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RESUME

L’homéostasie du muscle squelettique est assurée par sa remarquable aptitude a réguler
différents parameétres physiologiques tels que ses fonctions métaboliques ou sa masse. La
régulation de la masse musculaire représente un enjeu important pour I'organisme car une
dérégulation de cette derniére impacte le métabolisme énergétique global ainsi que d’autres
parameétres tels que la locomotion. Ce tissu présente également une capacité importante de
régéneération suite a des blessures causees par des exercices intensifs ou des myopathies. La
régénération du muscle squelettique nécessite une interaction spatio-temporelle précise entre
les cellules satellites (SC) et les cellules immunitaires, qui fournissent le microenvironnement

optimal pour la prolifération et la différenciation des SCs.

Les rythmes circadiens, générés par notre horloge biologique, contrdlent diverses fonctions
physiologiques telles que le métabolisme et 'immunité. Ce systéme permet aux organismes
d'anticiper des changements environnementaux prévisibles tels que I'alternance jour/nuit. Au
niveau métabolique, il coordonne la mise en place des voies nécessaires au stockage des
nutriments ou au contraire a la dépense énergétique. Concernant 'immunité, le role majeur de
I'horloge est de réguler la circulation et la fonction des différentes cellules immunitaires afin de
préparer ce systéme durant les phases de la journée ou le risque d’infection est le plus élevé.
Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au rdle de I'horloge circadienne dans le
contréle de la masse du muscle squelettique mais également dans sa capacité régénérative.
Le laboratoire a préalablement démontré un réle majeur de Rev-erba, un composant
moléculaire de I'horloge circadienne, dans la fonction du muscle squelettique. En effet, ce
récepteur nucléaire régule la capacité oxydative musculaire en contrélant les processus de
biogenése mitochondriale et d’autophagie. Les résultats obtenus durant ma thése mettent en
évidence un rble essentiel de Rev-erba dans le contrble de la masse musculaire. Précisément,
une délétion globale de Rev-erba chez la souris entraine une diminution de la masse
musculaire associée a une augmentation de I'expression des génes relatifs a I'atrophie
musculaire. De fagon intéressante, I'activation pharmacologique de ce récepteur permet de

contrer I'atrophie musculaire induite par un traitement aux glucocorticoides.

En paralléle, jai également mis en évidence le rble de I'horloge biologique dans le processus
de régénération musculaire. Nous avons montré que des perturbations environnementale et
génétique de I'horloge ont un impact sur la régénération du muscle squelettique associé a une
altération du recrutement des cellules immunitaires et principalement des cellules myéloides.
En outre, l'utilisation de modéles génétiques d’altération de I'horloge dans les cellules

myéloides a mis en évidence des défauts de régénération démontrant I'importance d’une



horloge fonctionnelle au sein de cette population pour contrdler la réparation du muscle
squelettique. Des analyses transcriptomiques nous ont permis de relier ce défaut de
régénération a une expression perturbée de chimiokines, essentielles dans la communication
entre les cellules immunitaires et les cellules satellites, pouvant étre a I'origine du défaut de

myogenese observé dans nos modéles.

Par ailleurs, nous nous sommes intéressés dans ce contexte de régénération musculaire a
I'étude d’'une population immunitaire nouvellement identifiée : les cellules lymphoides innées
(ILCs). Ces cellules de 'immunité innée sont présentes essentiellement dans les tissus
mugueux comme les poumons ou les intestins ou elles assurent un réle de sentinelle. Dans
ce contexte, nous avons montré que les ILCs, et principalement les ILC2, étaient présentes
dans le muscle squelettique aprés une blessure. De surcroit, nous avons mis en évidence que

la délétion en ILC2 conduisait a un processus de régénération altéré.



ABSTRACT

Skeletal muscle homeostasis is ensured by its remarkable ability to control many of its
physiological parameters such as its metabolic function or its mass according to the needs of
the organism. Muscle mass regulation is essential for global health since its deregulation not
only impacts overall energy metabolism but also other parameters such as locomotion. This
tissue has an important capacity to regenerate following injuries caused by intensive exercises
or myopathies. Skeletal muscle regeneration requires a well-orchestrated spatio-temporal
interaction between satellite cells (SCs) and immune cells, which provides the optimal

microenvironment for SC proliferation and differentiation.

Circadian rhythms, generated by our biological clock, control various physiological functions
such as metabolism and immunity. This ancestral system is present in all organisms allowing
them to anticipate and optimize physiological functions to predictable daily changes. The clock
integrates signals related to energy state and, in turn, regulates many metabolic pathways
gating them to the most relevant time of the day. Concerning immunity, the major role of the
clock is to coordinate leucocyte circulation and function allowing the body to anticipate phases
of the day with higher risk of infections. In this context, we are interested in the role of the
circadian clock in the control of skeletal muscle mass but also in its regenerative capacity. The
role of Rev-erba, a key component of the biological clock, has already been demonstrated in
this tissue by our laboratory. Indeed, this nuclear receptor regulates muscle oxidative capacity
by controlling mitochondrial biogenesis and autophagy. My thesis results highlight that Rev-
erba is also essential in the regulation of muscle mass. Specifically, global deletion of Rev-
erba leads to muscle mass decrease associated with increased expression of genes related
to muscle atrophy. Interestingly, pharmacological activation of this receptor prevents muscle
atrophy induced by glucocorticoid treatment.

During my thesis, | also highlighted the role of the circadian clock in the control of muscle
regeneration process. We have shown that environmental and genetic clock disruption lead to
defective skeletal muscle regeneration associated with an alteration of immune cells
recruitment, mainly myeloid cells. Furthermore, regenerative process defects observed in our
myeloid cells-specific genetic clock disruption models bring out the importance of a functional
clock in these cells to control skeletal muscle repair. Transcriptomic analyses allowed us to
associate this regeneration defect to disturbed expression of chemokines essential in the
communication between immune cells and satellite cells, which could elicit myogenesis

alteration.
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In the context of muscle regeneration, we also investigated the role of a newly identified
immune population: innate lymphoid cells (ILCs). This innate immune cells are located
essentially in mucosal tissues such as lung or intestine where they ensure a sentinel function.
We have shown that ILCs, and mainly ILC2, are present in skeletal muscle after injury.
Interestingly, we have demonstrated that ILC2 depletion results in impaired regenerative

process.
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1. LE MUSCLE SQUELETTIQUE

1.1 Généralités sur le muscle squelettique

Il existe 3 types de muscles chez les mammiféres : le muscle cardiaque, le muscle
squelettique et les muscles lisses qui ont chacun une physiologie et des fonctions différentes
(Figure 1).

Le muscle cardiaque est le tissu principal du cceur et il lui permet de se contracter afin
d’assurer une oxygénation et un maintien de toutes les cellules de I'organisme a travers la
circulation sanguine. Les cardiomyocytes qui composent ce muscle cardiaque ont une
apparence striée épaisse et creuse. De plus, ces cellules sont connectées entre elles par des
disques intercalés qui vont permettre une transmission rapide de l'information électrique
formant une unité durant la contraction musculaire. Ce qui différencie ce muscle des autres
est que sa contraction est rythmique et surtout involontaire. En effet, le muscle cardiaque
contient également des cellules de stimulateur cardiaque spécialisées qui vont permettre une

contraction indépendamment d’'une stimulation électrique.

Les cellules musculaires lisses sont également composées de fibres d’actine et de myosine
comme les deux autres types de muscles mais celles-ci sont organisées en feuilles plutot
gu’en stries ce qui leur donne cette apparence de cellules lisses. Ces cellules sont intégrées
dans la paroi d'un grand nombre d’organes tels que Tlintestin, les poumons, l'organe
reproducteur, les vaisseaux sanguins ainsi que la peau, et permettent la contraction et le
mouvement de ces organes. De la méme facon que les cardiomyocytes, la contraction des
cellules musculaires lisses n’est pas volontaire et fait intervenir l'interaction entre le calcium

(Ca?*) et la calmoduline qui vont stimuler la phosphorylation de la chaine de myosine?.

Enfin, le muscle squelettique est le muscle le plus abondant de I'organisme. Il représente 40%
de la masse corporelle chez ’'Humain et contient entre 50 a 75% de toutes les protéines de
'organisme. Ce muscle posséede diverses fonctions. Tout d’abord, il participe au support des

os afin de maintenir la posture chez les mammiféres et de garantir le mouvement.

28



Skeletal
muscle

)

Smooth
muscle

Figure 1 : Les différents types de fibres musculaires de I'organisme (Smooth Muscle
Cells: Key Regulators in Cardiovascular Disease, www.lifelinecelltech.com).

D’un point de vue métabolique, le muscle squelettique présente également des fonctions
majeures au sein de 'organisme. Tout d’abord en tant que réservoir énergétique puisqu’il est
responsable de la capture de plus de 80% du glucose postprandial et constitue une réserve
de plusieurs autres substrats énergétiques indispensables a I'organisme comme les acides
aminés et les carbohydrates?. Il permet également la production de chaleur afin de maintenir

la température corporelle.

Ce tissu supporte également la respiration via le mouvement du diaphragme. Contrairement
au muscle cardiaque et lisse, le muscle squelettique réagit uniquement de fagon volontaire a
travers une stimulation électriqgue des nerfs. Les fibres musculaires squelettiques sont des
fibres de grandes tailles (entre 10 et 80mm de diamétre chez 'humain) et la plupart s’étendent

sur la longueur du muscle entier.

1.2 Développement embryonnaire du muscle squelettique

Les myofibres de tout I'organisme proviennent initialement des cellules progénitrices
mésodermales, originaire du myotome. Ce myotome est issu de cellules du somite épithélial,
lui-méme formé a partir du mésoderme paraxial pré-somitique (Figure 2)3.
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Figure 2 : Origine et développement du muscle squelettique durant I'embryogenese
(Buckingham et al., 2003).

Par la suite, la délimitation et la migration de ces progéniteurs myogéniques dépendent du
facteur de transcription Paired-box 3 (Pax3). Précisément, ce facteur régule LBX1 (Ladybird
Homeobox 1) et cMET ainsi que les facteurs SIX1 et SIX4 (SIX Homeobox) qui sont a I'origine
de la différenciation myogénique de ces cellules progénitrices*®. Aprés la migration de ces
progéniteurs, la myogénése débute avec I'expression des facteurs Myogenic Factor 5 (MYF5)
et Myoblast Determination Protein 1 (MYOD1) pour permettre la prolifération. L’étape de
différenciation se réalise ensuite avec une diminution de I'expression de MYF5 et une
augmentation de deux autres facteurs myogéniques : la myogénine (MYOG) et le Myogenic
Regulatory Factor 4 (MRF4). Cette différenciation permet la formation des myocytes qui vont
ensuite fusionner pour former des myotubes matures. Durant ce processus, une partie de ces
progéniteurs myogéniques demeure en état de quiescence afin d’assurer une réserve de
cellules souches capables de reformer des fibres musculaires si celles-ci sont dégradées

durant la vie de I'organisme’.

1.3 Structure du muscle squelettique

Un muscle est enveloppé par un tissu connectif appelé I'épimysium. En son sein, les
fibres musculaires sont assemblées en faisceaux, eux aussi encerclés par un autre tissu : le
pérymisium. Dans ces faisceaux musculaires, on retrouve les myofibres séparées par

'endomésium (Figure 3). Le muscle squelettique comporte également des capillaires sanguins
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permettant I'apport de nutriments et d’oxygéne aux cellules musculaires ainsi que des nerfs
permettant la transmission de l'information du cerveau au muscle, déclenchant ainsi les

contractions musculaires.

Fascicle Sarcolemma

Perimysium Muscle fiber (cell)

Q‘.‘“ T | ewon

Deep fascia = ,A\ < b

Blood vessels Endomysium  Blood capillary

Tendon Epimysium Myofibril

Figure 3 : Organisation du muscle squelettique (Anatomy & Physiology, Skeletal Muscle ;
https//open.oregonstate.education).

La fibre musculaire ou myofibre est considérée comme l'unité cellulaire de la contraction, d
a sa caractéristique de pouvoir se contracter indépendamment des autres fibres. Les
myofibres sont des cellules multinucléées et post-mitotiques. Les techniques
transcriptomiques et d'imagerie dévélopées ces derniéres années ont permis de déterminer
gue chaque noyau présent dans les fibres musculaires contrélait la synthése protéique d’'une
zone spécifique de la fibre®°. Ces régions appelées domaines nucléaires sont finement
régulées. Il existe, par ailleurs, une coordination entre ces zones hotamment pour la production
de certaines protéines structurales. Cependant, ce n’est pas une généralité car certaines fibres
« hybrides » peuvent présenter une disparité dans leur transcriptome, principalement dans
I'expression des myosines!®!, En ne prenant pas en compte I'eau présente dans ces cellules,
les myofibres sont composées a 80% de protéines et a 8% de sarcoplasme. Il est estimé que
chaque fibre musculaire est constituée de centaines de myofibriles contenant des milliards de
myofilaments, formant ainsi le sarcomeére. Le réticulum sarcoplasmique encercle la myofibrille
afin de former un réseau appelé tubule-T (Figure 4). Le tubule-T est une invagination du
sarcolemme qui a un role majeur dans la conduction du message nerveau et la contraction
musculaire. Ce réseau est en contact direct avec I'extérieur de la cellule afin d’uniformiser la
contraction. Le réticulum sarcoplasmique est quant a lui le lieu de stockage, de libération et

de recapture du calcium qui permet l'activité des myofilaments. Ce calcium est stocké
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précisément dans les citernes terminales, situées a proximité du systéme de tubule transverse.
Par ailleurs, les deux citernes regroupées autour du tubule T forment la triade?. La proximité
des mitochondries associées a ce systeme permet la production d’énergie nécessaire a la

contraction musculaire (Figure 4).

Transverse Mucleus

tubules

Sarcoplasmic
reticulum
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Mitochondria
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Figure 4 : Organisation du réticulum sarcoplasmique et des tubules transverses (Frontera

et al., 2014).

1.4 La contraction musculaire

Les muscles squelettiques matures ont 3 composants majeurs pour permettre leur
activité : la jonction neuro-musculaire permettant aux fibres musculaires de recevoir les influx
nerveux, la machinerie impliquée dans la transduction de cette information, et le sarcomére

qui est l'unité effectrice du muscle permettant la contraction musculaire.

1.4.1 La jonction neuro-musculaire

La jonction neuro-musculaire constitue I'échange synaptique rendant possible la
transmission des impulsions électriques a partir du moto-neuronne vers le muscle innervé.
Cette jonction est constituée de 3 éléments majeurs : la région pré-synaptique, I'espace

synaptique et enfin la région post-synaptique.

Mis & part la région qui va étre directement en contact avec la fibre musculaire, les autres
régions de la partie terminale du nerf vont étre recouvertes de cellules de Schwann. Cette
partie terminale du nerf va également contenir de nombreuses vésicules synaptiques

permettant de stocker, de relacher ou de capter le neurotransmetteur acetylcholine (ACh)*2.
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Les vésicules contenant ce neurotransmetteur vont ensuite étre acheminées vers la partie
terminale via un mécanisme de migration dépendant du calcium (Figure 5). Le transport des
vésicules synaptiques se fait a I'aide de protéines solubles NSF-attachment protein receptor
(SNARE) et de protéines SEC1/MUNC18-like (Mammalian Uncoordinated-18). La
synaptogamine et la complexine (CPLX1) agissent également sur ce complexe pour permettre

la fusion des vésicules et I'exocytose de 'ACh dans I'espace synaptique*°.

Le sarcoplasme constituant la région post-synaptique est une zone permettant la capture des
neurotransmetteurs provenant de l'espace synaptique. Cette zone est enrichie en
mitochondries, en appareils de Golgi et en filaments intermédiaires afin de faciliter la
transduction du signal. L’ACh va se fixer a cette zone via ses récepteurs, les récepteurs
nicotiniques de I'acéthylcholine (nAChRs), ce qui va créer une dépolarisation locale (Figure
5). Cette fixation va activer les canaux sodium (VGSCs ou Voltage Gated Sodium Channels)
permettant la création d’'un potentiel d’action a travers les fibres via les tubules transverses

(ou tubules-T)?e,
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channel!

Neurotransmit}er
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Neurotra
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ch |

Ligand-gated e en
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Postsynaptic neuron
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Figure 5 : Organisation de la jonction neuro-musculaire (Synaptic transmission by
somatic motoneurons ; https://antranik. org).
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1.4.2 Interaction DHPR — RYR et libération de calcium dans le cytosol

La contraction du muscle cellulaire ou ECC (Excitation contraction coupling) se réalise
avec la création du potentiel d’action au niveau du sarcoplasme. La contraction s’opére au
sein de la triade composée du tubule-T entouré de deux réticulums sarcoplasmiques (SR). Le
potentiel d’action dépolarise le récepteur dihydropyridine (DHPR) du tubule-T ce qui provoque
la libération de calcium a partir du réticulum sarcoplasmique via le récepteur RYR (Ryanodine
Receptor)’. De par son importance dans la contraction musculaire, de nombreuses protéines
vont graviter autour de cette jonction pour assurer son intégrité. Tout d’abord, la calséquestrine
séquestre le calcium présent dans la lumiére du SR et semble réguler directement les canaux
RYRs?!8, La triadine et la junctine vont quant a elles permettre la jonction entre le récepteur
RYR et la calséquestine afin de réguler la libération du calcium?®. Enfin, la calmoduline
s’associe au canal calcique et régule son activité de fagcon dépendante de la concentration
calcique cytosolique?®. L’augmentation cytosolique de calcium induit un changement

conformationnel de la troponine, induisant une cascade menant a la contraction musculaire.

1.4.3 Stimulation du sarcomeére

Le sarcomére constitue I'élément effectif de la contraction musculaire. Cette structure
est composée de deux protéines du filament qui se succédent : les filaments « fins » et les
filaments « épais » représentant respectivement I'actine-a et la myosine. Il est estimé que ces
deux protéines constituent environ 70% de la quantité totale de protéines au sein de la fibre.
Ces protéines sont situées parallelement a I'axe de la fibre et sont bordées par des zones
appelées stries Z. La succession de ces différentes zones donne d’ailleurs cette forme
« striée » au muscle squelettique. Au centre du sarcomere, on retrouve la zone H qui
comprend des filaments fins avec en son centre, la zone M. Les filaments fins sont connectés
ensembles latéralement par les disques Z tandis que la bande M connecte les filaments épais
(Figure 6)%L.
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Figure 6 : Organisation du sarcomeére (adapté de Mukund et al., 2019).

Durant une contraction musculaire, le changement de conformation de la troponine méne a
une exposition des tétes de myosine. En effet, ces tétes de myosine possedent un site de
liaison aux filaments d’actine et un site de liaison a 'ATP (Adénosine Triphosphate). La
contraction est donc rendue possible par la fixation de ces tétes sur I'actine et le glissement
de ces dernieres via l'utilisation d’ATP ce qui induit un glissement de ces deux filaments,
résultant a une contraction musculaire. On retrouve plusieurs protéines associées a ce
phénoméne, dont les Myosin binding proteins C et H (MyBPs). Ces protéines participent a
'organisation de la myosine et régulent l'intensité de la contraction par le complexe
actomyosine?. La titine, associée a la MyBP-C, est une protéine élastique de grande taille
disposée sur toute la longueur du filament épais et permet d’harmoniser la force générée par
la contraction®. D’autres protéines vont permettre la fixation entre la myosine et la titine
comme la myomésine, I'obscurine et I'ankyrin-1. De plus, la créatine kinase présente au niveau

de la bande M se lie a la myosine et apporte de 'ATP au systéme contractile?*%.

Les filaments fins sont composés de différentes isoformes d’actine. Comme pour le filament
épais, le filament fin est associé a plusieurs enzymes permettant de stabiliser la structure et
faciliter son activité. Les plus importantes sont la troponine et la tropomyosine. La troponine
est constituée de plusieurs sous unités permettant sa fixation au filament d’actine mais
également la fixation du calcium cytosolique, réaction qui est stabilisée par la tropomyosine.
Lorsque le calcium est capté par ce complexe, il va agir sur le flament d’actine et permettre
de révéler les sites de fixation de la myosine?®®. De facon similaire a la titine, la nébuline va
servir de matrice au filament d’actine et a la tropomoduline, et permet d’amener une longueur

optimale du filament fin 2728,

Une grande variété de protéines va permettre la fixation des différents filaments au disque Z.

Tout d’abord, on retrouve la protéine CapZ qui permet l'attachement de lactinine q,
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responsable de la fixation de la titine du sarcomére adjacent via la protéine téléthonine (T-
cap)?®. La myopalladine fixe la nébuline a I'actinine a pour consolider la liaison de la bande A
au disque Z. La myopodine facilite la communication entre le noyau et le disque Z via la fixation
a l'actitine a et la filamine y. Enfin la myozénine va également se lier a l'actinine a et a la

filamine y et régule I'espacement latéral entre les filaments fins (Figure 7).
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Figure 7 : Organisation des filaments d’actines et de myosine et protéines associées
(adapté de Mukund et al., 2019).

Durant une contraction musculaire, le calcium libéré par le SR va venir se fixer sur la troponine
et induire un changement de conformation responsable de la libération du site de fixation de
la myosine a l'actine. Suite a cette fixation, on observe le phénomene dit de filaments
glissants : la myosine fixe I'actine par sa structure en bras et fait glisser le filament fin. Les
successions de ce phénoméne via accrochage / décrochage (appelés cycle cross-bridge)
permettent le raccourcissement du sarcomeére et la contraction musculaire. Ce phénomeéne

consomme de I'ATP qui est apporté par la créatine kinase, associée a la bande M.

Enfin, il est important de noter que les fibres musculaires sont composées de plusieurs types
de myosines dont 'assemblage permet de générer des propriétés contractiles différentes. En
effet, on distingue au sein du muscle squelettique adulte 4 types de myosines : la myosine
(MyHC) 1, 2, 4 et 7. Cette hétérogénéité dans I'expression de ces différentes isoformes au
sein d’une fibre musculaire lui conféere une capacité contractile plus ou moins rapide. Dans ce
contexte, on retrouve donc les fibres dites lentes exprimant la MyHC 7 (Type 1), puis les fibres
dites rapides exprimant la MyHC 2 (Type 1l1A), la MyHC 1 (Type 11X) et la MyHC 4 (Type 1IB).
Cette capacité contractile différente prend en compte plusieurs paramétres physiologiques

comme la quantité d’énergie libérée par I'hydrolyse de 'ATP, la tension isomérique mais
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également le contenu en mitochondries et la sensibilité au calcium®. La composition en MyHC
au sein d’un muscle peut varier en fonction des sollicitations et participe ainsi a I'adaptation du

muscle a I'exercice.

1.4.4 Le relachement musculaire

Des que les muscles squelettiques ne sont plus stimulés par les motoneurones, le
calcium cytosolique permettant la contraction musculaire se détache de la troponine pour étre
repompé par le SR. Ce repompage est permis grace a la présence d’'une pompe spécifique
située a la membrane du SR appelé SERCA (SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium transport
ATPase). Ce canal est associé a plusieurs protéines régulant son activité. La sarcolipine ainsi
que le phospholamban vont réduire I'affinité de SERCA pour le calcium lorsque celui-ci est en
faible concentration dans le cytosol. De plus, la sarcaluménine stabilise la protéine SERCA et
la parvalbumine, protéine soluble du sarcoplasme, se fixe au calcium afin d’accélérer le
phénoméne de relaxation musculaire. L’ensemble de ce systéme permet de réguler au plus
vite le niveau de calcium cytosolique tout en contrélant I'activité des pompes SERCA pour

maintenir un niveau de calcium cytosoliqgue minimum3-33,

1.5 Régulation de la masse musculaire

La régulation de la masse musculaire représente un enjeu important pour I'organisme
car une dérégulation de cette derniére influence le métabolisme global mais également
d’autres paramétres tels que la locomotion, la respiration et la prise de repas. De par sa
fonction, le muscle est constitué d’un stock dense de protéines et d’organites. De ce fait, une
dérégulation de ces stocks va influencer de fagon importante sa taille et sa fonction. La
régulation de cette masse musculaire est assurée par une balance intra-musculaire existant
entre la synthése et la dégradation protéique. Cette balance peut étre orientée vers une
augmentation de la synthése protéique, notamment durant I'exercice ou une stimulation
hormonale, ce qui induit une augmentation du volume cellulaire. A l'inverse, une atrophie
musculaire peut étre observée suite a une augmentation de la dégradation protéique dans
certaines pathologies telles que certains cancers, diverses infections, le développement d’'un
diabéte ou encore une inactivité prolongée3. Il est cependant intéressant de noter que ces
variations ne sont pas uniformes selon le type de fibres. En effet, de nombreuses études ont
mis en évidence des réponses différentes selon les fibres lentes ou rapides. Par exemple, le
soleus qui est composé essentiellement de fibres lentes est moins sensible a un jeline que les
muscles rapides, mais va s’atrophier plus rapidement en cas d'une immobilisation des

membres inférieurs®®. De plus, un méme stimulus peut avoir des effets différents selon le
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muscle touché. Une dénervation du diaphragme va par exemple induire une atrophie des
fibres 2X et 2B sans impacter les fibres de type | alors que ce méme protocole aura pour
conséquence d’atrophier principalement les fibres de type | au sein du soleus®®-37. Un second
point important est que certains stimuli ne vont pas impacter la balance de la méme facon.
a été montré que la dénervation induit une augmentation de la dégradation protéique sans
altérer la synthése protéigue. De facon similaire, une hypertrophie provoquée dans le soleus
par l'injection d’'une hormone de croissance promeut la synthése protéique mais le systéme
de dégradation protéique reste inchangé dans ce contexte3®4. Depuis ces différentes
observations, différents mécanismes ont été mis en évidence permettant la régulation fine de

cette balance et des différents acteurs intervenant dans ce systéeme.

1.5.1 Réqulation de I'hypertrophie musculaire

1.5.1.1 La voie Insulin/IGF-1 — AKT — mTOR

La voie de linsuline et de I'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) représente le
mécanisme majoritaire dans la régulation de la croissance musculaire. En effet, elle est
présentée comme régulant la synthése protéique mais également la dégradation protéique, la
survie cellulaire, la prolifération, le stockage de glucose ainsi que la production d’énergie*.
Ces molécules déclenchent un effet hypertrophique en se fixant sur leur récepteur a la
membrane des fibres musculaires. Cela aura pour conséquence l'initiation d’'une cascade de
phosphorylation permettant d’activer la voie RAS-MAPK-ERK (Rat Sarcoma Virus — Mitogen-
Activated Protein Kinase — Extracellular signal-Regulated Kinase) et la voie PI3K-AKT-mTOR
(Phosphoinositide 3-Kinase — Protein Kinase B - Mammalian Target Of Rapamycin Kinase). Il
a cependant été montré par des expériences de mutation de Ras que seule la voie PI3 kinase
induit une hypertrophie*!. Une autre étude corobore ces conclusions en démontrant qu’une
activation constante d’AKT promeut I'hypertrophie du muscle squelettique*?. D’un point de vue
mécanistique, la phosphorylation d’AKT permet I'inactivation de la protéine tuberous sclerosis
complex 2 (TSC2). TSC2 est une protéine a activité GTPase qui inhibe I'action de la protéine
Rheb (Ras Homolog Enriched in Brain) lorsqu’elle est active. Son inactivation méne a la
phosphorylation de mTOR (protein kinase B mammalian target of rapamycin) par Rheb en
condition hypertrophique**#4. mTOR est considéré comme le régulateur majoritaire de la
croissance musculaire. Une fois activée, cette protéine s’associe avec différents co-facteurs
pour former 2 complexes distincts : le premier complexe appelé mTORC1 (mammalian Target
Of Rapamycin Complex 1) en association avec le facteur Raptor, et mMTORC2 en association

avec Riptor. mTORC2 régule 'homéostasie du glucose et des lipides et n’est pas proprement
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impliqué dans la régulation de la masse musculaire puisqu’une délétion de Riptor n’engendre
pas d’atrophie musculaire**4, mTORC1 est quant a lui impliqué dans la régulation de la
synthese protéique, de la synthése des ribosomes et la biogenése mitochondriale. La délétion
spécifigue de mTOR ou de Raptor au sein du muscle cause un phénotype similaire, a savoir
une diminution de la croissance post-natale due a une réduction de la taille des fibres et la
mise en place progressive d’'un phénotype d’atrophie musculaire*®. Cependant, une étude
suggere que mTOR pourrait avoir un réle sur la synthése protéique indépendamment de son
association avec Raptor puisque la délétion de ce dernier bloque I'hypertrophie mais n’impacte
pas la synthése protéique au sein du muscle*’. De plus, les deux complexes formés par mTOR
divergent également dans leur sensibilité pour la rapamycine. Seul le complexe mMTORC1 est
inhibé par la présence de cette molécule. Dans ce contexte, I'injection de rapamycine bloque
la croissance musculaire en condition anabolique dans les fibres musculaires®?. Les deux
substrats majoritaires de ce complexe TSC2 sont la kinase ribosomale S6 (S6K) et I'eukaryote
initiation factor 4E binding protein 1 (4EBP1) qui sont tous les deux impliqués dans la
traduction des protéines. La protéine S6K est la kinase ribosomale majoritaire chez les
mammiféres et elle favorise la traduction de protéines ribosomales ainsi que d’autres
régulateurs de la traduction*®4°, 4EBP1 est quant a lui un inhibiteur de I'eukaryotic translation
initiation factor 4E (elF4E) impliqué dans le recrutement des ARNm jusqu’aux ribosomes et
dans linitiation de leur traduction. Ce facteur favorise donc I'hypertrophie a travers la
traduction de plusieurs facteurs impliqués dans la croissance musculaire®®>!, |l est d’ailleurs
intéressant de noter que la voie ERK a été décrite comme pouvant directement agir au niveau
du facteur elF4E par lintermédiaire des MNK1 et 2 (MAPK —interacting protein kinase),
ajoutant ainsi une nouvelle étape dans la régulation de ce facteur par des stimuli
hypertrophiques®?®3. D’autre part, mTOR induit la synthése des ARNm via une activation des
ARN polymérases I, Il et 1154, Enfin, I'activation de mTOR promeut des effets anti-cataboliques
de par son action sur ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1), protéine impliquée

dans l'autophagie.

Cette voie de signalisation AKT-mTOR est également sensible a la concentration en acide
aminés branchés. Bien que le mécanisme reste obscur, des études utilisant des modeles
délétés pour TSC1 tendent a prouver que la régulation de I'activité de mTOR par les acides

aminés est due a une action de ces derniers sur le complexe TSC (Figure 8)°.

1.5.1.2 La voie des B-adrénergiques
La régulation de la masse musculaire est également influencée par les B-

adrénergiques. En effet, une action de ces molécules a été mise en évidence dans le muscle
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squelettique avec une action spécifique sur la voie AKT-mTOR. Pour preuve, I'administration
d’un agoniste B2-adrénergique, tel que le clenbutérol ou le formotérol, induit une hypertrophie
musculaire associée a une augmentation de la phosphorylation d’AKT (Figure 8). A ce titre, il
est intéressant de noter que cette action peut étre bloguée par l'administration de
rapamycine®®. De plus, d’autres études ont montré que I'action de ces composés semblait
passer par la voie Insulin/IGF-1 et non par la voie ERK1. Cela est illustré par I'abolition
compléte de l'effet des B-adrénergiques sur la croissance musculaire aprés une inhibition des
récepteurs a I'lGF1 et des récepteurs a l'insuline ou encore de PI3K et AKT, a linstar de

I'inhibition de ERK1/2 qui n’a aucun effet dans ce contexte®’.

