrast to control muscles from grafied
animalks (Figure S3C) or ather distant organs (Figure 53D). To rule out
possible mouse model effect, ScAT graft from other fluorescent
transgenic mouse models the Rosa26™™™ or the CAG:KikGE™
animals**#* were used (Figure S3E). Here again, we observed in mice
grafted with the Rosa26™™% that -10% of Tomato™-cells among the
CD45 /CD317/Sca1* cells were found in the injured muscle, corre-
sponding to infiltrated ASCs originating from the red fluorescent
mT/mG graft pad (Figure S3F). Interestingly, the Tomato -cells laid
preferentially among the CD45 /CD317Sca 1™ cell subpopulation
{Figure 53F, lower panel) such as observed previously in Fig. 4E. Col-
lectively, our result demonstrates that following muscle injury, SCAT
releases FAP-like cells, which specifically infiltrate the damaged muscle,
Such specific post:damage cell infilration originating from AT may
largely contribute to the heterogeneity in Sca-l expression recently
described in the FAPs and which may impact the fate decision of
FAPs*™, Further analysis of their immunophenotype in vivo was per-
formed using either CD34-GFP or KikGR AT grafted animals at 1 dpi.
The infiltrated fluorescent cells were found to be Sca-1%/CD34%/Podo-
planin®/CD140a7/CD31/CD45", corresponding to the ASCs immuno-
phenotype (Fig. 4F-H, S3G). Altogether, these findings show that the
first wave of FAP increase following muscle injury at 1 dpi largely results
from ASC mobilization and infiltration into the damaged muscle.

ASC muscle infiltration involves platelets

Our current understanding of in vivo trafficking of native ASCs/
MSCs is still very incomplete*” and mostly derives from in vitro
experiments. However, some studies indicate that platelets control
MSC rrafficking and/or recruitment to sites of injury™ =%, We found
that the mobilizable ASC cell subset was podoplanin®and observed
an upregulation of podoplanin expression at the cell surface of
ASCs from injured animals measured by flow cytometry (Fig. SA).
Podoplanin is anendogenous ligand for C-type lectin-likereceptor2
{CLEC-2) which is an essential platelet-activatng receptor. Conse-
quently, we next assessed whether ASC and platelet interaction are
necessary for the recruitment of ASCs to the injured muscle. We
used an in vitro assay whereby platelets, isolated from control or
injured animals (1 dpi) were fluorescently labeled and co-incubated
with ASCs (isolated from ScAT). The adhesion of platelets to ASCs
was evaluated and compared. The results show that platelets ori-
ginating from injured animals adhered more to ASCs in vitro
{Fig. 5B, C}, a physical interaction that was completely abolished
when an antibody directed against podoplanin was added
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(Fig. 5B, C). Given our results showing that both ASC mobilization
and infiltration account for the first wave of FAP rise in injured
muscle and that platelets originating from injured animals interact
more with ASCs, we next investigated the consequences of platelet
depletion in vivo on FAP augmentation following muscle injury.
Muscle damage was induced as described earlier and either platelet
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depletion or podoplanin inhibition was performed 1h later
(Fig. 5D, E). FAP content was then quantified by flow cytometry at 1
dpi. Both platelet depletion and podoplanin inhibition diminished
the increase of FAPs in the muscle by more than twofold at 1 dpi
(Fig. 5F, G) suggesting that the infiltration of ASCs into the injured
muscle involves platelets.
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Fig. 3 | ASC content diminishes in ScAT within 24 hours after muscle injury.
AFlowcytometry analysesof CD31, CD45, Sca-1, CD34, and podoplanin expression
in ScAT-derived SVF of control and injured (Gly and CTX) animals at 1 dpi. n =106
(Ctrl), 34 (Gly), and 19 (CTX) animals over 15, 15, and 9 independent experiments
respectively. B Relative cell numbersin injured muscle and ScAT at 1dpi. n = 15 (Gly)
and 9 (CTX) animals for muscle and 10 (Gly) and 10 (CTX) animals for ScAT over
threeindepend Xp CASGs and MSCs in peri dicadip
tissue (FGAT) and bone marrow (BM), respectively, using flow cytometry at 1dpiin
Gly-injured animals. n«25 (PGAT) and 5 (BM) animals over three indep
experiments. D ASCs and FAPs phenotypic analysis by flow cytometry. Merged
SNE plot for all control and Gly-injured CD45/CD31" cell among ScAT and muscle
SVF-derived cells. The identity of each cluster according to the combinatory

level of multipk rkers is colorcoded in the tSNE plot. Cytometry

marker expression level plots are presented on the righthand side. E Comparison
of ScAT and muscle tSNE plot in control and injured (Gly and CTX) conditions at1
dpi; clusters identified in D are black circled. F TUNEL staining of ScAT-derived SVF
from Gly- or CTX-injured, or non-injured animals (Ctrl) at1dpi. n=7 (Qtr), 5 (Gly),
and 3 (CTX) animals over three independent experiments. G Phase contrast images
of adipogenic challenged ScAT-derived SVF from Ctr, Gly, and CTX-injured ani-
mals.Cells were fixed at day 4 ofdifferentiation and stained with oil red O. Barscale
50 pm. n = 13 (Ctrl), 11 (Gly), and 9 (CTX) animals over four independent experi-
ments. HmRNA expression of adipogenic genes in ScAT-derived SVF from Ctrl, Gly,
and CTX-injured animals at 1 dpi. n = 7(Ctrl), 7(Gly), and 7 (CTX) animals over three
independent experiments. Results are expressed as percentage of non-injured
control animals with mean + SEM; *p < 0.05, *p < 0.0,**p < 0.001 vs Ctrl.

ASC muscle infiltration is needed for effective regeneration

We next studied the impact of FAPs rise disruption on the muscle
regeneration process. To do so, we further exploited the muscle injury
model with platelet depletion until 14 dpi (Fig. 6A). Platelets depletion
was maximal at 1dpi, during the time of ASCs infiltration, before going
back to basal in the later days, avoiding side effects due to long-term
imbalance (Fig. 6B). The expression of genes involved in the molecular
program of muscle regeneration was studied following muscle injury
until 14 dpi. Even though the expression patterns of early genetic
markers of the muscle regeneration program (pax7, myf5, mrf4) were
not modified (Fig 6C, S4), the expression of late myogenic markers
(myod, myog, myHC-emb) were clearly modified in platelet-depleted
animals compared with controls (Fig. 6C). To reinforce these results,
we quantified both the number of newly synthesized centrally nucle-
ated fibers and the fiber diameters, as markers of the regenerative
process and found that the proportion of centrally nucleated fibersat7
dpi as well as the cross-sectional area distribution of regenerating
fibers at 14 dpi were dramatically diminished in platelet-depleted ani-
mals (Fig. 6D-F). In accordance with our hypothesis, the intramuscular
injection of ASCs rescued the tested parameters (Fig. 6D-F). Beyond
the formation of new myofibers, muscle regeneration also requires
connective tissue restoration, via the secretion and organization of
newly synthetized extracellular matrix™, We thus investigated the gene
expression time course involved in thisprocess up t 14 dpi (Gly) with
initial platelet depletion. All the four markers studied (ggfbl, coBal,
collal, and -sma) followed a dynamic expression profile upon glycerol
injury that was disturbed upon platelet depletion. With ASCs injection
such dynamic was partially restored though in a variable way from
gene to gene (Fig. 6G). On the other hand, excessive and persistent
intramuscular connective tissue deposition (IMCT) is a hallmark of
fibrosis**, Knowing that the CTX injury model is described to be more
pro-fibrotic compared to the Gly one, we investigated the con-
sequence of platelet depletion in this context™. At 14 dpi, CTX injury
causes a significant IMCT deposition that is worsened upon platelet
depletion (Fig. 6H). Conversely, ASCs intramuscular injection
improved IMCT levels, possibly indicating a pro-regenerative role
following muscle injury (Fig. 6H).

ASCs’ tissue origin determines muscle regeneration outcome

To further evaluate the impact of ASC infiltration on the muscle
regeneration process, SCAT from both sides of the animal were
removed to eliminate the injury-responsive reservoir of ASCs (Fig 7A).
We first verified the impact of bilateral lipectomy on both morpho-
metric and metabolic parameters. Body weight and total fat mass were
not significantly modified (Figure SSA, B). PGAT, the other main adi-
pose depot, did not overgrow to compensate the removal of SCAT
(Figure S5C). Food intake was only affected the first days after the
surgery but normalized on later time points (Figure S5D). Finally, blood
glucose was checked and did not show significant changes after the
bilateral lipectomy (Figure SSE). Muscle injury was then performed as
described earlier. It did not affect the weight of the remaining PGAT

and the injured muscle (Figure SSF, G). The expression of genes
involved in the molecular program of muscle regeneration was then
examined. As for platelet-depleted animals, the expression pattern of
pax7 was not modified (Fig. 7B) while the one of both late myogenic
markers myog, and myhc-emb, was clearly affected (Fig. 7B). Accord-
ingly, the number of newly synthesized centrally nucleated fibers, was
diminished in ScAT-depleted animals (Fig. 7C, D). To our surprise, in
ScAT-depleted animals, the early rise in FAPs content still occurred, in
contrast to our prediction (Fig. 7E). Unlike the control animals, we
found that the ASCs content of PGAT was diminished at 1 dpi when
ScAT was removed (Fig. 7F). Consequently, these data suggest that in
the absence of ScAT, PGAT depot takes over interms of infiltration of
FAP-like cells, yet without an efficient muscle regeneration outcome.
This suggests that according to their fat depot source, ASCs may not
exhibit similar regenerative potential. We thus compared the impact of
ScAT- or PGAT- ASCs on muscle regeneration outcome in the context
of ScAT reservoir removal. In ScAT-depleted animalks the injection of
ScAT-derived ASCs entirely rescued the level of centronucleated fibers
while the ones from PGAT did not (Fig. 7G, H). Finally, we wondered
whether ScAT-derived ASCs harbor a specific pro-regenerative profile
that promotes better muscle regeneration. Functional analysis by gene
ontology (GO) revealed specific gene expression profiles in SCAT-ASCs
when compared to PGAT-ASCs. Indeed, there was an enrichment in
ScAT-ASCs in the biological functions related to coordination of
inflammation, stem cell proliferation and fate, and myoblast fusion
(Fig. 71, Supplementary data), all together being essential pathways to
allow muscle regeneration in response to acute injury.

Discussion

The regenerative capacity of skeletal muscle mostly relies on satellite
cells (SCs), which proliferate in response to exercise or following
myotrauma, to repair the injured muscle*®. However, in the past
decade many other cell types have been shown to contribute to this
process in order to maintain skeletal muscle integrity and
functions™*,

Among those diverse and heterogeneous cell types, resident
mesenchymal progenitors named FAPs have emerged as key players in
skeletal muscle regeneration and disease by providing functional
support to SCs to perform efficient muscle regeneration™*<, Upon
muscle injury, FAPs become activated and expand rapidly*’. Indeed,
the number of FAPs peaks 96 h post-muscle damage” together with
their proliferative activity". Surprisingly, before FAPs proliferation is
fully activated**»*, FAPs number dramatically increases within the
24 hfollowing muscle injury and the origin of such rise has never been
addressed in the literature so far®*'%*, Furthermore, various recent
studies addressed the question of muscle resident cell heterogeneity
in homeostasis and regenerative conditions using single-cell
analysis™"7#**, In that context, Malecova et al** identified the appear-
ance of a subpopulation of Tie2"™FAPs within the 24 h following
muscle injury ina mouse model, which they considered a reflection of
the cell state of FAPs during muscle regeneration®,
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Theresults presented here provide a mechanism thatmay explain
both the rapid FAPs number increase observed 24 h after muscle injury
without proliferation and FAPs heterogeneity. We show that in
response to acute muscle injury ASCs egress ScAT and infiltrate the
damaged muscle, a2 mechanism necessary for efficient muscle regen-
eration. Moreover, we propose that a subpopulation of mesenchymal

progenitors originating from ScAT participates to the pool of FAPs and
could correspond to the subpopulation of “activated” FAPs reported
by Oprescu et al”. Based on our results it seems likely that this FAP
subpopulation originates from ScAT rather than being a transitory cell
state of resident FAPs. Our data also suggest that such a mechanism
may occur in humans in response to exercise-induced muscle fatigue.
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Fig. 4 | ASCs leave the ScAT —I_lrmﬂundnmhhﬂmcumm
luation of murinein vitro ASC ch i to plasma isolated from Ctd,
CTX- and Gly-injured animals at1 dpi. n-S(Ctrl) 3 (Gly) and 4 (CTX) animals over
three independent experiments. B In vitro human ASCs (of three individuals)
chemotaxis in response to serum of six individuals collected 1hour after an acute
bout of continuous exercise (60% V02 max). C Comrelation of human ASC chemo-
taxis with 1h-post exercise GDF-15blood levelks. n = 6 serums tested on 1or2 sets of
ASC over three independent experiments. D Model of ScAT grafting from CD34-
GFP mouse into WT C578l/6 mice (left panel), the figure was partly generated using

Servier Medical Art, provided by Servier, i d under a Creative Commons
Attribution 3.0 unported license. image of the SCAT
depot 7 days post-graft surgery (right panel, bar scale 200 pm). E Alow cytometry
analysis of the SVF from Gly-injured muscle of the grafted mice (1dpi), G‘P‘ICD‘S £
CD3I are scated on an histogram for Sca-1 F-H

analysis of Gly-injured (1 dpi) quadriceps in grafted mice with KikGR ScATInslcu
(green arowheads point KikGR*/CDM0a*/CD45" (F), KikGR'/ Podoplanin®/CD31"
cells (G) or KikGR'/CDM Oa*/Sca-1' (H)). Bar scale 10 pm. Results are expressed as
mean + SEM; *p < 0.05.

Table 1| Anthropometry and body composition of the individuals enrolled in the clinical study

SubjectID Age Weight (kg) Height (cm) BMI (kg/m*) % Fat Mass Fat mass (kg) Free fat mass (kg)
A 2 79 184 23.33 1296 85 621
B 19 87 193 2336 ” 136 639
D 19 70 m 2394 7.8 m 494
1 27 87.2 185 2454 159 28 648
J 24 79.3 19 27 156 06 60.7
M 29 n3 176 23.00 U3 04 592

Indeed, GDF-15 has been implicated in exercise and exercise recovery
and that high levels of GDF-15 may signal exercise aversion to prevent
injurious behavior™. We show here that human ASCs migration score
positively correlates with exercise-mediated GDF-15 level increase®,
which may indicate that ASCs are mobilized when muscle signals a pre-
injury state.