1.5.1.3 Autres régulateurs soutenant la croissance musculaire

La synthése protéique engendrée par l'activation de la voie mTOR nécessite une
grande quantité d’énergie pour fonctionner. On estime que cette synthése est responsable de
la consommation d’environ 30% du stock musculaire d’ATP. Dans ce contexte, la mitochondrie
et le systéme intracellulaire de production d’énergie sont primordiaux pour I'anabolisme. En ce
sens, le MCU (mitochondrial calcium uniporter), responsable de la capture du calcium par la
mitochondrie, contrdle conjointement I'oxydation du glucose et la taille des fibres via une action
sur le co-activateur transcriptionnel PGCla4 (Peroxisome proliferator-activated receptor
Gamma Coactivator 1-alpha 4). Ce facteur permet par ailleurs I'expression d’'IGF-1 a travers
une augmentation de I'expression de GPR56 (G protein-coupled receptor 56)°%°°, De maniére
intéressante, les muscles de type | et IIA présentent une augmentation de I'expression du
facteur PGC1la dans leurs cytoplasmes ce qui est corrélée a une meilleure résistance de ces
fibres a I'atrophie musculaire par rapport aux autres types de fibres®. Un autre lien entre la
mitochondrie et I'hypertrophie musculaire existe. En effet, I'action anabolique d'IGF-1
nécessite I'activité de 'ATP citrate lyase (ACL) qui est utilisée par la mitochondrie dans le cycle
de Krebs. En présence d'IGF-1, ACL est phospharylée par AKT ce qui permet une production

d’ATP nécessaire au soutien de la machinerie anabolique (Figure 8),

Certaines ubiquitines ligases ont aussi un role critique dans le contréle de la masse musculaire
dont UBR4 (Ubiquitin Protein Ligase E3 Component N-Recognin 4). Cette ligase a un réle pro-
anabolique en ubiquitinylant le complexe HAT1-RBBP4-RBBP7 (Histone AcethylTransferase
1 - RB Binding Protein 4 - RB Binding Protein 7), le destinant a la dégradation. Ce complexe
est décrit comme régulant I'acétylation des histones et I'expression des génes impliqués dans

la croissance musculaire®?.

Une autre facette du métabolisme musculaire semble également jouer un rble dans la masse

musculaire. Des études ont montré que le type de substrat utilisé pour la production d’ATP
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était important pour la croissance. En effet, I'altération de la composition en lipides utilisables
par la mitochondrie a travers une déregulation de I'expression de la périlipine 2 suffit a induire
une atrophie musculaire. Ce phénomeéne semble indépendant de mTOR car un traitement a

la rapamycine n’affecte pas ce phénotype chez les souris déficientes en périlipine 2°2.

De facon similaire, les acides aminés branchés agissent sur I'activité de mTOR. En effet, il a
été montré que ces acides aminés, et notamment la leucine, activent le complexe mTORCL1
et promeuvent la synthése protéique®. Il semblerait que cette action des acides aminés passe
par 2 voies distinctes. Précisément, des études ont montré que les acides aminés agissaient
sur mTOR via le complexe TSC1/2%4%%, De surcroit, les acides aminés vont permettre
l'activation de différentes GTPases RAG dans le muscle squelettique (RAG A-D) qui vont étre
responsables du recrutement du complexe mTORC1 au niveau du lysosome ou il va étre

activé par la protéine Rheb (Figure 8)°%.

Enfin, une étude récente a mis en lumiére un réle du zinc dans I'hypertrophie musculaire. En
effet, une délétion de la métallothionéine 2, protéine fixatrice de zinc, permet la libération d’ions
zinc et augmente significativement la croissance du muscle. Méme si le mécanisme n’est pas

élucidé, il semblerait que cette action passe par la voie AKT-mTOR®.
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Figure 8 : Mécanismes régulant la synthése protéique dans le muscle squelettique.

1.5.2 Réqulation de I'atrophie musculaire

1.5.2.1 Le systeme du protéasome

Le déreglement de la balance synthese / dégradation protéique observé durant une
phase d’atrophie peut étre d0 a une augmentation de l'activité du protéasome au sien de la
fibore musculaire. Dans ce contexte, certaines ubiquitines ligases, enzymes permettant
I'adressage de protéines au protéasome et leur dégradation, ont été identifi€es comme acteurs
principaux de I'atrophie musculaire. On appelle ces génes des atrogénes. C’est le cas pour
les 2 ligases que sont Atrogin-1 (aussi appelé MAFbx pour Muscle Atrophy F-box) et MURF1
(muscle RING-finger protein-1) dont I'expression augmente significativement dans le muscle
dans différentes conditions cataboliques et dont la délétion conjuguée prévient la perte de
masse musculaire aprés dénervation®. L’inhibition de MuRF1 seule prévient la perte de la

masse musculaire associée au vieillissement chez la souris et durant un traitement a la
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dexaméthasone. Une autre étude a identifié que cette ligase est responsable de I'adressage
de plusieurs protéines structurales du muscle telles que la myosine a chaine lourde, la
troponine |, 'actine ou la myosine a chaine légére | et 2 vers le protéasome®® 71, Les substrats
de la protéine Atrogin-1 sont impliqués dans les processus de survie cellulaire et la synthése
protéique tels que elF3-f (Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F)’2. De facon
similaire & MURF1, atrogin-1 peut intéragir avec certaines protéines sarcomériques telles que
les myosines, les desmines mais également certains facteurs impliqués dans la glycolyse et
des protéines mitochondriales’. En ce sens, la diminution de I'expression d’Atrogin-1 prévient
I'atrophie lors d’un jeline chez la souris (Figure 9)7*. D’autre ubiquitines ligases ont été décrites
comme participant a la régulation de I'atrophie dans le muscle comme Trim32 (Tripartite Motif
Containing 32) et TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6). Trim32 est également capable
d’adresser certaines protéines du filament fin vers le protéasome’. TRAF6 est quant a lui
critique dans l'atrophie musculaire en permettant I'activation de plusieurs régulateurs de la
voie atrophique tels que 'AMPK (AMP-activated protein kinase), FoxO3 (Forkhead Box O3) et
NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B), comme en témoigne les souris délétées pour cette ligase
qui développent une résistance a la perte de masse musculaire induite par des cancers, des
dénervations et des privations de nourriture’. De plus, des études récentes ont également
mis en lumiére l'action de 2 nouvelles ligases : SMART (Specific of Muscle Atrophy and
Regulated by Transcription) et MUSAL (Muscle ubiquitin ligase of SCF complex in atrophy-1).
Ces protéines sont augmentées en condition catabolique et leur inhibition par siRNA réduit
fortement la sévérité de I'atrophie causée par dénervation’”’8, Enfin, un autre acteur important
de ce systeme est le complexe ATPase p97/ VCP (Valosin-Containing Protein). La fonction de
ce complexe est d’extraire et de dégrader les protéines ubiquitinylées provenant de grandes
structures du sarcomére comme les myofibrilles. Ce complexe est stimulé durant la
dénervation et son activité est dépendante du type de fibre. En effet, I'activité de p97 peut étre
modulée par Mettl21e (methyltransferase-like 21e) et metti21c. Des études de délétion de ces
régulateurs montrent que Mettl21e affecte en priorité les fibres IIB alors que la délétion de
Mettl21c affecte principalement les fibres |, pouvant expliquer en partie les réactions

différentes des types de fibres a un stimulus’®-81,

1.5.2.2 Le systéme autophagie — lysosome

Le mécanisme d’autophagie est un systéme grandement impliqué dans le catabolisme
intra-cellulaire. De ce fait, il n'est pas étonnant de retrouver certains atrogenes identifiés
comme impliqués dans la reconnaissance et la fixation des membranes des autophagosomes.
Certaines protéines sont chargées d’assurer la spécificité de ce systéme comme les protéines

p62 et Bnip3 (BCL2 Interacting Protein 3). La fonction de ces protéines est de fixer
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I'autophagosome via LC3 (Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3) avec les différents
complexes a éliminer tels que les organites défectueux, les protéines endommagées ou
encore les agrégats protéiques®'. Tout comme le protéasome, 'autophagie est augmentée en
condition d’atrophie musculaire déclenchée par un cancer, un sepsis, une privation alimentaire
et une dénervation®. D’ailleurs une étude a montré que I'expression des protéines LC3 et

Bnip3 était sous le controle de FoxO3°°,

Les facteurs de transcription FoxOs sont considérés comme les régulateurs principaux des
mécanismes impliqués dans la perte de masse musculaire en stimulant a la fois le systeme
de dégradation protéique (atrogin-1 et MuRF1) et le systéme d’autophagie (Bnip3 et ULK1)
(Figure 9)884, Ces facteurs sont notamment inhibés par la voie IGF-1/insuline-AKT. De plus,
leur inhibition constante protége les muscles de I'atrophie dans des contextes comme le jelne,
'immobilisation ou le diabéte. De par leur importance dans I'homéostasie de la masse
musculaire, I'activité de ces facteurs est régulée par de nombreuses modifications post-
traductionnelles®. Le contréle fin de son activité passe également par une régulation via
plusieurs stimuli comme le stress oxydatif ou la variation en nutriments et en énergie. Par
exemple, le récepteur au glucose permet I'activation des facteurs FoxOs ce qui provoque une
perte de masse musculaire tout comme la stimulation du récepteur des B-caténines via DKK3
(Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 3)%°. Le stress énergétique va également conduire
a une augmentation de l'activité autophagique par une phosphorylation par AMPK.

1.5.2.3 La voie TGFB/Myostatine — Activine — Smad

La voie du TGF est la seconde voie majeure d’induction d’'une atrophie musculaire.
Le TGFB, comme la myostatine qui fait partie de la méme famille de protéines, induit une perte
de masse musculaire, alors que la délétion de la myostatine induit une hypertrophie chez ces
souris®. La fixation de ces protéines aux récepteurs ActRIIA (Activin Receptor 1IA) et IIB
conjointement a l'activine va permettre le recrutement et I'activation dans le cytosol des
récepteurs ALK4, 5 et 7 (Anaplastic lymphoma kinase). L’activation de ces protéines induit la
phosphorylation et I'activation de Smad2/3 et la formation d’'un complexe avec Smad4. Ce
complexe va ensduite se transloquer dans le noyau pour assurer une activité transcriptionnelle
(Figure 9). Bien que le détail de cette activité demeure obscure, certaines études suggérent
que le complexe Smad2/3-Smad4 régule l'activitt de mTOR pour bloquer la synthése
protéique®”®. En ce sens, une étude montre que la délétion de Smad2/3 suffit a induire une
croissance du muscle et également qu'un traitement a la rapamycine inhibe [Ieffet

hypertrophique du blocage des myostatines®.
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Il est intéressant de noter qu’une autre voie de signalisation fait intervenir le facteur Smad4 :
la voie des BMPs (Bone Morphogenetic Protein). Les BMPs 7, 13 et 14 vont se fixer & leur
récepteur et permettre I'activation de Smad1/5/8 via le récepteur ALK2/3. Ces Smads vont, de
la méme facon que Smad2/3, former un hétérodimere avec Smad4 et agir au sein du noyau.
Cependant, l'intéraction entre ces différents facteurs de transcription vont avoir un effet
antagoniste a la fixation de Smad 2/3 et smad4 puique les BMPs ont un effet hypertrophique.
En effet, cette voie de signalisation fait intervenir la voie AKT / mTOR afin de stimuler la
sythése protéique®™. Enfin, d’autres facteurs (Smad 6 et 7) vont respectivement inhiber

Smad5/8 et Smad2/3 afin de garantir une homéostasie musculaire®?.

1.5.2.4 La voie des glucocorticoides (GCs)

Dans le muscle squelettique, les GCs contribuent a la dégradation des protéines et
inhibent leur synthése par une action coordonnée sur plusieurs réseaux de génes, ce qui
favorise la mobilisation des acides aminés (AA) et leur utilisation par le foie pour la synthése
de novo du glucose®2. Les GCs sont des hormones stéroidiennes qui se lient au récepteur des
glucocorticoides (GR), un facteur de transcription de la superfamille des récepteurs nucléaires.
Apres la liaison du ligand, le GR se transloque dans le noyau ou il régule la transcription des
genes de maniere positive (activation) ou négative (répression) par des mécanismes
génomiques (liaison directe aux éléments de réponse du GR appelés GRE) et non
génomiques (transrépression de la signalisation NFkB ou liaison du GR a d'autres facteurs de
transcription). La répression transcriptionnelle par GR est généralement observée sur les
genes codant les protéines de la réponse a l'inflammation et conduit a des actions anti-
inflammatoires bénéfiques, alors que la (trans)-activation médie plutét des actions

indésirables®s.

Les GC synthétiques tels que la dexaméthasone sont utilisés pour le traitement des maladies
inflammatoires et immunitaires. Bien que la réponse métabolique adaptative (mobilisation des
AA pour la synthése du glucose) alimente la réponse anti-inflammatoire et permette la
résolution d'une infection aigué, un traitement prolongé entraine des effets secondaires
indésirables majeurs et des comorbidités, notamment I'hyperglycémie et le développement
d'un diabéte de type 2, mais également la fonte musculaire®. Cette fonte induite par les GC
se caractérise par une atrophie des fibres musculaires a contraction rapide ou de type Il, avec
une diminution de la taille des fibres ainsi que de leur teneur en protéines. Les GCs induisent
I'atrophie musculaire en modulant a la fois la dégradation protéique mais également en
bloquant la synthése protéique via une réduction de la signalisation mTOR. En effet,

I'activation des GCs induit la voie ubiquitine-protéasome en modulant I'expression des ligases
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E3 ubiquitine MuRF1 et MAFbx/atrogin-1. Cette régulation se fait soit via fixation directe a
I'ADN, soit par lintermédiaire de KLF15 (Kruppel Like Factor 15) qui est un facteur de
transcription impliqué dans plusieurs processus métaboliques mais qui régule également
I'expression de FoxO1, Atrogin-1 et MURF171%495, Par ailleurs, les GCs stimulent également
la protéolyse médiée par l'autophagie en augmentant I'expression de Bnip3, LC3 et de la
cathepsine L (Figure 9). Concernant la signalisation mTOR, les GCs exercent une action anti-
anabolique en induisant la transcription de Redd1 (regulated in development and DNA damage
responses 1) et de KLF15. Ces deux génes ont été décrits comme capable de bloquer l'activité
de mTOR notament en inhibant Rheb et en augmentant I'expression de BCAT2 (Branched
Chain Amino-Acid Transaminase 2), une enzyme mitochondriale responsable de la
dégradation des acides aminés branchés, ce qui a pour conséquence de réduire la synthése
protéique®%. De plus, Redd1 va également agir sur I'activité du complexe TSC1/2, amenant

a une altération de l'activité de mTORY".
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Figure 9 : Rble des glucocorticoides et des myostatines sur I'atrophie musculaire.

1.5.2.5 Le rble des cytokines dans I'atrophie musculaire

Certaines cytokines inflammatoires telles que l'interleukine-6 (IL-6), le TNFa (Tumor
Necrosis Factor a) ou I'lL-1 ont été décrits comme ayant un réle délétere sur le maintien de la
masse musculaire. Cette action découle de différentes voies de signalisation. Premiérement,

il a été montré que le TNFa et I'lL-6 pouvaient agir en activant la voie NF-kB. En condition
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basale, NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par la protéine IkB (Inhibitor of nuclear factor
kappa B). En présence de ces cytokines, le complexe kinase de IkB (IKK) est activé et
phosphoryle 1kB, induisant sa dégradation par le protéasome. De ce fait, NF-kB se transloque
dans le noyau et participe a I'expression d’atrogénes au sein de la fibre. L’activation de IKK
aboutit également a l'inhibition de la voie a linsuline via une action sur IRS1 (Insulin receptor
substrate 1)**. De plus, la cytokine TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis) provenant
de la méme famille que le TNF peut activer la voie NF-kB via TRAF6. L’activation de TRAF6

va, indépendemment de NF-kB, promouvoir I'activité des FoxOs (Figure 10)%°°,

La cytokine IL-6 peut de surcroit induire I'atrophie via la voie STAT3 (Signal Transducer And
Activator Of Transcription 3). En effet, la fixation de cette cytokine au récepteur IL-6 et a gp130
permet I'activation de STAT3 a travers 'activité de JAK (Janus kinase). STAT3 va ensuite avoir

un role transcriptomique notamment sur Atrogin-1°°,

1.5.2.6 Le stress réticulaire

Les mécanismes impliqués face a un stress réticulaire ont été décrits comme régulant
la masse musculaire. Cette régulation passe par I'activation du facteur de transcription ATF4
(Activating transcription factor 4) qui induit I'initiation du programme d’atrophie musculaire par
la modulation transcriptionnelle de Gadd45a (Growth arrest and DNA damage-inducible 45 a)
et p21. D’un point de vue mécanistique, Gadd45a modifie la conformation de la chromatine
afin de réprimer un ensemble de génes impliqués dans I'anabolisme et la production d’énergie
tout en permettant I'expression d’atrogénes'®l. Cependant, ATF4 n’est pas la seule protéine
de la machinerie du stress réticulaire a réguler I'atrophie musculaire, la protéine chaperonne
BIP (Binding immunoglobulin protein) module également cette voie. Lors d’un stress, cette
protéine joue son role de chaperonne et se fixe sur les protéines mal conformées présentes
dans le réticulum, permettant ainsi I'activation de la kinase PERK (protein kinase R (PKR)-like
endoplasmic reticulum kinase). PERK va ensuite activer par phosphorylation le facteur elF2a
ce qui aura pour conséquence de réduire la synthése protéique et 'assemblage des ribosomes
via un contréle transcriptionnel'®2. L’engagement de BIP durant le stress réticulaire permet
également I'activation de IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme-1), récepteur présent a la
membrane du réticulum endoplasmique (RE), ce qui activera le facteur de transcription XBP1
(X-Box Binding Protein 1), responsable de 'augmentation de I'expression de génes impliqués

dans le protéasome et I'autophagie (Figure 10)1%,
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1.5.2.7 Les dysfonctions mitochondriales

L’altération des mitochondries est a la fois une cause et une conséquence de I'atrophie
musculaire. En effet, des problemes dans la fusion et la fission des mitochondries sont
observés dans de nombreuses études portant sur le catabolisme. Certaines études ont par
ailleurs démontré que la délétion des protéines OPA1l (Optic atrophy type 1) ou DRP1
(Dynamin-related protein 1), impliquées respectivement dans la fusion et la fission
mitochondriale, induisait une perte de masse musculaire. Cependant, la diminution de ces
deux protéines ne semble pas agir de la méme facon. Précisément, I'inhibition d’'OPA1 conduit
a la génération d'un stress oxydatif associé a une perte de masse musculaire, de
linflammation et une sénescence précoce qui conduit a la mort de I'animal. La délétion de
DRP1 va quant a elle causer une altération de I'homéostasie calcique résultant en une
diminution de la masse musculaire, sans pour autant mener a la mort de I'animal. Ces deux
études suggeérent donc que, au-dela de la dérégulation de la respiration cellulaire, le réseau
mirochondrial en lui-méme impacte significativement la balance synthése/dégradation
protéique au sein des myofibres410s,
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Figure 10 : R6le des cytokines et du stress mitochondrial et réticulaire sur 'atrophie
musculaire.

1.5.2.8 Implication d’autres cellules du muscle squelettique dans la régulation de sa masse
Les cellules souches musculaires localisées sous la lame basale des fibres peuvent
également influencer la masse des myofibres. En effet, I'activation de la voie NF-kB ou de la

voie TGFp (Transforming Growth Factor ) dans ces cellules méne a une atrophie musculaire.
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Concernant la voie TGFf, une étude a montré qu’elle induit I'expression de Twist-1 (Twist-
related protein 1) ce qui, a terme, provoque une sécrétion de myostatine par ces cellules

agissant directement au niveau de la membrane des fibres musculaires®107,

Les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs) peuvent également jouer un role. Il a été montré
gu’une dénervation induisait une sécrétion anormale d’IL-6 par ces cellules. Cette interleukine
avait dans ce contexte un effet autocrine et paracrine sur les fibres musculaires en activant la

voie STAT3 résultant en une atrophie du muscle squelettiquel®®,

2. REGENERATION DU MUSCLE SQUELETTIQUE

2.1 Lacellule souche musculaire

La particularité du muscle squelettique est que les fibres musculaires sont post-
mitotiques, ce qui signifie que ces fibres sont dans lincapacité de se diviser une fois
différentiées. Cependant, le muscle squelettique posséde une incroyable aptitude a se
régénérer suite a des dommages causés par un exercice intensif, une blessure ou une
myopathie. Cette particularité a été mise en évidence il y a plus d’un siécle®®. Le mécanisme
exact de cette capacité régénérative a longtemps été controversé, avec I'hypothése soit d’'une
fusion de cellules mononucléées soit d’une fragmentation des fibres musculaires blessées. En
1961, les travaux d’Alexander Mauro font état de la présence de cellules mononucléées sous
la lame basale des fibres musculaires qu’il appelle les cellules satellites (SC)'1°. Depuis, de
nombreuses études ont mis en évidence que ces SCs étaient des acteurs majeurs de la
régénération musculaire bien que d’autres types cellulaires puissent avoir un potentiel
myogénique incluant les cellules endothéliales ou encore les péricytes in vitrot11:112,
Néanmoins, I'absolue nécessitée de la présence de SCs dans le processus de régénération a
été démontrée lors d’expériences de délétion de ces cellules engendrant une abolition
compléte du processus de réparation'!3. Les SCs sont présentes dans le muscle sain a I'état
de quiescence et représentent entre 2,5-6% des noyaux de la fibre musculaire. Ces cellules
quiescentes sont caractérisées par I'expression du facteur myogénique Pax7. Il est intéressant
de noter que certaines de ces cellules co-expriment également le facteur Pax3 et des travaux
récents ont montré que ces cellules Pax7* Pax3* étaient moins sensibles a un stress cellulaire
notamment aprés une radiation'14115 Cet état de quiescence des SCs en condition basale
est assuré par un environnement spécifique appelé niche permettant une communication entre
les SCs, les vaisseaux sanguins, les nerfs, les cellules interstitielles et la fibre

musculaire116:117,
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2.1.1 La quiescence des cellules souches musculaires

La condition de quiescence des SCs est un état caractérisé par un métabolisme ralenti
et une absence d’activité mitotique''®. Cette quiescence est assurée par l'activation de
plusieurs voies de signalisation et principalement la voie NOTCH. Cette voie inhibe I'activation
de ces cellules de plusieurs fagons. Tout d’abord, elle induit la transcription de miR708 qui
inhibe la prolifération et la mobilité des cellules souches. Elle régule également le cycle
cellulaire en induisant I'expression de KLF711%120, De surcrott, la fixation entre la membrane
de la fibre musculaire et la cellule satellite promeut également cette voie via la liaison de Delta-
Like 1 et 4 (DLL1/4) a Notch 1 et 3 mais aussi la fixation de Wnt4 & RhoA (Ras homolog family
member A)121122_ De leur coté, les myofibres expriment mind bomb 1 qui stimule I'activation
de la voie NOTCH?!23, Le collagéne V produit par la SC est sous le contréle de la voie NOTCH

et permet de maintenir la quiescence via le récepteur de la calcitonine'?4,

La fixation des cellules myogéniques a la lame basale joue également un rble prépondérant
dans I'état de ces cellules. Effectivement, la matrice extra-cellulaire (MEC) séquestre, via le
perlecan, différents facteurs de croissance susceptibles d’induire I'activation des SCs telles
gue le FGF (Fibroblast Growth Factor), le HGF (Hepatocyte Growth Factor), le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et le TGF-B1l. Cette séquestration est rendue possible par la
sécrétion de syndecan 3 et 4, par les cellules souches, qui stabilisent la fixation du perlecan
avec ces facteurs de croissance (Figure 11)125126 Dans ce contexte, d’autres systémes
cellulaires sont mis en place afin d’éviter 'activation des SCs tels que I'atténuation de la voie
ERK normalement activée par le FGF, la présence de linhibiteur de la voie RTK (Receptor
Tyrosine Kinase) sprouty 1 ou encore la présence de IGFBP6 (insulin-like growth factor-
binding protein 6), un inhibiteur de I'NGF2'%7128  Une séquestration intra-cellulaire est
également mise en oceuvre dans ce processus. Ainsi, les transcrits de Myf5, de MyoD et
miRNA-31 vont étre isolés dans le cytoplasme dans une structure appelé « messenger
ribonucleoprotein granule » (MRNP) afin d’éviter leur traduction. Ce systéme est contrdlé par
les facteurs elF2a, ZFP36L1/2 (Zinc Finger Protein 36) et STAUFEN-1 (Figure 11)12°-131,
D’autre part, le protéasome semble jouer également un réle dans I'état d’activation des cellules
myogéniques en dégradant certains facteurs et notamment MyoD afin de maintenir leur
quiescence. En ce sens, Kitajima et al. ont montré que la perturbation du systeme protéasome,
suite & une délétion d’'un composant de ce dernier (RPT3), induit une perte progressive du
pool de SCs qui conduit & des défauts de régénération32. Enfin, les miRNAs semblent jouer
un réle majeur dans la myogénése et dans le contrble de la quiescence des cellules souches

musculaires. En effet, une étude montre que 351 miRNAs sont exprimés de facon différenciel
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entre des SCs quiescentes et activées'33. Certains de ces miRNAs ont des roles spécifiques
dans la répression de genes relatifs au cycle cellulaire comme le miR-489, le miR-195 ou

encore le miR-497134,

Il est important de noter que depuis 2017, Machado et al. ont redéfini la notion de quiescence
dans les cellules souches. Précisément, des études transcriptomiques ont mis en évidence
que lisolation des cellules souches a partir du muscle suffisait a induire leur activation. Ainsi,
au cours de cette étude ils ont démontré qu’une fixation préalable du muscle avant de procéder
a lisolement des cellules souches permettait de véritablement analyser un transcriptdme de
ces cellules fidéles a leur niveau de quiescence in vivo. Cette découverte a permis d’établir

une analyse des SCs quiescentes plus proche que celles réalisées au préalable!®,

Lame basale

Syndecan 4

Perlecan

Figure 11 : Mécanismes régissant la quiescence des cellules souches musculaires.

2.1.2 L’activation et la prolifération des cellules souches musculaires

En réponse a une blessure musculaire ou lors de myopathies, les cellules souches
musculaires vont s’activer en raison de la destruction de leur niche et en réponse a différents
stimuli’3®. La dégradation des jonctions de la SC avec la fibre musculaire et la lame basale
induit tout d’abord une diminution de I'expression de NOTCH’. Les voies MAPK et ERK sont
également activées au sein de la SC par les différents facteurs HGF, FGF2 suite a une
blessure musculaire et fait intervenir notamment PTPN11 (Tyrosine-protein phosphatase non-

receptor type 11) dans la transduction du signal'®®13°, Une étude d’'imagerie intra-vitale a
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montré que ces cellules activées migraient ensuite vers la lame basale des fibres musculaires
dégradées appelés « ghost fibers » afin de proliférer'4°. La division cellulaire s’opére via un
phénomene de division dit asymétrique, ou chacune des cellules filles posséde un role
prédéterminé. En effet, selon I'expression de certains facteurs myogéniques, la cellule va soit
retourner en quiescence afin de renouveler le pool de SCs soit demeurer active et continuer
de proliférer pour reformer des fibres musculaires. La cellule fille activée exprimera le facteur
myogénique Myf5 contrairement a la cellule destinée a un retour en quiescence!*!. Plusieurs
facteurs sont impliqués dans cette division asymétrique. Tout d’abord, la protéine CARM1
(Coaxctivator associated Arginine Methyltransferase 1) qui participe a la division cellulaire en
méthylant Pax7 ce qui aura pour conséquence d’activer la transcription de Myf5 dans la cellule
fillel42, Le récepteur CDO ainsi que la voie de signalisation p38a/B, activée par le TNFa, régule
également I'activation et la division des cellules myogéniques via une régulation directe de
Pax7 (par le complexe Polycomb) et du cycle cellulaire. Cette voie de signalisation est
localisée uniquement dans une des cellules filles permettant la division asymétriquel43-146. De
facon similaire a la quiescence, des miRNAs jouent également un réle dans la prolifération
des SCs, notamment le miR-221, miR-222 et miR-133. MiR-221 et miR-222. lIs répriment
I'inhibiteur du cycle cellulaire p27 mais également des facteurs myogéniques p27 et MyoG. Le
miR-133 promeut quant a lui la prolifération cellulaire en réprimant le Serum Response Factor
(SRF) qui est impliqué dans la différenciation des myoblastes'#’~14°, De surcroit, la voie
JAK1/STATL1 est activée dans la SC activée et prévient une différenciation précoce des
myoblastes. Cette régulation est possible via une inhibition de I'expression de MEF2 (Myocyte
Enhancer Factor-2), un facteur de transcription impliqué dans les premiéres étapes de la
différenciation myogénique!®C. Enfin, d’élégantes expériences ont mis en évidence que la SC
destinée a renouveler le pool de SCs quiescente conserve ’ADN meére afin de se préserver
d’éventuelles mutations dues a la réplication de 'ADN et ainsi maintenir son information

génétique intacte!41:151,

2.1.3 La différenciation et la fusion des cellules souches musculaires

La différenciation et la fusion des myoblastes constituent la derniére étape de la
myogénese durant une blessure musculaire. Le facteur myogénique MyoD joue un réle clef
dans ces étapes. Tout d’abord ce facteur facilite cette transition en induisant I'expression des
inhibiteurs du cycle cellulaire p21 et p57. Il permet de surcroit I'expression du facteur
myogénique principal de I'étape de différenciation : la myogénine (MyoG)?®2153 MyoG
initialise véritablement la différenciation en activant I'expression de nombreux génes impliqués

dans la contraction musculaire tels que la myosine a chaine lourde, I'a-actinine, la créatine
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kinase, la troponine ou encore les canaux calciques voltage-dépendant?®*. Le facteur MRF4
va, de méme, étre activé durant la différenciation et activer des genes nécessaires a la fonction
de la fibre mature!®®. Il a également été montré que la famille des MEF2 était largement
impliquée dans la différenciation. Précisément, ce facteur est capable d’induire I'expression
de MRF tels que MyoD et MyoG, mais également de participer a la différenciation myogénique.
Une délétion de différents genes de la famille des MEF2 a pour conséquence d’altérer la
différenciation des SCs et la régénération musculaire’®®15’, Durant cette étape, un
changement s’opére dans les voies de signalisation impliquées dans la myogénése. La voie
NOTCH est réprimée au profit de la voie Wnt, permettant la transition d’'une cellule en
prolifération vers une cellule en différenciation. Cette transition est médiée par la protéine
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3)1%8. La voie MAPK p38a favorise également la
différenciation en réprimant la voie JNK et en favorisant I'expression de MyoD, de MEF2A et
MEF2C ainsi que des génes spécifiques du muscle squelettiquel46:159.160 Des voies de
signalisation sensibles au calcium sont également en jeu dans ce processus. En effet, une
augmentation intracellulaire de calcium induit une activation des voies de la calcineurine et de
calcium/calmodulin-dependant protein kinase (CaMK). Ces 2 voies permettent I'expression de
MEF2 et de la myogénine, favorisant ainsi la différenciation myogénique'®'-163, Enfin, certains
MiRNAs sont impliqués dans ce processus comme le miR-1, miR-133 ; miR-206 et le miR-

486. lls inhibent la transcription de Pax7 et augmentent ainsi I'activité de MyoD48:164.165,

La fusion des myocytes est un phénomene qui reste relativement peu étudié chez les
mammiféres. Les études sur le sujet ayant plutdt été réalisées chez la drosophile. Cependant,
il a été mis en évidence que différentes protéines comme la Nephrine, la FAK (Focal adhesion
kinase), la M-cadherin, la N-cadherin et l'intégrine B1 régissent 'adhésion et la fusion de ces
cellules chez la souris!®%167 | a protéine Myomaker a également été identifiée comme un
régulateur de la fusion des myocytes. Cette protéine membranaire est régulée par les MRF
MyoD et MyoG et organise le cytosquelette d’actine afin de permettre la fusion'®8. Elle a donc
un role essentiel dans ce processus car une déplétion de cette derniére induit une mort
périnatale chez la souris, due a une absence de fibres multinucléées. De plus, la délétion
spécifique de cette protéine dans les cellules souches musculaires altere séverement la
régénération musculaire'®®. Depuis 2017, une équipe a montré qu’une autre protéine,
nommeée Minion, posséde un réle similaire & Myomaker sur la fusion des myocytes. De la
méme maniére, les myoblastes déplétés en Minion présentent une nette diminution de leur

capacité a fusionner pour former des myofibres!’.