The mechanisms controlling the trafficking of endogenous MSCs
and/or ASCs are poorly understood and our current understanding
mostly derives from in vitro studies*’. We show here thatin response to
muscle injury, ASCs within ScAT overexpress podoplanin, which is a
ligand for the platelet receptor CLEC-2 (for C-type lectin-like
receptor 2)*’. In agreement with this result, several studies report that
the majority of infused MSCs can be found within the circulation in
close contact with platelets™ to facilitate their homing to inflamed
tissues™*%, Qur data show that platelets originating from muscle-
injured animals adhere more in vitro to ASCs and that neutralizing the
CLEC-2/podoplanin interaction completely abolished this effect, sug-
gesting a role for platelets in ASCs trafficking in vivo. This was con-
firmed in platelet-depleted animals where FAPs increase was strongly
inhibited in response to muscle injury. The blunting in FAPs increase,
observed in platelet-depleted animals was associated with impaired
muscle regeneration that was rescued by intramuscular ASC injection.
The precise mechanisms by which platelets control ASC egress and/or
muscle infiltration are still unclear and need tobe addressed in further
studies. However, platelets have been shown to maintain endothelial
permeability while the trafficking of infused MSCs to inflamed sites is
facilitated by increased endothelial permeability*’. Moreover, recent
studies demonstrate that podoplanin expression imparts a pro-
migratory phenotype in MSCs, facilitating their migration across the
vessel wall and interaction with circulating platelets™.

To rule outplatelet-dependent effects mediated by their secretion
on muscle regeneration we set up another experimental model by the
removal of ASCs source, i.e, a bilateral ScAT lipectomy. Though
muscle regeneration was also strongly affected in that context, FAPs
first wave at 1 dpi was unexpectedly maintained. We showed that in
absence of ScAT, another AT depot, the PGAT, was solicited. Thus
suggesting that when the bone fide source of ASCs is missing, another
reservoir takes over but fails to support muscle regeneration. Actually,
when directly injected into the injured muscle, PGAT-derived ASCs
were not able to rescue muscle regeneration unlike their SCAT coun-
terpart. Further transcriptomic analysis showed that ScAT- vs PGAT-
derived ASCs are intrinsically functionally different. Extensive litera-
ture reports that FAPs secrete numerous factors being responsible

Table 2 | GDF-15 blood levels in individuals before (pre) and
after (post) an exercise on a bicycle ergometer at 60% VO2
peak for 1-hr

GDF-15 (pg/ml)

Subject 1D Pre Post A (Post - Pre)
A 1534 1681 u7

B 4170 4575 40.5

D 2004 3132 1038

1 3412 4465 1053

J 4516 4317 -14,0

M 2638 3205 65,6

A ds tothe n GDF15 blood | before, and after o exemse.

for immunomodulation and IMCT remodeling after damage that
support muscle SC expansion, differentiatdon, selfrenewal, and
quiescence"*** 7 Qur transcriptomic analysis of both ASC sub-
populations indeed confirmed that they exhibit profound differences
regarding those essential parameters for optimalmuscle regeneration.
It is well accepted that visceral AT and ScAT are functionally and
metabolically distinct, the latter being more “protective™”. The present
data provide a new set of evidence that ScAT exhibits another pro-
tective function during skeletal muscle regeneration. Our data rein-
force the particular relationship between muscle and AT, mainly
described until now by secretory crosstalk, by showing that cell
exchanges between these two organs take place and impact their
homeostasis™.

In conclusion, our work identifies an unsuspected role of ScAT in
skeletal muscle regeneration. These findings introduce the concept of
AT as an endogenous supplier of regenerative cells allowing skeletal
muscle to regenerate efficiently. Whether such dialog is decisive in
pathological contexts or during ageing where the repartition of adi-
pose sources is dramatically affected remains to be investigated.

Methods

Animal experimental protocols

This work was submitted to and approved by the Regional Ethic
Committee and registered to the French Ministére de la Recherche.
Animals were kept under controlled light (12-hr light/dark cycles;
07h00-19h00), temperature (20 °C-22°C), hygrometry (40% + 20%)
and fed ad libitum a chow diet (8.4% fat, Safe*A04, Safe lab).
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Fig. 5| The in tion of blood p with ASGs their inflitra-  Commons Attribution 3.0 unported license. E Platelet numeration 1 day post pla-

tion into the damaged muscle. A Cell surface podoplanin expression of ScAT-
derived ASCs of injured (Gly and CTX) or control animals by flow cytometry at 1
dpi. n =5 (Ctrl), 5 (Gly), and 4 (CTX) animals over three independent experiments.
B Representative phase contrast and fluorescent images of PKH26 stained plate-
lets (yellow) co-incubated with SCAT-ASCs in the presence or not of blocking
podoplanin antibody, barscale 200 pm. € Quantification of PKH26 stained plate-
lets with ASCs. n = 12 (Ctrl), 6 (Gly), and 3 (Gly+ aPodo) animals over three inde-
pendent experiments. D Model of platelet depletion, the figure was partly
generated using Servier Medical Art, provided by Servier, licensed under a Creative

telet depletion. n =4 (Ctri), 4 (Gly), and 4 (CTX) animals over two independent
experiments. F FAPs content by flow cytometry ininjured muscle from control
(+HgG) or platelet-depleted animals (+aPLA).n =7 (Gly+igG) and 9 (Gly + aPLA)
animals over two independent experiments. G FAPs content by flow cytometry in
injured muscle from control (+igG) or antipodoplanin treated animals (+aPodo).
n=7 (GlyHgG) and 5 (Gly + aPodo) animals over three independent experiments.
Results are expressed as percentage of nominjured control animals with mean +
SEM; *p < 0.05, *p < 0.01, **p<0.00L

Muscle injuries. 8-12 weeks old male C57Bl1/6 ) mice (Janvier) were
anesthetized with isoflurane and 80 pL of 10 uM cardiotoxin (Sigma,
(C9759) or 50% glycerol in saline solution (NaCl 0.9%) were injected into
the right quadriceps.

ScAT grafting. Three transgenic fluorescent mice models were used as
ScAT donors: the Tg(Cd34-EGFP)MF6Gsat/Mmcd (MMRRC), the
Rosa26™™™A and the CAG::KikGR animals respectively referred as CD34-
GFP, mT/mG, and KikGR mice. Non fluorescent C57BI/6 J-recipient
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mice received graft pads (10 mg) from the above models into their
ScAT while sham control mice were only skin incised. After 7 days
(grafted or sham) mice were injured.

Platelet depletion. Mice were injected intraperitoneally with pla-
telet depleting antibody (anti-GPIb, EMFRET, #R300) in saline
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solution at a concentration of 2mg/kg. Control animals were
injected with mixture of non-immune rat 1gG which display no
cytotoxic effects on platelets in mice (EMFRET, #C301, 2 mg/kg).
Platelet depletion efficiency was verified on 20l of total blood
of the animals (from day O to 14) using Micros 60 (HORIBA
Medical).
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Fig. 6| The ction of blood p with ASCs is crucial for effective
muscle regeneration. A Model of platelet depletion and ASCs injection. The figure
was partly generated using Servier Medical Art, provided by Servier, licensed under
a Creative Commons Attribution 3.0 unported license. B Platelet numeration time
course in control and Gly-injured animals from 1 to 14 dpi.n « 15 (Ctrl) and three
animals for each other time point over two independent experiments. C Time
course of mRNA expression of myogenic genes in quadriceps muscle from control
and Gly-injured animals with and without platelet depletion. n «12-16 (Ctrl) and
HatSMé—SaUMmﬂ 6-9 at 14 dpi animals over four independent

experiments. D logical confocal images of quadri a7
d[i (Gy*l'— ﬂl&lﬂdeﬂedon). Bar scales 500 (left) and 50 (right) pm.
logical-based quantification of reg; ve (WGA d

ﬂ)ersrnusclequslﬂq:l n=5(Gly), 5 (Gly + aPLA) and 4 (Gly+ aPLA + ASCs)

animals over four P ul F Size dist of ati
muscle fibersin Gly-injured (red), phtdnrdqﬂetni (gray). mdASCsstwlemmmi
{(green) animals at 14 dpi.n = 4 (Gly), 6 (Gly+aPLA), and 5 (Gly + aPLA +ASCs)
animal four G Time course of mRNA expressionof
intramuscular connective tissue (IMCT) genes in quadriceps muscle from control
and Gly-injured animals with and without platelet depletion. n = 5 (Ctrl) and, 5-7 at
3dpi, 3-4 at 7 dpi, 4 at 14 dpi animals over three independent experiments.

H Immunchistol ogical based quantification of IMCT deposition in quadriceps
muscle from control and CTX-injured animals with and without platelet depletion
at 14 dpi.n= 27 (Ctrl), 10 (CTX), 28 (CTX+aPLA), and 30 (CTX+aPLA + ASCs)
pictures of 4, 3,4, and 4 animals in each group, ctively, over three

dent experiments. Results are expressed as a percentage of control animals with
mean + SEM; *p < 0.05, *p < 0.01, **p <0.00L

Antipodoplanin treatment. Mice were injected intraperitoneally with
InVivoMADb anti-mouse Podoplanin (BioCell, #8E0236, 100 pg per
mouse) in saline solution. Control animals were injected with inVivo-
MAb polyclonal Syrian hamster IgG (BioCell, #BE0087, 100 pg
per mouse).

Bilateral lipectomy. Mice were anesthetized with isoflurane and a
skin incision was performed above ScAT lymph node. ScAT was
removed using forceps to disrupt conjunctive tissue adherences,
and blood vessels located at the extremities were cauterized.
Wound was sutured, and animals were monitored daily for 5-7 days.
Muscle injured results were compared to non-injured animals, and
lipectomy results were compared to sham (skin incision only)
animals.

ASC muscle injection. For rescue experiments in both platelet-
depleted and lipectomied animals, 250,000 t 300,000 freshly iso-
lated ASCs (Sc or PG) were injected (G2S needle, 1 mL syringe in NaCl
0.9%, maximal volume of 80 pl) in anesthetized animals 1hour after
muscle injury.

Tissue collection. Blood was collected in anesthetized animals in the
inferior cava vein with G25 needle and 1 mL syringe coated with PBS/
Heparin (20U/mL), and then dislocation was performed. Quadriceps
muscle, subcutaneous (Sc) and perigonadic (PG) AT were either
directly harvested for cell isolation or fresh frozen for RNAsextraction
or genomic DNA (liver, heart, kidney and front limb).

Murine AT- or muscle-SVF isolation
Freshly harvested AT or muscle were minced and SVF were obtained by
enzymatic digestion.

PGAT and ScAT were digested with collagenase (NB4, Coger;
0.4 U/mL)and DNAse (1%, Roche) in aMEM (GIBCO) at 37 °C for 45
and 60 min, respectively, under constant agitation. After cen-
trifugation (300 xg, 10 min, RT) and elimination of the floating
mature adipocytes, the pellet containing the SVF was resuspended
in erythrocyte lysis buffer (155 mmol/L NH4Cl; 57 mmol/L
K2HPO4; 0.1 mmol/L EDTA, pH 7.3) toremove red blood cells. After
filtration (34 um sieve) and centrifugation (300 xg, 10 min, RT),
SVF were resuspended in PBS/0.5% bovine serum albumin (BSA)/
2mMEDTA.

Quadriceps muscles were digested with collagenase B (0.5U/mL,
Roche) and dispase Il (2.4 U/mL; Roche) in Hank's Balanced Saline
Solution (HBSS) + 2.5 mM Ca** for two rounds of 30 minat 37 °C under
agitation separated by mechanical dissociation through GI8 syringe.
Reaction was stopped by adding a two volumes of aMEM + 10%NCS,
then samples were filtered through 34pm sieve and centrifuged
(300 x g, 10 min, RT) to eliminate supernatant and to resuspend the
SVF in PBS/0.5%BSA/2 mM EDTA.

Freshly harvested AT- or muscle-derived SVF were used for direct
flow cytometry analysis or cell sorting if needed.

Cell sorting

ASC or FAP isolation. ASC sorting: ScAT-or PGAT- derived SVF were
depleted in CD45" and CD31" cells using anti-CD45-FITC (Miltenyi,
130-116-535) and anti-CD31-FITC antibodies (Miltenyi, 130-123-675)
followed by anti-FITC magnetic microbeads (Miltenyi, 130-048-701)
using an autoMACS® Pro Separator (MACS Cell Separation, Miltenyi
Biotec SAS) according to the manufacturer's instructions. CD457/
CD31" cells were then positively sorted for Sca-1 with anti-Sca-1
magnetic microbeads (Miltenyi, 130-106-641). Isolated ASCs were
used for RNAseq experiments, for muscle injection in platelet-
depleted or lipectomied animals (see methods), or for in vitro pla-
telet/ASCs interaction challenges (see methods). FAP sorting:
muscle-derived SVF were treated as above and used for RNAseq
experiments, affymetrix analysis (ctrl or injured), and DNA
extraction.

Platelet isolation. For platelet isolation, total blood was collected
(heparin tubes), centrifuged (Smin, 500 x g, RT) and the plasma-rich
platelets was resuspended in Tyrode’s Buffer. Samples were cen-
trifuged for two rounds (1900 x g, 8 min) and platelets were stained
with PKH26 for Smin at room temperature. After another centrifuga-
tion step (1900, 8 min, twice), platelets were resuspended in cMEM +
10% NCS (10# platelets/mL). Platelets were used for in vitro platelet/
ASC interaction challenges.