L’intégrine-B1 et la protéine FilaminC sont également impliquées dans ce processus méme si

leur fonction exacte dans ce processus reste a définir. La délétion de ces protéines conduit a
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un phénotype similaire, & savoir une altération de la fusion durant la myogéneésel’+172, Enfin,
le facteur NFATc2 (Nuclear Factor Of Activated T Cells 2), activé par le calcium, régule
I'expression de I'lL-4 qui semble importante pour ce processus. Précisément, une délétion
globale de l'lL-4 affecte les myoblastes et méne a des myofibres de tailles inférieures
présentant moins de noyaux. Cette interleukine semble donc étre utilisée comme molécule

chimioattractante pour les myoblastes afin de former de nouvelles myofibres’s.

2.1.4 Le métabolisme des cellules myogéniques

Des modifications dans le métabolisme des SCs sont associées aux différentes étapes
d’activation, de prolifération et de différenciation, permettant une réponse énergétique adaptée
aux conditions environementales auxquelles sont soumises ces cellules. Dans cette optique,
les cellules satellites quiescentes ne font pas de catabolisme afin de préserver leur fonction
dans le temps. Une étude montre d’ailleurs que cela permet a ces cellules de perdurer jusqu’a
30 jours aprés la mort de 'organisme chez 'humainl’®. Les cellules quiescentes dépendent
du métabolisme oxydatif (OXPHOS) en utilisant notamment les acides gras comme substrat
(Fatty Acid Oxidation ou FAO). Ce métabolisme permet la production d’'une grande quantité
d’énergie pour un faible nombre de substrat et est adapté a la dormance des SCs en condition
physiologique (Figure 12). Il est donc associé a une expression élevée des genes relatifs au
transport des acides gras a la mitochondrie ainsi que des génes relatifs a la B-oxydation. Le
métabolisme FAO a également une fonction épigénétique en maintenant un niveau élevé de
Nicotinamide Adénine Dinucléotide® ou NAD*, menant a la déacétylation de I'histone H4
Lysine 6 par la Sirtuinl (SIRT1). Cette déacétylation a pour conséquence de réprimer les
génes myogéniques tels que Myf5 ou MyoD1’®. Une équipe a d’ailleurs mis en évidence que
I'inhibition de ce métabolisme dans les SCs induit une différenciation prématurée des cellules
aboutissant a des problémes de régénération in vivol’®. De fagon similaire, le métabolisme
FAO associé a une faible glycolyse réduit le niveau d’acetyl-CoA dans le cytoplasme de la
cellule ce qui aura pour conséquence de diminuer I'acétylation des histones associés a
linitiation du programme myogéniquel’’. Les espéces réactives de 'oxygéne (ROS) semblent
également jouer un rdle dans ce maintien en quiescence. Effectivement, le niveau métabolique
faible des SCs évite la formation de ces espéces. Ainsi, la déplétion spécifique de UCP2
(Uncoupling Protein 2) va favoriser 'accumulation de ROS au sein de la cellule et conduit a

une différenciation cellulaire prématurée!’8-180,

L’activation et la prolifération des cellules souches musculaires en condition pathologique ou
de blessure induit chez ces cellules un changement de métabolisme, qui va basculer vers de

la glycolyse anaérobie (ou effet Warburg). Ceci engendre une diminution de I'expression des
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génes associés au métabolisme oxydatif et au métabolisme des acides gras durant les
premiéres heures de I'activation de ces cellules (Figure 12)137. L’inhibition pharmacologique
ou génétique de ce métabolisme cause une diminution de la capacité proliférative des SCs
ainsi qu’'une altération de leur capacité a retourner en quiescence. A l'inverse, la stimulation
de la glycolyse anaérobie via une surexpression de la lactate deshydrogenase A favorise
'expansion des SCs!8l, Ce métabolisme anaérobie conduit ainsi & la production de carbone
en grande quantité suite a l'utilisation du glucose permettant la disponibilité en substrats
nécessaires a la synthese des protéines, des lipides et des nucléotides, tous nécessaires a la

division de ces cellules82,

Enfin, la différenciation des myoblastes en myotubes s’accompagne a nouveau d’'une
transition métabolique avec une augmentation du métabolisme oxydatif associée a une
expression accrue des geénes relatifs a la biogénése mitochondriale, de la respiration et de
I'oxydation des acides gras. Ce changement métabolique provoque une production massive
de ROS par la mitochondrie qui ont un réle dans la différenciation de ces cellules. Ces ROS
engendrent une augmentation de I'expression des génes antioxydants PITX2 et 3 (Paired Like
Homeodomain). Par conséquent, la délétion de ces génes conduit a une différenciation

précoce des myoblastes et & un retard de régénération (Figure 12)189,

L’ensemble de ces données démontre la grande flexibilité métabolique des cellules souches
musculaires durant les différents stades d’activation/différenciation. Ces modifications
métaboliques permettent 'apport d’énergie et des substrats nécessaires a leur fonctionnement

tout en ayant une action transcriptomique et/ou épigénétique sur le destin de ces cellules.
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Figure 12 : Adaptation métabolique des cellules souches musculaires durant la
régénération (Relaix F. et al., 2021).

2.2 L’inflammation dans la régénération musculaire

Bien que l'activité de la cellule satellite soit primordiale au processus de régénération, le
systéme immunitaire tient un réle essentiel dans I'élimination des débris nécrotiques, dans
linstauration d’un environnement propice aux différents stades d’activation de la cellule
satellite, ainsi qu’aux autres cellules participant a 'homéostasie musculaire. La magnitude a
laguelle le systéme immunitaire réagit dépend de deux facteurs : la sévérité de la blessure

musculaire et la vascularisation du muscle touché183,

2.2.1 Initiation de l'inflammation

Bien que la majorité des leucocytes présents durant une blessure musculaire
proviennent d’'un recrutement a partir du sang, on retrouve de nombreux leucocytes résidents
dans le muscle. En effet, il est estimé que le nombre de leucocytes dans un muscle sain est
compris entre 500 et 2000 par mm?3 de muscle chez la souris. lls sont principalement composés
de monocytes et de macrophages, mais on retrouve également des lymphocytes T CD8 et T

CD4 régulateurs ainsi que des neutrophiles et des éosinophiles'8+-186,
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Lors d’une blessure, les macrophages résidents s’activent et permettent le recrutement des
neutrophiles en sécrétant du CCL2 (Chemokine (C-C motif) Ligand 2) et du CxCL1 (C-X-C
Motif Chemokine Ligand 1)7:18 | es mastocytes résidents vont représenter la premiére
source de TNFa, d’'IL-1 et d’histamine. En outre, ces cytokines stimulent la production d’IL-6
et de CxCLS8 par les cellules endothéliales, permettant le recrutement des différentes cellules
immunitaires tels que les neutrophiles et les monocytes au niveau du site de blessure183-191,
Le recrutement des monocytes est assuré par la libération de CCL2 par les lymphocytes T
CDS8 résidents. En ce sens, une étude montre que la délétion de ces lymphocytes aboutit &
une diminution de la sécrétion de CCL2 dans le muscle et une perturbation du recrutement

des leucocytes (Figure 13)192,

Cependant, la présence de leucocytes résidents n’est pas la seule composante permettant
I'attraction des leucocytes a partir du sang. En effet, la blessure musculaire engendre un
saignement d0 a la destruction des vaisseaux sanguins qui enclenche une coagulation et un
hématome a l'origine du recrutement et de I'activation des cellules immunitaires. Par exemple,
des molécules appelées anaphylatoxines sont relachées dans les tissus avoisinants le site de
blessure et activent les mastocytes. Enfin, des protéines musculaires intracellulaires appelées
DAMPs (Damage Associated Molecular Pattern) sont libérées dans le milieu extracellulaire

suite & la blessure, et activent également les leucocytes résidents®3,

DAMPS

Macrophages résidents

CxCI1 =

‘ <= D) Monocytes
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Mastocytes TNFa

IL-7

Figure 13 : Mécanismes initiant I'inflammation durant la régénération.
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2.2.2 Inflammation précoce

Les neutrophiles sont parmi les premiéres cellules immunitaires a étre recrutées au
sein du muscle blessé puisqu’elles apparaissent dés la premiére heure post-blessure. C’est la
population immunitaire la plus abondante 24 heures aprés la blessure et elle peut persister
dans le muscle durant 1 semaine®*19, Lorsqu'ils sont recrutés, les neutrophiles participent
activement a la dégradation des débris musculaires et sécretent de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires tels que le TNFa, I'lL-1 et I'lL-8%. L’annexin A1, le MIP-1a (Macrophage
Inflammatory Protein 1) et le CCL2 vont aussi étre produites par ces cellules et soutenir le
recrutement des monocytes et I'activité des macrophages (Figure 14)1°7:198 | es neutrophiles
produisent des protéases et des ROS qui participent & la dégradation des débris cellulaires®®.
De plus, une étude a montré que ces cellules favorisent la réparation des nerfs musculaires
[ésés durant la blessure, notamment en dégradant la myéline afin de faciliter leur
régénération®°C. Dans le contexte d’une blessure musculaire aigué, la déplétion en neutrophile
induit un défaut de régénération important, caractérisé par une persistance des zones

nécrosées ainsi qu’'une diminution de l'aire des fibres régénérées?°L,

Le rble des éosinophiles durant la régénération musculaire fait, a 'heure actuelle, I'objet de
moins d’investigation, bien que l'infiltration importante de ces cellules soit associée a certaines
myopathies?%2. L'infiltration et le réle de ces cellules lors d’une blessure aigué a été mis en
évidence en 2013. Cette étude montre que les éosinophiles infiltrent le muscle entre 24 et 48
heures aprés la blessure et qu'une délétion de cette population conduit a un défaut de
régénération 8 jours aprés la blessure?®®. Ces cellules semblent étre recrutées au site de
blessure via une augmentation de la sécrétion d’interleukine 33, 13 et de CCL5. Bien que I'lL-
4 sécrétée par ces éosinophiles permette la polarisation des macrophages vers un phénotype
anti-inflammatoire, il semblerait que leur réle majeur réside dans leur action sur les fibro-
adipogenic progenitors (FAPs)?%4. En effet, I'lL-4 sécrétée par les éosinophiles permet
d’'inhiber la différenciation de ces cellules en adipocyte et promeut leur différenciation en
fibroblastes. Ces fibroblastes soutiennent le processus de régénération musculaire en

participant & la dégradation des débris cellulaires (voir partie 2.2.2)203,
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Figure 14 : Inflammation précoce durant la régénération musculaire.

2.2.3 Les macrophages et leur polarisation durant la régénération musculaire

Les neutrophiles comme les éosinophiles participent également au recrutement des
monocytes dans le muscle environ 24 heures aprés la blessure. Ce recrutement se fait via la
production de protéines chimioattractantes telles que le CCL2, I'lL-4 et I'IL-17%%%, Les
lymphocytes T CD8 résidents favorisent également ce recrutement en stimulant la sécrétion
de CCL2 par les macrophages résidents'®2. Dans cet environnement inflammatoire riche en
IFNy et TNFa, les monocytes se différencient rapidement en macrophages pro-inflammatoires
Ly6CHi9" participant & la phagocytose des débris cellulaires et sécrétant de nombreuses
cytokines telles que le TNFa, I'lL-6, I'IlL-1B3, I'lL-12, TADAMTS1, Leukaemia Inhibitor factor
(LIF), le G-CSF, la protaglandine E;, la nicorinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT),
I'Inos et I'IFNy (Interféron Gamma)2°6-298, Des chimiokines ayant des propriétés myogéniques
sont également produites par ces cellules comme le CCL2, le CxCL1 et le CxCL2 (Figure 15).
L’ensemble de ces molécules amplifie 'environnement pro-inflammatoire au niveau du site de
blessure et soutient les étapes de prolifération des SCs, de méme que l'activité d’autres
cellules indispensables au processus de régénération?®®., Des études histologiques
démontrent que les macrophages pro-inflammatoires agissent principalement entre 2 et 4
jours aprés la blessure?'?. Durant cette période, une modification de I'environnement
inflammatoire va progressivement s’instaurer. En effet, un environnement anti-inflammatoire

se met en place pour soutenir les étapes suivantes de différenciation et de fusion des
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myoblastes. Ce changement est majoritairement d0 a la polarisation des macrophages pro-

inflammatoires en macrophages anti-inflammatoires.
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Figure 15 : R6le des macrophages pro-inflammatoires durant la régénération musculaire.

La polarisation des macrophages est essentielle dans le processus de régénération et s’opére
grace a plusieurs facteurs?l, Tout d’abord, Tonkin et al. ont montré que la production d’'IGF1,
durant les premiéres étapes de la régénération musculaire, est impliquée dans cette
polarisation. En effet, la délétion de ce facteur de croissance dans les cellules myéloides,
conduit & un défaut de régénération causé par une forte réduction du nombre de macrophages
anti-inflammatoires et a la persistance de macrophages pro-inflammatoires jusqu’a 10 jours
post-blessure?'?, Bien que les mécanismes moléculaires ne soient pas démontrés, cela
indiqgue que les macrophages influencent directement leur polarisation via une stimulation
autocrine d’'IGF-1 (Figure 16). De plus, la voie p38, déja mentionnée dans la régénération
musculaire par son action sur la myogénese, a également une action sur le systéme
immunitaire. Cette voie de signalisation est régulée par la MAPK phosphatase-1 (MKP1) et

elle contrdle la transition macrophages pro/anti-inflammatoires dans le muscle squelettique?!3.
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Depuis de nombreuses années, il a été montré que la phagocytose, réalisée par les
macrophages durant la régénération, dirige ces cellules vers un profil anti-inflammatoire?6.214,
Cependant, le mécanisme moléculaire sous-jacent a cette régulation demeurait inconnu. Or,
une étude de 2019 cible le récepteur Scavenger receptor class B member 1 (SRB1), impliqué
dans la reconnaissance des lipoprotéines et des cellules apoptotiques?1°216, comme un acteur
important de ce phénomene. Cette étude met en lumiére que SRB1 est exprimé exclusivement
par les macrophages au cours de la régénération et que son expression augmente
rapidement, atteignant un pic dés 1 jours post-blessure. L’inactivation de ce récepteur
engendre, par ailleurs, un défaut de régénération sévere caractérisé par une diminution
significative de la taille des fibres régénérées, associée a une réduction de la différenciation
des cellules myogéniques. De plus, les cellules myéloides déficientes pour le géne SRB1
présentent une altération de leur capacité de phagocytose, aboutissant a une accumulation

de macrophages pro-inflammatoires au sein du muscle?'’.

La polarisation des macrophages est également régulée par certains facteurs de transcriptions
tels que C/EBPB, STAT3, NFIX (Nuclear Factor | X) et BACH121, Le CCAAT/ Enhancer
Binding Protein Beta (C/EBP) est le premier facteur de transcription mis en évidence en tant
gue régulateur de cette transition dans le muscle. C/EBPf active de fagon directe I'expression
de I'lL-10, de I'lL-13ra et de I'arginase1, régulant ainsi le phénotype anti-inflammatoire des
macrophages. La délétion de ce facteur méne a un défaut de régénération et au
développement d’'une fibrose?'®. De fagon antogoniste, le répresseur transcriptionnel BTB
domain CNC homolog 1 (BACH1) est exclusivement exprimé dans les macrophages pro-
inflammatoires et inhibe I'expression de génes « anti-inflammatoires » tels que I'lL-10, PPAR &
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) et GDF3 (Growth Differentiation Factor 3). Il
réprime également des génes impliqués dans la polarisation vers un phénotype anti-
inflammatoire tels que IGF-1 ou C/EBPB?'°. La météorine-like (Metrnl) est une hormone,
produite par les macrophages lors de la régénération, qui a un effet autocrine sur ces cellules.
Cette hormone active la voie STAT3 qui induit une augmentation de I'expression des génes
de I'll-10 et I'Argl, ainsi qu’une diminution de I'expression du Tnfa, de I'll- 16 et de Nos2. Cette
voie de signalisation est donc un mécanisme autocrine essentiel dans ce phénoméne de
polarisation??®. Le récepteur nucléaire Nfix, initialement décrit dans les cellules souches
musculaire comme un facteur de différenciation, régule également le changement
inflammatoire des macrophages??!. Il est exprimé uniquement dans les macrophages aprés
phagocytose et favorise I'expression des genes relatifs au phénotype anti-inflammatoire, bien

que son mécanisme d’action précis ne soit pas encore connu???,
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Les changements métaboliques opérés par les macrophages durant leur polarisation sont
également indispensables a ce processus. Initialement, les macrophages pro-inflammatoires
présentent un métabolisme glycolytique qui évolue vers un métabolisme oxydatif, avec une
activation du cycle de Krebs, au moment de leur polarisation?23. Mounier et al. ont montré que
ce changement métabolique est régulé par la sous-unité catalytique a1 de TAMPK. LAMPK
est un régulateur énergétique cellulaire majeur sensible aux variations de concentrations
d’ADP, d’ATP et d’ AMP dans le cytoplasme??*. Cette équipe a mis en évidence que I'activation
de 'AMPKal dans les macrophages pro-inflammatoires, consécutive a la phagocytose des
neutrophiles et des débris cellulaires, permet linitiation des changements métaboliques
nécessaires a la polarisation de ces cellules?1422>, Dans ce contexte, la délétion de cette sous-
unité catalytique empéche la mise en place du phénotype anti-inflammatoire in vitro et in vivo,
et est associée a un défaut de régénération. Ces macrophages déficients pour AMPKal sont
incapables de réaliser la transition vers un métabolisme oxydatif. Le mécanisme moléculaire
expliquant cette régulation n’est pas totalement compris, cependant, des études de 2009 ont
mis en évidence une régulation indirecte de SIRT1 par 'AMPK via une augmentation du NAD*
cellulaire. La déacétylase SIRT1 est décrite dans les macrophages comme un activateur de la
transcription du géne IL-10, suggérant que le réle de TAMPKa1 pourrait étre dépendant de
SIRT1 (Figure 16)?%6:227_ Le méme laboratoire a récemment mis en lumiére un nouveau facteur
participant & ces régulations métaboliques en identifiant 'Annexine A1 (ANXA1)1%8, Cette
protéine est rapidement exprimée durant la régénération musculaire par les neutrophiles et les
macrophages pro-inflammatoires. Or, la délétion de cette derniére entraine un défaut de
régéneration, associée a une dysfonction de la différenciation/fusion des cellules souches
musculaires. Par ailleurs, TANXA1 induit I'activation de TAMPK au sein des macrophages in
vitro via le récepteur FPR2 (Formyl Peptide Receptor 2), permettant ainsi leur polarisation vers

un phénotype résolutif1%,

La polarisation des macrophages est facilitée par la sécrétion de différentes cytokines tels que
'IL-13, T'IL-10 ou encore I'lL-419. Ce changement phénotypique participe a modifier
I'environnement inflammatoire du muscle blessé afin de stimuler la réparation des tissus via la

différenciation et la fusion des myoblastes (Figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes favorisant la polarisation des macrophages pro-inflammatoires

vers un phénotype anti-inflammatoire.

La proportion de macrophages anti-inflammatoires est maximale entre 4 et 6 jours aprés la
blessure et initie la mise en place d’un environnement anti-inflammatoire. Cette environnement
se fait via la sécrétion de différents messagers tels que I'lL-4, I'IL-10, I'lL-13, le TGFB, I'lGF-1,
le GDF3 et la protaglandine 15A-PGJ2228-230 || est important de noter que, contrairement &
d’autres tissus, ces macrophages anti-inflammatoires semblent provenir principalement de la
polarisation des macrophages pro-inflammatoires et ne sont pas recrutés en amont via la
circulation sanguine?®. Cependant, une étude montre que ces macrophages Ly6C“", &
I'instar des macrophages pro-inflammatoires (Ly6CH9"), sont capables de proliférer durant la
régénération musculaire (entre 2 et 4 jours apres la blessure), via I'expression de M-CSF
(Macrophage colony-stimulating factor)??3. Cette expansion leur permet d’étre actifs entre 4 et
8 jours apres la blessure afin de soutenir les dernieres étapes de la myogénese. Durant cette
période, la sécrétion des différents messagers favorise la différenciation/fusion des
myoblastes, la réduction du niveau de ROS au sein du muscle, et induit I'apoptose des
neutrophiles?31. De surcroit, ces cellules restructurent le muscle squelettique en produisant un
grand nombre de composant de la MEC tels que la fibrilline-1, la décorine, la périostine, le

lumican, 'osteonectine et le biglycan (Figure 17)%23.
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Figure 17 : R6le des macrophages anti-inflammatoires dans la réparation du muscle

squelettique.

2.2.4 L'implication des lymphocytes mTregs dans la régénération musculaire

De facon complémentaire, le muscle squelettique connait un recrutement important de
lymphocytes T régulateurs (mTregs), responsables également de la mise en place de cet
environnement pro-résolutif. De facon intéressante, des analyses transcriptomiques mettent
en évidence un phénotype spécifigue de ces mTregs dans ce contexte, les distinguant des
autres lymphocytes T régulateurs présents dans les autres tissus, notamment par leur profil
cytokinique?32. Le recrutement de ces cellules est initié 4 jours aprés la blessure, en réponse
a la sécrétion de CCL2 par les autres acteurs de la régénération?32, La production d’IL-33,
principalement par les FAPs, permet l'activation et la prolifération des mTregs au sein du
muscle. Il a d’ailleurs été montré que laltération de I'axe IL-33 — mTregs au cours du
vieillissement conduit & des défauts de régénération musculaire?33, Ces cellules sécrétent des
facteurs essentiels a ce processus tels que I'lL-10, de I'IL-4, de I'lL-13, de 'amphiréguline
(AREG) ainsi que du PDGF (Platelet-derived growth factor)?32:234, La plupart de ces molécules
facilitent 'emergence des macrophages pro-résolutifs au niveau du site de blessure. Ainsi, une
délétion des mTregs conduit a une altération de la capacité régérative du muscle, associée a
une perturbation de la polarisation des macrophages?3®. De plus, les facteurs de croissance

et les cytokines sécrétés par les mTregs influencent la différenciation et la fusion des
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myoblastes (Figure 18). Par conséquent, 'absence de ces cellules perturbe I'expression des
facteurs de transcription myogéniques, associée a un prolongement de I'environnement
inflammatoire dans le muscle?32. Le niveau de mTregs dans le muscle revient & un niveau
basal entre 7 et 10 jours aprés la blessure?3®. Outre leur action sur la myogénése, ces cellules
immunes influencent le développement de la fibrose. Bien que le mécanisme ne soit pas
totalement élucidé, deux études, faites chez des modéles de souris myopathes (mdx),
montrent que la délétion des mTregs favorise le développement de fibrose via 'augmentation
du niveau de TGFB intra-musculaire. L’hypothése abordée par les auteurs serait une régulation
de la production de TGFp par 'amphiréguline'®>237, Enfin, une étude menée par Burzyn et al.
souligne un nouveau réle de ces lymphocytes dans le processus de régénération musculaire :
la notion de lymphocytes mémoires. Cette fonction a été démontrée dans d’autres tissus, et
elle permet la mise en place d'une mémoire immunitaire vis a vis de peptides microbiens ou
viraux. Concernant la régénération musculaire, l'auteur suggére que, durant la premiére
blessure, les mTregs acquiérent une mémoire vis a vis des peptides provenant du muscle
nécrosé. Cette sensibilisation leur permet une réactivité plus importante au cours d'une
seconde blessure?®?. Cette théorie place ainsi les mTregs au centre d’un processus de
surveillance des muscles blessés mais nécessite, cependant, d’étre alimenter par de nouvelles

études.
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Figure 18 : Rble des lymphocytes mTregs dans la régénération du muscle squelettique.

2.3 Les progéniteurs fibro-adipogéniques

Les principaux constituants du tissu conjonctif, présent dans le muscle squelettique,
sont la MEC et les cellules stromales qui restructurent continuellement le microenvironnement
musculaire afin d’assurer le bon fonctionnement de ce tissu?38. Parmi ces cellules stromales,
nous retrouvons les FAPs. Ces progéniteurs peuvent se différencier en plusieurs types
cellulaires, principalement en fibroblastes et en adipocytes, mais également en chondrocytes
et en ostéocytes?3®. Les différentes cellules dérivant des FAPs participent activement a
I’'homéostasie musculaire, ainsi qu’a sa réparation, via la sécrétion de différents facteurs de
croissance tels que I'lGF1, le TGF-B, la follistatine, le CCN2 (Cellular Communication Network
Factor 2), les WNTSs (1 et 3a), les PDGF ou encore différentes interleukines (ILs). Les FAPs
produisent également d’autres protéines impliquées dans la formation de la MEC telles que
différents types de collageéne, des protéoglycanes, des intégrines, des laminines et des

fibronectines (Figure 19)24°,

Le role des FAPs dans le maintien de I'intégrité musculaire a largement été décrit ces dernieres
années. En effet, des souris déficientes en FAPs présentent une forte diminution de la masse
musculaire (environ 30-40%), aboutissant a une perte de force de ce tissu sur le long terme

par rapport & des souris contrdles?*1242. Ce phénotype s’explique par une induction de
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I'atrophie chez ces souris, due a une augmentation significative de MuRF1 et d’Atrogin1. De
plus, une désorganisation de la MEC est observée chez ces souris, due a une diminution de

la quantité de laminines et de follistatines, perturbant ainsi la communication entre les fibres?42,

L'implication des FAPs a également été démontrée dans le processus de régénération
musculaire. En effet, une proportion significative des fibroblastes activés, des adipocytes ou
des ostéocytes proviennent de ces progéniteurs aprés un traumatisme musculaire. Ainsi il
n’est pas surprenant d’observer une accumulation de fibrose et une infiltration d’adipocytes,
au cours de différentes myopathies ou dans des protocoles de blessures répétées?43.
L’implication principale des FAPs dans ces pathologies est essentiellement liée au
développement d'une fibrose. Or, la fibrose « physiologique », qui se forme pendant le
processus de régénération lors d’une premiére blessure, est indispensable a la restructuration
du muscle. Durant des blessures répétées ou des myopathies, ce phénomene est dérégulé et
conduit a une fibrose non transitoire. A terme, ces dépbts fibreux remplacent les fibres
musculaires et induisent une faiblesse musculaire permanente?*4245, |’action des FAPs
demeure néanmoins indispensable a un processus intégre de régénération. En témoigne cette
étude, menée par Wosczyna et al., qui démontre que la déplétion de ces cellules conduit a un
défaut de régénération, illustré par un nombre limité de cellules souches et des fibres
régénérées de plus petite tailles chez les souris déficientes en FAPs?4, Les FAPs proliféraient
rapidement afin d’atteindre leur zénith entre le 2°™ et le 5™ jour de régénération, avec un
retour & un niveau basal entre 14 et 21 jours aprés la blessure?*’-248, Durant leur pic, les FAPs
ont un réle important sur I'expansion et le développement des cellules souches musculaires.
En effet, ils participent & leur prolifération, leur différenciation, ainsi qu’a leur retour a I'état
quiescent, via la production de follistatine, de WISP1 (WNT1-inducible-Signaling Pathway
Protein 1), d’IL-6 et d'IGF12%3247_ Des composants de la MEC produits par les FAPs peuvent
également intéragir avec les cellules souches tels que le collagene IV qui régule leur
quiescence chez la souris?#°. La différenciation et la croissance des myotubes sont régulées
par la protéine BMP3B ainsi que par I'lL-10, produite par les FAPs, qui stimule I’hypertrophie
de ces cellules®®?. Les FAPs sont également impliqués dans le recrutement des cellules
immunitaires sur le site de blessure. lls vont notamment sécréter diverses cytokines telles que
le CCL2, le CCL3, le CCL5, le CCL7, le CCL11, le CxCL2, le CxCL14, le CX3CI1 et le CSF1
(Colony Stimulating Factor 1). Ces différents messagers sont impliqués dans le recrutement
des neutrophiles, des éosinophiles et des monocytes, ainsi que dans la polarisation des
monocytes en macrophages (Figure 19)2°92%1 Elles sécrétent également de I'lL-33,
nécessaire au recrutement des mTregs et des ILC2 (Innate Lymphoid Cells 2) au sein du

muscle?®2. Bien qu'indispensables a la régénération musculaire, la quantité de ces cellules
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doit étre finement régulée afin d’éviter les phénomeénes déléteres décrits précédemment?53,
La régulation et la polarisation des FAPs sont principalement médiées par le systéme
immunitaire. En effet, I'lL-4, sécrétée principalement par les éosinophiles, stimule la
prolifération de ces cellules, tout en inhibant leur différenciation en adipocytes?®*. Cette
prolifération, nécessaire a la fonction de ces cellules, est cependant rapidement réduit par le
TNFa. Cette cytokine, sécrétée par les neutrophiles et les macrophages pro-inflammatoires,
active le programme apoptotiqgue des FAPs afin de maintenir une proportion non délétére de
ces cellules au sein du muscle blessé®42%, Pour illustrer ce processus, une étude fait état
une accumulation importante de FAPs, due a une déplétion des monocytes chez des souris
déficientes en ccr2. Cette accumulation causant un défaut de régénération, couplé a une
accumulation d’adipocytes et de dépots fibreux?>3. Cependant, une persistance des FAPs
dans le muscle squelettique peut survenir via I'action du TGF-B, sécrété par les macrophages
anti-inflammatoires. Ce facteur de croissance, a l'inverse du TNFa, active le programme anti-
apoptotique chez les FAPS, et favorise la sécrétion de composants de la MEC, de méme que
leur différenciation en myofibroblastes?482%, Cela a également été démontré ex vivo chez
'humain, avec une polarisation des FAPs en myofibroblastes lorsqu’ils sont mis en contact
avec du milieu conditionné provenant de macrophages anti-inflamatoires?®*. Ainsi, la balance
TNFa/ TGF-B est essentielle et une dérégulation de cette balance peut mener aux phénotypes
délétéres énoncés précédemment, comme dans le cas des myopathies. Par ailleurs, les
cellules souches musculaires, ainsi que les myotubes, sont également capables d’influencer
la destinée des FAPs. Bien que les intermédiaires demeurent inconnus, il a été montré que
les cellules myogéniques peuvent contrdler le potentiel adipogénique des FAPs, afin d’éviter
une accumulation d’adipocytes au sein du muscle. Il est intéressant de noter que cette

régulation se réduit avec le vieilissement, de méme que dans certaines myopathies?>"2%8,

Enfin, les FAPs sont impliqués dans la vascularisation du muscle squelettique lors de la
régénération musculaire. Plusieurs études mettent en évidence la présence de ces cellules a
proximité des vaisseaux sanguins?”2°1, De plus, la déplétion des FAPs induit une
désorganisation des vaisseaux sanguins musculaires suite a une blessure par ischémie2°,
Plusieurs travaux semblent d’ailleurs indiquer que la production d’angiopoiétines et de VEGF
par les FAPs permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Figure 19)260:261 A
I'inverse, I'état des vaisseaux sanguins, ainsi que la disponibilité en oxygene, régulent le destin
des FAPs. Ainsi, une hypoxie musculaire stimule la prolifération de ces cellules progénitrices,

tout en diminuant leur différenciation en adipocytes?6?,
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Figure 19 : Implication des progéniteurs fibro-adipogéniques dans la régénération et le

maintien du muscle squelettique.