Flow cytometry acquisition and data analysis

To analyze the cellular composition of freshly harvested SVF from ATs
or muscles, they were incubated (25 minutes, 4 °C, dark) with Phy-
coerythrin (PE) CD31(BD Biosciences #553373), CD45 (BD Biosciences
#553081), Allophycocyanin (APC)Podoplanin (Biolegend #127410) or
CD140x (Biolegend #135908), Fluorescein isothiocyanate (FITC)-CD31
(BD Biosciences #553372), CD45 (BD Biosciences #553080), CD34 (BD
Biosciences #553733) or Sca-1 (BD Biosciences #553335), VS00- Sca-l
(BD Biosciences #561228) antibodies or the appropriate isotype con-
trols (Rat Isotype PE IgG2a, BD Biosciences #553930; Mouse Isotype
APC, Biolegend, #402012; Rat Isotype APC IgG2a, BD Biosciences,
#553932; Rat Isotype FITC 1gG2a, BD Biosciences, #554688; Rat Isotype
BVS00 IgG2a, BD Biosciences, #560786) all at dilution 1:100. After
washing the labeled cells were quantified on LSR Fortessa flow cyt-
ometer and analyzed using FACSDiva software v9.0.1 (BD Biosciences)
and Flowlogic™ software v7.2.1.

For the phenotypic characterization of ASCs and FAPs asso-
ciated with T-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (£SNE)
representation, the SVFs were incubated with REA human anti-
mouse antibodies (PerCP-Vio700-CD45, PE-CD31, FITC-CD34, PE-
Vio770-Sca-1, APC-Vio770-CD140a, Miltenyi, respectively #130-110-
801, #130-111-540, #130-117-775, #130-106-258, #130-125-991),
classic rat anti-mouse VioBlue-CD90.2 (Miltenyi, #130-102-345),
Viobility™ 405/520 Fixable Dye (Miltenyi, #130-130-404) and rat
anti-mouse APC-Podoplanin (Biolegend #127410) and the appro-
priate isotype controls (Isotype PerCP-Vio700, Miltenyi, #130-113-
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453; Isotype PE, Miltenyi, # 130-113-450; Isotype FITC, Miltenyi, Proliferation and cell death tests

#130-113-449; Isotype PE-Vio770, Miltenyi, #130-113-452; Isotype Proliferation invivo was assessed with the Click Plus EdU 488 Flow Kit
APC-Vio770, Miltenyi, #130-113-447; Rat Isotype VioBlue IgG2b, (Life Technologies) following the manufacturer’s instructions. Briefly,
Miltenyi, #130-102-661) all at dilution 1:100. The cells were quanti- animals were injected IP with Edu (40 mg/g) just after the muscle
fied on LSR Fortessa flow cytometer and analyzed using Flowjo™  injury, (i.e., 24 hr before sacrifice, such as described by Lemos et al’).
software v10.6, using the tSNE tool. Isolated muscle SVF-derived cells were fixed and permeabilized and
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Fig. 7| The origin of the ASCs muscle out-
come. A Model of bilateral lipectomy and ASC injection. The figure was parthy
generated using Servier Medical Art, provided by Servier, licensed undera Creative
Commons Attribution 3 0unponted license. B Time course o f mRMNA expression of
myogenic genes in guadriceps muscle from control and Gly-injured animaks with
and without lipectomy. n = 4 (Cirl) and 3-4 at 3 dpi. 3-4 at 7 dpi. 3-4 at ¥ dpi
animals over three ind ependent experiments. C Immunohistol ogical confocal
images of quadriceps muscles at 7 dpi (Gly +/~ platelet depletion). Bar scales 500
(top) and 50 (bottom) pm. D immunohistological-based quantification of regen-
erative (WGA centronudleated fibers) muscle fibers at 7 dpin = 4 (Cxd). & (Gly), and
@ (Gly-5cAT) animals over three independent experiments. E FAP number quanti-
fication in Gly-injured or control muscle with or without ScAT lipectomy. r=17

{Glyd, B (Crk-ScAT), and 11 (Gly-5c AT) animals over five ind ependent exper ments.
F ASC number quantification in Gly-injured orcontrol PGAT with or without ScAT
lipectomy. o= & (Ctd), & (Gly), 8 ((ti-ScAT), and & (Gly-ScAT) animals over four
independent experiments. G Immunochistological confocal images of quadriceps
Glyinjured and comtrol muscles at 7 dpi with or withowt lipectomy. Bar scales 500
{top) and 50 (bottom) pm. H histological-based qu. tion of regen-
erative (WGA centronucleated fibers) muscle fibers at 7 dpi. £ =& (Gly), 9 (Ghy-
SCAT), 6 (Gly-ScAT+ASC(ScAT)), and 5 (Gly-ScATHASC(PGAT)) animals over five
independent experiments. 1 Goterm analysis between ScAT and PCAT-derived
ASCs. Results are expressed as percentage of control animals with mean + SEM;
*p = 0,05, *p < 000, *p < 0000, ***p< 00001 vs Cirl.

further incubated for 30 min with a Click It reaction cocktail tw reveal
Edu stining with Alexa Fluor 488 in proliferative cels.

For apoptose/necrose evaluation, In Siw Cell Death Detection Kit
{ROCHE) was used Following manufacrers’ instructions. Shortly,
isolated SVF-derived cells were fixed and permeabilized before the
TUNEL staining (labeling solution + enzyme) for lhour at 37 °C.
Stained cells were guantified by flow cytometry on LSR Fortessa (BD
Biosciences) and analyzed using FACSDivav9.0.1(BD Biosciences) and
Flowlogic™ softwares v7.2.1

Clonogenic assay

SVF cells from AT or muscle were plated at 400 cells/cm? in 5 mL flasks
with aMEM + 10%NCS + 1% ASP at 37 °C with 5% COz Medium was
totally removed after 24 hours, and then partially changed every 2 days
for 11 days. Staining of the CFU-F was performed with RAL stainer
MCDh Kit (RAL Diagnostics) following manufacturers instructions.

Adipogenesis assay

SVF cells from AT or muscle were plated at a density of 60 000
cellsfem? in aMEM +10% NCS at 37 °C with 5% CC2. After 24 hours,
medium was removed to eliminate the non-ad herent cells, and replaced
by adipogenic medium (aMEM, 2% NCS, Dexamethazone 33 nM, Insulin
Sme/mL, Rosiglimzone 1pM, T3 10pM, Transferrin 10 pg/ml). Afer
4 days of incubation, medium was removed and cells were either fixed
for further red oil staining or frozen at <20 °C for RNAS extraction.

Cell migration assay

ASCs migration assay was performed using the IncuCyte® 53 Live-Cell
Analysis System (v201923.7219.27517-1, 20198 Rev2 GUI, Essen-
bioscience). ASCs were solated from mice ScAT or human samples as
described above and were plated at a density of2000 cell per well in a
S6-well plate including a reservoir and an optically clear membrane
insert assembly with laser-etched 8 pm pore. For mice migration assay,
the reservoirs were loaded with 200 pl of plasma (50%) obtained from
animals injured or not. For human migration assay, the reservoirs were
loaded with 200 pl of human serum at 25% from healthy volunteers
before or 1hour after exercise. Cell migraton across the pores was
automatically quantified for over 30 h or 40 h for human and mouse
ASCs respectively. Migration was analyzed via the Incucyte 53 software
{Essenbioscience) and area under curves were calkculated and com-
pared using GraphPad Prism software vo (GraphPad Software).

Platelet/ASCs interaction assay

Freshly isolated ASCs were plated (80,000 cells/cm) in oMEM + 10%
MNCS with 5% CO2. At ASCs confluence, 100.000 freshly harvested
platelets stained with PKH26 (see above) and originating from cirl or
injured animals were added to ASCs for Lhour (37°C, 5%C02). Then,
medium was removed, cells were rinsed with phosphate-buffered sal-
ine (PES) and fixed with 3,7% PFA. Nuclei were stained with DAPL
Acquisidon and analysis of data were performed with Operetra® sys-
tem type HH12 (Perkin Elmer). In order to evaluate the role of podo-
planin on this cell interaction, anti-Podoplanin blocking antibody

{Abcam, abl1936, 10 pg/ml)wasadded to the culture medium an ASCs
before platelet addition.

Immunohistochemistry

FAP/ASC immunohistology. Paraformaldehyde (PFA) (4%) fixed
muscles and ScAT were embedded in agarose 2 © 3% for 1hour and
sliced with Vibroslicer® 5100 mz (Campden instruments) (300 pm
thick). Samples were permeabilized with Triton X100 (0,2% in PBS)
before non-specific antigen saturation with BSA 3% and Goat serum in
PBS. Tissue sections were incubated with Goat ant-mouse CDI140a
{R&D AF1063, 1100), rabbit anti-mouse CD45 (orb 10328 or sc-53665,
1:100), rat anti-mouse CD31 (BD 550274, 1:100), rat anti-mouse Sca-1
(BD 557403, 1.250), hamster anti-mouse podoplanin (Abcam 11936,
1:250), anti- GFP primary antibodies (Abcam ab1218 1:200) for 24 hours
at 4°C under constant agitation. Several washing with PBS were per-
formed, and then sections were incubated with secondary antibodies
(Donkey anti-goat 488/647, donkey anti-rabbit 594, goat anti-rabbit
647, donkey anti-rat 594, chicken anti-rat 647, goat ant-hamster 488/
568, all from Invitrogen by Thermofisher Scientific, respective refer-
ences ALIOSE, AZL447, AZ1207, A21245, AZI209, A21472, AZ1110, AZ1112
and used at a dilution of at 1:250) for 8 hours at RT. After several
washes, nucleus were stained with DAPL, and images were obtained
using ZEISS LSM780 Confocal microscope (Zen Blue v2.3-2) and ana-
lyzed with Zen Blue v23-2, Fiji v2.L.0-1 and IMARIS* v 8 and 9.9.1
(Bitplane) software.

Regeneration avaluation. Mouse muscle sampleswere cryopreserved
in OCT frozen in liquid nitrogen-cooled iso pentane. Samples were then
sectioned at 10 pm on acryostat and post fixed with 4% PFA for 10min
at RT. After antigen retrieval step, slides were incubated with PBES
containing Triton 0.5% (10 min, RT) and further permeabilized (TBS,
glycine 100 mM, 01% Triton X100, 10 min, RT). They were blocked
with 2% B3A (1h, RT), TBS rinced, and stained overnight with WGA
(Thermofisher, WI1261, 1:500) (4°C, moist chamber). After washing
with TBS, sections were soaked for 10 min in DAPI solution and washed
once with TBST and TES before mounting with antifading mounting
medium. Images were obtained with ZEISS LSM780 Confocal micro-
scope and analyzed with, Fiji v2.1.0-1 and IMARIS® v& and v9.2.1 (Bit-
plane) software. The size and distribution of myofibers with central
nuclei was calculated from WGA-DAPI smining on all fibers of the
section and area determimation were performed across the entire
sections using an automated image processing algorithm (Fiji v2.1L.0-1).

IMCT quantification. Mouse muscles samples were carefully dissected
at 14 dpi and fixed 24 h in PFA (4%). Muscles were then embedded in
agarose 3% for 1hour and sliced longitudinaly with Vibroslicer®
5100 mz (Campden instruments) (300 um thick). Second Harmonic
generation (SHG) of collagen fibers imaging was performed on muscle
sections with a laser scanning microscope (LSMEB0; Carl Zeiss GmbH,
Jena, Germany) combined with a pulsing titanium sapphire laser
(Coherent, vissionll). xyz stacks images were acquired with a =25
objective (NA012, Carl Zeiss, GmbH) with mosaic tile mode to acquire
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the entire muscle section. The SHG signal of collagen fibers, and auto-
fluorescence signals were detected at 830 nm excitation wavelength
and respectively detected in a range of 408-420 and 446-695nm.
Muscle IMCT deposition was scored by determining the relative area of
pixels exhibiting a significant SHG signal of the entire muscle section
with a semi-segmentation process using the Fjji distribution (htep://
pacific.mpi-cbg de/wiki/index.php/Fiji) of Image) (Image}-win64, Fiji v
2.1.0-1). 5-9 muscle sections were analyzed per animal in order to
recapitulate the IMCT deposition of the entire quadriceps muscle.

RNAs and genomic DNA extraction, and RT-gPCR

Extraction was performed on frozen cells or whole tissues using RNA
Extractions Mini kit (QJaGEN) following manufacturer’s instructions.
Briefly, samples were unfrozen in RLT and lysed with tissue lyser®
(QIAGEN). Samples were passed through columns with washing steps
to purify RNAs. Elution was performed with RNAse free water, and
RNAs concentration was evaluated with Nanodrop® 2000c (Thermo
Scientific).

Genomic DNA was obtained with QiaAmp DNA Mini Kit (QiaGEN)
following manufacturer’s instructions. Cells were lysed and passed
through column to bind DNA, and after two washing steps genomic
material was eluted in Elution Buffer. Genomic DNA concentration was
measured using n Nanodrop® 2000c; and then stored at <20 °C.

For gPCR, RNAs were reverse transcripted using High capacity
reverse transcriptase (Invitrogen) and diluted at 50 ng/uL in RNAse-
free water. Then, gPCR was performed using Fast SYBR® Green Mix
(Applied Biosystems) on 96/384 wells plate, results were acquired
with StepOne v2.3-3 and Viia7 devices (Life Technologies) and data
were analyzed with Real-Time gPCR Studio (Life Technologies) using
the 2-AACt method compared to Ctrl condition. All primer sequen-
ces are provided in aseparate excel file called Supplementary Data 2.

RNAseq

Total RNA was extracted using Zymo microprep kit (Ozyme) according
to the manufacturer’s instructions. RNAseq (paired-end, 125bp) was
carried out by BGI Genomic Services using triplicates for each condi-
tion. Raw data were processed as follows. Sequencing reads were first
filtered, using fastq_illumina_filter v 0.1, and quality control of filtered
reads was performed using FastQC v 0.11.9. Filtered reads were then
aligned onto the mml0 mouse genome using HISAT2 v 22.1 and
counts per gene were quantified using featureCounts from Subread
package v 2.0.1 on the mm10 transcripts annotation obtained from
UCSC genome browser. Differential expression and statistical analyses
were performed using DESeq2 v 1.34.0. To compare gene expressions,
we used the following cutoffs: LOG2FC > 0.58 and p value <0.05. To
generate heatmap, we selected the 3000 most variable genes using
idep version 0.96. RNAseq data have been deposited under the
accession number GSE214883,

Single-cell RNAseq analysis
Data from Oprescu et al” and Malecova et al.” were obtained and
analyzed using Seurat package v 4.LL

Human clinical study

Young active men (age 23.3+ 17 years; BMI 23.3+0.4kgm™; VO
max 47.5+ L6 mlkg™ min™) were recruited to take part in this study.
The protocol was approved by the Dublin City University Ethics
Committee and conducted in accordance with the criteriaset by the
Declaration of Helsinki; all subjects gave written informed consent.
Participants were instructed to refrain from exercise and to repli-
cate food intake the day before each trial. In the morning, following
an overnight fast, participants lay on a bed for I-hr after arriving at
the lab. A blood sample was taken and they then exercised on a
bicycle ergometer at 60% VO, peak for 1-hr. VO2 peak was deter-
mined on a cycle ergometer starting at 70 watts and increasing in

30-watt increments every 3 minutes until exhaustion. A blood
sample was taken at the end of the exercise. The intensity was
determined using the results of an incremental exercise test to
exhaustion. GDF-15 protein levels in blood samples were deter-
mined by ELISA (R&D Systems).