P-Mg : Macrophages pro-inflammatoires ; A-M¢ : Macrophages anti-inflammatoires

2.4 L’angiogénése et ’hypoxie durant la régénération musculaire

2.4.1 Le rble des cellules endothéliales dans la myogénése

Le muscle squelettique est I'un des tissus les plus vascularisés de I'organisme. Le réle
de cette microcirculation est d’apporter les différents substrats énergétiques aux fibres
musculaires, afin de permettre leur contraction. C’est pourquoi on retrouve une grande
guantité de capillaires en périphérie des fibres musculaires (entre 5 et 10 artérioles localisées
entre 3 et 4 fibres adjacentes)?%3. Il est intéressant de noter que le nombre d’artérioles
adjacentes aux fibres dépend du type de fibre. En effet, plus de capillaires sont associés aux
fibres de type | qu'aux fibres de type Il chez 'numain?64265 De plus, la microvascularisation
permet d’apporter 'oxygéne au muscle. La plasticité de cette vascularisation est mise en
évidence dans différentes études démontrant une expansion des artérioles, présentes dans le
muscle, suite a I'nypoxie ou I'exercice physique. cela permet un apport d’oxygéne optimal,

nécessaire au fonctionnement des fibres musculaires?66:267, Sur un plan mécanistique, il a été
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montré que cette plasticité était médiée par 'augmentation de VEGF, de HIF-1a (Hypoxia-

inducible factor 1-alpha) et d’IL-8 au sein du muscle2%8-270,

En condition physiologique, les cellules endothéliales, composant les vaisseaux sanguins,
sont juxtaposées aux SCs quiescentes. Ces cellules, ainsi que les cellules péri-endothéliales
comme les cellules musculaires lisses et les cellules fibroblastiques, participent a la mise en
place de la niche des SCs et maintiennent leur quiescence. Cette régulation se fait notamment
par la production d’angopoiétine-1 (ang-1) et de DIl4 qui vont agir sur la voie Notch afin de

garantir la quiescence des SCs (Figure 20)260:271.272,

Durant la régénération, la réparation des vaisseaux sanguins, dégradés par la blessure, est
indispensable au bon déroulement du processus de régénération?’3. Ainsi, la formation des
fiores musculaires et des capillaires se fait de fagon concomitante aprés une blessure®’*. Les
cellules endothéliales vont soutenir les différentes étapes de la myogénése via la sécrétion de
plusieurs facteurs tels que I'lGF-1, le HGF, le bFGF, le PDGF-BB, I'ang-1 et le VEGF275:276,
Le VEGF joue un rble essentiel dans les processus de myogénese et d’angiogénése durant le
processus de régénération. En effet, la déplétion de cette protéine induit des altérations du
nombre et de la densité des capillaires dans le muscle en condition physiologique?’’. Par
ailleurs, le VEGF favorise la prolifération et la différenciation des cellules souches musculaires
mais aussi I'hypertrophie des myotubes. Cette action se fait notamment via l'activation du
facteur myogénique MyoD?71278 Ce facteur de croissance est sécrété, conjointement par les
cellules endothéliales et les cellules myogéniques en différenciation, durant la régénération?’°.
Il protége les myoblastes de I'apoptose durant les premiéres phases de régénération et |l n’est
donc pas étonnant de constater que le niveau de VEGF reste élevé durant toute la phase de
régénération, pour revenir a un niveau basal 21 jours apres la blessure lorsque les densités
des myofibres et des capillaires sont revenues a la normale?®, Les cellules endothéliales
sécrétent également certaines cytokines, agissant sur la prolifération des myoblastes, comme
I'IL-6, I'IL-8 et le TNFa (Figure 20)276. Durant la régénération, beaucoups de facteurs vont
également favoriser 'angiogénése, comme les angopoiétines 1 et 2, le FGF, le Nerve Growth
Factor (NGF) et le CCL2 qui sont fortement exprimés durant les premiéres phases de la
régénération?®, Le FGF sécrété par les cellules myogéniques favorise I'angiogenése. En effet,
il a été mis en évidence que des injections de FGF-2 améliorent le processus de régénération
associé a une augmentation du nombre de capillaires dans le muscle?82283, e NGF participe
également a l'angiogénése en protégeant les cellules endothéliales de I'apoptose?®*. Par
aileurs, la p-catenine promeut la prolifération des cellules endothéliales, durant la
régénération, via une augmentation de la sécrétion de VEGF par les cellules myogéniques?®.

Enfin, une étude récente a montré que les macrophages participent conjointement au
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processus de myogénese et d’angiogénése in vivo et in vitro. Cette étude, réalisée au moyen
de cultures 3D, met en évidence que la communication entre ces 3 types cellulaires se fait via
3 effecteurs : I'apelin (APLN), 'oncostatin M (OSM) et la periostine (POSTN). Par conséquent,
le blocage de ces 3 effecteurs induit un défaut de régénération in vivo, associé a une altération
du processus myogénique ainsi qu’une réduction de I'angiogénése. Les macrophages anti-
inflammatoires participent a cette communication principalement par la sécrétion d’oncostatin

M qui stimule la myogénése et I'angiogénése?86,

Ces différents travaux mettent en lumiere le réle primordial du processus angiogénique au
cours de la régénération musculaire. Dans ce contexte, il n’est donc pas surprenant d’'observer
des dysfonctions de ce processus dans le cadre de myopathies. Par exemple, deux tiers des
capillaires présents dans le muscle présentent des altérations phénotypiques chez des
patients dystrophiques par rapport & des sujets sains?®’. Il a également été démontré que la
présence de fibrose, chez les patients atteints de myopathies, conduit a une augmentation de
la distance séparant les capillaires des fibres musculaires, diminuant leur approvisionnement
en énergie et en oxygéne?®®, On constate également une dérégulation de la sécrétion de
plusieurs facteur pro-angiogéniques comme bFGF, CCL2, NGF et CxCL12 au cours de ces
pathologies?’928, Par conséquent, les cellules endothéliales, provenant de souris mdx,
présentent une altération de leurs propriétés angiogéniques, a savoir une diminution de leur
capacité de migration, de prolifération, une augmentation de I'apoptose et une capacité réduite
a favoriser la prolifération des myoblastes in vitro. Réciproquement, les myoblastes présentent
une diminution de leur capacité a induire 'angiogénése in vitro, corrélée avec une diminution

de I'expression de HIF-1a et VEGF290:292,

71



Cellule endothéliale

Ang-1
Dll4 IGF-1
VEGF
Prolifération _ Différenciation/Fusion : .
Cellule souche Myoblastes TR Wy ( {{ ] o .

musculaire

Figure 20 : Role des cellules endothéliales dans la régénération musculaire.

2.4.2 L’hypoxie au sein du muscle blessé

En condition physiologique, 'hypoxie participe a I'adaptation a l'altitude et a I'exercice,
mais aussi a la myogéneése durant le développement embryonnaire?%2:293, Durant une blessure
musculaire, au-dela de I'activation des cellules endothéliales et des cellules péri-endothéliales,
la dégradation des capillaires induit une hypoxie essentielle a I'activation des cellules souches
musculaires. En effet, il a été mis en évidence qu’un environnement hypoxique stimule la
prolifération de myoblastes primaires humains et murins, de méme qu’au sein de la lignée
C2C12294-2%_ Cette régulation par I'hypoxie se fait via I'erythropoiétine (EPO) qui active
I'expression de MyoD et Myf5. Cette hormone permet le recrutement des cellules souches au
niveau du site de blessure et induit leur prolifération®®’. L’expression de MyoD et de MyoG est
également régulée par une autre protéine sensible a I'hypoxie : 'Heme Oxygénase 1
(HMOX1)2%98.299 | 3 faible concentration en oxygéne, au moment de la blessure musculaire,
affecte également 2 voies de signalisation tres importantes au sein des SCs : la voie NOTCH
et la voie WNT390:39L | "hypoxie active la voie NOTCH, inhibant la différenciation myogénique
et favorisant la prolifération des cellules souches. La voie WNT, quant a elle, stimule
I'expansion des cellules souches tout en diminuant leur capacité de différenciation392303, Le

faible niveau d’'oxygéne active conjointement le cycle cellulaire en permettant I'inhibition de
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CDKN1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) et RB (Retinoblastoma Protein).
Précisément, CDKN1A régule le cycle cellulaire en bloquant le complexe cyclin / CDK et RB
est nécessaire a établir un statut post-mitotique aux myofibres. L'inhibition de ces deux
facteurs favorise la prolifération des myoblastes en inhibant leur capacité a se
différencier3®4395, Cette différenciation est également entravée en condition hypoxique par
une inhibition de la voie 13K — AKT — mTOR13%, || a été montré que les miRNA jouaient
également un réle dans ce contexte. L’expression de VEGF durant I'hypoxie active miR210
qui a pour fonction de protéger les myoblastes de I'apoptose durant les premiéres phases de
la régénération musculaire3®’. Des régulations épigénétiques ont également été mises en
lumiére dans ce contexte. Plus précisément, une hypoxie induit une méthylation des histones
H3K27, ce qui aura pour conséquence de réprimer la transcription de MyoG, bloquant ainsi la
différenciation des myoblastes. Cette régulation est due a linactivation de [I'histone

demethylase KDM6A (Lysine-specific demethylase 6A) durant I'hnypoxie3°8,

Enfin, 'hypoxie agit via le facteur HIF-1a3%°. Ce facteur de transcription est sous le contréle
des Prolyl hydroxylase domain containing enzyme (PHD1, PHD2, PHD3), qui sont des
senseurs naturels du niveau d’oxygéne présent dans les cellules. En présence d’oxygéne, ces
enzymes ubiquitinylent HIF-1a, menant & sa dégradation par le protéasome3'°. En condition
d’hypoxie, la Heat Shock Protein 90 (HSP90) stabilise HIF-1a et prévient sa dégradation, lui
permettant de se transloquer dans le noyau, de former un hétérodimére avec sa sous-unité 3.
Ce complexe se lie aux Hypoxia-Response elements (HRE) et permet la transcription de ses
génes cibles tels que VEGF, EPO et HMOX1311:312 | *activation de HIF-1a induit, de surcroft,
'expression de BHLHE40 (Class E basic helix-loop-helix protein 40) qui réprime la
différenciation des cellules souches musculaires en inhibant la transcription de MyoG313, Cette
action de HIF-1a, sur le blocage de la différenciation des cellules myogéniques, a été mise en
lumiére par Yang et al. Ces auteurs démontrent que la délétion de HIF-7a et HIF-2a, dans les
SCs (Pax7¢®*), réduit la capacité de ces cellules a retourner en quiescence, tout en

augmentant leur capacité a se différencier3'4,

L’ensemble de ces données souligne le réle majeur de I'hypoxie, engendrée par la blessure
musculaire, sur l'activation et la prolifération des cellules souches musculaires. La faible
disponibilité en oxygene, présente au sein du site de blessure (<1 % oxygéne), permet de
soutenir les premiers stades de la myogénése tout en inhibant les phases de différenciation
de ces cellules. Néanmoins, a des stades plus tardifs, la syntheése de nouveaux vaisseaux
sanguins permet le retour a un niveau normal d’oxygéne dans le muscle (entre 2 et 10%
d’'oxygéne) et favorise la différenciation et la finalisation de la myogénese. Cette hypoxie est

donc bénéfique au processus global de régénération tant qu’elle est transitoire. Si celle-ci se

73



maintient, des effets délétéres sont observés comme l'induction de I'apoptose au sein des

myoblastes et des fibres nouvellement synthétisées3°.

2.5 La communication entre les cellules immunitaires et les différents acteurs de la
régénération musculaire

En plus de leur activité de phagocytose, permettant |‘élimination des débris engendrés
par la blessure, les cellules immunitaires sécrétent de nombreuses cytokines et médiateurs
qui sont essentiels a la communication inter-cellulaire lors de la régénération musculaire. Ces
cytokines et médiateurs permettent d’orchestrer le processus de régénération pour que celui-

ci soit optimal au niveau spacio-temporel.

2.5.1 Les cytokines favorisant la prolifération des cellules myogéniques

Une cytokine trés importante dans ce processus est I'|lFNy qui apparait 24 heures aprés
la blessure et est concomitante avec I'apparition des neutrophiles et des macrophages sur le
site de blessure. Cette cytokine régule directement le destin myogénique des SCs, en
induisant leur activation via I'expression de MyoD. Précisément, I'IFNy active la voie CIITA
(Class Il Major Histocompatibility Complex Transactivator) au sein des myoblastes, permettant
I'expression de MyoD et la prolifération de ces cellules tout en inhibant la différenciation et
I'expression de MyoG31°316 || estimportant de noter que I'lFNy posséde également une action
autocrine sur les macrophages, garantissant un maintien de leur phénotype pro-inflammatoire
(Figure 21)317,

Le TNFa est aussi une cytokine pro-inflammatoire agissant sur la prolifération des SCs. D’'une
part, cette cytokine active la voie NF-kB qui inhibe leur différenciation et augmente leur
prolifération. Cette action se fait notamment via une augmentation de la cycline D1, impliquée
dans le cycle cellulaire®'8-319, | ’activation de la voie NF-kB, par le TNFa, induit une inhibition
de p38, conduisant a une diminution de I'expression de la myogénine et de la formation des
myotubes®?. Une étude démontre que le TNFa favorise également la migration des
myoblastes in vitro en agissant comme un chimioattractant3?!. Ce phénoméne suggére que
cette cytokine, sécrété par les neutrophiles et les macrophages pro-inflammatoires, permet le
recrutement des SCs au niveau du site de blessure durant les premiéres étapes de la
régénération musculaire. Par ailleurs, le TNFa induit I'activation et la prolifération des SCs en
inhibant 'expression de Pax7 et de NOTCH114°. Cette action épigénétique sur NOTCH1
permet de lever I'inhibition de ce facteur sur les génes MyoD, MyoG et MEF2C et ainsi garantir

I'activation des cellules (Figure 21)3%2,
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L’IL-6 promeut, conjointement avec le TNFa, la prolifération des myoblastes. En atteste les
expériences menées sur des souris délétées pour cette cytokine qui présentent une diminution
de linfiltration des monocytes et macrophages au sein du muscle blessé. Ces modéles
présentent également une perte de masse des myofibres associée a une augmentation de la
fiorose au sein du tissu3?3. De plus, I'lL-6 stimule I'expression de Granulocyte Colony-
Stimulating Factor (G-CSF) par les macrophages, impliqués dans la prolifération des
myoblastes et dans la protection de ces cellules face a I'apoptose®432° Bien que le
mécanisme d’action ne soit pas connu, deux études montrent que I'lL-6 induit une diminution
de I'expression de MyoG mais pas de MyoD ce qui maintient un état de prolifération au profit

d’une induction de la différenciation et de la fusion des myoblastes326:327,

L’ADAMTS1 (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin motif 1) est une
metalloprotéinase, sécrétée par les macrophages pro-inflammatoires, dont l'activité est

comparable a celle du TNFa. Elle intéragit avec NOTCHL afin de réduire son action inhibitrice

sur 'expression des génes myogéniques MyoD, MyoG et MEF2C328,

Tout comme ADAMTS1, la Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) est une cytokine sécrétée par
ces mémes macrophages, agissant sur la prolifération des myoblastes via la voie de
signalisation JAK2-STAT332°, LIF peut également étre directement produit par les myoblastes
en réponse a une stimulation par le TNFa. Précisément, le TNFa active la voie JNK1,
conduisant a la production de LIF et le maintien de la prolifération de ces myoblastes par un

effet autocrine33°,

L’insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) est un facteur de croissance qui a un effet plus
controversé. En effet, il est sécrété par une multitude de cellules dans le contexte de la
régénération musculaire, que ce soit par les macrophages anti-inflammatoires, les cellules
musculaires elles-mémes ou encore les FAPs?12:331.332 |n vitro, cette hormone favorise la
prolifération et la différenciation des myoblastes. In vivo, elle permet d’activer la prolifération
des SCs et d’augmenter la masse des myofibres333:334_ D’'un point de vue moléculaire, I'lGF-
1 agit directement sur le cycle cellulaire via une activation de la voie PI3K/Akt, mais aussi sur
la voie des MAP kinases33%336, D’autres études ont, quant & elles, misent en évidence que
cette protéine favorise la synthése protéique au sein des myoblastes durant la différenciation.
Cependant, il semblerait que cette action soit bloquée, durant les premieres phases de la
régénération musculaire, par la sécrétion de I'lL-1B. En effet, la cytokine IL-1B perturbe
'activation du récepteur de IGF-1 au niveau des myoblastes afin de les maintenir en
prolifération durant les premiers jours post-blessure33”. Enfin, ce facteur de croissance joue

également un réle dans la polarisation des macrophages pro-inflammatoires en macrophages
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anti-inflammatoires. Ainsi, une délétion de cette hormone induit un défaut de régénération du

muscle associé a un défaut de polarisation des macrophages??.

Outre les cytokines, les protéines chimioattractantes (ou chimiokines) ont également un réle
essentiel sur la myogénése. Initialement décrite comme des protéines permettant le
recrutement de différentes cellules immunitaires, il a été montré récemment qu’elles impactent
directement le destin des cellules satellites. C’est le cas pour CCL2 (ou MCP-1) qui stimule la
prolifération des myoblastes in vitro et in vivo. L’action de cette protéine se fait via la fixation a
son récepteur CCR2 (C-C Chemokine Receptor type 2), présent sur les myoblastes en
prolifération, qui induit la phosphorylation de MyoD via la voie MAPKp38d/y, tout en réprimant
I'expression de MyoG. Il est intéressant de noter que ces cellules myogéniques, au moment
de se différencier, vont réduire I'expression du récepteur CCR2 afin de bloquer cette
stimulation de la proliferation et permettre les dernieres étapes de la myogénése. Cette
diminution de CCR2 est altérée durant le vieillissement, aboutissant a des problémes de

différenciation et de fusion des myoblastes (Figure 21)338,

Des études font mention d’une fonction similaire des chimiokines CxCL1 et CxCL2. En effet,
une étude a mis en évidence une capacité de ces chimiokines a inhiber la différenciation des
C2C12 en culture, résultant en des fibres appauvries en noyaux. De surcroit, des expériences
sur le réle de CxCI1 in vivo, réalisées en injectant cette chimiokine intra-musculairement
conjointement a la blessure musculaire, mettent en évidence une diminution de la taille des
fibres régénérées chez ces souris par rapport aux souris contrdles 7 jours apres blessure. De
fagcon complémentaire, ils ont également montré que, en absence de blessure musculaire,
I'injection de CxClI1 induit une augmentation de prés de 50% du nombre de cellules souches
dans le muscle. Ces données suggerent une capacité de cette chimiokine a induire I'expansion
de ces cellules tout en inhibant leur capacité a se différencier33°. Une seconde étude publiée
en 2018 détaille I'action de CxCI1 qui induit la prolifération des SCs via une inhibition de la
voie NOTCH3* |

Concernant I'implication de I'lL-12 dans ce processus, seule une étude de 2015 fait mention
de son rdle dans la mise en place de la différenciation des myoblastes. En effet, la
surexpression de I'lL-12 dans les lignées C2C12 favorise significativement leur différenciation.
Un effet miroir est observé, a savoir, une diminution de leur capacité a former des myotubes

lorsque I'expression du gene de cette interleukine est abolie®.

La prostaglandine E», sécrétée par les macrophages pro-inflammatoires, est également une
protéine cruciale pour le développement des myoblastes. Bien que le mécanisme d’action
précis demeure non élucidé, il a été mis en évidence que la prostaglandine agit sur la

prolifération des myoblastes via le récepteur EP4 (Prostaglandin E Receptor 4) et le facteur
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NURR1 (Nuclear Receptor Related 1 protein). En témoigne ces expériences de délétion du
récepteur EP4 qui supprime totalement I'effet de la prostaglandine sur les myoblastes in vitro.

De plus, l'injection de prostaglandine E; stimule la régénération musculaire in vivo?"”.
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Figure 21 : r6le des cytokines pro-inflammatoires dans le destin myogénique.

2.5.2 Les cytokines et facteurs de croissance favorisant la différenciation et la fusion des

myoblastes
L’IL-4 est un messager important du processus de régénération musculaire. Cette

interleukine est exprimée par les éosinophiles et les macrophages anti-inflammatoires mais il
est important de souligner que les cellules musculaires, elles-mémes, sécrétent de I'lL-4 et
expriment son récepteur'’3. Bien que cette cytokine soit sécrétée durant les stades précoces
et tardifs de la régénération musculaire, son réle au sein de la myogénése a été décrit comme

favorisant la différenciation, la fusion et la croissance des myoblastes34!

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire sécrétée par les macrophages pro-résolutifs et les
mTregs. Etant intégré a I'environnement anti-inflammatoire du muscle squelettique a partir du
4 éme jour apres la blessure, cette cytokine favorise la différenciation des myoblastes au profit
de leur prolifération afin de former de nouvelles fibres 210, Dans le méme temps, cette cytokine
contre-carre l'action des cytokines pro-inflammatoires, tels que le TNFa, en prévenant la
phosphorylation de la protéine JNK. Cette action a pour conséquence d’orienter les
myoblastes vers une étape de différenciation et de croissance, au lieu de maintenir leur

prolifération342. Cependant, les myoblastes ne sont pas les seules cibles de I'lL-10. En effet,
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cette cytokine agit également sur les mésoangioblastes qui sont des cellules souches
associées aux vaisseaux sanguins et qui participent a la régénération musculaire. En effet, les
études de bosurgi et al. montrent que I'lL-10 stimule la différenciation de ces cellules vers un
destin myogénique. Afin de démontrer ce rble, cette équipe a transplanté des
mésoangioblastes dans des souris délétées pour le récepteur a I'lL-10 (IL-10R) et mis en
évidence que la délétion de ce récepteur réduit, de fagon importante, la différenciation de ces

cellules vers un profil myogénique lors de la régénération musculaire343,

Le TGF-B est un facteur fortement impliqué dans le processus de régénération musculaire. Il
a tout d’abord une action sur la prolifération des myoblastes en activant la voie SMAD3, qui
interfére avec la protéine MyoD, et perturbe ainsi sa dimérisation et son action®**. TGF-8
favorise également la dégradation de cette protéine au sein des myoblastes. De surcroit, ce
facteur de croissance stimule la prolifération en augmentant le transport de la protéine PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) vers le noyau, permettant son activité au sein du cycle
cellulaire34°-347 Par ailleurs TGF-B est considéré comme l'un des principaux facteurs
favorisant la mise en place de la MEC. Cette particularité est due a sa capacité a induire
'expression des génes relatifs a la production de la MEC tels que le collagéne et la
fibronectine. Cependant, le TGF-B contréle ce processus en stimulant I'expression des
protéases dégradant cette matrice comme les matrix metalloproteinases (MMPs)348. La
dérégulation de ce systéme pouvant entrainer une fibrose dans le muscle régénéré, il est
hautement régulé par 2 cytokines : 'lGF-1 et 'lFNy qui inhibent la signalisation du TGF-§3 dans

les fibroblastes349:350,

Le facteur de croissance GDF3, qui fait partie de la famille des TGF, stimule la différenciation
et la fusion des myoblastes. Bien que son mécanisme d’action demeure inconnu, une étude

montre que GDF3 favorise in vitro les derniéres étapes de la myogénése?19,

Enfin, 'amphiréguline (AREG) est un facteur de croissance de la famille des facteurs de
croissance épithéliaux (EGF)3°L. Ce facteur est exprimé par les mTregs entre 4 et 7 jours aprés
la blessure?®?, L’AREG favorise la différenciation des myoblastes in vitro et in vivo par
l'activation de son récepteur: le récepteur EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor).
Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation du destin myogénique

par 'AREG ne sont, a ce jour, pas encore élucidés.

En plus des mediateurs qui viennent d’étre décrits, il a également été montré que les
macrophages pouvaient communiquer de facon directe avec les cellules souches musculaires.

Ce contact prévient 'apoptose des cellules souches via des molécules d’adhésion telles que
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ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) et PECAM-1 ( Platelet endothelial cell adhesion

molecule-1)3%2,

3. LHORLOGE CIRCADIENNE

Notre organisme est soumis a des variations rythmes cycliques liés a la disposition de
notre systeme solaire. Les rythmes circadiens sont des cycles biochimiques, physiologiques
et comportementaux qui oscillent sur une période d'environ 24 heures pour s'aligner sur le
cycle lumiéere/obscurité di a la rotation de la terre autour de son axe. Ces rythmes endogenes
sont générés par I'horloge biologique qui est un systéme ancestral présent dans tous les
organismes, des cyanobactéries a 'homme, leur permettant d'anticiper des changements
environnementaux prévisibles tels que I'alternance jour/nuit3®3-3%, Cette horloge coordonne
I'apport alimentaire et leur dégradation, la régulation de la température corporelle, la sécrétion
hormonale et de nombreux autres processus physiologiques, avec une périodicité de « environ
un jour » (en latin « Circa », autour ; « Diem », jour). En effet, les processus physiologiques
sont régulés temporellement par le rythme circadien a tous les niveaux, de I'organisme entier
aux cellules individuelles. L’'une des caractéristiques majeures de cette horloge circadienne
est que son activité est endogeéne ce qui permet de maintenir un rythme circadien en I'absence
de repéres temporels externes tel que I'alternance jour/nuit. Cette découverte a d’ailleurs été
mise en évidence au début des années 60 par les experiences « hors du temps » du
spéléologue Michel Siffre (1962) et de Nathaniel Kleitman (1959). Ces expériences ainsi que
d’autres études ont ainsi permis de mettre en évidence que la durée intrinséque de I'horloge
circadienne n’était pas de 24 heures précisément. En effet, chez I'homme, le rythme
intrinséque de I'horloge biologique est estimé a 24 heures et 11 minutes®°®. Par conséquent,
I'norloge doit étre entrainée quotidiennement par des facteurs externes pour s'ajuster a 24
heures. Chez les mammiferes, le principal indicateur de temps environnemental est la lumiere
détectée par les cellules ganglionnaires de la rétine contenant de la mélanopsine. L'information
lumineuse est alors transférée a I'’horloge centrale, située dans le noyau suprachiasmatique
de I'hypothalamus. Cette structure, d’environ 20000 neurones, est le siege de la
synchronisation globale de notre organisme. Cette horloge centrale synchronise a son tour les
horloges périphériques de [l'organisme via le systeme nerveux sympathique et
parasympathique mais aussi via des signaux hormonaux tels que la cortiscostérone et la

mélatonine.

Il est intéressant de noter que la synchronisation de I'’horloge centrale par la lumiére est plus

complexe qu’il N’y parait. En effet, cette synchronisation se fait sous plusieurs conditions. Tout
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d’abord l'influence de la lumiére sur I'horloge dépend principalement de l'intensité lumineuse
ainsi que de la durée d’exposition®®’. De facon étonnante, il suffit de quelques secondes
d’exposition a la lumiére et d’une intensité lumineuse ne dépassant pas les quelques lux pour
influencer des parametres corporels contrdlés par I'horloge biologique tels que la sécrétion de
mélatonine, la fréquence cardiaque ou la température corporelle chez 'Homme3%8, La nature
de I'excitation lumineuse a également son importance dans cette synchronisation et dépend
notamment du spectre de cette lumiére. Des études effectuées au début des années 2000
montrent qu’une lumiére monochromatique bleue (ayant une longueur d’'onde de 480nm) a un
effet maximal sur la synchronisation de I'horloge. |l est montré que cette caractéristique est da
aux cellules rétiniennes ganglionnaires a mélanopsine, particulierement sensibles a cette

longueur d’onde 359:360,

Enfin, I'heure a laquelle I'organisme est soumis a une exposition lumineuse a également son
importance. Elle aura pour effet, soit de retarder I'’horloge circadienne (exposition lumineuse
entre 17h et 5h), soit d’avancer cette derniére (exposition lumineuse entre 5h et 17h)361, De
plus, d’autres facteurs tels que I'activité physique et la prise alimentaire sont également des
sighaux de synchronisation puissants pour les horloges périphériques. lls permettent un
stockage et une dépense d'énergie optimaux. Ainsi, 'ensemble de ces régulations permet
chaque jour a l'organisme d’anticiper au mieux la majorité des processus physiologiques

indispensables a son bon fonctionnement.

La composante moléculaire de cette horloge a été mise en évidence pour la premiére fois en
1971. Cette étude portant sur la drosophile a montré que des mutations portées par un méme
géne engendraient une perte de rythmicité locomotrice de ces drosophiles mutées. Ces
travaux sont repris quelques années plus tard par Michael Rosbash, Michael Young et Jeff
Hall, désireux de séquencer ce géne et d’étudier le réle de cette protéine. lls démontrent que
ce géne transcrit la protéine période (PER) dont la concentration cytoplasmique subit des
variations diurnales (concentration nocturne plus élevée que durant la journée)362. Ce n'est
gquen 1994 qu'un second acteur de I'horloge biologique est découvert avec la protéine
Timeless (TIM)383, Cette découverte décrit une boucle d’autorégulation transcriptionnelle par
ces deux protéines. Depuis, le mécanisme moléculaire de I'horloge circadienne a été

approfondi et étendu a la plupart des organismes vivants.

3.1 Composition de I’horloge circadienne

Chez les mammiféeres, I'horloge biologique est composée de 2 boucles d’autorégulation
transcriptionnelle avec, en son centre, 'hétérodimére de facteur de transcription composé de
BMAL1 (Brain and Muscle Arnt-like protein-1) et CLOCK (Circadian Locomoter Output Cycles
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Protein Kaput). Cet hétérodimeére va se fixer sur le promoteur de ses génes d’intérét grace aux
séquences « E-box ». Cela va initier la transcription des génes Per et Cry (Cryptochrome).
Une fois traduites, ces protéines vont s’associer et étre transloquées dans le noyau pour
inhiber l'activité transcriptionnelle de Bmall et Clock. Cette inhibition est régulée par la
phosphorylation de PER et CRY par TAMPK et CKle (Casein Kinase lg), amenant a leur
dégradation dans le noyau. Rev-erba (Reverse Strand of ERBa) et RORa (Retinoid-related
Orphan Receptor a) composent la deuxiéme boucle de régulation de I'horloge circadienne. En
effet, ces deux récepteurs nucléaires sont des cibles transcriptionnelles de BMAL1 et vont

respectivement réprimer et activer sa transcription (Figure 22).

Degradation

Figure 22 : Boucles de régulation de I’horloge circadienne364,

L’alternance d’expression et d’activité de ces différents facteurs permet d'imposer a toutes les
cellules une rythmicité au cours de la journée. Celle-ci s’explique par le fait que les différents
acteurs de I'horloge régulent le transcriptdme des différents tissus de notre organisme (entre

3 et 16% selon les organes)36°.

Des études récentes ont mis en évidence que l'instauration d’'un rythme n’est pas uniquement
dd a une régulation transcriptomique des différents acteurs de I'horloge puisque I'acétyldome,
le protédme, le phosphoprotéome ainsi que le métaboléme sont également soumis a des
variations circadiennes3%6367 | ’'ensemble de ces données démontre la robustesse et

limportance de ce systéme au sein des organismes vivants.
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3.2 Les récepteurs nucléaires Rev-erba et RORa

3.2.1 Les récepteurs nucléaires

3.2.1.1 Structure d’un récepteur nucléaire (RN)

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription dont I'activité est inductible
par un ligand. Ces ligands sont généralement des hormones stéroidiennes tels que
I'cestrogéne ou la progestérone, mais peuvent également étre des lipides solubles comme
lacide rétinoique ou les oxystérols®®8. La grande majorité des RNs présentent une
organisation commune comprenant 5 domaines distincts (Figure 23). Le premier domaine est
nommé A/B et est situé en position N-terminale. Cette fraction est variable en taille et en
séquence selon les différents récepteurs nucléaires. Ce domaine contient notamment la région
AF-1 (Activation Function 1) qui communique avec des protéines co-régulatrices de facon
indépendante du ligand*®. De par la richesse de ses co-régulateurs et de sa localisation dans
des types cellulaires spécifiques, ce domaine permet également d’adapter I'activité du

récepteur nucléaire en fonction des besoins de la cellule ou du tissu.

La seconde zone est le domaine de liaison a 'ADN (DNA Binding Domain ou DBD) qui
présente une structure trés conservée parmi les RNs. En effet, celle-ci présente deux motifs
en doigt de zinc dont la structure est stabilisée par la présence de 8 cystéines permettant la
capture de 2 ions de zinc®°. Grace a la conformation de ces deux hélices, une structure dite
tertiaire, composée d’hélices alpha, est observée. Ces hélices sont responsables de
I'interaction du récepteur avec le grand sillon de 'ADN. Ce domaine a 'ADN comporte
également une sous-région appelée boite distale (D-box) qui permet la dimérisation du

récepteur 371,

Le domaine D (appelé également région charniére) est la région qui permet de connecter le
domaine de liaison a I'ADN a celui du domaine de liaison au ligand. Il permet également la
fixation de certains co-répresseurs tels que N-Cor (Nuclear Receptor CoRepressor) et confére

une certaine flexibilité au récepteur pour faciliter sa fixation aux éléments de réponse®’2373,

Le domaine E est le domaine de liaison au ligand ou (Ligand Binding Domain ou LBD). Ce
domaine de grande taille présente une structure trés conservée parmi les récepteurs
nucléaires. Cette structure, comportant 11 hélices a et 4 feuillets B, permet la formation d’'une
poche hydrophobe favorisant la fixation des différents ligands®’4. La 12°™¢ hélice compose le

deuxieme domaine d’activation (AF-2) qui est dépendant du ligand. En effet, la fixation du

82



ligand & ce domaine engendre un repliement de I'hélice, offrant 'espace nécessaire au
recrutement des co-activateurs. A l'inverse, la fixation d’'un antagoniste du récepteur inhibe ce

repliement, empéchant donc le recrutement des co-activateurs3’.

Enfin, le domaine F, situé dans la zone C-terminale de la protéine, est la section la plus variable
de la structure des récepteurs nucléaires et certains récepteurs en sont dépourvus. La fonction
de ce domaine demeure encore aujourd’hui obscure mais certaines études ont mis en lumiére
un role de régulateur de I'activité transcriptionnelle pour les récepteurs Era (Estrogen Receptor

a) ou encore HNF-4a (Hepatocyte Nuclear Factor 4)37377.

A/B & D E F

Nl—( (AF-1) ( D) (Hingc 1951 (.~\r-2) Ct

Figure 23 : Structure d’'un récepteur nucléaire (adapté de Grimaldi et al. 2015)378,

3.2.1.2 Classification et mécanisme d’action

Les différents RNs sont divisés en 4 groupes selon leur mécanisme d’action. Le premier
groupe de RN contenant, par exemple, le récepteur aux stéroides est présent dans le
cytoplasme a I'état inactif par une protéine chaperonne. Lorsque ce dernier se lie a son ligand,
la protéine chaperonne facilite la translocation du RN dans le noyau afin de lui permettre
d’assurer son action transcriptionnelle en se liant en homodimére au niveau des éléments de
réponse des promoteurs®®38° [ es RN de type 2 sont, quant a eux, directement localisés dans
le noyau mais, en absence de ligand, sont maintenus inactifs via la fixation de co-répresseurs.
Apres fixation du ligand, ces co-répresseurs sont remplacés par des co-activateurs permettant
la formation d’'un hétérodimeére du RN avec RXR (Retinoid X Receptor) afin de promouvoir la
transcription de ses génes cibles®!. Les récepteurs de type 3 et 4 présentent un mécanisme
d’action similaire au type 2 a I'exception qu’ils se fixent respectivement en homodimeére ou en

monomeére aux éléments de réponse des promoteurs (Figure 24)32,
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Figure 24 : Mode d’action des différents récepteurs nucléaires.

Selon le récepteur nucléaire, son activité sur la transcription de ses génes cibles sera soit
activatrice soit inhibitrice et se liera soit a des co-répresseurs soit a des co-activateurs de

natures différentes.

Les co-répresseurs peuvent étre dissociés en 2 classes. Il existe des co-répresseurs qui
répriment l'activité transcriptionnelle des RNs en absence de ligand comme c’est le cas pour
les RNs de classe 2, 3 et 4. Ces répresseurs sont les protéines NCoR et SMRT (Silencer
Mediator of Retinoid and Thyroid Receptors). Lors de I'activation des RN par leur ligand, ces
protéines sont remplacées par des co-activateurs®”®. La seconde classe de co-répresseurs
concerne des protéines dépendantes d'une activation par un ligand tels que LcoR (Ligand
dependant nuclear receptor CoRepressor), RIP140 (Receptor Interacting Protein 140) ou
encore TIF-1 (Transcription Intermediary Factor 1), Certains cofacteurs s’associent a ces
protéines comme HDAC (Histone Déacétylase) dont la fonction est de compacter la

chromatine par déacétylation des histones afin de réprimer la transcription des génes cibles.

Alinverse, les co-activateurs interagissent avec les RNs afin d’'induire la transcription de leurs
genes cibles. Aprés la fixation du ligand, un complexe activateur est formé via la fixation
d’enzymes modifiant la chromatine tels que I'histone acetyl-transferase (HAT) ou I'histone
methyl-transferase (HMT). Ces enzymes permettent la modification des histones, I'ouverture

de la chromatine et le recrutement de la machinerie de transcription comme 'ARN polymérase

| |384,385
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3.2.2 Le récepteur nucléaire RORa

3.2.2.1 Isoformes et ligands des RORs

Le RN ROR est présent dans I'organisme sous 3 isoformes : RORa (NR1F1), RORB (NR1F2)
ou RORYy (NR1F3)%6, Les récepteurs RORs présentent une structure classique contenant un
domaine N-terminal, un DBD, un LBD et une région charniere®®’. Les différentes isoformes de
ROR résultent d’'un épissage alternatif®®838°, Concernant RORa, 4 isoformes différentes ont
été identifiés chez 'humain et 2 chez la souris. Ces isoformes sont exprimées par différents
types cellulaires et contrélent I'expression de différents génes. Les RORs se fixent en
monomere sur les régions promotrices au niveau d’un site RevRE (RGGTCA) précédé d’'une
séquence riche en A et T3%. Le domaine de liaison a '’ADN est par ailleurs fortement conservé
entre les différentes isoformes de ROR puisqu’il présente environ 90% d’homologie entre
RORa, B et y%¥". Les ligands naturels des RORs sont le cholestérol, les sulfates d cholestérol
et les oxystérols. lls se fixent au niveau du LBD pour stimuler I'action des RORs sur leurs
génes cibles®1392 A 'heure actuelle, il existe peu de données sur des modifications post-
traductionnelles de ROR. On sait toutefois que PKA (Protéine Kinase A) et ERK2 peuvent

phosphoryler I'isoforme RORa4 afin de réguler son activité transcriptionnelle3®33%, || a

également été montré que la sumoylation de RORa augmente son activité3°°,

3.2.2.2 RORa, régulateur métabolique

Le rdle métabolique de RORa a été démontré dans de nombreux contextes
physiopathologiques. Les mutations dans le géne Rora chez I'humain sont associées au
développement de I'obésité, du diabéte de type 2 et des maladies hépatiques comme la NASH
(Non-Alcoholic SteatoHepatitis)3°®-3%. En outre, de nombreuses études mettent en lumiére un
réle de RORa sur la régulation du métabolisme des lipides, notamment via une régulation de
I'apolipoprotéine C-1ll chez I'hnumain et chez la souris®®. Il a également été montré in vivo chez
la souris que la néoglucogénése hépatique, intervenant en réponse a un jeline, est sous le
contrble de ce récepteur qui régule I'expression de I'enzyme glucose-6-phosphatase
(G6Pase)*®. RORa est également impliqué dans le métabolisme du cholestérol notamment
en activant la transcription de l'apolipoprotéine A-l, un composant majeur des HDL (High
Density Lipoprotein), particule permettant le transport du cholestérol de la périphérie jusqu’au
foie (Figure 25). Dans un contexte similaire, la délétion spécifique de RORa dans les
hépatocytes dérégule la voie PPARYy et conduit & une augmentation du métabolisme des
lipides ainsi qu’une augmentation du taux de glucose hépatique en réponse a un régime riche

en graisses, menant a une stéatose hépatique, une obésité et une insulino-résistance des
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souris délétés pour RORa*, Par ailleurs, le développement de la stéatose hépatique sévéere
chez ces souris pourrait étre attribué a une dysfonction mitochondriale*°?. De plus, des études
montrent que RORa régule les niveaux intra-cellulaires de cholestérol, diminuant ainsi les
concentrations plasmatiques ce qui aurait un effet bénéfique sur le développement de

maladies cardiovasculaires03404,

D’autres travaux ont décrit un role métaboligue de RORa dans un modéle controversé. En
effet, une mutation naturelle du géne RORa a été identifiéé en 1962 chez la souris faisant état
de dysfonctions neurologiques importantes. Ces souris, appelées souris Staggerer, présentent
une ataxie sévére associée a des problemes moteurs ainsi que des tremblements intenses.
Quelques années plus tard, une équipe a démontré que ce phénotype résulte d’'une mutation
naturelle du géne Rora au niveau du LBD, générant une protéine tronquée*®>4%, Qutre
I'implication de RORa au niveau du développement neuronal, ce modele a également été
'objet de nombreuses études métaboliques. Mamontova et al. ont mis en évidence une
altération du métabolisme des lipides chez ces souris, caractérisée par une diminution des
concentrations plasmatiques de HDL qui favorise le développement de I'athérosclérose suite
a un régime riche en cholestérol*®’. Par ailleurs, ces souris présentent également une
augmentation de la thermogéneése au sein du tissu adipeux brun. Les résultats de cette étude
ont depuis, été consolidés par d’autres travaux qui démontrent une régulation directe de RORa
sur la transcription de génes impliqués dans le processus de thermogénése comme Ucpl,
Pgc-1a ou encore Ppara dans le tissu adipeux blanc inguinal et périgonadal (Figure 25)408499,
Cependant, les données obtenues sur les souris staggerer nécessiteraient d’étre confirmées
au vu du phénotype particulier de ces souris et des conséquences métaboliques indirectes

gue ce modele pourrait avoir dans les contextes étudiés.

3.2.2.3 RORa, un régulateur immunitaire

Les premieres études démontrant une régulation de RORa sur des composants de
I'inflammation ont également été réalisées sur des souris staggerer. Ces souris présentent un
développement limité du thymus, une diminution de la masse de la rate ainsi qu’un gonflement
des ganglions lymphatiques*®. Un retard dans la génération des lymphocytes T suppresseurs
aprés un challenge ainsi qu’une sensibilité accrue au LPS est également observé chez ces
souris. Cette sensibilité se traduit par une augmentation de I'activation des macrophages
associée a une production plus importante des cytokines IL-1 et TNFo*!!. Une comparaison de
ce modeéle a des souris déplétées en lymphocytes B et T (Rag-2") a permis de démontrer que
ce RN est indirectement lié au développement des lymphocytes B et T et a leur capacité a

produire certaines cytokines comme I'lFNy (Figure 25)*'2. RORa a également un réle important
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dans les poumons ou il régule la réponse T2 mais également l'infiltration de neutrophiles,
d’éosinophiles ou encore de lymphocytes au niveau des bronches*®. Ce récepteur agit
également sur les cellules myéloides et notamment les monocytes en réponse a une infection
virale ou il inhibe la voie NF-kB afin de contréler la réponse immunitaire de ces cellules face a
linfection**4. Enfin, ROR agit sur la capacité des cellules endothéliales intestinales a détecter
les différents pathogenes via la régulation des récepteurs NOD2 (Nucleotide-binding

Oligomerization Domain 2) et Toll-like receptor*®.

Les différentes isoformes de ROR sont également impliqués dans le développement de
certaines populations immunitaires. En effet, RORa est indispensable au développement des
ILC2 chez la souris**®. Les isoformes RORa et RORy sont au centre de la différenciation des
lymphocytes Th17. RORa régule également les lymphocytes helper folliculaires et est impliqué

dans la survie de certains lymphocytes B mémoires*17:418419,
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Figure 25 : R6le de RORa dans |le métabolisme et 'immunité.
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3.2.3 Le récepteur nucléaire Rev-erba

3.2.3.1 Structure et particularités de Rev-erba

Le récepteur nucléaire Rev-erba ou nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
(NR1D1) a été découvert en 1989 par I'équipe de Mitchell Lazar*?. La particularité de Rev-
erba est d’étre un répresseur de la transcription. En effet, ce RN ne posséde pas d’hélice 12
au niveau de son LBD correspondant a la section AF2 sur un RN classique. Cette particularité
'empéche de recruter des co-activateurs et n’est donc pas en capacité d’induire la
transcription de ses genes cibles. Rev-erba fixe uniquement des co-répresseurs, tels que
NCoR, RIP ou HDAC3, qui induisent une densification de la chromatine, empéchant ainsi
I'accés du complexe de transcription®?!. Rev-erba est également capable de se fixer au
promoteur de ses génes cibles en monomeére ou en homodimére a la condition que les deux
séquences RevRE soient espacées de 2 nucléotides et qu’'une une région riche en A/T soit a

proximité*?2,

De maniére intéressante, ce récepteur est capable d’assurer son activité transcriptionnelle de
facon indirecte sans interagir directement avec les séquences d’ADN. En effet, des travaux
récents ont montré que Rev-erba peut se lier a d’autres facteurs de transcription tels que HNF6
dans le foie ou NF-Y (Nuclear Factor-Ya) dans le muscle afin de réprimer I'expression des
genes*?3424 || est également capable d’assurer une fonction non transcriptionnelle en

intéragissant avec d’autres partenaires comme I'OGT (O-GlcNac Transferase)*?®.

Longtemps considéré comme un récepteur nucléaire orphelin (dépourvu de ligand naturel
pouvant moduler son activité), il a finalement été découvert que l'activité de Rev-erba était
sensible a la présence de I'heme?*?®. D’abord identifié chez la drosophile, cette interaction entre
'néme et les Rev-erbs (a et B), permet la stabilisation de leur structure protéique et
I'augmentation du recrutement de NCoR*?’. L’héme est composé d’un ion Fer capable de lier
une molécule de monoxyde d’azote ou de monoxyde de carbone qui diminue la fixation et
I'activité des co-répresseurs NCoR et RIP140%%. Une étude élégante a par ailleurs montré que
ce mécanisme est responsable de I'expression de VCAM1 dans les cellules endothéliales,

favorisant ainsi leur migration?°,

Plusieurs laboratoires ont mis au point des ligands synthétiques de ce RN tels que le GSK4112
ou le SR9009, capable d’augmenter I'activité répressive des Rev-erbs (a et B). Ces ligands ont
été utilisés dans de nombreuses études portant sur les adipocytes, les hépatocytes ou le
muscle. L'utilisation de cet agoniste permet d’augmenter la biogenése mitochondriale, la
capacité oxydative du muscle ainsi que I'endurance des souris traitées*3°-433. Cependant, des

effets de 'agoniste SR9009 indépendant de I'action des Rev-erbs ont été mis en évidence. En
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effet l'utilisation d’'un modéle murin déficient pour les récepteurs Rev-erb a et 8 a démontré un
effet du SR9009 sur la prolifération et le métabolisme de différents types cellulaires, mettant
en évidence les limites de I'utilisation de ce ligand synthétique***. A I'inverse, le SR8278 et le
GSK1362 sont des antagonistes des Rev-erbs et altérent l'intéraction entre le LBD des
récepteurs et les co-répresseurs NCOR1 et SMRT2 (Nuclear Receptor Co-repressor 2). Ces
antagonistes ont notamment été utilisés dans des études ciblées sur les macrophages et les
cellules épithéliales*®.

3.2.3.2 La régulation du métabolisme par Rev-erba
Rev-erba joue un rbéle majeur dans la régulation métabolique de nombreux organes

comme le pancréas, le foie, le tissu adipeux ou le muscle squelettique*®.

Dans le pancréas, I'expression de Rev-erba est régulée par la concentration de glucose. Cette
régulation métabolique est assurée par la voie AMPK/SIRT1. Dans ce contexte, Rev-erba
induit la sécrétion du glucagon par les cellules a pancréatiques**’. Dans le foie, ce RN a été
décrit comme un régulateur essentiel du métabolisme des lipides et des lipoprotéines. En effet,
Rev-erba réprime la transcription de genes impliqués dans la lipogénése tels que Fasn (Fatty
Acid Synthase) et Acaca (Acetyl-CoA Carboxylase Alpha) en régulant notamment la voie
Srebplc (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins)*®. De plus, Rev-erba est impliqué dans
la synthese et la dégradation du cholestérol dans le foie. Il réprime directement ou
indirectement I'expression d’enzymes clés de la synthese du cholestérol comme HMGCR
(Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase), MVD (Mevalonate Diphosphate Decarboxylase) et
HMGCoA*®, Cependant, il favorise également sa dégradation en permettant I'expression de
I'enzyme Cyp7A1, responsable de la synthése des acides biliaires a partir du cholestérol, en
levant l'inhibition des facteurs SHP (Small Heterodimer Partner), LRH-1 (Liver Receptor
Homolog 1) et NFIL3 (Nuclear Factor Interleukin 3 Regulated)*®44!, De facon intéressante,
Rev-erba joue également un réle dans le métabolisme des lipoprotéines, comme RORa, mais
son action est ciblée sur les lipoprotéines riches en triglycérides (VLDL). Rev-erba inhibe
I'expression du géne de I'ApoC Ill, enzyme inhibant le catabolisme des VLDL (Figure 26)*%2.
Rev-erba agit également sur la synthése du glucose de novo dans le foie. Dans les cellules
HepG2, I'activation de Rev-erba par 'héme amplifie la répression de génes relatifs a la

gluconéogénése tels que PEPCK (PhosphoEnolPyruvate CarboxyKinase) et G6Pase**.

Au sein des adipocytes, Rev-erba joue également un réle important. Des études ont montré
qu’il participe a la différenciation adipocytaire. Précisément, sa surexpression méne a une

augmentation du stockage des lipides couplé & une augmentation de marqueurs de
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'adipogénése comme PPARy, C/EBPa et FABP4 (Fatty Acid-Binding Protein 4) dans des
lignées adipocytaires in vitro**4. Depuis, d’autres études ont affiné cette observation et
montrent que Rev-erba joue un réle dans la différenciation précoce des adipocytes mais qu’il
est ensuite dégradé pour assurer une différenciation compléte (Figure 26). Cette dégradation
est due a 'augmentation du taux d’héme dans ces adipocytes*®2445, Récemment, un modéle
de délétion de Rev-erba spécifiqguement dans les adipocytes montre que ce récepteur joue un
role crucial dans la protection de ce tissu face aux désordres métaboliques induit par un régime
riche en graisses. En effet, les auteurs montrent que, en condition basale, I'action de Rev-erba
est limitée a la régulation des genes de I'horloge et du collagéne. Or, suite a un régime riche
en graisses, la délétion de Rev-erba engendre une obésité plus importante par rapport aux
souris contréles sous HFD (High-Fat Diet). De plus, I'environnement pathologique, amené par
le régime, semble induire un démasquage de plusieurs sites de liaison de Rev-erba, sur des
promoteurs de génes impliqués principalement dans le métabolisme des lipides et de la
mitochondrie. Ces données semblent indiquer que Rev-erba, en condition d'obésité, régule le
métabolisme des adipocytes afin de prévenir le développement de complications

métaboliques*4®,

Rev-erba est également au centre de ’lhoméostasie des fibres musculaires. Tout d’abord, Rev-
erba a été décrit comme un inhibiteur de la myogénése notamment en réprimant des génes
impliqgués dans la prolifération de ces cellules via p21Cupl/Wafl mais également en
interagissant directement avec le facteur myogénique MyoD dans la lignée C2C12447448
Cependant, des travaux récents ont mis en évidence une nouvelle fonction de Rev-erba sur la
myogénese. Welch et al. ont montré que Rev-erba favorise la prolifération des myoblastes in
Vivo en réprimant certains facteurs myogéniques comme MyoD, Myf5, Mhcl (Myosin Heavy
Chain 1) et Mhc2b. Cette régulation est d’autant plus intéressante qu’elle se fait de fagon
indirecte via une association par « tethering » de Rev-erba avec le facteur NF-Y#?4, Par
ailleurs, au sein des fibres musculaires matures, Rev-erba est indispensable a I'activité
oxydative du muscle squelettique. En effet, notre laboratoire a montré que la délétion
constitutive de Rev-erba engendre une diminution de la biogénése mitochondriale via une
régulation de la voie LKB1 (Liver Kinase B1) — AMPK — SIRT1 — PPARGC-1a. De plus, cette
délétion active également le processus d’autophagie via une régulation directe des génes
Park2 (Parkin), Ulk1, Bnip3, Beclin, Atg5 et Ctsl (Cathepsin L). L’'ensemble de ces régulations
conduit a une diminution du contenu en mitochondries ainsi qu’une altération de leur fonction
au sein du muscle squelettique. Ainsi, les souris Rev-erba™, présentent une diminution de leur
capacité d’endurance. A l'inverse, un traitement par 'agoniste SR9009 permet d’augmenter la

capacité oxydative et I'endurance chez des souris controles* .
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3.2.3.3 La régulation de 'immunité par Rev-erba

De nombreuses études, réalisées dans différents contextes physiopathologiques, ont
permis d’établir un lien entre le RN Rev-erba et I'immunité. Dans les poumons, Rev-erba régule
la réponse inflammatoire suite & une injection par aérosols de LPS. En effet, la transplantation
de moelle osseuse de souris Rev-erba’ chez des souris contrdles, avant un challenge au LPS,
induit une augmentation du nombre de neutrophiles dans le sang chez ces souris. A l'inverse,
'activation de Rev-erba par un ligand synthétique, dans ce contexte, permet de limiter la
réponse inflammatoire des cellules épithéliales et myéloides, en agissant sur I'expression des
génes Cxcl5, Cxcll, Cxcl24%®. Dans cette méme étude, les auteurs montrent que I'activation
d'une réponse inflammatoire par le TNFa, le LPS ou l'lL-18 va, a linverse, induire la
dégradation de Rev-erba via I'activation de la p38 MAP kinase. Ce RN joue également un réle
important au sein des macrophages. Chez I'humain, Rev-erba réprime linduction de
I'expression de CCL2 et TLR4 par un agoniste de LXR dans des macrophages primaires**°,
Une autre étude plus récente a montré que Rev-erba réprime plusieurs voies de signalisation
impliqguées dans la réponse a un dommage tissulaire comme la voie Toll-Like Receptor
TLR4/NF-kB, la voie TGFB/Smad (associée au processus de fibrose) et la voie Nrf2 (impliqué
dans le stress oxydatif)**°. De plus, Rev-erba semble avoir un rdle prépondérant dans la
polarisation des macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire dans un contexte

d’athérosclérose (Figure 26)%°,

Par ailleurs, notre laboratoire a montré en 2018 que le RN Rev-erba régule négativement
linflammasome NLRP3 en se fixant directement sur le promoteur de NLRP3 et d’IL-13 au sein
des macrophages. Dans cette étude, nous avons montré que I'activation pharmacologique des

Rev-erbs par le SR9009 réduit la sécrétion d’IL-1B et d’IL-18 par les macrophages*®2.

Rev-erba module également le recrutement des monocytes/macrophages au sein des tissus
en inhibant I'expression de I'lL-6 et CCL2 dans les macrophages péritonéaux et les
macrophages en culture**34%, | ’adhésion physique de ces cellules aux cellules endothéliales
est également modulée par Rev-erba qui influence I'expression de Vcam1 et de lintégrine
81454-

Outre les macrophages, il a été décrit que ce récepteur intervient dans le développement et la
polarisation des lymphocytes Tn,17. De facon intéressante, cette régulation influence
I'expression de RORy6 par une inhibition du facteur de transcription E4ABP4 (adenovirus E4

promoter binding protein) dans ces cellules (Figure 26)*.
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Figure 26 : Rbole de Rev-erba dans le métabolisme et 'immunité.

3.3 L’horloge circadienne et le métabolisme

3.3.1 Interaction entre I'horloge circadienne et le métabolisme

Bien que la lumiére permette la synchronisation de I'horloge centrale, la prise de
nourriture ainsi que le statut énergétigue sont des signaux synchronisateurs importants des
horloges périphériques. Chez la souris, la consommation de nourriture coincide avec le début
de la phase active dans 80% des cas*®®. Dans une situation normale ol la prise alimentaire
est concomitante a la phase d’activité, les horloges périphériques sont en résonnance, voire
méme renforcées par, I'horloge centrale. A l'inverse, si la prise des repas se fait en dehors de
la période normale d’activité, les horloges périphériques sont entrainées par la prise de
nourriture, alors que I'horloge centrale reste synchronisée avec le cycle jour/nuit. Ceci créé
une dissonance entre les horloges. Ainsi, il a été montré que des souris nourries exclusivement
pendant leur phase de repos, présentent un déphasage progressif des horloges périphériques
qui s’ajustent sur la nouvelle période d’alimentation, alors que I'horloge centrale reste
synchronisée sur l'alternance jour/nuit*®”#%8, De maniére intéressante, toutes les horloges
périphériques ne se comportent pas de la méme maniére en réponse a l'alimentation. Cela

suggere que les horloges périphériques peuvent répondre & des signaux temporels dominants
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distincts, pouvant étre liés a leur fonction tissulaire. En effet, I'acces a I'alimentation en période
d’inactivité exerce un découplage important des horloges du foie et du tissu adipeux blanc
(WAT), alors que d'autres tissus, comme le rein et le coeur, ne sont que partiellement
déphasés*®. Ce « désalignement circadien » est courant dans les pays industrialisés ou
I'exposition a la lumiére artificielle et/ou le travail de nuit conduisent a un décalage entre les
rythmes circadiens endogénes et les cycles environnementaux (jour/nuit ; activité/repos)

contribuant ainsi a un déréglement métabolique.

La synchronisation de I'horloge par l'alimentation nécessite que I'horloge biologique puisse
détecter les nutriments et les métabolites. Les signaux métaboliques, dont I'état redox, sont
communiqués a I'horloge via les modifications post-traductionnelles des protéines de I'horloge
moléculaire. Le rapport NAD*/NADH, qui refléte le statut énergétique, est étroitement associé
au cycle alimentation / jeline. Il a été démontré que CLOCK et BMAL1 régulent directement la
transcription du gene de la nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT) codant pour
I'enzyme limitante de la voie de synthése du NAD, ce qui entraine une oscillation circadienne
du niveau intra-cellulaire de NAD* 469-464_ Ainsi, la déacétylase SIRT1 et la polyADP-ribose
polymérase-1 (PARP-1), qui utilisent le NAD* comme cofacteur vont, en retour, réguler de
maniére circadienne I'activité transcriptionnelle de Bmall, de Clock et de Per2465-467_ De plus,
il a été décrit que SIRT1 contrecarre l'activité histone acétyltransférase de Clock. En
interagissant physiqguement avec Clock, SIRT1 module le niveau d'acétylation des cibles de

Clock, reliant ainsi le statut métabolique aux modifications de la chromatine (Figure27)4¢7.

L’AMPK, un autre senseur métabolique clé qui détecte le rapport AMP/ATP, interagit
également avec les composants de I'horloge. D'une part, la composition des sous-unités de
I'AMPK, sa localisation subcellulaire ainsi que la phosphorylation de ses substrats, Raptor et
acétyl coenzyme A carboxylase 1 (ACC1), présentent des oscillations circadiennes dans le
foie chez la souris*®®. D'autre part, I'activation de TAMPK en période de jeline ou d’exercice
induit la phosphorylations des protéines PER et CRY, conduisant a leur dégradation par le

protéasome?*68-470,

L’horloge est également sensible a d’autres senseurs métaboliques tels que la flavine adénine
dinucleotide (FAD). Précisément, le taux de FAD dans le noyau détermine la stabilité de la
protéine CRY en entrant en compétition avec l'ubiquitine ligase FBXL3 (F-box/LRR-
repeat protein 3)*’1, Le monoxyde de carbone lie également le métabolisme a I'horloge
circadienne. La formation du monoxyde de carbone dans I'organisme, par la dégradation de
I'héme, est cyclique et celle-ci maintient les rythmes circadiens des organes périphériques en
perturbant transitoirement la liaison du complexe Bmall/Clock avec ses génes cibles. En

conséquence, une perturbation du cycle de formation du monoxyde de carbone induit une
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perturbation de I'norloge hépatique et altére le métabolisme du glucose (Figure27)*’2. De
méme, les facteurs de transcription TFEB (Transcription Factor EB) et TFE3 (Transcription
Factor Binding To IGHM Enhancer 3) sont sensibles a I'apport de nutriments et relient I'horloge
a la mitophagie et au métabolisme en régulant directement I'expression de Rev-erba*’3. Les
protéines de I'horloge peuvent également étre modifiées par, ou modifier la, O-GlcNacylation
comme c’est le cas respectivement de PER et Rev-erba. Enfin, l'insuline contrdle 'abondance

des protéines PER et entraine ainsi I'horloge en phase post-prandiale*’.

La plupart des métabolites tels que le glucose, les lipides et les acides aminés présentent des
variations circadiennes dans le sang et les tissus, et peuvent donc également contribuer a la
bonne synchronisation des différentes horloges périphériques 47°478  L'expression des
transporteurs de glucose, tels que GLUT4 (Glucose Transporter) et GLUT2 qui sont
respectivement responsables de I'absorption du glucose par les muscles et le foie, sont
également controlées par I'horloge, permettant ainsi une communication optimale entre les

métabolites et leurs transporteurs (Figure 27)47948°,

Ainsi, il a été montré que la tolérance au glucose est différente selon le moment de la journée
chez 'Homme, avec une meilleure tolérance le matin que le soir*®l. Une illustration de ce lien
entre rythmes circadiens et métabolisme est le fait qu’'une dérégulation de I'horloge engendre
une prévalence du développement de maladies métaboliques. Par exemple, les travailleurs
postés ont un risque plus élevé de développer un diabéte de type 2, et ce risque augmente de
facon proportionnelle au nombre de nuits de travail effectuées par mois*®?. De plus, une
privation chronique de sommeil chez des volontaires sains engendre une diminution de la
tolérance au glucose associée a une diminution de la sensibilité a I'insuline des organes

périphériques*83:484,

En conclusion, la détection des nutriments par les horloges périphériques est essentielle pour
décrypter I'état énergétique de la cellule. Cela permet de coordonner les programmes
transcriptionnels et métaboliques afin d’anticiper la mise en place des voies métaboliques

nécessaires a I'assimilation des nutriments ou, au contraire, au jetne.

L’activité physique ainsi que la consommation d’'oxygéne sont également des modulateurs de
I'horloge. Chez la souris, la disponibilité en oxygéne a été montrée comme permettant la
synchronisation des horloges*®®. Ce lien est réciproque puisque la réponse de I'organisme a

I'hypoxie varie selon le moment de la journée et selon I'organe ciblé*8.
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Figure 27 : Intéractions entre I’horloge circadienne et le métabolisme.