Human AT samples

AT was obtained from patients who provided prior written informed
consent according to the ethics committees of Toulouse Hospitals. AT
was harvested during plastic surgery (abdominoplasty) from three
adult patients (female, age 47.6+3.7 years, BMI 26.7+ 0.9kgm™) at
Rangueil Hospital (part of CHU of Toulouse).

Human AT-SVF isolation

Human AT was digested for 45 minutes in a-MEM (GIBCO) containing
collagenase (NB4, Coger, 0.41U/mL), Dispase Il (Roche, L6Ul/mL,
Basel), in a water-shaking bath at 37 °C. After digestion, an equal
volume of a-MEM was added to stop enzymatic digestion. The cels
were passed through a 100-pm filter (Steriflip, Millipore, Billerica, MA)
and then centrifuged. The pellet was resuspended in a-MEM contain-
ing 2% PLP and the total number of cells in the SVF was counted.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean £ s.e.m. Statistical analyses were per-
formed using Student’s ¢ test (two-sided paired or unpaired) or one-
way ANOVA followed by the post hoc Dunnett’s and Tukey’s test with
GraphPad Prism software v9 (GraphPad Software). P values less than
*p <0.05; *p<0.01and =*p<0.001 were statistically significant.

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature
Portfolio Reporting Summary linked to this article.

Data availability

Data underlying Fig. 2A-E, H; 3A-C, F-H; 4A-C; 5A, C, E-G; 6B, C, E-H;
7B, C E-H, 1 are provided as Source Data files. The remaining data and
Supplementary Figures are available within the article or from the
authors upon reasonable request. Data from the human cohort of
exercised patients in this study are not publicly available but can be
requested as above. The RNAseq data of primary ASCs and FAPs gen-
erated in this study have been deposited in the NCBI's GEO under
accession code GSE214883. The single-cell RNAseq data from Oprescu
etal.” and Malecova etal."" reanalyzed to generate Fig.1Eareaccessible
under accession codes GSEI38826 and GSEI00474, respectvely.
Confocal and Two-photon imaging datasets, which are several giga-
bytes, will be prompty made available upon request but are not
immediately available for download due to file size. Source data are
provided with this paper.

References

1. Chargé, S. B. P. & Rudnicki, M. A. Cellular and molecular regulation
of muscle regeneration. Physiol. Rev. 84, 209-238 (2004).

2. Hawke, T. ). & Garry, D. J. Myogenic satellite cells: physiology to
molecular biology. J. Appl Physiol 91, 534-551 (2001).

3. Mauro, A Satellite cell of skeletal muscle fibers. J. Biophys. Bio-
chem. Cytal. 9, 493-495 (1961).

4. Joe A.W.B. et al. Muscle injury activates resident fibro/adipogenic
progenitors that facilitate myogenesis. Nat. Call Biol. 12,
153-163(2010).

5.  Uezumi, A, Fukada, S., Yamamoto, N., Takeda, S. & Tsuchida, K.
Mesenchymal progenitors distinct from satellite cells contribute to
ectopic fat cell formation in skeletal muscle. Nat. Cell Biol. 12,
143-152 (2010).

6. Wosczyna, M. N, Biswas A A, Cogswell, C. A. & Goldhamer, D. J.
Multipotent progenitors resident in the skeletal muscle interstitium

Nature Communications | (2023)14:80

Page 197 ]| 255

Maxime Mathieu



Article

https://dol.org/10.1038/541467-022-35524-7

23

axhibit robust BMP-dependent osteogenic activity and mediate
heterotopic cssification. | Bore Min Res. 27, 1004-1017 (2012).
Theret, M., Rossl, F. M. V. & Contreras, O. Evolving roles of muscle-
resident fibro-adipogenic progenitors in health, regeneration
newromuscular disorders, and aging. Front. Physlol. 12

673404 (2021).

Fiore, D et al. Pharmacological blockage of fibrofadipogenic pro-
genitor expansion and suppression of regenerative fibrogenesls is
associated with impaired skeletal muscle regeneration. Stem Call
Res. 17, 161-169 (2016).

Lemos, D. R. et al. Milotinib reduces muscle fibrosis in chronic
muscle injury by promoting TNF-mediated apoptosls of fibrofadi-
pogenic progenitors. Nat Med. 21, TE6-734 (2015).

. Murphy, M. M., Lawson, ). A, Mathew, 5. ), Hutcheson, D. AL &

Kardon, G. C. Satellite cells, connective tissue fibroblasts and their
interactions are crucial for muscle regeneration. Developmeant 138,
3625-3637 (20M).

Scott, R. W., Arostegul, M., Schweltzer, R., Rossi, F. M. V. & Underhill,
T. M. Hic1 defines quiescent mesenchymal progenitor subpopula-
tions with distinct functions and fates in skeletal muscle regen-
eration. Cell Stam Call 25, 797-813.e8 (2019).

Contreras, O. et al. Cross-talk between TGF- B and PDGFRa signaling
pathways regulates the fate of stromal fibro-adipogenic progend-
tors. [ Cell Sci 132, jos232157 (2019).

Dulauroy, S, Di Carlo, 8. E., Langa, F., Eberl, G. & Peduto, L. Lineage
tracing and genetic ablation of ADAM12(+) perivascular cells iden
tify a major source of profibrotic cells during acute tissue injury.
Nat. Mad. 18, 1262<1270 (2002).

Mathew, 5. ). et al. Connective tissue fibroblasts and Tefd regulate
myogenesis. Development 138, 371-384 (2011).

Malecova, B, et al. Dyramics of cellular states of fibro-adipogenic
progenitors during rmyogenesls and muscular dystrophy. Nat
Commun. 9, 3670 (2018).

. Sturnm, J. et al. Odd skipped-related 1(0sr) identifies muscle-

interstitial fibro-adipogenic progenitors (FAPs) activated by acute
injury. Stem Cell Res. 32, 8-16 (2018).

Oprescu, 5. N., Yue, F., Qiu, J, Brito, L. F. & Kuang, 5. Ternporal
dynamics and heterogeneity of cell populations during skeletal
muscle regeneration. Science 23, 100893 (2020).

. Gil-Ortega, M. et al MNative adipose stromal cells egress from adi-

pose tissue in vivo: evidence during lymph node activation Stem
Calls 31, 1309-1320 (2013).

Rodeheffar, M. 5., Birsoy, K. & Friedman, J. M. Idertification of white
adipocyte progenitor cells in vive, Call 135, 240-249 (2008).

. Tang, W. et al. White fat progenitor cells reside in the adipose

vasculature, Science 322, 583-586 (2008).

Gimble, 1. M., Bunnell, B. A, Chiu, E. 5. & Guilak, F. Concise review:
adipose-derived stromal vascular fraction cells and stern cells: let's
not get lost in translation. Stem Cells 28, 745-754 (2011).

. Galipeau, ). & Sensébé, L. Mesenchymal stromal cells: clinical

challenges and therapeutic opportunities. Cell Stem Call 22,
824-B33 (2018).

Arrighi, N. et al Characterization of adipocytes derived from fibro/
adipogenic progenitors resident in human skeletal muscle. Cell
Death Dis. 6, 81733 (2015).

. Judson, R. N, Zhang, R.-H. H. & Rossi, F. M. Tissue-resident

mesenchymal stem/progenitor cells in skeletal muscle: collabora-
tors of saboteurs? FEBS 1 280, 4100-4108 (2013).

. Laurens, C. et al. Adipogenic progenitors from obese hurnan ske-

letal muscle give rise to functional white adipocytes that contribute
to insulin resistance. int | Obes. 40, 497-506 (2016).

. Gil-Ortega, M., Ferndndez- Alfonso, M. 5., Somoza, B., Casteills, L. &

Sengends, C. Exvivo microperfusion system of the adipose organ: a
mew approach to studying the maobilization of adipese cell popu-
lations. Int ). Obes. 38, 1255-1262 (2014).

8

41,

47,

. Glrousse, A, et al The release of adipose stromal cells from sub-

cutanecus adipose tissue regulates ectopic intramuscular adipo-
cyte deposition. Call Rep. 27, 323-333.e5 (2019).

. Crossno, 1.T.Jr, Majka, 5. M., Graza, T., Gill, R. G. & Klemm, D. J.

Rosiglitazone promotes development of a novel adipocyte popu-
lation from bone mamow-derived circulating progenitor cells.
Clin. Invest. 16, 3220-3228 (2006).

. Rydén, M. On the origin of human adipocytes and the contribution

of bone marrow-derived cells. Adipocyte 5, 312-317 (2016).
Ward, L. 5. C. et al. Pedoplanin regulates the migration of
mesenchymal gromal cells and thelr interaction with platelets. J.
Call. Sci, 132, jes222067 (2018).

Hardy, D. et al. Comparative study of injury models for studying
miuscle regeneration in mice. PLoS One N, e0147128 (2076).

. Sicherer, 5.T., Venkatarama, R. 5. & Grasman, J. M. Recent trendsin

injury models to study skeletal muscle regeneration and repair.
Bioengineering T, 76 (2020).

. Fannérec, A., Formicola, L., Besson, V., Marazzi, G. & Sassoon, D. A.

Defining skeletal muscle resident progenitors and their cell fate
potentials. Davelopment 140, 2879-2851 (2013).

. Schulz, T. 1 et al Identification of inducible brown adipocyte pro-

genitors residing in skeletal muscle and white fat. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 108, 143-148 (2017).

. van der Maaten, L. & Hinton, G. Visualizing data using t-SNE. L

Mach. Leam. Res. 9, 2579-2605 (2008).

. Taghi Eshghi, 5. et al. Quantitative comparison of conventional and

t-SME-guided gating analyses. Front. Immunol 10, 1184 (2019).
Sengends, C., Lolméde, K., Zakaroff-Girard, A., Busse, R. & Bou-
leurnié, A. Preadipocytes in the human subcutaneous adipose tis-
sue display distinct features from the adult mesenchymal and
hematopoletic stem cells. L Call. Physiol 205, 114-122

(2005).

. Laurens C. et al. Growth and differentiation factor 15 is secreted by

skeletal muscle during exercise and promotes lipolysis in humans.
JCI Insight. B, e131870 (2020).

. Wischhusen, 1, Melero, |. & Fridman, W. H. Growth/differentiation

factor-15 (GDF-15): from blomarker to novel targetable immune
checkpoint. Front. Immunel. 11, 951 (2020).

. GIL C. |. et al Role of GDF15in active lifestyle induced metabolic

adaptations and acute exercise response in mice, Scl. Rap, 9,
20120 (28],

Klein, A. B. et al Pharmacological but not physiological
GDF15 suppresses feeding and the motivation to exercise. Nat
Comimun. 12, 1041 (2021).

. Conte, M. et al. GDF15 plasma level is inversely associated with level

of physicalactivity and comrelates with markers of inflammation and
muscle weakness, Front. mmunol 1, 915 (2020).

. Johann, K. Klainert, M. & Klaus, 5. The role of GDF15 as a myomi-

tokine. Cells 10, 2850 (2021).

. Giuliani, G., Rosina, M. & Reggio, A. Signaling pathways regulating

the fate of fibrofadipogenic progenitors (FAPS) in skeletal muscle
regeneration and disease. FEBS | 289, 6484-6517.

. Reggio, A. et al Adipogenesis of skeletal muscle fibrofadipogenic

progenitors is affected by the WNTSa/GSK3/P-catenin axis. Call
Death Differ. 27, 2021-2941 (2020).

. Giulian, G. et al SCA-1 micro-heterogeneity in the fate declslon of

dystrophic fibrofadipogenic progenitors. Cell Death Dis. 12,

122 (2021).

Deepa, S. 5. et al. A new mouse model of frailty: the CufZn super-
oxide dismutase knockout mouse. GeroSclence 39, 187-198
(2017).

. Nowotschin, 5. & Hadjantonakis, A-K. Use of KikGR a photo-

conmvertible green-to-red fluorescent protein for cell labaling and
lineage analysis in ES cells and mouse embryos, BMC Dev. Bial. 9,

49 (2008).

MNature Communications | (2023114:80

Page 198 | 255

Maxime Mathieu



Article

https://doi.org/10.1038/s41467-022-35524-7

49. Girousse, A. et al. Endogenous mobilization of mesenchymal stro-
mal cells: a pathway forinterorgancommunication? Front. Cell Dev.
Biol. 8, 598520 (2021).

50. Sheriff, L. et al. Origin-specific adhesive interactions of mesench-
ymal stem cells with platelets influence their behavior after infu-
sion. Stem Cells 36, 1062-1074 (2018).

51. Teo,G.S.L, Yang, Z,,Carman, C. V., Karp, J. M. &Lin, C. P. Intravital
imaging of mesenchy mal stem cell trafficking and association with
platelets and neutrophils. Stem Cells 33, 265-277 (2015).

52. Suzuki-Inoue, K. et al. Involvement of the snake toxin receptor
CLEC-2, in podoplanin-mediated platelet activation, by cancer
cells. J. Biol. Chem. 282, 25993-26001 (2007).

53. Pifiol-Jurado, P. et al. Platelet-derived growth factor BB influences
muscle regeneration in duchenne muscle dystrophy. Am. J. Pathol.
187, 18141827 (2017).

54. Ceafalan, L. C. et al Gene expression prdfile of adhesion and
extracellular matrix molecules during early stages of skeletal
muscle regeneration. J. Cell. Mol Med. 24, 10140-10150 (2020).

55. Purslow, P. P. The structure and role of intramuscular connective
tissue in muscle function. Front. Physiol. 11, 495 (2020).