3.3.2 Controle du métabolisme par I'’horloge biologique

L’horloge permet une synchronisation fine des différents organes métaboliques afin
d’optimiser et d’anticiper les phases de prise alimentaire. D’un point de vue global, il a été
montré que cette horloge régule directement la sensation de satiété a travers son action sur
les neurones AgRP et la réponse transcriptionnelle a la leptine*®”. Par exemple, les périodes
d’activité métabolique des tissus périphériques comme le muscle squelettique et le tissu
adipeux durant la phase active sont corrélées a I'excrétion du glucose par le foie durant cette
période*80. A linverse, durant la phase active, la sécrétion circadienne de linsuline et du
glucagon par les llots de Langerhans ainsi que du GLP1 (Glucagon-Like Peptide-1) par les

cellules L de lintestin vont maintenir ’lhoméostasie glucidique de I'organisme?88489

3.3.2.1 Contr6le du métabolique glucidique par I'horloge biologique

Les effets déléteres d’'une dérégulation de I'horloge biologique sur le métabolisme ont
été largement étudiés dans les modéles animaux. Turek et al. ont montré que les souris
mutantes Clock présentent de profondes perturbations métaboliques, notamment une

hyperglycémie et une hypo-insulinémie*®. En conséquence, les souris mutantes Clock et
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déficientes en Bmall présentent une néoglucogenése défectueuse ainsi qu'une sensibilité a
l'insuline altérée. Ce phénotype est associé a une perte d’oscillations circadiennes de I'activité
hépatique de la PEPCK chez les souris mutantes Clock*!. L’action de Cry dans la
néoglucogénese a également été décrite. CRY agit sur la voie de signalisation du glucagon
en inhibant séquentiellement 'accumulation d’AMP cyclique dans les hépatocytes, I'activité de
CREB et I'expression de PCK1 (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1), une enzyme
indispensable & la néoglucogénése (Figure 28)*92493  Ainsi, la surexpression de Cry
spécifiguement dans le foie de souris db/db diminue la glycémie et améliore la sensibilité a
l'insuline. Cet effet est le résultat de la répression dela phosphorylation de CREB (C-AMP
Response Element-binding protein) par la PKA dont I'activité est modulée par le glucagon et
I'expression des géenes de la néoglucogénese pendant le jetine*®*. L’horloge régule également
la glycogénése dans le foie via un contrble circadien de I'expression de la glycogéne
phosphorylase, de la glycogéne synthase 2 (GYS2) et de la glycogéne synthase kinase 3495~
497 Enfin, le réle général de I'horloge sur le métabolisme hépatique peut s’expliquer par un
contréle de I'horloge et de la prise de nourriture sur I'activité ribosomale. En effet, on observe
une forte différence dans la taille des hépatocytes et leur contenu moléculaire en fonction du
moment de la journée. Ce phénotype s’explique par des variations circadiennes dans

I'assemblage des ribosomes ainsi que dans la maturation des ARN ribosomaux*8.

Le pancréas joue également un role essentiel dans le métabolisme du glucose via la
production d'insuline et de glucagon. En plus du contréle via les cycles d'alimentation et de
jetine, la production d'hormones pancréatiques est également contrélée par une horloge
biologique intrinséque au pancréas. En effet, les flots pancréatiques présentent des
oscillations circadiennes de I'expression du géne de I'horloge*®®. La délétion de Bmall ou
I'utilisation d’un siRNA de clock dans des il6t pancréatiques humains ou murins induisent une
diminution de la sécrétion d’'insuline, engendrant un phénotype diabétique*®®°%, A l'inverse,
une surexpression specifique de Bmall dans les cellules B pancréatiques permet d’améliorer
la sécrétion d'insuline stimulée par un bolus de glucose et l'intolérance au glucose induite par
une alimentation riche en graisses®!. De maniére intéressante, le traitement in vitro de souris
et d'llots humains avec de la nobilétine, un agoniste de ROR, protége des effets métaboliques
délétéres induits par une alimentation riche en graisses de maniére dépendante de I'horloge,
en augmentant la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose®®%2, D'un point de vue
mécanistique, il a été élégamment démontré que Bmall et Clock contrdlent I'expression des
genes impliqués dans I'exocytose de l'insuline par la régulation de I'épissage alternatif des
ARNM*%,
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3.3.2.2 Contréle du métabolisme lipidique par I'horloge biologique

Des études ont montré que la proportion des différentes especes de lipides dans le foie oscillait
durant la journée chez la souris. Ces oscillations sont modulées par I'horloge intrinseque du
foie mais également par I'’heure de la prise de nourriture. Afin d’illustrer ce phénomeéne, des
analyses lipidomiques chez des souris délétées pour les genes Per 1 et 2 ou en inversant le
cycle de nourriture (durant la phase inactive de la souris) ont été effectuées. Ces deux
conditions provoquent une forte altération de la proportion des lipides, notamment des
triglycérides, comparés a des souris contréles®®. De plus, les souris mutantes Clock A19 ainsi
que les souris déficientes specifiguement pour Rev-erba et 8 dans le foie développent une
stéatose hépatique associée a un niveau élevé de triglycérides plasmatiques*®®5%4.5%  Une
élévation des triglycérides sériques est également observée en absence de Rev-erba
uniqguement®®, D’un point de vue mécanistique, des études utilisant un modeéle de souris
exprimant un mutant de Rev-erba déficient pour ce domaine de liaison a I'ADN, ont montré
que Rev-erba régule les génes liés au métabolisme lipidique dans le foie via une fixation a
HNF6 (Figure28)*%°06 Au contraire, une étude récente a mis en évidence que la délétion
spécifiqgue de Rev-erba dans les hépatocytes n'a un impact sur le métabolisme lipidique que
lors d'un défi métabolique tel que I'obésité ou une alimentation dans la mauvaise fenétre

temporelle®”’.

Le tissu adipeux est un organe clé dans la régulation du stockage et du métabolisme des
lipides. Bmall et Clock régulent les variations diurnes des niveaux plasmatiques d'acides gras
libres (AGL) et de glycérol via un contréle direct de I'expression d’enzymes clés de la lipolyse
gue sont Atgl (Adipose Triglyceride Lipase) et Hsl (Hormone-Sensitive Lipase)®®. Les souris
déficientes pour Rev-erba présentent également des altérations du métabolisme des lipides
dans le foie et les muscles squelettiques, associées a une masse de tissu adipeux plus
importante que les souris contrdles en condition normale et une plus grande susceptibilité a
développer de I'obésité lors d’un régime riche en graisses (Figure 28)°%°. De méme, la délétion
de Bmall spécifiguement dans le tissu adipeux induit une modification de I'expression des
genes de l'horloge ainsi qu'une rythmicité alimentaire altérée, favorisant I'obésité. Il est
intéressant de noter que la modification des rythmes alimentaires chez ces souris résulte d'une
libération plus faible d'acides gras polyinsaturés par les adipocytes, qui contrdlent directement
le comportement alimentaire en régulant I'expression des neuropeptides hypothalamiques®©.
PPARYy, un facteur de transcription essentiel dans la fonction du tissu adipeux est également
sous le contréle de I'horloge et notamment des composants PER 2 et 31, Comme dans les
autres tissus métaboliques, la sensibilité a I'insuline dans le tissu adipeux est sous le contréle
des composants de I'horloge circadienne®'?. Dans le tissu adipeux brun, la thermogénése est

finement régulée par Rev-erba. afin de maintenir la température corporelle de I'animal, ce RN
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réprime I'expression d’UCP1 et augmente les oscillations circadiennes des génes controlant
la lipogénése de novo durant une exposition prolongée au froid®'3. Dans ce tissu, les
captations du glucose et des acides gras oscillent en raison de variations circadiennes de
I'expression des récepteurs de ces métabolites a la surface du tissu. De plus, des variations
circadiennes de I'expression de la lipoprotéine Lipase (LPL), enzyme permettant I'hydrolyse
des triglycérides en acides gras, ainsi qu’un inhibiteur de cette enzyme : I'angiopoietin-like 4

(Angptl4), ont été mises en évidence>14°15,

L’intestin est également un organe métabolique majeur puisqu’il permet l'incorporation des
nutriments dans I'organisme. L’absorption ainsi que le transfert des lipides dans l'intestin sont
circadiens en raison de I'expression temporelle de la Nocturnine (Ccrn4l)%16:517. D'autre part,
la protéine GLP-1 est une incrétine extremement importante pour la régulation du taux de
glucose sanguin en augmentant la sécrétion glucose-dépendante de I'insuline par les cellules
B des ilbts de Langerhans. Cette incrétine est sécrétée de fagon circadienne par les cellules L
de lintestin. En effet, les souris délétées pour Bmall présentent une diminution de la sécrétion

de GLP-1 par ces cellules (Figure 28)489:518,
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Figure 28 : Influence de I’horloge biologique sur le métabolisme global.
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3.3.2.3 Chronothérapies associés au métabolisme

Les nombreuses études mettant en lumiére le réle essentiel des rythmes circadiens au
sein du métabolisme ont permis de mettre en place les premieres chronothérapies. Ainsi, une
étude clinique a montré qu’une thérapie lumineuse appliquée le matin augmente la sensibilité
a linsuline chez des patients atteints de diabéte de type 2°1°. Une seconde étude a mis en
évidence une réponse circadienne suite a l'administration de la metformine, molécule
couramment utilisée dans le traitement du diabéte de type 2. Cette réponse est régulée par
des variations de sensibilité a ’AMPK selon le moment de la journée®2°. De méme, I'utilisation
de différents agonistes des Rev-erbs et de CRY permettent d’améliorer la dépense
énergétique chez les souris en modifiant le métabolisme du foie, du tissu adipeux et du muscle
squelettique*31-°21.  Enfin, outre l'aspect thérapeutique apporté par une meilleure
compréhension du lien entre horloge circadienne et métabolisme, il semble clair aujourd’hui
gqu’'une modification de nos habitudes alimentaires actuelles permettrait de diminuer
I'expansion des maladies métaboliques. De nombreuses études indiquent que I'heure a
laguelle nous prenons nos repas a une incidence trés importante sur notre métabolisme. Par
exemple, la prise de repas durant les 10 premiéres heures d’éveil au lieu des 10 derniéres
heures permet de prévenir I'évolution de désordres métaboliques®??. Des études récentes
menées par I'equipe de S. Panda ont mis en évidence qu’un jeline de 16h suffit & diminuer de

facon significative le poids de patients obéses®?3,

Pour conclure, les récentes découvertes sur les liens étroits entre I'horloge circadienne et le
métabolisme permettent d’ouvrir des perspectives trés intéressantes que ce soit via le
dévelopement de nouveaux traitements pharmacologiques ciblant les différents acteurs de
I'horloge circadienne ou simplement en adoptant des habitudes alimentaires plus en accord

avec notre horloge interne afin de limiter le développement de maladies métaboliques.

3.4 Contrdle de la fonction musculaire par I’horloge biologique

La premiére étude démontrant I'existence de rythmes circadiens au sein du muscle
squelettique a été réalisée en 1986 et a mis en évidence des modifications circadiennes de la
synthése protéique chez le rat®®*. En 1998, les recherches de Zylka et al. ont démontré des
variations circadiennes dans la transcription des génes Perl et Per2°%. Depuis, de
nombreuses études ont décrit la présence d’'une horloge intrinséque au muscle squelettique,
placant ce tissu comme la plus grande horloge périphérique de I'organisme. Cette horloge,
présente chez la souris et chez I'humain, régule I'expression circadienne de 430 génes

communs aux 2 espéces365526.527 || est intéressant de noter que le nombre de génes ayant
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une expression circadienne varie selon la nature du muscle avec 1359 genes au sein du

muscle lent contre 684 pour le muscle mixte*®.

3.4.1 L’horloge circadienne dans le développement et 'lhoméostasie du muscle squelettique

Les dérégulations génétiques de I'horloge circadienne impactent la masse et la fonction
du muscle. En effet, les souris déficientes pour Bmall présentent une diminution significative
de la force musculaire reliée a une désorganisation des myofilaments et du sarcomeére®28, Ce
phénotype est retrouvé chez des souris déficientes pour le géne Clock et Per2 mais également
dans des myotubes humains invalidés pour le géne Clock par un siRNA%27:523-531 Cette action
de I'horloge sur le maintien de la masse musculaire est d’autant plus importante dans un
contexte de sarcopénie. Chez des souris de 40 semaines, la délétion de Bmall induit une
diminution de pres de 50% de la masse musculaire, s’accompagnant d’'une durée de vie
raccourcie®®?, Au cours de ma thése, nous avons mis en évidence le role de Rev-erba dans le
contréle de la masse musculaire notamment dans la prévention d’'une atrophie musculaire
induite par des glucocorticoides (détaillé dans la partie résultats)>33. De plus, la délétion de
Rev-erba entraine des perturbations dans la synthése des myosines a chaines lourdes au sein

des fibres de type | (Figure 29)%34,

La fonction de I'horloge circadienne dans le maintien de la structure du muscle squelettique
peut également s’exercer au cours du développement du muscle. En effet, la désorganisation
structurelle observée dans les muscles délétés pour Bmall présentent des similaritées avec
la structure des muscles de souris déficientes pour le facteur MyoD®28, MyoD est un régulateur
myogénique essentiel au développement musculaire tout comme la myogénine. Or, il a été
montré que I'expression de ces deux facteurs oscille avec un pic d’expression observé durant
la phase active des souris®3°. Ces variations sont ddes & une régulation directe de I'expression
du géne MyoD par le complexe Bmall/CLOCK %28, Une étude récente a démontré que le
facteur MyoD se fixe sur le promoteur de Bmall et déclenche sa transcription au sein du
muscle squelettique®3®. Cette boucle de régulation entre les génes de I'horloge et ce facteur
myogénique permet d’'instaurer un rythme circadien robuste au sein de ce tissu (Figure 29).
MyoD ainsi que MyoG sont également régulés par Rev-erba et Rev-erbf comme cela a été
montré dans des lignées cellulaires C2C12448:528 De plus, I'horloge, via Bmall, agit sur la
myogénése en activant certains composants de la voie Wnt, essentielle dans l'activité des
cellules souches musculaires®37538_ Cette régulation a été mise en évidence dans un contexte

de blessure musculaire ou les souris déficientes pour Bmall présentent une altération
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significative de leur capacité de régénération di & une réduction de la capacité proliférative

des cellules souches musculaires.

Enfin, des études montrent que Rev-erba/3 sont des facteurs essentiels de la myogéneése.
Fortement exprimé durant la phase proliférative de la lignée C2C12, leurs expressions
diminuent durant la différenciation, levant ainsi I'inhibition sur I'inhibiteur du cycle cellulaire
p21CP1Wail et sur le MRF MyoG#47 (Figure 29). A 'heure actuelle, aucune étude n’a démontré
une régulation par I'horloge circadienne des autres facteurs myogéniques tels que Myf5 ou
Mrf4. Toutefois, dans d’autres modéles tels que le zébrafish ou le cheval, ’homologue de mrf4

oscille durant les mémes phases que Bmall et clock53:540,
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Figure 29 : Ro6le de I'horloge circadienne dans le développement et I'homéostasie

musculaire.

3.4.2 L’horloge circadienne dans la fonction du muscle squelettigue

Le muscle présente également des propriétés métaboliques majeures de par sa
capacité a capter le glucose postprandial (environ 80%) et sa forte sensibilité a I'insuline. Afin
d’assurer ses fonctions locomotrices et métaboliques, il est le tissu qui consomme le plus
d’énergie dans I'organisme. Dans ce contexte, il est intéressant de noter que la plupart des

propriétés métaboliques du muscle squelettique sont soumises a des variations circadiennes.
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Ainsi, en début de phase active chez I'humain, le muscle favorise I'oxydation des
carbohydrates alors que les lipides sont oxydés durant la période inactive®*!. Ces ajustements
métaboliques visent & adapter la disponibilité des différents métabolites a I'énergie nécessaire
au fonctionnement du muscle squelettique selon le moment de la journée. C’est pourquoi on
observe, durant la phase active, une augmentation des génes relatifs a la contraction
musculaire et a I'activité mitochondriale afin de préparer les différents muscles a une activité

plus importante (Figure 30)%42,

De facon intéressante, I'horloge du muscle squelettique est sensible au signal
synchronisateur de I'horloge centrale, mais également a la prise de nourriture®#3-545,
Précisément, une meilleure tolérance au glucose ainsi qu'une sensibilit¢ a linsuline
augmentée est observé le matin chez I’humain®#®. Cela s’explique notamment par la régulation
circadienne de I'expression du géne du transporteur au glucose GLUT4 par le complexe
Bmall/Clock mais également par I'expression circadienne des enzymes du métabolisme du
glucose tels que I'Hexokinase 2 et la pyruvate deshydrogénase (Figure 30)365479.542,547
Plusieurs études utilisant des modéles génétiques de dérégulation de I'horloge circadienne
dans le muscle squelettique (déficient pour Bmall et Clock) montrent une perturbation de la
voie de l'insuline, de la captation de glucose ou encore des voies impliquées dans le transport
et le stockage des lipides365529.530 Cela est également mis en évidence dans des études
cliniques ou un décalage horaire de 12 heures durant 3,5 jours modifie I'expression des génes
impliqués dans le métabolisme des acides gras ainsi que les paramétres métaboliques du
muscle squelettique. Les individus soumis a un décalage horaire présentent une hausse du
taux de glucose plasmatique, d’acides gras libres ainsi que le dévelopement d’une insulino-
résistance du muscle squelettique®*®. Des données similaires ont pu étre observées dans une
étude de privation de sommeil ou les patients affichent un niveau de glucose postprandial plus

important ainsi que des dérégulations du métabolisme des acides gras au sein du muscle®4°,

Les phénotypes observés chez les souris présentant une altération de I'horloge s’expliquent
également par un contrble sur l'activité mitochondriale. La capacité de la mitochondrie a
produire de I'énergie nécessaire au fonctionnement de ce tissu ainsi que son implication dans
son métabolisme la place comme un composant central. Notre équipe a montré que la
mitochondrie est sous le contrdle de I'horloge et, plus précisément, de Rev-erba qui favorise
la biogenese et la fonction mitochondriale dans le muscle squelettique a travers une action sur
la voie LKB1-AMPK-SIRT1-PGC-1a%33. Cela a également été montré avec d’autres modéles
de délétions des génes de I'horloge comme Bmall ou Clock qui présentent des altérations du

contenu et de I'activité mitochondriale au sein des fibres musculaires (Figure 30)%28,
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Figure 30 : Réle de I'horloge circadienne dans la préparation du muscle squelettique.

3.4.3 L’horloge circadienne durant I'exercice

L’ensemble des régulations évoquées précédemment prépare donc le muscle
squelettique a assurer ses fonctions durant la phase active de 'organisme. Cela se traduit par
exemple par une capacité a I'exercice optimale entre 16h et 18h chez ’'Homme avec une
diminution significative de la consommation d’oxygéne, de la fréquence cardiaque et du taux
de glucose sanguin comparé a un exercice pratiqué le matin®%°1, Des études similaires ont
montré que chez des chevaux pratiquant des courses journaliéres a heure fixe, I'expression
d’'UCP3 atteint son zénith juste avant I'heure de I'exercice. L’expression de ce géne vise a

anticiper une réponse anti-oxydante & la production de ROS qui survient durant I'exercice®?.

Une des caractéristiques de I'horloge du muscle squelettique est sa capacité a se synchroniser
via l'exercice physique. En effet, des études récentes démontrent une régulation de
I'expression des génes de I'horloge par I'exercice physique®355*  Ainsi, chez 'lhomme, la
pratique d’une activité physique induit 'augmentation de I'expression des génes Bmall, Per2
et Cry1 dans la jambe soumise & un exercice par rapport a la jambe latérale contrdle®®3. Chez
la souris, I'exercice pratiqué durant la phase inactive a pour conséquence d’avancer le rythme
circadien®>>-5%7_ Cette synchronisation pourrait étre dépendante de 'augmentation du taux de
glucocorticoides synthétisés durant I'exercice. En effet, le taux de glucocorticoides dans la

sang double aprés un exercice par rapport au taux présent chez des souris controles®58-560,
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Toutefois, les fonctions synchronisatrices de cette hormone sur les horloges périphériques

sont encore inconnues.

Ces données apportent de nouvelles perspectives thérapeutigues concernant les maladies
métaboliques tels que le diabéte de type 2. En effet, chez ces patients, la pratique d’'une
activité sportive est essentielle. De plus, la pratique d’'une activité physique I'aprés-midi plutdt
gue le matin améliore de fagon significative la glycémie des patients atteints d’'un diabéte de
type 2%l Ces notions sont importantes et doivent étre prises en considération dans
I'administration de traitements provoquant une atrophie musculaire. Nakao et al. ont montré
que I'administration de dexaméthasone induit une atrophie plus conséquente lorsqu’elle est
injectée durant la phase inactive (ZT1) plutdt que durant la phase active (ZT13) ou l'injection

coincide avec le pic endogéne de corticoide®?.

Une étude parue en 2017 met en lumiére le rdle surprenant de I'horloge circadienne
musculaire dans la régulation du sommeil. De nombreuses équipes ont montré une
dérégulation des phases de sommeil dans les modéles d’altération de I’horloge comme chez
les souris délétées de facon globale pour Bmall. De fagon intéressante, elle a montré, a I'aide
d’'un modele de délétion de Bmall uniguement dans le muscle squelettique, que I'horloge
circadienne du muscle est responsable de la dérégulation du sommeil observée dans les
modeles de délétion globale. De plus, la surexpression de Bmall, exclusivement dans le
muscle, permet de réduire le temps de récupération des souris suite a une privation de

sommeil®83,

3.5 L’horloge circadienne et I'immunité

Depuis plusieurs années, le lien étroit existant entre I'horloge biologique et 'immunité
a été mis en évidence. En 1960, une étude relate une réponse différente a un pathogene selon
le moment de la journée. Elle mentionne un taux de survie maximum des souris face a une
endotoxine de E.coli en milieu de phase active®®*. Depuis, de nombreuses études ont décrit
le rble de I'horloge circadienne au sein de I'immunité chez les mammiféres, mais aussi chez
les plantes et la drosophile®®®56¢ Aujourd’hui, la présence d’une horloge intrinséque a été
découverte dans la plupart des cellules immunitaires notamment les cellules Natural Killer (NK)
mais aussi les macrophages, les neutrophiles, les mastocytes, les éosinophiles. Cette horloge
est également présente au sein de 'immunité adaptative en agissant dans la lignée lymphoide
(B et T)%%7. Enfin, il a été décrit derniérement que I'horloge avait également un impact dans
une lignée de cellule immunitaire plus récemment découverte que sont, les cellules

lymphoides innées (ILCs)%2,
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L’horloge circadienne est capable de réguler 'immunité de plusieurs facons. En effet, elle
régule le trafic leucocytaire dans le sang notamment en agissant sur la libération des cellules
immunes a partir de la moelle osseuse et sur leur recrutement au sein des différents organes.
De plus, 'horloge intrinséque des cellules immunitaires va également impacter la fonction de

ces leucocytes, en particulier la sécrétion de cytokines.

3.5.1 La régulation circadienne du trafic leucocytaire

Des variations circadiennes dans la circulation de la plupart des populations de
leucocytes a travers le sang ont été mises en évidence ces dernieres années. Cette régulation
permet linfiltration des leucocytes au sein des tissus (foie, poumons, muscles squelettiques,
rate, ganglions) au moment de la journée au cours duquel ces tissus ont le plus de risque de
subir une infection ou un désordre métabolique. Dans ce sens, on observe que la plupart des
leucocytes présentent une infiltration plus élevée dans les tissus au début de la phase active
des organismes (en début de journée chez 'lHomme et en début de nuit chez la souris). A
l'inverse, le zénith de la quantité de leucocytes dans le sang apparait en milieu de phase
inactive. Ce recrutement temporel a notamment été démontré pour les cellules NK, les

éosinophiles, les monocytes, les mastocytes, les neutrophiles et les lymphocytes CD4 et

8569,570

Des découvertes récentes mettent en lumiére une régulation complexe de ce phénoméne
faisant intervenir une multitude de cellules, que ce soit des progéniteurs hématopoiétiques,
des cellules structurales comme les cellules endothéliales mais également des cellules
immunitaires. Cette régulation est due a I'expression circadienne de leur récepteur influencant

leur recrutement a travers les tissus métaboliques®™.

3.5.1.1 Développement et migration des cellules de la moelle osseuse a partir des
progéniteurs hématopoiétiques

Cette oscillation de leucocytes dans le sang s’explique par la libération des cellules
immunitaires matures comme les neutrophiles et les monocytes ainsi que les progéniteurs
hématopoiétiques (HSPC) a partir de la moelle osseuse en début de phase inactive chez la
souris. La libération de ces cellules est médiée par I'expression de CXCL12 qui est régulée
par la sécrétion circadienne de noradrénaline par le systéme nerveux sympathique dans la
moelle. Cette hormone adrénergique agit au niveau des cellules mésenchymateuses qui forme
la niche hématopoiétique afin de diminuer I'expression de CXCL12%72, De plus, une étude
récente a démontré que la différenciation et le maintien des progéniteurs hématopoiétiques

sont également soumis a un contréle circadien. En effet, en début de journée (phase inactive
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chez la souris), on observe une augmentation du niveau de norepinephrine (NE) et de TNFa.
Cette augmentation aura pour conséquence d’induire la différenciation des HSPCs. Ce
phénomeéne se fait via 'augmentation du niveau de ROS intracellulaire, décrit comme initiant
cette différenciation®”®. Parallélement, la NE et le TNFa vont augmenter la perméabilité de la
paroi vasculaire, favorisant ainsi la libération des leucocytes a partir de la moelle vers la
circulation sanguine durant la journée. A linverse, on observe une augmentation de
mélatonine en début de nuit (phase active chez la souris) destinée a réduire la capacité de
différenciation de ces progéniteurs, par lintermédiaire des macrophages Cox-2/aSMA

sensibles a cette hormone, et qui limitent le niveau de ROS au sein des HSPCs (Figure 31)%4,

De plus, il est intéressant de noter que le systeme du complément est également impliqué
dans ce phénoméne. Précisément, la voie du complément C5 subit des oscillations
circadiennes qui influencent la sortie des HSPCs de la moelle vers la circulation sanguine en
agissant notamment sur la concentration sanguine en protéine sphingosine-1 phosphate (S1P)
(Figure 31). En ce sens, la délétion d’une protéine du complément C5 chez la souris engendre
une perte de rythmicité dans le recrutement des HSPCs aprés une transplantation sanguine
de ces cellules, mettant ainsi en évidence l'importance de ce systéme au sein de

limmunosurveillance de I'organisme>’>°76,

Nuit Journée

| ® @

b 8

Ve of) e s @

i\_‘
y

4 Perméabilité T Perméabilité

Complément

“I
711

\

Mélatonine —— Mo Cox2’ Prolifération

Nerfs | A Différentiation
/ LROS / \

AL Y WY\ AL
- ®. _ CXCL12 =
= [
Cellules HSPCs quiescentes HSPCs quiescentes Cellules |
stromales stromales

Figure 31 : Réqulation circadienne du développement et de la sortie des progéniteurs

hématopoiétiques chez la souris.
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3.5.1.2 Recrutement des leucocytes au sein des tissus

A linverse, le recrutement des leucocytes circulant dans les différents organes se
produit au début de la phase active de I'organisme. Par exemple, on retrouve l'infiltration
maximum des monocytes au niveau du coeur et du muscle squelettique a ZT13 chez la
souris®’’. Cette infiltration circadienne vise a anticiper les moments ou le risque d’infection est
le plus élevé. Cela facilite le renouvellement des différentes populations immunitaires dans les

tissus afin de maintenir une immuno-surveillance optimale de 'organisme.

Ces oscillations dans linfiltrat leucocytaire sont dues a une régulation différentielle de
'expression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins,
qui assurent la diapédése des leucocytes dans ces vaisseaux mais également la
transmigration vers les différents organes. La plupart des protéines intervenant dans ce
phénomene telles que les protéines VCAM-1, ICAM-1, la sélectine P et E exprimées dans les
cellules endothéliales sont régulées de maniére circadienne. Il est par ailleurs intéressant de
noter que ces protéines ne sont pas régulées de fagon ubiquitaire et qu'il existe une spécificité
de régulation en fonction de I'organe cible (Figure 32). En effet, pour le recrutement des
monocytes dans le muscle, seule I'expression de la protéine ICAM-1 sera régulée de maniére
circadienne®’8. A linverse, le recrutement des leucocytes dans la rate fera intervenir une
régulation circadienne de la sélectine L et VCAM-1°79, De fagcon complémentaire, les protéines
se fixant a ces différents récepteurs endothéliaux oscillent également pendant la journée. Nous
allons ainsi observer une rythmicité d’expression de la protéine CD49d qui permet la fixation
des neutrophiles et des lymphocytes (B et T) au récepteur VCAM-1580, Néanmoins, les
mécanismes moléculaires a l'origine de ce phénoméne d’expression différentielle sont encore
inconnus. Cependant, nous observons chez les souris délétées de facon globale pour Bmall
une perte de rythmicité de la circulation des HSPCs dans le sang mais également de la
migration leucocytaire au sein des tissus et organes. Précisément, une étude a montré que la
protéine Clock se fixe grace a une séquence E-Box au promoteur de ICAM-1 afin de réguler

son expression au sein des cellules endothéliales®®!. L’ensemble de ces données souligne le

role essentiel de I'horloge dans le recrutement leucocytaire®’8,
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Figure 32 : Régulation circadienne du recrutement leucocytaire dans les différents tissus
métaboliques (adaptée de Yuan et al., 2020)%77.

3.5.2 Contrdle circadien des protéines chimioattractantes et des signaux inflammatoires

En plus, des variations circadiennes de I'expression des protéines intervenant dans la
fixation et le recrutement des cellules immunes dans les tissus, bon nombre d’autres
messagers intervenant dans le chimiotactisme des leucocytes a partir du sang sont également

contrblés par I'horloge.

Pour les neutrophiles, au-dela de la libération circadienne de ces cellules a partir de la moelle
via 'axe CXCL12-CXCR4 (C-X-C motif Chemokine Receptor 4), le recrutement de ces
derniers dans les tissus dépend également d’'une multitude d’autres messagers®®2°83, Parmi
lesquels on retrouve la chimiokine CXCL5 qui est impliguée dans le recrutement des
neutrophiles dans les poumons suite & une infection bactérienne ou & une stimulation par du
LPS. Cette chimiokine est sécrétée par les cellules épithéliales pulmonaires (Clara cells) et

est régulée par I'horloge centrale et les niveaux de glucocorticoides, comme en témoigne la
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perte d’oscillation de I'expression de CXCL5 suite a une adrénalectomie (Figure 33)%*. Une
étude récente a mis en évidence une régulation inédite de I'horloge dans les neutrophiles en
introduisant la notion de « timer » chez ces cellules. Lorsque le neutrophile quitte la moelle
osseuse, un vieillissement programmé régulé par I'action de Bmal1 sur le géne Cxcl2, permet
une action autocrine sur le récepteur CXCR2. Cette derniére déclenche la sénescence des
neutrophiles, favorisant ainsi une réponse inflammatoire effective et une limitation des

accidents vasculaires®’9.

La circulation des éosinophiles est également soumise a des variations circadiennes dans le
sang chez 'Homme®®. Ces oscillations sont également visibles au sein des poumons avec un
pic du nombre d’éosinophiles le matin chez 'Homme®®. Cependant, ce recrutement a
principalement été étudié dans les intestins. En effet, une étude de 1999 place I'éotaxine
comme une chimiokine majeure dans le recrutement circadien des éosinophiles au sein du
tractus gastro-intestinal®®’. Une étude plus récente décrit les ILC2 comme cellules
immunitaires intervenant en tant qu’intermédiaire dans le recrutement des éosinophiles dans
I'intestin. Cette étude relie la prise alimentaire aux oscillations de recrutement des
éosinophiles. Précisément, I'apport de nourriture induit la production du peptide vasoactif
intestinal (VIP) qui engendre la production circadienne d’IL-5 et d’IL-13 par les ILC2, entrainant

le recrutement circadien des éosinophiles®.

Le recrutement des monocytes semble étre contrdlé en grande partie par I'expression
circadienne de CXCR4 a la surface des cellules, permettant de contrdler a la fois la sortie de
la moelle comme I'entrée dans le foie et les poumons chez la souris®’®*%, En paralléle, les
monocytes peuvent étre recrutés via 'axe CCL2-CCR2 notamment au niveau des artéeres
(Figure 33)%. Dans ce contexte, il n’est pas étonnant d’observer une perte de la rythmicité de
recrutement des monocytes en condition inflammatoire lorsque I'horloge est altérée dans ces

cellules®,

Concernant les lymphocytes B et T, on observe également une rythmicité circadienne de leur
trafic durant la journée. En effet, ces lymphocytes sont plus représentés dans le sang durant
la nuit chez 'humain, avant de rejoindre les différents tissus lors du début de la phase
active®92°%, Pick et al. ont par ailleurs montré qu’un racourcissement de la photopériode
stimule le nombre de lymphocytes B dans le sang. A l'inverse, un rallongement de cette
photopériode augmente de fagon significative le nombre de cellules T activées®®. Une autre
étude, menée chez 'Homme, a relié ce phénoméne au niveau de cortisol dans le sang qui
augmente le matin, induisant I'expression du récepteur CXCR4 sur les cellules T ce qui permet

leur infiltration dans les tissus. De plus, les auteurs ont démontré que le blocage de la sécrétion
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de cortisol permettait de prévenir laugmentation de I'expression de CXCR4 dans ces cellules

ce qui a pour conséquence d’abolir ce recrutement dans les tissus le matin®%4:5%,

Chez la souris, on observe a I'inverse une augmentation du nombre de lymphocytes T CD4,
CDS8 et B dans la circulation a ZT5 ainsi qu’'une augmentation de ces cellules dans les
ganglions lymphatiques & ZT13 (début de phase active de la souris). Cela est due au contréle
de I'expression du récepteur CCR7 par I'acteur de I'horloge Bmal1°%. En effet, la délétion de
CCRY7 induit une perte de rythmicité du recrutement des lymphocytes au niveau des ganglions.
Or, la délétion de Bmall induit le méme phénotype en altérant I'expression circadienne de
CCRY7 dans les cellules T et B>,

De facon intéressante, Shimba et al. ont montré que le recrutement circadien des lymphocytes
T au sein des ganglions lymphatiques est également médié par les glucocorticoides dont les
variations journalieres vont induire I'expression circadienne du récepteur a I'lL-7 dans ces
cellules. Ce récepteur est a I'origine de I'expression de CXCR4, responsable du recrutement
des lymphocytes au sein des ganglions lymphatiques. Cela conduit & une meilleure réponse
des lymphocytes T suite a une immunisation par I'ovalbumine, induisant une augmentation
plus importante de ces cellules au sein des ganglions lorsque I'antigéne est injecté a ZT16
plutdt qu’'a ZT4%7. Cette étude est d’ailleurs a mettre en perspective avec le recrutement des
cellules dendritiques, au sein des ganglions, qui suit une cinétique similaire a celui des
lymphocytes afin d’optimiser I'activation du systéeme adaptatif par ces cellules présentatrice
d’antigéne (Figure 33)°96:5%,
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Figure 33 : Rythmicité circadienne des chimiokines et de leurs récepteurs dans

'organisme.

3.5.3 L’horloge circadienne réqule la fonction des cellules immunitaires

L’horloge circadienne ne régule pas uniqguement le trafic leucocytaire dans I'organisme
mais également leurs fonctions cellulaires. Cette régulation implique plusieurs processus. Tout
d’abord il a été montré que, durant la phase active, les différentes cellules immunitaires
présentent une meilleure capacité de détection des pathogénes via une augmentation du
nombre de récepteurs Toll-like (TLR) 1 & 9 & leur surface (& I'exception du TLR5)%98-600_ Cela
se traduit par une réponse immunitaire plus efficace en phase active en réponse au LPS
(ligand de TLR4), avec une augmentation significative de la concentration plasmatique d’IL-6,
IL-12, CCL5, CXCL1 et CCL2 par rapport aux concentrations observées en phase inactive
(Figure 34). Ces mécanismes sont dépendants des composants moléculaires de I'horloge,
comme en atteste la perte d’oscillation de la sécrétion de ces cytokines dans des modéles de
souris délétées pour Bmall ou Rev-erba spécifiquement dans les macrophages*®3. De plus,
les cellules immunes comme les macrophages et les neutrophiles ont une capacité de
phagocytose et de cytotoxicité plus importante durant la phase active®!%%2 Cette capacité
semble étre médiée directement par Bmall au sein des macrophages et par la régulation
circadienne de I'expression de RhoA, un régulateur du cytosquelette®®, Cette capacité de

phagocytose majorée pourrait également s’expliquer par la dynamique des mitochondries au
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sein de ces populations immunitaires. En effet, une étude in vitro, réalisée sur des
macrophages murins péritonéaux synchronisés, montre que la fusion des mitochondries régit
par I'’horloge est nécessaire pour la réalisation de la phagocytose. Cette donnée améne un
nouveau lien entre horloge circadienne, métabolisme et immunité®®*. De fagon intéressante,
certaines cellules immunitaires comme les macrophages et les cellules NK posséedent des
récepteurs a certaines hormones tels que le récepteur a la mélatonine et le récepteur au B-
adrénergiques. Cette caractéristique conduit & une régulation circadienne de leur fonction
indépendamment de leur horloge intrinséque, notamment sur leur capacité de phagocytose et

de libération de certaines cytokines comme le TNFa (Figure 34)502.695,

De surcroit, des études humaines menées dans un contexte allergique mettent en évidence
gue I'’horloge impacte la fonction des éosinophiles et des mastocytes. Ces analyses ont montré
un contréle de I'horloge sur la sécrétion des médiateurs par ces cellules, comme pour la
protéine cationique (ECP) chez les éosinophiles ou I'histamine et les leucotriennes chez les

mastocytest06.607,

D’un point de vue moléculaire, les interactions transcriptionnelles entre les composants de
I'horloge et les différents effecteurs de la fonction immunitaire ont été largement étudiées. Par
exemple, le promoteur du récepteur TLR9 est directement sous le contrdle du complexe
Bmall/Clock*®*. Bmall contréle également I'expression de la cytokine IL-1B dans les
macrophages via I'activation de la voie NRF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)898,
Les facteurs Cryl et Cry2 régulent I'expression de I'IL-6, de CXCL1 et de INOS (Inducible
Nitric Oxide Synthase) via une régulation de la voie NF-kB dans les macrophages issus de la
moelle et dans les fibroblastes®%?. Rev-erba a également été décrit comme un régulateur direct
de I'expression de CCL2 au sein des macrophages et son activation pharmacologique entraine
la suppression de l'induction de I'expression de CCL2 en réponse au LPS**. La capacité des
cellules NK a sécréter de I'lFNy, de la perforine et de la granzyme B est également sous le
contrdle de 'acteur circadien Per16°, Dans la lignée lymphoide, les ILC2 semblent sensibles
a I'horloge centrale via la connection de ces cellules avec le médiateur nerveux neuromedin
U. En effet, ce médiateur semble rythmer la capacité effectrice de ces cellules dans l'intestin,
assurant ainsi une réactivité optimale face a une infection parasitaire®'!. Une approche
similaire a été explorée au sein des ILC3 ou la production de VIP (Vasoactive Intestinal
Peptide) suite a la prise alimentaire régule directement la fonction des ILC3 en réprimant

I'expression de I'lL-225%2,

L’horloge intrinséque des cellules dendritiques (DCs) a également été décrite comme jouant

un role majeur dans la protection de I'organisme face aux parasites. En effet, Hopwood et al.
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ont montré que Bmall est responsable de la réponse circadienne des DCs au parasite
Trichuris muris. Précisément, Bmall régule la capacité de ces cellules a polariser les cellules

T en sécrétant de I'lL-12 en réponse a ce parasite®3,

Les rythmes circadiens contrélent également la capacité de réponse des lymphocytes B. En
effet, des études portant sur l'injection intradermal d’un antigéne soluble ont démontré une
production plus importante d’anticorps par ces cellules lorsque I'antigéne est injecté a ZT5
plutét qu’a ZT17 (Figure 34)54,

Une étude tres récente a apporté un nouvel intermédiaire dans ce contrble circadien de
immunité : le microbiote. Cette étude a montré une fixation circadienne des bactéries
filamenteuses segmentées, avec notamment une fixation maximale en début de phase active
chez la souris. Cela induit en réaction une sécrétion de peptides antimicrobiens plus
importante par les cellules épithéliales intestinales. Précisément, cette action du microbiote
fait intervenir les cellules myéloides et les ILC3 ce qui permet une résistance accrue a une

infection au Salmonelle durant la phase active de I'animal®®,

Enfin, le systéme du complément qui est impliqué dans la défense innée et adaptative semble
également sous le contréle des rythmes circadiens. Ce systéme permet, en outre, d’assurer
une immunosurveillance de I'organisme mais aussi de faciliter les réponses immunitaires en
reconnaissant une multitude de molécules comme les anticorps agrégés, certains antigenes
ou encore ’ADN et ’ARN de cellules apoptotiques. L'initialisation de ce systéme favorise donc
I'activation du systéme innée et la lyse des cellules apoptotiques ou des pathogénes, mais
également la stimulation du systéme adaptatif avec notamment la production d’anticorps et la
polarisation des lymphocytes T. Chez I'humain, certaines protéines impliquées dans ce
systeme présentent également des variations circadiennes d’expression dans le sang,
notamment la MAC (Membrane Attacking Complex)®!¢. D’'un point de vue moléculaire, les
études portant sur la régulation transcriptomigque des composants du complément par les
acteurs de I'horloge demeurent réduites. Cependant, un modéle murin de double délétion de
Cryl et 2 fait état d'une augmentation significative du composant C3, induisant une activation
de ce systéme chez ces souris®’. Une autre étude s’intéressant a la délétion de Cry a mis en
évidence une diminution du composant C1q, démontrant & nouveau I'action de I'horloge sur

I'expression des composants du systéme du complément*°3,

Il est pertinent de noter que la relation entre I'horloge circadienne et 'immunité n’est pas
unilatérale. En effet, l'inflammation va également réguler I'horloge circadienne. D’un point de
vue physiologique, une inflammation chronique réduit I'activité locomotrice des souris. Une
application continue de TNFa chez des souris pendant 3 jours induit une diminution de I'activité

et une augmentation de la phase de repos, témoignant ainsi d’'une perturbation de I'horloge
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circadienne®®. Au niveau moléculaire, les conséquences d’une inflammation sur les génes de
I'horloge sont nombreuses. Une injection de LPS va par exemple induire une diminution de
I'expression de Bmal1 tandis qu’une infection a la salmonelle affecte 'expression de Per2 dans
les macrophages®1%%20, Dans d’autres cellules, l'injection de TNFa va diminuer I'expression
de Per1 dans les fibroblastes alors qu’une inflammation induite par de I'lFNa altére
I'expression de Bmall et Clock au sein des hépatocytes®18:621, Une derniére étude fait mention
de la dégradation de Rev-erba/B dans des cellules épithéliales bronchiques humaines en
réponse a une stimulation par de I'lL-18 ou du TNFa**. L’ensemble de ces études montrent
toutefois que la perturbation de I'horloge par une inflammation chronique est temporaire, avec
une perturbation maximum de 3 jours. Néanmoins, les cellules immunes gardent leur capacité
a demeurer synchroniser avec le rythme circadien de l'organisme en cas d’inflammation

prolongée®22,
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Figure 34 : L’horloge biologique conditionne la fonction des différentes cellules

immunitaires.

3.5.4 Chronothérapies visant les cellules immunes

L’étude des rythmes circadiens ces derniéres années a permis de mettre en évidence
son rble centrale dans le maintien de 'homéostasie de 'organisme. Une étude de 2014 montre

d’ailleurs que 56 médicaments sur les 100 plus vendus dans le monde cible directement ou
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indirectement des produits de I'horloge circadienne*®. Dans cette optique, la mise en place de
chronothérapies ou l'utilisation de molécules visant & moduler I'horloge circadienne semble
extrémement intéressante, notamment au sein de l'immunité. En effet, le recrutement
circadien des différentes populations immunes peut étre restreint a un temps particulier de la
journée afin d’optimiser I'effet escompté. Dans cette optique, I'étude de Winter et al. démontre
gue I'administration d’'un antagoniste de CCR2 au début de la phase d’infiltration des cellules
myéloides au niveau de la macrovascularisation (ZT17) réduit l'infiltration de ces cellules et en
conséquences, la surface des plaques d’athérosclérose diminue par rapport a des souris
contrbles. Cette étude est d’autant plus intéressante qu’elle ne modifie pas le recrutement
leucocytaire au niveau de la microvascularisation®®®. Une étude similaire a montré que le
traitement avec un inhibiteur de CXCR2 réduit non seulement le recrutement des neutrophiles
mais aussi le nombre d’infarctus du myocarde®?3. De plus, le traitement avec un agoniste de
Rev-erba limite I'inflammation en agissant sur la voie NLRP3 des macrophages et diminue
ainsi le taux de mortalit¢ de 70% dans des modéles murins présentant une hépatite

fulminante°2,

Enfin une étude clinique impliguant un traitement composé d’anticorps neutralisants anti IL-5
chez des patients asthmatiques a également incorporé une donnée circadienne. Etant donné
que la concentration de cette interleukine est plus élevée le matin chez I’'homme, cette étude
a privilégié 'administration d’anticorps neutralisant au zénith de la concentration sanguine d’IL-
5, permettant ainsi une réduction significative du nombre d’éosinophiles dans le sang mais
aussi de lintensité des symptdmes allergiques chez ces patients comparé au groupe
placébo®8624 | ’ensemble de ces études démontrent l'importance de la composante
temporelle dans le traitement de certaines pathologies inflammatoires et initie de nouvelles

études cliniques.

Cette approche peut également étre rapportée a la défense de I'organisme contre les
pathogénes. En effet, des données de 2019 montrent que le ciblage de I'activité des protéines
Rev-erba et Bmall notamment par des agonistes, peuvent avoir des effets bénéfiques sur la
protection contre certains virus comme I'hépatite C, certains flavivirus ou encore le virus HIV-

1 (Human Immunodeficiency Virus 1)52562¢,

Enfin, le contexte actuel de pandémie par le SARS-CoV-2 met en lumiére I'émergence de la
chronothérapie comme une solution fiable afin de mieux contrdler cette situation. Dans une
étude récente, une équipe a mis en évidence que, sur les 332 protéines humaines susceptibles
de réagir avec le virus SARS-CoV-2, 30% dentre elles présentaient une expression
circadienne. Dans ce contexte, des études supplémentaires pourraient apporter une donnée

de temporalité précieuse dans la défense de I'organisme par rapport a ce virus, que ce soit en
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déterminant le moment de la journée au cours duquel nous sommes le plus sensible a cette
infection ou en précisant une fenétre d’action optimale pour I'administration des différents

traitements proposés pour combattre le SARS-CoV-25%7,

4. LES CELLULES LYMPHOIDES INNEES (ILCS)

Pendant longtemps, la caractérisation de I'immunité chez les mammiféres était triviale
avec d’'une part, 'immunité innée qui participe a une défense rapide de I'organisme face a un
pathogéne via leur dégradation et la mise en place d’'un environnement inflammatoire et
d’autre part 'immunité adaptative qui apporte une réponse spécifique via l'activation des
lymphocytes B et T. Bien que plus tardive, cette réponse a pour objectif de répondre plus
efficacement a un pathogéne ciblé. En 1986, il a été décrit 2 sous familles de lymphocytes
CD4 permettant d’apporter une réponse différente : les lymphocytes T helper amenant une
réponse Tnl avec la production d'IFNy mais aussi les lymphocytes Tn2 produisant de I'lL-4 et
de I'lL-5%28, En 2005, une troisiéme sous famille a été découverte avec les lymphocytes Tn17
capable de produire de I'lL-17%%°. Depuis, d’autre sous familles ont été découvertes permettant

d’approfondir les connaissances sur le systéme immunitaire adaptatif.

En 2009, des premiers travaux mettent en lumiére une nouvelle population immunitaire
n’appartenant ni aux lymphocytes B ni aux lymphocytes T mais capable de présenter une
réponse cytokinique similaire aux lymphocytes Tn2 et Th17%9631 Ce n’est qu’en 2013 qu’une
premiére classification de ces cellules immunitaire innées est établie®®?. Cette nomenclature
décompose cette nouvelle famille en 5 branches : les cellules Natural-Killer (NK), les ILC1
caractérisées par une réponse Tul, les ILC2 par une réponse Tn2, les ILC3 par une réponse
Tul7 et enfin les lymphoid tissue inducer (LTi) cells. Bien que les cellules NK et les cellules
LTi aient été découvertes avant les ILCs, différentes études ont démontré qu’elles provenaient

de la méme cellule progénitrice.

4.1 Origine et développement des ILCs

Le développement de la lignée ILC débute par la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques en cellule progénitrice multipotente lymphoide ou myéloides (LMPP ou
Lymphoid & Myeloid Primed Multipotent Progenitors). Ces LMPPs s’engagent ensuite dans le
développement lymphoide en donnant des CLP (Common Lymphoid Progenitors)®3, Ce

progéniteur est commun a tous les lymphocytes B, T et aux ILCs. Ces progéniteurs vont
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ensuite s’orienter vers un phénotype de précurseurs d'ILCs appelés EILP (Early ILC
Progenitors) capables de se différencier en ILCs mais également en cellules NK et cellules
dendritiques®3+%3%5, A ce stade, les progéniteurs donnant des ILCs sont appelés CHILPs
(Common Progenitor to all helper-like ILCs) et se divisent en 2 sous-types : les CHILPs
GATA3™™ PLZF se différenciant en progéniteurs des LTi et les CHILPs GATA3* PLZF*
appelés ILCPs) capables de générer les 3 types d’ILCs (Figure 35)%%. Suite a différents stimuli
et a I'implication de différents facteurs de transcription, ces progéniteurs vont se différencier
en ILC 1, 2 et 3. Le développement des ILC1 nécessite une stimulation par I'lL-15 et
I'expression du facteur de transcription T-bet pour assurer sa polarisation. Les ILCs 2 et 3
nécessitent une stimulation a I'lL-7. Dans le cas des ILC2, les facteurs RORa et GATA-3 sont
impliqués dans leur différenciation alors que RORyt est décrit comme favorisant la polarisation
en ILC3%%. A noter qu’un progéniteur intermédiaire appelé ILC2P a été identifié concernant
les ILC2 dans la moelle osseuse (Figure 35)%85% RORa semble particulierement important
dans le processus de différenciation en ILC2 puisqu’une délétion de ce récepteur nucléaire
engendre une perte compléte des progéniteurs ILC2P ainsi que lI'ensemble des ILC2

matures*6.

Les premieres étapes du développement immunitaire de ces populations se déroulent
principalement dans le foie foetal puis, les progéniteurs communs des ILCs migrent vers
d’autres tissus comme la rate, la moelle osseuse, les intestins, les poumons durant la période
néo-natale®’. Ces progéniteurs demeurent d’ailleurs dans ces tissus périphériques puisque
I'on retrouve chez une souris adulte des progéniteurs (EILPs et ILCPs) dans les poumons et
les intestins®4%641, La plupart des ILCs matures se développent durant la période néo-natale et
possédent une longue durée de vie. Cependant, les progéniteurs présents dans les tissus
peuvent s’activer suite a des stimuli et permettre une prolifération locale comme cela a été
montré dans les poumons ou une expansion d’'ILC2 est observée suite a une infection par un
helminthe®*2.
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Figure 35 : Développement des ILCs (Ghaedi et al., 2021).

4.2 Les différents types d’ILCs

La classification des ILCs rassemble donc les ILC1, 2 et 3 mais aussi les cellules NK
ainsi que les cellules LTi au vu de leur développement commun et de certaines propriétés
immunitaires semblables. Il a été montré que 'ensemble des 5 membres de cette famille est
principalement impliqué dans 'homéostasie et 'immunosurveillance des organes en contact

direct avec I'environnement extérieur tels que les poumons, les intestins et la peau.

4.2.1 Les cellules Natural Killer

Les cellules NK dérivent des mémes progéniteurs que les ILCs 1, 2, 3 et nécessitent
le facteur Eomes pour leur polarisation®3. Ces cellules participent a 'immunosurveillance de
'organisme. L’action majoritaire de ces derniéres au sein des tissus est d’éliminer les cellules
infectées, stressées ou cancéreuses par un mécanisme de cytotoxicité. En effet, la cellule NK
va, via une réorganisation de son cytosquelette, former une synapse qui rentre en contact
avec la cellule cible afin de libérer de la perforine et du granzyme. La perforine est une enzyme
qui permet la fragmentation de la membrane plasmique de la cellule cible alors que la
granzyme est une protéase qui induit 'apoptose en clivant notamment la caspase 3, initiant le
programme apoptotique. Si cette fonction semble représenter une des fonctions principales
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des cellules NK, elles sont également capables de sécréter de I'lFNy. Cette cytokine permet
d’activer la fonction antimicrobienne des macrophages avoisinants mais également de
favoriser la présentation des antigénes par ces mémes macrophages, déclenchant donc

limmunité adaptative (Figure 36).

Contrairement aux lymphocytes T, cette immunosurveillance n’est pas médiée par une
reconnaissance spécifique d’'un antigéne mais plutét par une reconnaissance ciblée sur les
molécules du soi altérées dans les cellules infectées ou cancéreuses ou encore I'absence de
molécule du soi par exemple en absence du marqueur MHC 154, La reconnaissance de ce
marqueur se fait via le récepteur Ly49 présent sur les cellules NK chez la souris et 'absence
de MHC | va induire la lyse de cette cellule (Figure 36). Ces cellules sont également capables
de fixer les fractions constantes des anticorps via leur récepteur CD16, amenant une action
cytotoxique ciblée sur des antigenes reconnus par le systeme adaptatif. Par ailleurs, les
cellules transformées, stressées ou cancéreuses peuvent étre reconnues par les récepteurs
NKp30, NKp44 et NKG2D présents sur les cellules NK®®, Leur capacité cytotoxique peut de
surcroit étre activée via la stimulation par différentes cytokines comme I'lFNy, I'lL-12, I'IL-15,
I'lL-27 ou encore le TGF-B. La plupart de ces cytokines peuvent étre sécrétées par les cellules
dendritiques permettant I'activation des NK®®. Enfin, il a été montré que les glucocorticoides
pouvaient également réguler I'activité des NK et notamment la production d’IFNy via une action

sur leur récepteur Nr3cl.

A la différence de certaines populations d’ILCs, les cellules NK sont capables de migrer dans

le sang jusqu’aux structures lymphoides grace a I'expression du marqueur CD62L5%47.
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422LleslILCs1

Depuis 2009 et la découverte des ILCs, de nombreuses études ont mis en évidence la
présence d’ILC1 au sein du foie, de la lamina propria de l'intestin, de I'épithélium, du tissu
adipeux ou encore de I'utérus®®. Pendant longtemps, les ILC1 ont été associées aux cellules
NK puisqu’elles partagent une fonction similaire ainsi que des marqueurs communs comme
NK1.1, NKp46 et NKG2D®%3, A l'instar des cellules NK, la capacité de cytotoxicité des ILC1 est
plus réduite. Elles peuvent tout de méme initier 'apoptose de certaines cellules grace a la
sécrétion de TNFa et de TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) permettant
I'activation de la voie FAS et de certaines caspases®*® (Figure 37). Les ILC1 peuvent étre
activées de plusieurs fagcons notamment via la sécrétion d’IL-12 par les DCs qui conduit a la
production d’'IFNy. Par ailleurs, une étude récente a montré qu’'une activation physique des
ILC1 était possible. Précisément, les ILC1 peuvent intéragir avec les hépatocytes et produire
de I'lFNy. Cette sécrétion d'IFNy est possible via le relargage d’'ATP et d’IL-7 par les

hépatocytes®49:6%,

La fonction de ces cellules a été décrite principalement dans la protection des muqueuses face
a divers pathogénes comme des parasites (Toxoplasma gondii), des virus (Murine

Cytomegalovirus) ou dans certaines pathologies comme le sepsis. De surcroit, I'lFNy sécrété
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par les ILC1 participe également a la polarisation des macrophages vers un phénotype pro-

inflammatoire, favorisant I'insulino-résistance dans le tissu adipeux®?.

Enfin, il a récemment été montré que cette classe d’ILC était capable d’adopter un phénotype
mémoire en réponse a un challenge. En effet, les ILC1 hépatiques peuvent réagir a 'hapténe
d'un antigéne et conduire a une réponse immunitaire adaptée sans faire intervenir les
lymphocytes T. Un phénotype similaire a par ailleurs été découvert dans un contexte
d’infection au virus influenza ou au HIV-1 chez I'’humain®253, Une migration des ILC1 entre le
foie et les ganglions lymphatiques, via lI'expression de CXCR3 et CXCR6, semble
indispensable au maintien de cette fonction.

Cellule tumorale /
stressée / transformée

o . 3 : Cellule apoptotique

. } NKG2D /‘ ' :
: \Q\ INFa Monocyte
. 3 o °
DNAM-1 ‘e o G
- °o ( )
IL-7 < ) )
\_;‘v—\/‘

<

Hépatocyte

Cellule T-bet ° o =
dendritique I %0 o
o0
IL-12 '/ : ) /'/'. R
S . Mémoire ™ O .\)
- @
P CXCR3 \E
CXCR6 Macrophage
/ Pro-inflammatoire
K V.'w S
Hapténe

Figure 37 : Les ILC1.

4.2.3LesILC2

A linstar des ILC1 et des cellules NK qui présentent une réponse cytokinique de type
Tnl, les ILC2 répondent & un stimulus par une réponse Tn2, principalement via la sécrétion
d’IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 et AREG®4%5, Cette population d’'ILC est largement répandue dans
I'organisme puisqu’on en trouve dans lintestin, les poumons, la peau, le tissu adipeux, le foie,
le pancréas et le coeur®®, De par leur fonction de sentinelle au sein des tissus muqueux,
I'activation de cette population immunitaire est modulée par de nombreux facteurs solubles

tels que des cytokines, des alarmines, des facteurs neuronaux et des hormones. Parmi ces
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facteurs, les alarmines IL-33, IL-25 et TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) semblent étre
les activateurs majeurs de ces cellules. En effet, il a été décrit que les cellules stromales
présentes dans les poumons, le tissu adipeux et les intestins produisent de I'lL-33 ainsi que
du TSLP permettant I'activation de ces cellules®*’-%%°, En outre, une détérioration de la barriere
épithéliale des poumons va induire une production d’IL-25 par les cellules épithéliales capable
d’activer elle aussiles ILC2%°. Cependant, la stimulation par ces alarmines n’est pas suffisante
pour induire leur activation et une co-stimulation par d’autres facteurs tels que I'lL-2, I'lL-7, le
TGFB ou encore le TNF-like Ligand 1A (TL1A) est nécessaire (Figure 38)545661662 De facon
intéressante, les différentes alarmines (IL-25, IL-33 et TSLP) permettent I'activation des ILC2
en régulant l'activité de GATA3, qui est considéré comme un des régulateurs principaux de
cette population immunitaire. En effet, ce facteur de transcription se fixe aux promoteurs des
genes de I'lL-5 et de I'lL-13 ainsi que des génes impliqués dans la prolifération de ces
cellules®3-5%5, e neuropeptide NMU a également été décrit comme un co-activateur des ILC2
avec certains médiateurs lipidiques comme LTP46.857 Enfin, il est intéressant de noter qu’une
communication complexe entre les lymphocytes T et les ILC2 a été décrite dans certains
contextes. Ainsi, au cours d'un traitement intranasal a l'allergéne HDM (House Dust Mite),
l'activation des ILC2 nécessite ces lymphocytes T. Précisément, une altération de ces
lymphocytes inhibe la réponse inflammatoire Th2 des ILC2 dans ce contexte®®®. Enfin, ces
cellules sont de surcroit sensibles aux hormones et notamment aux hormones sexuelles. En
effet, il a été montré que les méles possedent moins d’'ILC2 et que cette particularité s’explique
par le taux d’androgéene dans I'organisme. Plus précisément, le précurseur de la testostérone
agit sur les ILC2 et réduit I'expression de I'lL-5, de I'lL-13 et également de RORa chez la
souris, réduisant ainsi la fonction et la polarisation de ces cellules®®. A l'inverse, les hormones
féminines comme la progestérone et le 17B-estradiol augmentent significativement

I'expression de GATA3, un régulateur clef des ILC2 (Figure 38)°7°.

La réponse Tn2 médiée par les ILC2 possede plusieurs fonctions au sein des tissus. Ainsi, la
sécrétion d’IL-5 favorise le recrutement et I'activation des éosinophiles dans le tissu adipeux®™.
Dans ce méme contexte, cette interleukine agit directement sur les adipocytes en favorisant
le brunissement du tissu adipeux blanc notamment via I'expression d’UCP1672673 | ’|L-4 est,
quant a elle, impliguée dans la différenciation des lymphocytes T2 afin de coordonner leur
réponse immunitaire suite a la rencontre d’'un pathogéne®”. Il est par ailleurs intéressant de
souligner que cette régulation des lymphocytes Tn2 par les ILC2 se fait également via
I'intéraction ICOS (Inducible T-cell COStimulator)-ICOS-L et OX40-OX40L%"5¢¢ L’IL-13 a un
réle plus large et favorise la contractibilité des muscles lisses ainsi que la stimulation des
cellules calciformes, conduisant & une production majorée de mucus protecteur face aux

parthogénes dans l'intestin et dans les voies respiratoires®”’. De plus, cette cytokine induit
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indirectement la prolifération des lymphocytes Tx2 via la stimulation et la migration de certaines
DCs vers les ganglions lymphatiques®’® Enfin, Tlinterleukine-9 est impliquée dans
'accumulation des mastocytes dans les poumons et stimule I'hyperplasie des cellules
calciformes®’®. Par ailleurs, un role des ILCs sur les cellules dendritiques a également été
décrit dans le pancréas ou I'activation des cellules dendritiques (DCs) par les ILC2 permet la
sécrétion d’acide rétinoique. Cet acide aura pour fonction de stimuler la sécrétion d’insuline

par les cellules B¢,

Bien que la fonction des ILC2 soit également décrite dans un contexte de réponse a un
pathogéne comme I'expulsion de parasites, son rdle principal semble plus lié a la réparation
tissulaire. En effet, I'lL-4 et I'lL-13 permettent la polarisation des macrophages en un
phénotype alternatif favorisant ainsi la réparation de la peau®!. Outre cette fonction indirecte,
ces cellules influencent de fagon directe la prolifération et la survie des cellules épithéliales

dans le poumon et la peau via la sécrétion du facteur de croissance AREG (Figure 38)%2,

Il a également été décrit que, suite a une infection au virus influenza, les ILC2 peuvent
également produire certains composants de la matrice extra-cellulaire afin de participer au
remodelage des tissus®®.