56. Contreras, O., Rebolledo, D. L., Oyarzin, J. E, Olguin, H. C. &
Brandan, E. Connective tissue cells expressing fibro/adipogenic
progenitor markers increase under chronic damage: relevance in
fibroblast-myofibroblast differentiation and skeletal muscle fibro-
sis. Cell Tissue Res. 364, 647-660 (2016).

57. Mahdy, M. A. A. Comparative study of muscle regeneration fol-
lowing cardictoxin and glycerol injury. Ann. Anat. 202,18-27 (2015).

58. Sambasivan, R. et al. Pax7-expressing satellite cells are indis-
pensable for adult skeletal muscle regeneration. Development 138,
3647-3656 (2011).

59. Wosczyna, M. N. &Rando, T. A. A muscle stem cell support group:
coordinated cellular responses in muscle regeneration. Dev. Cell
46,135-143 (2018)

60. Chazaud, B. Inflammation and skeletal muscle regeneration: leave
it to the macrophages! Trends Immunol 41, 481-492 (2020).

61. Contreras, O., Rossi, F. M. V. & Theret, M. Origing potency, and
heterogeneity of skeletal muscle fibro-adipogenic progenitors—
time for new definitions. Skelet. Muscle 1, 16 (2021).

62. Biferali, B., Proietti, D., Mozzetta, C. & Madaro, L. Fibro-adipogenic
progenitors cross-talk in skeletal muscle: the social network. Front.
Physidl. 10, 1074 (2019).

63. Dong, Y., Silva, K. A, Dong, Y. & Zhang, L. Glucocorticoids increase
adipocytes in muscle by affecting IL-4 regulated FAP activity.
FASEB J. 28, 4123-4132 (2014).

64. Contreras, O., Cérdova-Casanova, A. &Brandan, E. PDGF-PDGFR
network differentially regulates the fate, migration, proliferation,
and cell cycle progression of myogenic cells. Cell Signal. 84,
110036 (2021).

65. Karp, J. M. &Leng Teo, G. S. Mesenchymal stem cell homing: the

devil is in the details. Cell Stem Call 4, 206-216 (2009).
. Kleinert, M. et al. Exercise increases circulating GDF15 in humans.
Mol. Metab. 9, 187-191(2018).

67. Astarita, J. L, Acton, S. E. & Turley, S. J. C. Podoplanin: emerging
functions in development, the immune system, and cancer. Front.
Immunol. 3, 283 (2012).

68. Jiang,L.etal Platelet-mediated mesenchy mal stem cells homing to
the lung reduces monocrotaline-induced rat pulmonary hyperten-
sion. Cell Transplant. 21, 1463-1475 (2012).

69. Uezumi, A. et al. Mesenchymal Bmp3b expression maintains ske-
letal muscle integrity and decreases in age-related sarcopenia.
https://doi.org 10.1172/JCN 38617 (2021).

70. Heredia, J. E. et al. Type 2 innate signals stimulate fibro/adipogenic
progenitors to facilitate muscle regeneration. Cell 153,

376-388 (2013).

3

7. Lutolf, M. P. &Blau, H. M. Artificial stem cell niches. Adv. Mater. 21,
3255-3268(2009).

72. Vishvanath L. & Gupta, R. K. Contribution of adipogenesis to heal-
thy adipose tissue expansion in obesity. https://dol.org/10.1172/
JCh23an (2019).

73. Stanford, K. 1. & Goodyear, L. J. Muscle-adipose tissue cross talk.
Cold Spring Harb. Perspect. Med. 8, a029801 (2018).

Acknowledgements

We are grateful to the RESTORE CERT platforms, Marie-Laure Renoud
and Jessica Fortaine, for cytometry experiments; Mathieu Vignau for
imaging analysis, and Emmanuelle Arnaud for affymetrix gene expres-
sion study. We also thank the Cellular Imaging Facility-12MC/TRI platform
and Alexia Zakaroff-Girard and Elodie Riant for their helpful assistance.
We acknowledge the animal facility USO06/ CREFRE/INSERM/UPS. We
acknowledge the assistance of Life Science Editors in preparing the final
version of this manuscript. This work was financially supported by
INSERM, CNRS, Etablissement Frangais du Sang (EFS), ANR 20-CE19-
0010 (C8), AFM-Téléthon PhD grant 23384 (MM), and grant 23263 (AG).

Author contributions

Q.S.A, MMat, AG., S.M., XC, MG.O., C.S. performed experiments,
collected and analyzed the data. CB, C.G.,,MA,,V.B, CL,CM, N.J,
M.Mar: provided technical assistance and expertize. BC., AV. provided
human AT samples. C.M., D.O.G., EM. designed and performed the
clinical study and provided blood samples. L.C.: provided funding and
sclentific advisory. C.S., A.G.: conceptualization, supervision, funding
acquisition, wrote and edited manuscript. C.S.: project management.

Competing interests
The authors declare no competing interests.

Additional information

Supplementary information The online version contains
supplementary material available at
https://dd.org/10.1038 /s41467-022-35524-7.

Correspondence and requests for materials should be addressed to
Coralie Sengenés.

Peer review information Nature Communications thanks the anon-
ymous reviewers for their contribution to the peer review of this work.

Reprints and permissions information is available at
http://www.nature.com/reprints

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to jur-
isdictional claims in published maps and institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons
Attribution 4.0 Intemational License, which permits use, sharing,
adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as
long as you give appropriate credit to the original author(s) and the
source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if
changes were made. The images or other third party material in this
article are included in the article’s Creative Commons license, unless
indicated otherwise ina credit line to the material. if material is not
included in the article’s Creative Commons license and your intended
use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted
use, you will need to obtain permission directly from the copyright
holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/.

@ The Author(s) 2023

Nature Communications | (2023)14:80

Page 199 | 255

Maxime Mathieu



Supplementary informations.

Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of skeletal muscle
after injury
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Figure S1 : Validation of mouse models of muscle injury

(A) Principal component analysis (PCA) of RNAseq expression values of FAPs and ASCs isolated from injured (1
dpi) and control animals. (B) Representative images of Hemalun-Eosine stained muscles from control uninjured
mice (0 dpi) and during muscle regeneration (Gly, 3 to 14 dpi). Regenerating fibers are detected with the
presence of centronuclei. Bar scale 200um. (C) Expression of proinflammatory cytokines at 1 dpi in injured
muscles (Gly, CTX) compared to uninjured muscle (Ctrl). n= 4-10 (Ctrl), 5-6 (Gly or CTX) animals over 4
independent experiments. (D) Representative image of positive and negative gates which were set by
analysing isotype or unstained control sample in each analysis. (E) Comparison of in vivo EdU incorporation in
FAPs by flow cytometry after Gly damage at 1 dpi. n=8 animals at all time points over 3 independent
experiments. Results are expressed as mean + SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs Ctrl.
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Figure S2 : Both FAP increase and ASCs decrease are injury-dependent effects and do not modify
body weight and glycemia of the animals.

At 1 dpi with NaCl 0,9% injected in the quadriceps muscle, CD45* cells (A) and FAPs (B) were
quantified in the muscle by flow cytometry analyses. For A, n= 12(Ctrl), 4 (NaCl) animals of 2
independent experiments. For B, n= 14 (Ctrl), 5 (NaCl) animals of 2 independent experiments. ASCs (C)
or CD45* (D) cells from the ScAT were quantified by flow cytometry analyses at 1dpi with NaCl 0.9%
injection in the quadriceps muscle. For C, n= 6 (Ctrl), 5 (NaCl) animals of 2 independent experiments.
For D, n= 3 (Ctrl), 4 (NaCl) animals of 2 independent experiments. Time course of body weight (E) and
glycemia (F) in uninjured (Ctrl) or muscle injured (Gly or CTX). For E and F, n=3 animals for all groups at
each time point. Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance is set at p<0.05.
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Figure S3 : Validation of the fat grafting model.

(A) Representative image of grafted ScAT (delimited by the white dashed line) inserted in the host
adipose tissue (left panel). Fluorescent image was performed to visualize functional revascularization
with lectin staining (red) injected in vivo 7 days after the grafting (right panel). Bar scale : 1 mm. (B)
Gating strategy of muscle-derived SVFs from CD34-GFP grafted animals which were glycerol injured (Inj-
Gly) or not (Ctrl), here is presented a non-fluorescent animal as an internal cytometry control. (C- D)
GFP genomic expression analysis of CD34*-GFP cells infiltrated in organs of grafted mice at 1 dpi. For C,
n=5 (grafted) and 3 (grafted+Gly) animals over 2 independent experiments. For D, n=12 (Forelimb, liver
and kidney) and 8 (GFP) animals over 4 independent experiments. (E) Model of ScAT grafting from
Rpsa26™7/mé (red) or CAG:KikGR (green) mouse into WT C57BI/6 mice, the figure was partly generated
using Servier Medical Art, provided by Servier, licensed under a Creative Commons Attribution 3.0
unported license. (F) Flow cytometry analysis of the SVF from injured muscle of the mT/mG grafted
mice (1 dpi). (G) Immunohistological confocal images of injured quadriceps in CD34-GFP grafted mice at
1 dpi in situ (arrowheads point CD34-GFP*/Podoplanin*/CD45 or CD34-GFP*/CD140a*/CD31/CD45
cells). Bar scales, 10 um (left and middle panels), 20 and 2 um (right panel). Results are expressed as
mean + SEM., Statistical significance is set at p<0.05.
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Figure S4 : Effect of platelet depletion on gene expression of early markers of muscle regeneration

(A) Time course expression of myogenic genes in quadriceps muscle from injured animals in the
presence (Gly) or absence (Gly + aPL) of platelets. n=8-14 (Ctrl), 3-9 (Gly), 4-6 (Gly+aPLA) animals over
4 independent experiments. Results are expressed as mean + SEM. Statistical significance is set at

p<0.05.
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Figure S5: Time courses of body weight (A), fat mass (B), Perigonadal adipose tissue (PGAT) mass (C)
food intake (D) and blood glucose (E) in sham control and lipectomied animals up to 28 days post-

surgery.

For A-E, n= 3-5 (Ctrl), 3-9 (Ctrl-ScAT) animals over 3 independent experiments. PGAT (F) and Quadriceps
muscle (G) mass in sham and lipectomied animals 1 day post muscle injury with glycerol. For F-G n=9-16
(Ctrl), 10-22 (Ctrl-ScAT) animals over 5 independent experiments.
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Endogenous Mobilization of Mesenchymal Stromal Cells : A Pathway for
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Endogenous Mobilization of
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Louis Casteilla’ and Coralie Sengenés™
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To coordinate specialized organs, inter-tissue communication appeared during
evolution. Consequently, individual organs communicate their states via a vast interorgan
communication network (ICN) made up of peptides, proteins, and metabolites that
act between organs to coordinate cellular processes under homeostasis and stress.
However, the nature of the interorgan signaling could be even more complex and
involve mobilization mechanisms of unconventional cells that are still poorly described.
Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) virtually reside in all tissues, though the biggest
reservoir discovered so far is adipose tissue where they are named adipose stromal
cells (ASCs). MSCs are thought to participate in tissue maintenance and repair since the
administration of exogenous MSCs is well known to exert beneficial effects under several
pathological conditions. However, the role of endogenous MSCs is barely understood.
Though largely debated, the presence of circulating endogenous MSCs has been
reported in multiple pathophysiological conditions, but the significance of such cell
circulation is not known and therapeutically untapped. In this review, we discuss current
knowledge on the circulation of native MSCs, and we highlight recent findings describing
MSCs as putative key components of the ICN.

Keywords: adipose tissue, native mesenchymal stromal cell, stroma homeostasis, endogenous reservoir, rare
cells in circulation

INTRODUCTION

Each organ is a combination of a functional compartment, the parenchyma, and a stromal
compartment, the stroma, supporting the parenchymal cells of the organ (Feeback, 1987). The
main function of the stromal compartment is to structure and remodel functional tissue in
order to ensure organ homeostasis (Scadden, 2012). In normal tissue, stroma maintains the
tissue microenvironment and sustains cell growth in various ways with spatial and temporal self-
limitations (Huet et al, 2019). Conversely, stroma imbalance nurtures organ imbalance, which
can eventually lead to tumor progression (Valkenburg et al., 2018). Among the cell types residing
in the stroma, mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are key components allowing stroma’s
supportive function. MSCs attract lots of attention because they hold great promise for a multitude
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of emerging therapies in regenerative medicine since they
promote tissue repair in various degenerative contexts such as
osteoarthritis, bone defects, myocardial infarction, inflammatory
bowel disease, or neurodegenerative disorders. As such, they have
been the subject of clinical trials for more than 20 years (Galipeau
and Sensébé, 2018; Pittenger et al., 2019). MSC identification
and characterization rely on in vitro work, and long steps of
culture are needed to collect a usable amount of cells (Dominici
et al,, 2006). Culture-expanded MSCs consist of a heterogeneous
population of cells exhibiting various phenotypes and functional
properties, and the extent of these properties depends on the
tissue, donor, and species of origin, isolation technique, and
culturing protocols (Ankrum et al., 2014). Such variations are
known to limit the potential of MSCs for clinical translation, and
strategies to enhance engraftment are needed (Hou et al., 2005;
Hénon, 2020).

In the past few years, investigating the endogenous repair
mechanisms of injured tissues has paved the way for future
“in situ” strategies to potentiate the body’s own repair capacity
(Andreas et al., 2014). In this regard, pharmacological activation
of endogenous stem cell mobilization from either the blood
or a tissue-specific niche is a promising approach (Krankel
et al, 2011). Consequently, both triggering and controlling
the endogenous mobilization of MSCs represent an additional
strategy to achieve effective tissue repair and regeneration. In
this review, we present the current state of knowledge and
unresolved gaps about the circulation of endogenous MSCs and
propose MSC interorgan trafficking as a complementary pathway
of communication.

WHAT DO WE KNOW ABOUT THE

CIRCULATION OF ENDOGENOUS

MESENCHYMAL STEM/STROMAL
CELLS?

Circulating Mesenchymal Stem/Stromal
Cells: Myth or Reality?

Studies reporting the mobilization, circulation, and recruitment
of endogenous MSCs are sparse and heterogeneous (Roufosse
etal,, 2004) and generated lots of conflicting results (Ojeda-Uribe
et al., 1993; Lazarus et al., 1997; Zvaifler et al., 2000; Wexler et al.,
2003). Consequently, the presence of blood circulating MSCs is
still debated (Mansilla et al.,, 2006; Wang et al., 2006; Hoogduijn
et al., 2014).

Yet, several studies show that endogenous MSCs are found in
the bloodstream of various species, but their frequency is rare
[0-0.025 colonies/10°6 of peripheral blood mononuclear cells
(He et al,, 2007)]. Conversely, the circulation of endogenous
MSCs greatly increases in response to various types of injuries.
Indeed, skeletal traumas, regardless of their severity (Alm et al.,
2010), cardiomyopathies (Marketou et al., 2014, 2015), coronary
syndrome (Wojakowski et al., 2008), skin burns (Mansilla et al.,
2006), liver damages (Chen et al., 2010; Liu et al,, 2015), and
some types of cancers (Fernandez et al, 1997; Bian et al,
2009) are some examples of clinical situations triggering this

increase. Whether endogenous MSCs circulate in vivo is not a
matter of debate anymore but rather a matter of methods of
investigation, time frame (Churchman et al., 2020), and clinical
context. Such limitations relate to a lack of precise knowledge
of functional, phenotypic, and molecular criteria that define
endogenous circulating MSCs.

Immunophenotypic Characteristics of
Circulating Endogenous Mesenchymal
Stem/Stromal Cells

Despite extensive efforts to characterize MSCs, the
definition of in vivo identity(ies) of MSCs is still very
obscure (Parekkadan and Milwid, 2010). In humans,
the canonical MSC  surface marker combination
CD13%/CD44*/CD737/CD90"/CD105"/CD34™/CD31~ /CD45~
directly derives from their in vitro culture expansion (Dominici
et al, 2006). However, many factors, from the harvesting
methodology to the conditions of cell culture, dramatically
influence MSC phenotype and functions (Bara et al, 2014;
Jones and Schifer, 2015; Pittenger et al., 2019; Walter et al.,
2020). In that regard, we and others have demonstrated that
cell surface marker profiles of in vitro expanded human MSCs
differ compared to freshly isolated cells and those residing
in their native microenvironment (Sengenés et al., 2005;
Maumus et al, 2011; Bara et al, 2014). In particular, the
absence of CD34 is considered among the prerequisites to
identify MSCs; however, we have shown that CD34 is strongly
expressed in native adipose-derived MSCs and that cell culture
abolishes its expression (Sengeneés et al., 2005 Maumus et al.,
2011). Moreover, though some of the MSC markers appear
constitutively expressed regardless of environment (Jones et al.,
2006), “immunophenotypic drifts” are expected while MSCs
circulate. Indeed, the expression of membrane markers such
as CD29, CD44, CD73, and CD90, which all regulate MSC
adhesion/migration processes, is known to change dramatically
to allow MSC detachment and further migration (Rege and
Hagood, 2006; Ode et al,, 2011; Qian et al., 2012; Xu and Li,
2014). Consequently, using flow cytometry analysis with a
combination of surface markers (validated in vitro) to detect
circulating native MSCs may lead to underestimation and
generates conflicting results when compared with studies using
functional assays to detect MSCs [such as colony-forming
unit-fibroblast (CFU-F) activity] (Fellous et al., 2020; Figure 1).
Indeed, the level of blood circulating CD45~/CD271" MSCs
shows higher correlation to CFU-F numbers than the one of
CD45~/CD73+/CD90+/CD105+ MSCs (Rebolj et al, 2018).
This illustrates that understanding MSC heterogeneity holds
promise for refining the definition of MSCs. In that regard, the
analysis of MSC heterogeneity from various tissue [bone marrow
(BM), adipose tissue (AT), skeletal muscle] is under active
investigation using single-cell RNA sequencing technologies
(Burl et al, 2018; Hepler et al., 2018; Baryawno et al, 2019;
Wolock et al, 2019). However, though powerful, those studies
will inform about the signature(s) of native tissue-resident MSC
subpopulations but will fail for circulating MSCs. Interestingly,
high-throughput technology capable of efficiently capturing
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FIGURE 1 | The hypotheses explaining the controversy over endogenous mesenchymal stromal cell circulation in vivo.

without marker-based approach and molecularly interrogating
rare cells in the circulation at single-cell resolution is under
development to study circulating tumor cells (CTCs) (Cheng
et al,, 2008). Those technologies will be of great utility both to
capture and to enable single-cell transcriptome analysis of rare
and limited cell populations of circulating endogenous MSCs.

How Do Endogenous Mesenchymal
Stem/Stromal Cells Navigate in the
Bloodstream?

Little is known about the behavior of MSCs in flowing
blood, and our current understanding mostly derives from
intravascular infused cultured-expanded MSCs from which we
could infer the behavior of native MSCs. While circulating
MSCs are always considered to be isolated cells floating in the
bloodstream, recent studies demonstrated the close interaction
of MSCs with the blood microenvironment. Indeed, using
in vivo confocal microscopy, it has been reported that the
majority of intravascular MSCs are in contact with platelets
and/or neutrophils (Teo et al., 2015). Additionally, BM-derived
MSCs bind platelets that shield them from surface adhesion,
so that they barely adhere at all in the blood flow via a
mechanism involving podoplanin, the endogenous ligand for
C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) (Sheriff et al,, 2018; Ward
et al, 2019). CLEC-2 is being expressed broadly, including in
platelets, inflammatory leukocytes, and lymphatic endothelial
cells. Moreover, platelet depletion decreases MSC trafficking to
sites of injury (Langer et al., 2009; Teo et al., 2015). Platelet
functions extend beyond the immediate environment of the

thrombus (Golebiewska and Poole, 2015). For instance, they play
important roles for tissue regeneration (Eisinger et al, 2018),
and they also contribute to tumor metastasis (Tesfamariam,
2016). Indeed, it is admitted that CTCs are partly covered with
platelets to provide them with “stealth” properties and help their
survival in the circulation, where they are challenged by physical
forces in the circulation (Nieswandt et al., 1999; Heeke et al.,
2019). Whether circulating endogenous MSCs are not single cells
traveling the blood alone but are accompanied by other cell
types and partners possibly modifying their immunophenotype
needs more investigations (Figure 1). However, targeting the
interaction of MSCs with other cells is a promising tool and future
research to improve endogenous MSC detection, collection,
and trafficking.

What if Not Just the Blood?

The peripheral blood is considered as the bona fide route for
native MSC trafficking (He et al., 2007). Indeed, the detection
of blood-borne CFU-Fs was earlier (Maximow, 1928) than
the detection of BM CFU-Fs (Friedenstein et al., 1968, 1970).
However, it is well established that some types of stem cells
such as hematopoietic stem cells recirculate daily between the
BM and the blood and egress to extramedullary tissues via
the lymphatic system (Massberg et al, 2007). Until a few
years ago, the composition of the lymphatic fluid was virtually
unknown. This lack of knowledge was mostly due to the technical
difficulty in cannulating lymphatic vessels and the small amount
of collected fluid. Over time, some of these technical issues
have been resolved, and as such, lymph “omic” composition
in physiological and pathological conditions received a lot of
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attention (Santambrogio, 2018). However, the precise cellular
composition of lymph is still obscure, and immune cell transit
was mostly investigated (Platt and Randolph, 2013). Yet, we have
demonstrated that MSCs originating from AT, the ASCs (Zuk
et al,, 2001; Gimble and Guilak, 2003), are found in the lymph
fluid in response to lymph node inflammation (Gil-Ortega et al.,
2013). Other studies indicate that systemically infused MSCs
can be found in secondary lymphoid organs [e.g., mesenteric
lymph nodes after intracardiac infusion (Li et al.,, 2012), lymph
nodes, Peyer patches, spleen (Schwarz et al., 2014)]. Interestingly,
Han et al. (2020) very recently reported the presence of lots of
circulating cells able to form spheroids in the thoracic duct of
a mouse model of melanoma, though distant metastases were
not developed. Altogether, those data suggest that as cancer cells
do, MSCs may exploit several bodily fluid systems as natural
transportation routes (Follain et al., 2020; Figure 1).

Whether the clinical context, fluid biomechanics, and tissue
microenvironment have a role in the initial choice of the
fluid route is unknown. As well, accessibility of blood and
lymphatic vasculature may strongly influence the pathway
taken for MSCs to transit. Finally, flow velocities and shear
stress are lower in lymphatic vessels (Dixon et al, 2006),
and lymphatic dissemination has been suggested as less
deleterious than dissemination through the blood for some
type of cancer cells (Wong and Hynes, 2006). Lymph fluid
could thus represent a more favorable route for MSCs since
their survival may benefit from the passive, low-shear system
of fluid transport characteristic of lymphatics. Consequently,
an improved understanding of this process might provide
a new avenue for targeting MSC transit and might explain
conflicting results. At last, the fibroblastic nature of MSCs
allows considering extra-circulatory alternative routes, such
as connective tissues, for MSC mobilization (Figure 1). The
potential for such trafficking events, putative mechanisms, and
potential functional roles represents important questions for
future investigation.

WHICH PHYSIOLOGICAL RESERVOIRS
MAY BE MOBILIZED?

MSCs reside in virtually all postnatal organs and tissues; however,
not all organs contain the same amount of MSCs (da Silva
Meirelles et al., 2006; Crisan et al., 2009). BM is generally
considered as the major reservoir of mobilizable MSCs (Koh
et al, 2007; Koning et al., 2013). Nevertheless, together with
the absence of unique specific markers, the lack of MSC
tissue-specific markers impairs the parallel analysis of various
physiological reservoirs. Consequently, it is very likely that the
role played by extramedullary organs in participating in the pool
of circulating endogenous MSCs is underestimated. Indeed, AT is
alarge source of MSCs, named ASCs (Zuk et al., 2001; Gimble and
Guilak, 2003). The uncultured stroma-vascular fraction (SVF)
from AT usually contains up to 30% of ASCs. This is 2,500-fold
more than the frequency found in BM (Fraser et al., 2008; Baer
and Geiger, 2012). Consequently, AT represents so far the largest
physiological reservoir of MSCs.

In the attempt of investigating to what extent AT contributes
to the pool of circulating endogenous MSCs, we and others
have shown that endogenous ASCs are mobilizable and that
such mobilization is triggered in response to various types of
stresses from inflammation to fat overload (Zhang et al., 2009;
Kolonin, 2012; Gil-Ortega et al., 2013, 2014; Girousse et al., 2019).
Consequently, AT also largely accounts for the pool of circulating
endogenous MSCs, but animal models are still needed to clearly
evaluate the respective part played by BM vs. AT.

WHY DO ENDOGENOUS
MESENCHYMAL STEM/STROMAL
CELLS CIRCULATE?

‘Whatever the reservoir, circulating endogenous MSCs belong to
the group of blood-circulating rare cell populations, classified
by Schreier and Triampo (2020) into “constructive” and
“destructive” cell types. MSCs are mostly considered as
constructive cell types because of their repair and/or homeostasis
maintenance properties. The current knowledge on the
functional roles of MSCs mainly relies on studies using in vitro-
expanded MSCs (Keating, 2012; Galipeau and Sensébé, 2018;
Pittenger et al,, 2019). The struggles in clearly defining native
MSCs negatively influence advancement in understanding their
role(s) in vivo and what is more the role of their circulation. Last,
since MSCs virtually reside in all postnatal organs and tissues (da
Silva Meirelles et al., 2006; Crisan et al., 2009), one may wonder
why MSCs circulate toward distant “injured/inflamed” sites,
while resident ones could perform the same activities.

The Interorgan Communication Network

The long-term maintenance of an organism’s homeostasis
and health relies on the accurate regulation of organ-organ
communication (Silverthon et al, 2009). To do so, the
central nervous system regulates many organ behaviors using
hormones or neurons and organs developed systems to directly
communicate their states to one another. This interorgan
communication network (ICN) is made up of soluble factors
such as peptides, proteins, and metabolites that act between
organs to coordinate essential and specialized cellular processes
under homeostasis and stress (Droujinine and Perrimon, 2016;
Figure 2). Recent studies show that more than 15% of the
protein-coding genome encodes for roughly 3,000 secreted
proteins, but only a handful of them has been properly
annotated (Uhlen et al,, 2010; Lindskog, 2015). Consequently,
the nature of the ICN remains largely a mystery (Droujinine
and Perrimon, 2013). The interorgan communication is seen
to occur through secreted molecules; however, accumulating
data show that organs communicate their state via other ways.
For instance, extracellular vesicles (EVs) have emerged as a
novel messaging system of the organism, mediating cell-cell and
interorgan communication (Gould et al., 2003). EVs are secreted
membranous structures, entrapping nucleic acids, diverse cellular
proteins, and metabolites, and are predicted to transfer their
packaged molecules from one cell to another (Gould et al., 2003).
EVs traffic to local or distant targets to execute defined biological
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functions (Théry et al, 2009; Thomou et al., 2017; Margolis
and Sadovsky, 2019). Consequently, the ICN encompasses other
modes of communication than secreted molecules, and as such,
whether the circulation of MSCs is a way of communication
between organs needs to be considered.

Circulating Mesenchymal Stem/Stromal
Cells, a Way to Communicate Between
Bodily Stromas

As stated above, the stromal compartment of each organ
structures, nurtures, and remodels the functional compartment
to ensure organ homeostasis. MSCs, being a central cellular
component of bodily stromas, can be viewed as stroma “sentinel,”
sensing stromal state and ultimately the organ state. The
following scenario regarding the role of circulating endogenous
MSCs may be proposed.

Just as suggested for the regulation of body temperature or AT
mass in the form of thermostat and adipostat, respectively, bodily
stromas could be regulated by a set point to ensure the organism’s
homeostasis that we will name here the “stromastat.” Organ
failure leading to stromastat modification could be detected by
resident MSCs and trigger the early and rapid transfer from
MSC reservoirs to the failing organ. This early transfer of
MSCs would support the resident pool of MSCs to allow the
rebalance of the failing organ. In parallel, to ensure stromastat,
data report that the mobilized reservoir may be replenished
(Koning et al.,, 2013; Figure 2). Thus, a possible answer to the
meaning of MSC circulation could be that MSCs may represent
the cellular part of the ICN. Indeed, evidence that MSCs may
belong to the ICN is accumulating. For instance, following organ

imbalance (e.g., inflammation, metabolic stress), we observed
that ASCs transfer very early from AT toward inflamed lymph
nodes (Gil-Ortega et al., 2013) or injured/remodeling skeletal
muscle (Girousse et al., 2019). Similar results were also reported
for BM-derived MSCs in response to other inflammatory/injury
contexts such as myocardial infarction (Fukuda and Fujita, 2005),
cranio cerebral trauma (Deng et al., 2011), and encephalomyelitis
(Koning et al., 2013). Interestingly, independently of the clinical
context or the reservoir investigated, the common point of
those studies is the kinetic with which MSCs transfer from
their reservoir to the unbalanced site. Such interorgan MSC
transfer involves few amounts of cells when compared to the
pool of local MSCs. However, we and others have demonstrated
that, though discrete, such infiltration dramatically impacts the
fate of the organ repair/regeneration/remodeling (Kumar and
Ponnazhagan, 2012; Hu et al., 2013; Koning et al., 2013; Girousse
et al,, 2019). In addition to this, the impact of this rare MSC
population could be amplified by the production of EVs, like an
inverted funnel effect.

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

Both the mobilization and circulation of endogenous MSCs in
physiology and pathology are undoubtful as seen in the present
review. However, there are still several questions to be resolved
before understanding the meaning of such circulation. One
can argue that this is merely explainable because of current
available technologies and lack of MSC-specific markers. Indeed,
being a population of rare cells in the blood, we have only
scratched the surface of the potential of circulating MSCs in
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diagnostics and regenerative medicine. It appears that in case of
“emergency,” MSCs traffic from adipose or BM reservoir toward
distant “injured/inflamed/imbalanced” organs where infiltrated
MSCs trigger local mechanisms to allow repair/regeneration.
In return, the MSC provider replenishes its own reservoir so
that both compartments balance their respective MSC pools,
suggesting the presence of a set point that we suggested
to name the “stromastat” (Figure 2). How the stromastat
regulates organ responses to various stresses and pathological
contexts is completely unexplored. This interorgan way of
communication may be an unsuspected source of therapeutic
targets to help in maintaining whole-organism homeostasis.
At last, a better understanding of the control of endogenous
MSC circulation, including the description of mobilization and
attraction mechanisms, will represent an essential step that will
condition their therapeutic potential.
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Résumé

Les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs), cellules stromales mésenchymateuses (CSMs) résidentes
du muscle squelettique, jouent un réle crucial dans I’'homéostasie et la régénération musculaire via
leurs activité paracrine. Les avancées technologiques récentes dans le domaine du séquencage de
I'ARN en cellule unique ont permis la description de I'hétérogénéité de cette population cellulaire.
Dans cet article nous présenterons les différentes sous-populations de FAPs en condition basale,
lésionnelle ou de dégénérescence ainsi que leurs fonctions associées chez la souris et 'Homme. Nous
discuterons ensuite de I'origine extra-musculaire possible d’une population de FAPs post lésion. Ainsi,
des travaux récents démontrent que des CSMs provenant du tissu adipeux et infiltrées dans le muscle
pourraient participer a I’hétérogénéité des FAPs.

Introduction

En 2010, deux groupes décrivent dans les muscles squelettiques de souris |la présence de progéniteurs
fibro-adipogéniques (FAPs)[1, 2]. Les FAPs appartiennent a la famille des cellules stromales
mésenchymateuses (CSMs) définies en 1974 par Friedenstein dans la moelle osseuse[3] et qui se
caractérisent par leur capacité a se différencier en adipocytes, chondrocytes et ostéocytes. En outre
les FAPs possédent également une valence fibroblastique[1, 2]. Bien que les FAPs aient d’abord été
identifiés dans un contexte physiopathologique visant a expliquer les mécanismes cellulaires
responsables de I'accumulation ectopique de graisse dans les muscles squelettiques, un ensemble
d’études a mis en lumiére depuis 2010 leurs réles bénéfiques dans I'homéostasie et la régénération

musculaire[4].

Comme la plupart des populations cellulaires, les FAPs présentent une hétérogénéité, soit intrinséque,
soit influencée par le microenvironnement. L’étude de cette hétérogénéité initialement réalisée par
des mesures d’expression génique sur FAPs triés et par cytométrie en flux s’est enrichie des
technologies plus puissantes de séquencage de I’ARN sur groupe de cellules puis en cellule unique.
Ainsi, cette revue a pour objectif de présenter succinctement dans une premiére partie les différentes
sous-populations de FAPs et leurs fonctions identifiées chez la souris et ’'Homme. Dans une seconde
partie, nous discuterons de travaux récents mettant en jeu tissu adipeux et muscle squelettique, qui
permettent aujourd’hui de proposer une origine extra-musculaire d’une population de FAPs
participant a I'hétérogénéité de cette famille cellulaire.
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I/ La Mosaique fascinante des FAPs

D’un point de vue fonctionnel, les FAPs sont décrits pour fournir un environnement de soutien aux
cellules myogéniques ; ils représentent la principale source de composants de la matrice extra-
cellualire (MEC), tels que les collagénes (par exemple Col6al, Col5al), la laminine (lama2, lamb1) et la
fibronectine (Fbn1)[5]. Cette structure joue un rdle essentiel dans la transmission de la force
musculaire, fonction principale du muscle. Les FAPs permettent ainsi le maintien de I'organisation de
la MEC et donc d’assurer la longévité de la fonction musculaire.

a) FAPs quiescents : les gardiens de la structure

Une vingtaine d’études fondées sur des analyses OMICS en cellules uniques ont documenté
I'hétérogénéité de la population de FAPs. Chez la souris, Malecova et al. ont d’abord rapporté
I'existence de 2 populations caractérisées par les marqueurs Tie2 et Vcam1; la forte expression de
Vcam1 étant préférentiellement associée a un profil pro-fibrotique[6]. Par la suite, d’autres études ont
également décrit la présence de deux populations différentes de FAPs[7-10] : i) une population de
progéniteurs multipotents ayant pour marqueurs dpp4*, fbn1* et cd55* et ii) une population cxcl14*,
lum®, exprimant des génes impliqués dans le remodelage de la MEC (Tableau 1). Le sécrétome
« virtuel » proposé par Negroni et al. soutient le réle fonctionnel de ces 2 sous-populations de FAPs
dans I'organisation structurelle de la MEC[11].

Chez 'Homme, la premiére description de I'hétérogénéité des FAPs a été réalisée par Rubenstein et
al. dans une étude qui inclut de jeunes individus sains[9]. Dans ce travail, ils rapportent la présence de
deux populations de FAPs similaires a celles identifiées chez la souris, i.e. une population FAPs lum* et
une autre fbn1* (Tableau 1). Par ailleurs, un ATLAS représentatif de toutes les populations cellulaires
retrouvées au sein du muscle squelettique chez ’'Homme a été publié[12] et a permis de confirmer ces
sous-populations de FAPs (Tableau 1). Récemment, Fitzgerald et ses collaborateurs identifient une
population supplémentaire de FAPs, exprimant le marqueur Mme*, présentant un profil pro-
adipogénique (Tableau 1).

b) FAPs activés : les émissaires de la régénération musculaire.

Afin d’étudier la diversité et I’évolution des populations de FAPs en condition de régénération
musculaire, le modéle murin de lésion musculaire induite par des agents myotoxiques tels que la
cardiotoxine ou la notexine (qui entrainent une rupture des jonctions neuromusculaires aboutissant a
une nécrose des fibres musculaires) est le plus répandu dans la littérature. Quantitativement, la
population de FAPs, mesurée par cytométrie en flux, augmente dés le premier jour post lésion (jpl)
pour atteindre un maximum autour de 3-4 jpl. Cette augmentation de FAPs est soutenue par une
prolifération qui, elle, débute a 2 jpl[1, 13], laissant la phase précoce d’amplification des FAPs sans
explication (Figure 1). Qualitativement, dans la phase précoce (0.5-2 jpl), différents auteurs décrivent
un changement d’expression génique des FAPs caractérisé par I'expression de marqueurs communs,
dont de nombreuses cyto/chimiokines (Tableau 1) et qui a été traduite par une « activation » des FAPs.
Il est intéressant de noter que cette population apparait dés 12h[7] post-lésion et perdure a 48h[8,
10].

D’un point de vue fonctionnel, 'importance de la production de cytokines par les FAPs nécessaire a
une régénération musculaire efficace a été largement démontrée[14-17]. C'est le cas, par exemple de
I'IL-33, majoritairement produite par les FAPs au cours des 12 premiéres heures aprés la lésion, et qui
permet de stimuler la prolifération des cellules immunitaires Treg[16]. Les FAPs ont aussi été rapportés
comme sécrétant de I'll-10 en réponse a une lésion[18], jouant un réle important dans le changement
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phénotypique des macrophage vers un profil anti-inflammatoire et favorisant ainsi la régénération
musculaire[19]. De plus, les travaux de Negroni et al. visant a analyser le « sécretome virtuel » des
FAPs, identifient la follistatine, I'll-6, le CXCL1 et le CXCL5[11] a ce stade de la régénération musculaire.
L'll-6 et la follistatine ont été rapportées comme étant produites au cours de la régénération[1, 17] et
favorisent la prolifération[20] et la fusion[17] des cellules souches musculaires respectivement.

En résumé, a ce stade précoce du processus de régénération, les « FAPs quiescents », subissent un
changement d’état vers un statut « activé ». Ce profil d’expression génique distinct, orienté vers la
sécrétion de cytokines et de chimiokines permettrait d'établir une communication spécifique avec les
cellules environnantes, notamment les cellules souches satellites et les cellules immunitaires,
essentielles a l'initiation du processus de régénération musculaire. Pour illustrer I’adaptation trés
rapide des FAPs au changement du microenvironnement induit par la Iésion et leur mission support
dés l'initiation de la régénération musculaire nous proposons un statut de FAPs « réactifs » plutét qu’
« activés » comme mentionné dans la littérature.

c) FAPs de remodelage : les ouvriers de la régénération.

Une régénération musculaire est considérée comme aboutie lorsque la récupération morphologique
et fonctionnelle du tissu a lieu entre 21 et 28 jpl [21]. Dans le processus de régénération, la quantité
des FAPs atteint un pic autour de 3 jpl pour retrouver les quantités initiales autour de 9 jpl[13]. Dans
ce contexte, les analyses OMICS en cellule unique ont révélé 1a aussi un changement de I'expression
des génes des FAPs « réactifs ». Entre 3 et 10 jpl il est rapporté par Oprescu et al., De Michelli et al. et
Scott et al., une diminution de I'expression des cytokines et chimiokines au profit d’une expression de
génes liés a la modulation de la MEC tels que les génes de la grande famille des collagénes, des
laminines et des fibrillines[7, 8, 10] (Tableau 1). L’étude d’Oprescu et al. définit cette population de
FAPs par I’expression dominante du marqueur wisp1*[7]. A 10 jpl, les FAPs adoptent ensuite un profil
d’expression qui se caractérise par I'expression majeure de dlk1 (Figure 1), un marqueur connu des
progéniteurs adipogéniques[22] pouvant suggérer un engagement de cette population vers un profil
adipeux dans des temps plus tardifs de la régénération. L’étude menée par Negroni et al. soutient
également ces observations, mettant en évidence la prédiction de la sécrétion de protéines
essentielles a la composition et I'organisation de la MEC[11], un processus nécessaire a la régénération
musculaire[23]. Par leurs sécrétions les FAPs agissent alors comme des « ouvriers » capables de
restaurer le réseau matriciel qui a été désorganisé suite a la lésion musculaire[21, 24].

d) FAPs de résolution : pour un retour de I'équilibre.

Au cours des stades terminaux de la régénération musculaire, entre 21 et 28 jpl, Oprescu et al. ont
identifié une population de FAPs caractérisée par I'expression de Osrl. Au sein de cette population,
I'étude de trajectoire permettant d’établir le devenir de cette population & partir de I'expression
génique, a permis de révéler une divergence de la population Osrl* vers deux sous-populations
distinctes marquées par I'expression respective de dpp4 et cxcl14 décrits initialement a I'état basal
(Tableau 1). Entre 7 jpl[10] et 14 jpl[8], De Micheli et al. et Scott et al. décrivent une réapparition des
populations de « FAPs quiescents ».

e) Les FAPs en condition pathologique : émergence ou dérégulation ?

La perte de masse musculaire et son remplacement par des tissus fibreux et adipeux sont des
caractéristiques fréquentes de diverses maladies musculaires telle que la myopathie de Duchenne
(DMD). Pour tenter d’expliquer I'origine de ces dépdts anormaux, 'attention s’est portée sur les FAPs
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du fait de leur capacité a se différencier en adipocytes ou en cellules fibroblastiques[1, 2]. Dans ce
contexte I'hétérogénéité des FAPs a également été décrite.

Contrairement a une lésion aigug, qui induit une expansion transitoire de la population de FAPs (Figure
1), une augmentation persistante du nombre et de I’hétérogénéité des FAPs est observée dans les
muscles dystrophiques murins. Deux sous-populations de FAPs, caractérisées par leurs niveaux
d’expression des marqueurs sca-1 et cd34[25] sont présents dans les muscles des animaux
dystrophiques. Un niveau de sca-1 élevé est associé a un état prolifératif tandis qu’un niveau faible
semble plutdt pro-adipogénique[25]. Plus récemment, une étude a été réalisée chez 'Homme par
Fitzgerald et al. a partir de biopsies de patients ayant subi une arthroplastie de la hanche (THA), une
condition également associée a une dégénérescence adipeuse des muscles a proximité. Les auteurs
ont identifié et caractérisé fonctionnellement une population particuliére de FAPs pro-adipogéniques
exprimant le marqueur mme (ainsi que d’autres génes comme ptgds, cxcl14 et smoc2 impliqués
dans I'immunorégulation et I'organisation de la MEC [26]. En revanche, cette étude n’apporte pas de
point de comparaison chez des sujets sains, qui aurait permis de mieux caractériser cette population
et surtout de comprendre son évolution au cours de la mise en place de la pathologie. A ce jour, la
littérature ne permet pas de déterminer si la fibrose et/ou I'accumulation adipeuse observée dans des
conditions physiopathologiques résulte de I'émergence d'une nouvelle population de FAPs dans le
muscle ou de modifications quantitatives et/ou qualitatives d'une population déja présente a I'état
basal (Figure 1).

L'étude des facteurs micro-environnementaux régissant I'engagement fibro-adipeux des FAPs
demeure nécessaire a la compréhension globale des myopathies. Différentes études ont illustré le role
du TGF-B, pro-fibrotique et anti-adipogénique[24] en condition de régénération défectueuse. D’autre
part, la sécrétion de TGF-B par les macrophages inhibe I'apoptose des FAPs et favorise leur sécrétion
de MEC, mettant ainsi en évidence leur role pro-fibrotique dans le muscle dystrophique[13].

Pour résumer, les techniques récentes de séquencage de I’ARN en cellule unique ont permis d’affiner
notre connaissance des FAPs et de décrire la diversité de cette population cellulaire. Les différents
travaux en situation basale et suite a la Iésion musculaire ont révélé des sous-populations tour a tour
« quiescentes », « réactives » et « remodelantes », avec réapparition du profil initial a I'issue de la
régénération. Sur le plan quantitatif, les études montrent une augmentation du nombre de FAPs dés
les phases précoces de la régénération (1 jpl), mais paradoxalement sans soutien prolifératif a ce stade.
Cette observation souléve I’hypothése d’une origine extra musculaire de certaines sous-populations
de FAPs qui apparaissent post-lésion. Dans le prochain chapitre, nous explorerons I'hypothése du tissu
adipeux comme source de CSMs contribuant a I’hétérogénéité de la population de FAPs du muscle
squelettique.

II/ Deux mondes en synchronisation : le tissu adipeux et le muscle en tandem.

a) Le tissu adipeux : réservoir d’'une population de progéniteurs hétérogénes.

Au sein du tissu adipeux, il existe un type cellulaire étroitement similaire aux FAPs appelé ASCs, pour
Adipose Stromal Cells, qui appartiennent également a la famille des CSMs. Si les ASCs ont été
caractérisées bien avant les FAPs[27], I'étude de leur hétérogénéité par des méthodes de séquencage
de 'ARN en cellule unique n’est que plus récente. Les différents travaux ayant analysé les tissus
adipeux murins (sous-cutané -ScAT, et viscéral) avec cette technologie s’accordent tous sur la
description de 3 sous-populations d’ASCs en condition basale chez la souris : i) une population de
progéniteurs multipotents avec les marqueurs principaux dpp4, cd55 ou cd34 (Tableau 1) douée d’une
forte activité proliférative, ii) une population de précurseurs engagés dans la voie adipogénique (avec
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marqueurs principaux icam1, dlk1, pparg) et iii) une population d’ASCs régulatrices (avec marqueurs
principal cd142) capables de réprimer I'adipogénése des autres ASCs via leur activité paracrine[28-32]
(Figure 1). Chez ’Homme ces populations sont également conservées[26, 28] en condition basale et
pathologique[33].

b) FAPs et ASCs : ressemblances et dissonances ?

Jusqu’a présent, aucun travail n’avait réellement comparé les populations de FAPs du muscle
squelettique aux populations d’ASCs du tissu adipeux que ce soit chez 'Homme ou chez la souris. Ce
n‘est qu’en 2023 que les travaux de Fitzgerald et al., dans le cadre de I'étude de la dégénérescence
graisseuse des muscles fessiers chez des patients subissant des THA, proposent une comparaison de
leurs données humaines dans le muscle avec les résultats de Merrick et al. dans le tissu adipeux. Leur
population de FAPs cd55* est trés étroitement apparentée a la population d’ASCs multipotentes
exprimant dpp4 du tissu adipeux. En revanche, la population de FAPs pro-adipogénique (caractérisée
par le marqueur mme) semble transcriptionnellement distincte de la populations d’ASCs icam*/dlk1*
douée pourtant, au sein du tissu adipeux, du méme potentiel de différentiation.

Il est toutefois intéressant de noter que cette population de précurseurs engagés dans I'adipogéneése
du tissu adipeux s’apparente fortement aux populations de FAPs respectivement dlk1* et icam1*
décrites par Oprescu et al. et Merrick et al. post lésion musculaire et soupgonnés de contribuer a la
formation d’adipocytes ectopiques en situation pathologique[26, 34] soulevant ainsi la question de
I'existence de sous-populations de MSCs communes a ces deux tissus (Figure 2). Nos travaux de
séquencage d’ARN, sur pools d’ASCs murines de tissu adipeux sous-cutané d’une part et de FAPs de
muscle quadriceps d’autre part, avant et 24h post lésion musculaire, ont renforcé cette hypothése.
Nous avons en effet observé que le profil transcriptomique des FAPs post-lésion s’apparente plus
fortement a celui des ASCs qu’a celui des FAPs avant la ésion [35].

c) _Letissu adipeux : contributeur a ’hétérogénéité des FAPs ?

Les travaux antérieurs de notre équipe démontrant que le tissu adipeux sous-cutané de souris était
capable de libérer des ASCs en réponse a des stress d’origine inflammatoire[36] et métabolique[37],
le profil transcriptionnel préférentiel de ces cellules en faveur des mécanismes de migration ainsi que
les similitudes entre ASCs et FAPs évoquées précédemment nous ont permis de proposer I'hypothése,
dans larticle de Sastourné-Arrey et al. en 2023, selon laquelle le tissu adipeux était capable de libérer
des ACSs qui infiltrent le muscle suite a la lésion.

Par des approches in vivo de tracage des ASCs couplées a des méthodes de cytométrie en flux et
d’immunohistochimie, nous avons été capable de démontrer et quantifier 'infiltration musculaire des
ASCs du tissu adipeux sous-cutané dans le muscle a 1 jpl. Sur un plan fonctionnel, I'interruption de
cette infiltration affecte négativement la régénération musculaire. Ce travail permet donc de
démontrer chez la souris que suite a une lésion musculaire, une partie des FAPs du muscle sont en
réalité des ACSs provenant du tissu adipeux sous-cutané.

Conclusion

Jusqu’a présent, I’hétérogénéité de la population de FAPs observée dans le muscle était attribuée aux
changements d’expression génique induites par le micro-environnement lésionnel permettant aux
cellules d’acquérir temporairement un profil transcriptionnel nécessaire pour assurer leurs différentes
fonctions au cours de la régénération musculaire. Nos récents travaux démontrent, en plus, que cette
hétérogénéité peut étre alimentée par une origine extra-musculaire d’une partie des FAPs post lésion.
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Le role de cette communication inter-organes ainsi que le celui de cette population cellulaire infiltrée
restent a définir.

Liens d’intérét

Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet article.
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Liste des figures

Tissu Groupe de FAPs / ASCs Marqueurs Espéce Références
F1: Dppas, Fil6, lafbps, Fbni, CdSS, Mfops, Peoicez
F2: Cxcl14+, Smoc2, Gsn, Lum, Col15as, Coldal souris Oprescu et al. 2020
F1: 5frps, lafbps, Sema3c, Dpps, Tofrb2,Wnt2
F2: xCl14,Colag1, ColdaZ, Coléal,602, 603,Colisal Lum,
Sparcls, Podn,Smoc2,Mgp, 5gn souris Scott et al. 2019
FAPs
Muscle F1: EBN14, CdSS, Mfops, Fstis Souris/
Quiescents F2: LUMs, Colda2, Col1sat, Cxclid, Smoc2, Den wemain | Rubenstein et al. 2020
(Etat basal)
F1:£bn1, Mfops,cdss
£2 :Smoc2 Adh1b,Abc18,Cxclis Humain i
F3:Colios,5frpé, Serpines,Cel2 De Michelli et al. 2020
Adipocytes : Apod, Gpx3, Glul, Cxci1d
:; %m’%zm et Humain Fitzgerald et al. 2023
F3: Gpc3+, Sfrp2
; Cxels, oxcf3, Col7, €2 :
FAPs « Activés » / Souris Oprescu et al. 2020
Muscle « Réactifs » L souri Scott et al. 2019
(0,5-1,5jpl) cel7, cxcls, el sours | De Michelli et al. 2020
Wisp+, ColBo1, Col12a1, Col16a1, | DIk1+8830012L14Rik,
Col1101, Tnc, Fbn2 et Adom12 | Megs, Airn, Pegs, 5
it 125, S souris Oprescu et al. 2020
Muscle FAPs Remodelage ColSa2, Colida1, Coli5a1, Fbin1, Fbins, Hspg2, Lomaz,
Ltomod, Lomc1, Lomb2,Nid2, Adomi2, Postn, Lox, Acto2, Souris Scott et al. 2019
(3-10jpl) Colfal, Colto2
Colial, Colia2, Postn, Bgn Sparc Souris De Michelli et al. 2020
el S eppacispld | sours | Oprescu etal. 2020
FAPs Résolution -
« return to baseline level » Souris Scott et al. 2019
Muscle _
(7 =il ]pl) « return to baseline level » .
souris | pe Michelli et al. 2020
AL: Dopds, Wnt2,Bmp7,Pils sowris/
A2: icom1+, Dik1,Pporg, Fabpd Cd36 Fhemain Merrick et al. 2019
A3: Cd142+,Clecilo
Al : CdSs, 111301
A2: Pporg Fobpd Prdm 16 Adom12 Souris Schwalie et al. 2018
A3 : Cd142 Abcgl
Tissu A1 : Pporg,Fobpd
di ASCs Quiescents A2 : Cd36,Plint Souris Emont et al. 2022
adipeux (Etat basal) Précurseurs fibro-inflammatoires : Ly5C1,5frp4, Pils, Limchi
Al : Foxp2,Hes1,Lox,igf1,Lpb
A2 : Cd36 Lpl,Gota2,Poarg Fof10 Souris Sarvari et al. 2021
3 : Ebf2,Rock2,2fp521,8mps, Ebf1
A4 : Fbni,KIfa, KIf2,Fn1, Lox]s
Al :Dpps, Pils
A2: fcom1, Coldo2,Cavi Souris Burl et al. 2018
Diff. ASC : Lipe,Adipog, Plini, Cor3

Tableau 1: Liste des génes exprimés par chaque sous-populations de FAPs et ASCs murines et
humaines. En gras, les marqueurs majeurs choisis par les auteurs pour définir la sous-population. Les
génes soulignés sont communs aux différentes études.
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Figure 1 : Evolution de I'hétérogénéité des FAPs au cours de la régénération musculaire chez la souris.
La courbe bleue correspond a I'évolution de la quantité de FAPs post-lésion issue de I'étude de Lemos
et al.. Les encadrés correspondent a chaque population de FAPs définie par leur(s) marqueur(s). Les
fleches en gras correspondent au changement d’état de chacune des populations conformément a
I'hypotheése des différents auteurs.
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Figure 2 : Représentation des différentes populations d’ASCs et FAPs présentes dans le tissu adipeux

et le muscle en condition basale et lésionnelle.
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Introduction

Skeletal muscles represent 40% of the body mass. It is
formed by contractile multinucleated muscle fibres,
resulting from the fusion of myoblasts. The main
function of skeletal muscles is to generate the forces
required to maintain posture and produce movement.
After a trauma, skeletal muscles exhibit this amazing
capacity to regenerate and repair. However, this
regenerative capacity is dramatically impaired as we
age leading to muscle mass decline, associated with
physical frailty and increased risk of morbidity.

It has been shown that adipose tissue mass is
correlated with skeletal muscle function and mobility,
such that adipose tissue deposition in muscle and loss
of muscle mass occur simultaneously with aging and
in other muscle-related diseases [1-5]. Furthermore,
muscle regeneration after injury is also associated
with a transient remodeling of the stromal and
immune cell component of muscular cells [6].

Thus, a better characterization of both adipocyte
accumulation and cellular composition in skeletal
muscle after injury is mandatory to increase our
knowledge of the events occurring during muscle
regeneration post-damage.

Tissue clearing techniques, especially those using
organic solvents have enabled three-dimensional
imaging of whole tissues by transforming thick tissues

into optically transparent thick tissues. But these
techniques present some drawbacks since direct lipid
staining is impossible because of their complete
extraction, making it impossible to visualize
adipocytes by using probes staining lipids (bodipy),
Furthermore, some tissues such as large skeletal
muscles are difficult to clear entirely. An intermediate
solution for quantification of both adipocyte content
and cellular composition post-injury resides in pseudo
3D imaging on thick muscle slices.

Procedures

Sample preparation: For this purpose, we routinely
perform quadriceps femoris muscle sampling in mice.
Our objective is to obtain a global vision of the events
present in the muscle at a given time. Longitudinal
sections are the most pertinent to answer this
question.

The muscle is fixed in neutral buffered 4% (w/v)
paraformaldehyde (24h at room temperature). Note,
if samples are fluorescent, it is important to keep
them away from light during fixation. Then, the
muscle is rinsed in PBS and embedded in 3% agarose
gel to perform longitudinal sectioning. In order to
make parallel sections with the muscle fibres, the
muscle must be embedded as shown in Figure 1.
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Figure 1: Schematic representation of the quadriceps
femoris muscle mounting

Sample sectioning: The agarose block containing the
muscle is then turned over and attached with glue to
the metal tissue mount of the 5100mz vibrotome.
Then, the whole muscle is immersed in a pre-cooled
PBS solution making sure to keep the temperature
between 3 and 4°C to improve the sectioning
efficiency. The cutting speed is a key parameter to
preserve the integrity of the tissue. The amplitude,
frequency and the section thickness remain fixed. We
use a speed of 0.25mm/s for young mice muscles and
0.10mm/s for the injured/old ones. Using a
paintbrush, the floating muscle thick section is then
transferred to a culture dish previously filled with PBS
containing antibiotics and antifungals, for longer
preservation.

Specific examples

Fat accumulation in the form of adipocytes located
between muscle fibres in response to diet challenge
[4] or after muscle injury was investigated. BODIPY, a
marker of neutral lipids, was used to stain the lipid
droplets of mature adipocytes. Then, using confocal
microscopy on whole muscle section we quantified
the surface occupied by adipocytes within the muscle.

Figure 2: Mouse quadriceps muscle section stained with
bodipy (green). (Scale 1000 um)

This type of muscle sectioning combined with the
immunofluorescence technique has also allowed us to
observe both muscle-derived stromal and immune
components. Using a CD45 antibody, a leukocyte

Application Note

www.campdeninstruments.com

marker, and PDGFRa antibody, a marker of muscle
mesenchymal stromal cells, we were able to monitor
the evolution of these cell types in the muscle over
time after injury.

Figure 3: Mouse quadriceps muscle section stained with
PDGFRa (green), CD45 (red) antibody and DAPI (blue) 1 day
after muscle injury. (mf: muscle fibers; Scale 50 pm)
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