Enfin, dans lintestin et dans les poumons, il a été montré que les ILC2 étaient stimulés
directement par un neurotransmetteur : la neuromedin U. En effet, ce transmetteur sécrété par
les cellules nerveuses cholinergiques agit sur les ILC2 via leur récepteur NMURL.
Précisément, la NMU favorise la phosphorylation de ERK1/2 et favorise la production de

cytokines dans ces cellules notamment IL-5, IL-9, IL-13 et AREG511:684,

4.2.3.1 Les ILC2 mémoires

Durant de nombreuses années, on pensait que I'acquisition d’'une mémoire immunitaire
était réservée au systéeme adaptatif via I'implication des lymphocytes T et B et leur intéraction
avec des antigénes spécifiques. Or, il a été mis en évidence que d’autres types cellulaires,
comme les cellules NK étaient, elles aussi, capables d’acquérir un phénotype similaire®®®. En
2016, Martinez-Gonzalez et al. ont mis en évidence que les ILC2 peuvent acquérir une
mémoire immunitaire. En effet, suite a une premiére stimulation a I'lL-33 et I'lL-25, cette
population acquiert ce phénotype mémoire lui permettant d’'amener une réponse plus forte lors
de la deuxiéme stimulation. De surcroit, ce phénotype semble durable puisque les auteurs ont
montré qu'’il était retrouvé plus de 160 jours apres la premiére stimulation®®®. Précisément, ces

cellules présentent une expansion accélérée et une réponse cytokinique supérieure a celle
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des ILC2 conventionnels. Cette réponse accélérée est due au stockage intracellulaire d’IL-5
et d’'IL-13 (Figure 38). De plus, ces cellules forment un pool capable de se maintenir dans le
tissu sur la durée. Une de leur caractéristique particuliere 'augmentation de I'expression du
récepteur a I'lL-25 leur permettant d’étre activées uniquement via l'intéraction avec cette

alarmine sans aucune nécessité de co-stimulateurs.
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Figure 38 : Les ILC2.

4.2.3.2 Les ILC2 régulateurs

En 2016, une équipe a identifié une population immunitaire, distincte des lymphocytes
B et T, capable de produire de grandes quantités d’interleukine-10. Quelques années plus
tard, une autre étude a confirmé ces travaux et a identifié les ILC2, introduisant la notion d’ILC2
régulateurs®®”8, Ces cellules présentent une réponse a [I'lL-33 similaire aux ILC2
conventionnels mais persistent durablement dans le tissu aprés un challenge et répondent
plus fortement a une seconde stimulation. Ce phénotype, comparable aux lymphocytes
mémoires, est cependant associé a une capacité accrue a recruter des éosinophiles. Aussi,
une étude plus récente faite chez I’humain démontre que cette population immunitaire exprime
du CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4) et du CD25, deux marqueurs

initialement observés chez les lymphocytes T régulateurs en réponse a une stimulation a
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I'acide rétinoique®®. Dans cette étude, leur fonction immunosuppressive est mise en évidence

par leur capacité a diminuer I'activation des lymphocytes T.

4.2.4 LesILC3

Les ILC3 présentent une réponse Thl7 en réponse a différents stimuli. Bien que cette
population soit présente dans d’autres tissus comme les poumons ou la peau, il semblerait
que son action soit majoritairement localisée au niveau de I'intestin®®®. Comme les autres ILCs
précédemment détaillées, les ILC3 sont sensibles a une grande variété de molécules telles
que les cytokines IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-7, IL-23, TL1A, TSLP mais également au facteur de
croissance SCF (Stem cell Factor). Ces différents facteurs peuvent étre sécrétés par les
cellules myéloides, les cellules T, les cellules épithéliales ainsi que les cellules stromales
(Figure 39)%°. Dans le cas des cellules myéloides et des cellules épithéliales, la stimulation
des ILC3 engendre une production importante d’IL-22%926%, De la méme facon que les ILC2,
les ILC3 sont également sensibles aux acides rétinoiques contenus dans certains végétaux
(carottes, brocolis) facilitant leur migration et leur activation. Il a par ailleurs été démontré que
la suppression de cette stimulation diminue drastiquement la production d’IL-22 par ces
cellules et induit la mort des souris suite a une infection par la bactérie citrobacter rodentium®%+,
De surcroit, les acides gras a chaine courte ainsi que le prostaglandyl E2 activent les ILC3 via

les récepteurs FFAR2 (Free Fatty Acid Receptor 2) et EP4 respectivementt9:6%,

Les ILC3 peuvent étre divisées en 2 sous-catégories dépendantes de I'expression de CCR6.
Les ILC3 CCR6" partagent une grande similarité avec les cellules LTi. En effet, elles sont
localisées principalement dans les cryptopatches de la paroi intestinale ou elles intéragissent
avec les cellules myéloides via I'axe LTalp2 / récepteur LTB initiant la réponse des ILCs par
la production d’IL-22. De plus, ces cellules interagissent également avec les terminaisons
nerveuses présentes dans ce tissu via les cellules gliales qui stimulent les ILC3 en sécrétant
du GDNF (Glial cell-Derived Neurotrophic Factor) se fixant au récepteur Ret (Figure 39)°7:6%,
Enfin, il semblerait que la production d’IL-22 dans les ILC3 CCR6* soit plus importante que
dans les ILC3 CCR65%

De par leur localisation dans les intestins, les ILC3 ont majoritairement une action sur
I'hnoméostasie et la réparation des cellules épithéliales tapissant la paroi intestinale. En effet,
le récepteur a I'lL-22 est principalement exprimé par les cellules épithéliales, comme les
cellules de Paneth, les cellules souches intestinales ou encore les entérocytes’®. La sécrétion
d’IL-22 par les ILC3 induit la sécrétion de peptides antimicrobien par les cellules de Paneth
pour combattre une infection bactérienne. Cette cytokine agit également au niveau des

entérocytes ou elle favorise les jonctions entre cellules afin de garantir I'intégrité de la barriére
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intestinale. Enfin, au sein des cellules souches intestinales, elle module le stress notamment
suite a des irradiations ou des métabolites toxiques’™. Dans son ensemble, I'lL-22 régule la
capacité proliférative de ces cellules pour assurer une réparation efficace de l'intestin, justifiant
leur dénomination de cellules sentinelles’®. Ces cellules sont capables dans ce contexte de
promouvoir I'activation des cellules myéloides intestinales en sécrétant du GM-CSF. Cette
cytokine favorise le recrutement des neutrophiles en cas de dommages de la paroi intestinale
et l'activation des lymphocytes T régulateurs’®7%4 | Enfin, il est important de noter que
I'interleukine-17A peut étre également sécrétée par ces cellules et principalement par les ILC3
CCRE6". Cette cytokine va avoir des fonctions similaires aux autres cytokines sécrétées par les
ILC3 et induire la sécrétion de chimiokines par les cellules épithéliales et endothéliales, mais
également de recruter directement les neutrophiles. De plus, I'lL-17 contréle l'intégrité de la

barriere intestinale en régulant les jonctions inter-cellulaires dans ce contexte (Figure 39)7057%,

Enfin, des études récentes ont mis en évidence un contrdle circadien de I'activité des ILC3 au
sein de l'intestin. En effet, Wang et al. ont montré que les souris délétées pour les acteurs de
I'horloge Bmall et Rev-erba présentaient une diminution conséquente d'ILC3 au sein de
I'intestin et que la production d’interleukine par les ILC3 restantes était elle aussi modifiée™”.
Une seconde équipe a démontré que la régulation circadienne de ces cellules était contrélée
par la prise de nourriture durant la journée. Précisément, un peptide nommé Vasoactive
Intestinal Peptide (VIP) est sécrété durant la prise de nourriture par I'épithélium intestinale,

stimulant la production d’IL-22 par les ILC3 via la fixation au récepteur VIPR27%,
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Figure 39 : Les ILC3.

4.2.5 Les cellules LTi

Les cellules LTi dérivent d’un progéniteur commun aux ILCs classiques. Cependant, et
a l'inverse des autres membres de la famille des ILCs, cette population a été décrite non pas
dans 'homéostasie tissulaire mais plutot dans la participation a la formation de tissus, et plus
précisément dans les structures lymphoides secondaires comme les ganglions lymphatiques
et les plagues de Peyer’®. En effet, il a été montré que I'absence de ces cellules induit une
désorganisation conséquente de ces structures’®. A I'dge adulte, les cellules LTi ont
principalement été décrites pour leur capacité a activer et stimuler les lymphocytes B et T. En
effet, ces cellules peuvent présenter un antigéne aux lymphocytes CD4 via leur MHC 11711,
Elles permettent également la survie des lymphocytes CD4 mémoires en libérant les
molécules de survie OX40L et CD30L"2. De plus, la libération des molécules BAFF (B-cell
activating factor), CD40L, DLL1 et APRIL (A Proliferation-Inducing Ligand) par ces cellules
stimule la production d’anticorps par les cellules B%*. Au niveau de l'intestin, les cellules LTi
sécretent du TNFa et du LTalB2 responsable de la production de chimiokines par les cellules
intestinales, responsables du recrutement des lymphocytes B et des DCs’*3. Enfin, ces cellules
semblent partager la méme réponse cytokinique que les ILC3 a savoir la production d’IL-22 et
d’IL-17 et, de ce fait, jouer le méme role de maintenance de la barriére intestinale’™.

Cependant, il semble important de noter que les récentes découvertes concernant les ILC3
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ont mis en lumiere de nombreuses différences entre ces derniéres et les cellules LTi remettant
en cause certaines caractéristiques ayant pu étre attribuées spécifiqguement aux cellules LTi.
Des études complémentaires sont nécessaires afin d’éclaircir les fonctions distinctes de ces

deux populations.

4.3 Plasticité des ILCs

Une autre caractéristique commune a ces cellules immunitaires est leur incroyable
capacité a modifier leur phénotype afin d’assurer une réponse adéquate dans un contexte
particulier. Pour illustrer cela, des études de séquencage d’ARN ont identifié pas moins de 15
sous populations d’ILCs différentes’'®. Cette étude met en lumiére certains clusters partageant

des similarités entre les ILC1 et 2 mais aussi des clusters intermédiaires entre les ILC2 et 3.

4.3.1 Plasticité ILC1 — ILC3
La capacité des ILC3 a se différencier en un phénotype similaire aux ILC1 est parmi la

plus documentée et notamment au sein de l'intestin”*¢717, En effet, une sous population d’ILC3
peut exprimer le récepteur NKp46 uniquement présent sur les ILC1 et les cellules NK.
L’expression de ce récepteur est par ailleurs la conséquence d’une augmentation de
I'expression du facteur T-bet et de I'activation de la voie NOTCH dans ces cellules®®7*8, De
par son phénotype hybride, cette cellule nommée « ex-ILC3 » présente la capacité de sécréter
des cytokines Th1 comme I'lFNy et des cytokines Th17 comme I'lL-22. Cependant, il semblerait
que leur production d’'IL-17 ne soit plus possible®®. De plus, dans certains contextes, elles
peuvent définitivement se différencier en ILC1 en réprimant totalement I'expression du facteur
RORVyt. Des analyses in vitro de cellules humaines montrent d’ailleurs que cette polarisation
peut étre induite via une stimulation a I'lL-127*°, Dans cette méme étude, il est montré que la

polarisation inverse est également possible en stimulant avec de I'lL-1B et de I'lL-23.

4.3.2 Plasticité ILC1 — Cellules NK

Bien que ces deux types cellulaires proviennent de précurseurs différents, une

conversion entre ces deux types cellulaires est possible. En effet, les cellules NK ont démontré
une capacité a adopter un phénotype comparable a celui des ILC1 en réponse au TGF-B. En
effet, apres cette stimulation, les cellules NK réduisent fortement leur capacité cytotoxique. Il
semblerait d’ailleurs que cette polarisation soit due a la diminution du facteur Smad4’?°. Cette
conversion a d’ailleurs été observée chez la souris dans un contexte de NAFLD (Non Alcoholic

Fatty Liver Disease) ou aprés une infection au parasite toxoplasma gondii’?*722,
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Enfin, il semble intéressant de noter qu’une conversion des ILC3 vers un phénotype proche
des NK ait été observée chez ’homme. Précisément, la stimulation des ILC3 par de I'lL-12 et
de I'lL-15 conduit a I'expression de I'Eomes et de T-bet par ces cellules’?®. Cependant, les

mécanismes régissant cette polarisation demeurent obscurs.

4.3.3 Plasticité ILC2 — 1LC1
Cette plasticité des ILC2 aussi appelé ILC2 de type 1 a été décrit in vivo chez la souris

suite a une infection au virus influenza’®*. En temps normal, le régulateur principal GATA3
limite cette plasticité notamment en se liant aux éléments régulateurs du géne de I'lFNy.
Cependant, une co-stimulation d’IL-12 et d’IL-1B des ILC2 in vitro permet cette polarisation via
une diminution de I'expression du facteur GATA3"?, De fagon intéressante, une stimulation a
'IL-1B est nécessaire a I'expression du récepteur a I'lL-12 par ces cellules ainsi qu'a la
sécrétion d’IFNy’25727_ A 'inverse, la stimulation des ILC2 par de I'lL-4 bloque cette transition
via la voie STAT6 et permet 'augmentation de I'expression de GATA372%. Enfin, ces “ex-ILCs
2” ne peuvent plus produire d’IL-5 mais demeurent capables de produire de I'lL-13 de facgon

concomitante a la production d’'IFNy’%.

4.3.4 Plasticité ILC2 — ILC3

Des études in vitro ont mis en évidence une capacité des ILC2 a produire des cytokines

de type Tn17 en présence de certains facteurs comme I'lL-25, I'lL-1B, I'lL-6 mais aussi TGFB"°.
Ce phénotype appelé «ILC2 inflammatoire » a été décrit in vivo en particulier dans les
poumons et dans les intestins’31:732, Ces ILC2 maintiennent une production similaire d’'IL-13 et
d’IL-5 aux ILC2 conventionnels mais augmentent leur production d’IL-4"2. De plus, elles
expriment le facteur RORyt ce qui s'accompagne d’une production d’'IL-17. Ces mémes études
suggerent que la transition vers un phénotype plus inflammatoire est médiée par le facteur c-
kit’34735, Enfin, une étude fait état d’'une capacité de ces cellules a migrer dans I'organisme a
partir du sang. Précisément, Huang et al. ont identifié cette population comme capable de
migrer entre les différents organes en faisant intervenir le récepteur S1P (Sphingosine 1-
Phosphate)3.

Bien que la population d’ILC ait été découverte trées récemment par la communauté
scientifique, les études portant sur ces cellules lors des 10 derniéres années ont permis de
mettre en lumiere un role indispensable de ces derniéres sur la surveillance tissulaire et la

protection contre les pathogénes. De plus, leur formidable capacité d’adaptation a leur
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environnement en s’orientant vers un phénotype répondant au mieux aux besoins du tissu
place définitivement cette famille immunitaire au premier plan dans la coordination des

réponses immunitaires innées et adaptatives ainsi que dans I'homéostasie des différents
organes de l'organisme.
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5. OBJECTIFS DE LETUDE

Ma these porte sur I'étude du réle de I'horloge circadienne dans le maintien de
'hnoméostasie du muscle squelettique. L’horloge circadienne a été décrite comme jouant un
réle majeur au sein du muscle squelettique, régulant de nombreux parameétres comme sa
structure, sa fonction et son métabolisme. Spécifiqguement, le composant de I'horloge Rev-
erba est important dans cette régulation, en influengant sa capacité oxydative, sa biogenése
mitochondriale ainsi que sa capacité autophagique**. Dans cette étude, notre équipe a montré
que la délétion de Rev-erba modifiait significativement 'endurance musculaire des souris. Ma
thése s’inscrit donc dans la continuité de ces études en m’intéressant plus largement au réle

de I'horloge biologique dans le maintien de 'homéostasie du muscle squelettique.

Dans cette optique, nous nous sommes intéressés a l'impact de la modulation du récepteur
nucléaire Rev-erba sur la taille des fibres musculaires in vivo et in vitro grace a des souris
délétées de facon globale pour Rev-erba et une lignée de myoblaste murins surexprimant de
fagon constitutive Rev-erba. De plus, nous avons analyseé les conséquences d’'une activation
pharmacologique de ce composant de I'horloge in vivo a l'aide d’'un ligand synthétique
(SR9009) suite a un traitement a la déxaméthasone, un glucocorticoide connu pour engendrer

une atrophie musculaire®9>97,

Nous avons ensuite entrepris d’étudier le role global de I'horloge circadienne au cours du
processus de régénération musculaire. Le muscle est un tissu post-mitotique et le maintien de
son intégrité suite a une blessure est dépendante de l'activité des cellules souches
musculaires ainsi que du processus inflammatoire. De nombreuses études font état d’'une
régulation circadienne de différents processus de réparation tissulaire. Par exemple, il a été
montré que la régénération de la peau suite a une blessure était 60% plus rapide lorsque celle-
ci survient durant la phase active de I'animal”’. Au sein du muscle, de nombreux articles font
état d’'une régulation de la myogénése par plusieurs acteurs de I'horloge tels que Bmal1, Clock
et Rev-erba*®°28738 Un autre article publié récemment démontre I'implication des génes de
I'horloge Perl et Per2 dans ce processus et met en avant un impact de I'heure de la blessure
sur le compartiment myogénique’®. Or, la composante inflammatoire détient également un
r6le primordial dans le processus global de régénération, de par sa capacité de dégradation
des débris cellulaires engendrés par la blessure mais également via son réle de support de la
myogénese a travers la sécrétion de nombreuses cytokines et facteur de croissance. Il est
aujourd’hui largement démontré que I'horloge biologique régule un grand nombre de
paramétres immunitaires tels que la circulation des leucocytes dans l'organisme, leur

infiltration au sein des différents tissus mais également leur fonction intrinséque’#®-742, Ainsi,
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au cours de ma these nous avons étudié plus particulierement le réle de I'horloge au sein des
cellules immunitaires dans un contexte de régénération musculaire. Pour cela, nous avons
utilisé différents modéles d’altérations environnementales (Jet-lag, lumiére constante) ou

génétiques (délétion ou surexpression de Rev-erba et RORa) de I'horloge.

Parallelement a cette étude, nous nous sommes intéressés au réle des cellules lymphoides
innées au cours de ce processus de régénération. En effet, ces cellules sont largement
étudiées au sein de plusieurs tissus métaboliques comme les poumons, le tissu adipeux ou
les intestins mais leur implication au sein du muscle squelettique n’a été que trés peu décrite.
En effet, un unique article publié cette année fait mention des ILC2 dans le cadre d’'un modéle
murin de myopathie. Le role des cellules immunitaires differe largement entre un contexte de
muscle sain et un contexte pathologique, il nous semblait donc intéressant d’étudier ces
cellules dans un contexte de blessure aigué du muscle squelettique. De surcroit, les ILC2
partagent avec les lymphocytes mTregs une réponse cytokinique a I'lL-33 comparable. Or, les
différentes études réalisées sur le réle des mTregs dans le processus de régénération
musculaire n’ont jusqu’ici pas pris en compte la contribution des ILCs au phénotype observé,
ce qui implique qu’'une partie des effets attribués aux mTreg pourraient étre médiés par les
ILC2. Ainsi, dans un premier temps, nous avons entrepris d’analyser la cinétique de
recrutement des différents types d’'ILCs au sein de la régénération musculaire. Puis, nous
avons utilisé un modéle murin de déplétion en ILC2 afin de déterminer la fonction de ces

cellules au cours de ce processus.
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Matériel et Méthodes
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1. MODELES ET EXPERIMENTATION ANIMALE

L’ensemble des expériences décrites ci-dessous ont été validées par le comité
d’éthique du Haut-de-France en accord avec la directive européenne sur la protection et le
bien-étre des animaux en laboratoire. Sauf indication spécifique, 'ensemble des animaux
présentés dans ce manuscrit ont été élevés dans un environnement dépourvu d’agent
pathogéne en condition standard (12h jour / 12h nuit) avec un accés a I'eau et a la nourriture

ad libitum.

1.1 Etude de la masse musculaire chez des souris

Dans cette étude, nous avons utilisé des souris déficientes pour le géne Rev-erba ainsi
que leurs controles. Ce modeéle génétique a été créé par Bjorn Vennstrom’#, La délétion du
géne Rev-erba dans cette construction génétique est rendue possible par l'insertion d’'une
cassette B-geo remplagant en partie I'exon 2 ainsi qu’une délétion de I'exon 3, 4, 5 et d’'une
partie de 'exon 6. Ce modéle créé dans le fond génétique C57BL/6J a ensuite été croisé avec
des souris de fond génétique SV129 durant 8 générations. L’élevage et |la production de souris

contrdles ou délétées pour Rev-erba est assuré par un croisement entre souris hétérozygotes.

Pour I'étude de la masse musculaire, des souris déficientes en Rev-erba (Rev-erba™) agées

+l+

de 7 a 12 semaines et leurs contréles provenant des mémes portées (Rev-erba™) ont été
étudiées. Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale. Les muscles squelettiques

(Gastrocnémiens, Quadriceps, Tibialis Anterior (TA) et Soleus) ont été pesés et congelés.

1.1.1 Induction d’'une atrophie musculaire

Pour induire I'atrophie des muscles squelettiques, des souris Wild-type (WT) agées de
7-8 semaines ont regu une injection intrapéritonéale de dexaméthasone a 10 mg/kg/jour ou du
véhicule (éthanol) pendant 3 jours consécutifs & 9 heures du matin. Chaque jour, la moitié des
souris traitées a la dexaméthasone ont également recu deux injections de I'agoniste Rev-erb
SR9009 a 100 mg/kg a 17h30 le jour précédent et 30 min avant l'injection de dexaméthasone.

Les muscles du quadriceps ont été prélevés et pesés.

1.1.2 Surexpression in vivo de Rev-erba chez des souris WT

Pour induire la surexpression de Rev-erba, la séquence codante de Nrldl a été

introduite dans un vecteur AAV1 (Penn Vector Core, Université de Pennsylvanie) et 3 x 10!
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copies du génome ont été injectées par voie intramusculaire dans les muscles TA et
gastrocnémiens de souris de type sauvage, comme décrit dans une publication de notre
équipe en 2013*%, Le membre controlatéral a été injecté avec un AAV témoin. Six semaines
plus tard, les souris ont été sacrifiées et les muscles ont été congelés et conservés jusqu'a

I'extraction de I'ARNmM.

1.2 Modéles génétiques associés a I’étude de I’horloge circadienne dans la régénération

musculaire

1.2.1 Souris Rev-erba™

Le modéle présenté ici est le méme que celui présenté en 1.1. Ces souris ainsi que

leurs contréles ont subi une blessure musculaire afin d’étudier I'impact de la délétion globale

de Rev-erba sur le processus de régénération.

1.2.2 Souris LysM®™®"* : Rev-erbaDBD""

Les souris Rev-erbaDBD" ont été obtenues auprés de [I'Institut Clinique de la Souris
(lllkirch, France) et caractérisées dans une publication®®®. Les souris Rev-erbaDBD"" ont été
croisées avec des souris LysM®™®"* du laboratoire Jackson afin d’obtenir une invalidation du
domaine de liaison a 'ADN du récepteur Rev-erba uniquement dans les lignées myéloides.
Les souris LysM**; Rev-erbaDBD" également obtenues par ce croisement sont utilisées

comme controle.

1.2.3 Souris LysM®™®"* : Rora"

Crel+ fIfl
1

De facon similaire, des souris LysM avec des souris Rora"", générées au
laboratoire et décrites dans cet article’*, ont été croisées afin d’invalider le gene RORa
uniqguement dans les cellules myéloides. Les souris LysM®™®*: Rora™* sont utilisées comme

controbles.

1.2.4 Souris LysM®™®"* : TG(Rev-erba)™"

Les souris LysM®"*; TG(Rev-erba)" ont été obtenues encroisant les souris LysM®™*

avec une construction de souris transgéniques pour Rev-erba élaborée au laboratoire. Ces
souris ont été obtenues dans un fond C57BL/6J par injection dans I'oocyte. Plus précisément,

cette construction se présente comme illustré ci-dessous. On retrouve le promoteur
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synthétique pCAG, le géene de la chloramphenicol acetyl-transferase (CAT) floxé puis le géne
de Rev-erba suivi du géne de la GFP. Aprés excision du gene CAT par la Cré recombinase,

nous obtenons I'expression de Rev-erba dans les cellules myéloides et I'expression de la GFP.

—‘ pCAG )—H CAT )—H Rev-erba H GFP )—
—‘ pCAG Rev-erba H GFP )—

Figure 40 : Construction des souris Tg(Rev-erba)f'f

1.3 Protocoles d’altération de I’horloge environnementale

1.3.1 Souris WT blessées a différents temps de la journée

Des souris C57BL/6J de 8 semaines placées en condition standard de lumiére
(12h/12h) et nouris ad libitum ont été blessées au Zeitgeber time (ZT) 6 et ZT18. Ces heures
correspondent dans notre animalerie a 13h pour ZT6 et 1h pour ZT18. La récupération des
tissus aprées la blessure a été également opérée a ZT6 et ZT18 afin de conserver les mémes
durées de blessure. Les muscles sont récupérés a 7 et 21 jours aprés la blessure. Un TA est
collecté pour les analyses histologiques, 1 TA est utilisé pour les analyses transcriptomiques
de méme que pour un muscle quadriceps utilisé en RT-gPCR comme contréle d’'un muscle

non blessé.

1.3.2_Souris WT soumises a un « jetlag »

Des souris C57BL/6J de 7 semaines ont été soumises a un « jetlag » de 8 semaines.
Durant cette période, le « jetlag » consistant a un décalage de 12 heures de la mise en place
de la lumiére. Ce décalage était avancé ou reculé une semaine sur deux afin d’optimiser
I'altération environnementale de I'horloge. Au moment de la blessure musculaire, cette
altération environnementale a été stoppée afin d’'observer les conséquences de ce « jetlag »
sur la régénération du muscle squelettique. Les muscles sont récupérés a 7 et 21 jours aprées
la blessure. Un TA est collecté pour les analyses histologiques, 1 TA est utilisé pour les
analyses transcriptomiques de méme que pour un muscle quadriceps utilisé en RT-gPCR

comme controle d’'un muscle non blessé.
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1.3.3 Souris WT soumises a une lumiére constante

Des souris C57BL/6J de 8 semaines ont été placées en lumiére constante (24heures)
durant 3 semaines. A la fin de la premiere semaine, les souris ont été blessées et les tissus

récupérés 7 et 16 jours apres cette blessure.

1.4 Modéle génétique associée a I'étude du réle des ILC2 dans la régénération
musculaire
Des souris méales C57BL/6J de type sauvage (WT) agées de 8 semaines ont été utilisées

pour I'étude de la cinétique des ILCs durant la régénération musculaire.

flfl

Les souris déficientes en ILC2 ont été obtenues en croisant des souris Rora"", déja existantes

dans notre laboratoire et des souris IL7r®*, obtenues auprés du Dr Hans-Reimer Rodewald

++ .

(Heidelberg). Ce modeéle de souris IL7r°"®" ; Rora"" a été largement utilisé®”®. Les souris II7r"*;

fIfl 5

Rora™" issues des mémes portées ont été utilisés comme contrdles.

1.5 Protocole de blessure du TA

Les souris ont été anesthésiées a l'aide d'un mélange de kétamine, de xylazine et de
solution saline dans les proportions suivantes : 100mg/kg de kétamine, 10mg/kg de xylazine,
120ul de solution saline, pour un dosage de 150ul par souris qui est injecté par voie
intrapéritonéale, a l'aide de seringues a insuline de 0,3 ml. Leurs membres postérieurs ont été
rases, puis désinfectés a I'éthanol avant l'injection de Chlorure de Baryum (BaCl,) dans le
tibialis antérieur (TA). Le BaCl. a été préparé a 0,8% dans de I'eau. 50ul de cette solution ont

été injectés dans chaque TA.

2. MODELES CELLULAIRES

2.1 Isolement et culture de myoblastes murins primaires

TA, gastrocnémien, soleus, quadriceps, diaphragme, triceps et pectoraux ont été
prélevés sur des souris déficientes en Rev-erba agées de 7-8 semaines (Rev-erba’ et sur
leurs controles WT (Rev-erba*
(DMEM ; 4,5 g/L D Glucose ; Gibco) F12 avec de la Collagénase D (0,15 U/mg) et de la

Dispase Il (0,8 U/mg) pendant 30 minutes & 37 °C. Les muscles digérés sont ensuite filtrés

) et digérés dans du milieu d'Eagle modifié de Dulbecco

avec un filtre cellulaire 40um et les précurseurs myogeéniques sont isolés a l'aide de kits de
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sélection négative et positive (130104268 et 130104268, Miltenyi Biotec). Les myoblastes
primaires ont été remis en suspension dans du DMEM/F-12 avec 20% de sérum de veau foetal
(SVF), 1% de gentamycine, 1 mL d'Ultroser G et 5 ng/mL de FGFb et ensemencés dans des
plaques recouvertes de gélatine & 0,1%. Aprées 3 jours, la différenciation a été induite par I'ajout

d'un milieu F-12/DMEM (1:1) complété par 5 % de sérum de cheval pendant 7 jours.

2.2 Traitements in vitro sur lignée cellulaire C2C12

Des lignées cellulaires C2C12 surexprimant de maniére constitutive Rev-erba (REV-
ERB-a) et des lignées de controle (pBabe)** ont été cultivées dans un milieu DMEM avec 1%
de gentamycine et 10% de SVF. A 80% de confluence, la différenciation myogénique a été
induite par I'ajout de 2% de sérum de cheval pendant 3 jours. Aprés 5 jours de différenciation,
les cellules ont été traitées avec de la dexaméthasone (20 uM) ou un véhicule (éthanol), et du
SR9009 (10 yuM) comme indiqué pendant 3 jours*33. Pour l'analyse de I'expression des génes
liés a l'atrophie, les C2C12 ont été traités avec de la dexaméthasone (1 uM) pendant 2 jours
avec ou sans SR9009 (10 uM). Pour l'analyse de la translocation nucléaire de FoxOs, les
C2C12 ont été traitées avec de la dexaméthasone a 1 uM ou le véhicule avec ou sans SR9009

(10 yM) pendant une nuit.

3. DIGESTION DES MUSCLE ET MARQUAGES POUR LA CYTOMETRIE
EN FLUX

Aprés avoir sacrifié les souris (uniqguement des males pour ces expériences), les TA
sont pesés puis mis dans 2ml de milieu F12, a 4°C pour le transport. lls sont d'abord digérés
mécaniguement dans un Eppendorf de 2ml, en étant finement hachés a I'aide de ciseaux dans
1 ml de solution digestive enzymatique (collagénase D et DNAse | a 0,1 mg/mL). Une digestion
mécanique est ensuite réalisée en utilisant le protocole de dissociation GentleMACS. Le
mélange est transféré du tube Eppendorf & un tube GentleMACS avec un total de 4ml de
solution de digestion. Aprés homogénéisation, le tube GentleMACS est incubé pendant une
heure a 37°C, aprés 30 minutes le tube est retiré et homogénéisé a nouveau pendant 1 min
sur le dissociateur GentleMACS puis remis a 37°C pour 30 minutes supplémentaires. A l'issue
de la digestion, I'activité enzymatique est arrétée en ajoutant 5ml de SVF (sérum de veau foetal
10270-106, conservé a 4°C) a chaque tube. Le tampon MACS composé de tampon phosphate
salin 1X (PBS) et de 0,5% d’albumine de sérum bovin (BSA) est ensuite ajouté aux
échantillons avant d'étre filtrés sur 70um et 40um dans des tubes Falcon de 50 ml. Les tubes

sont ensuite centrifugés a 400G pendant 10min avant le comptage des cellules au microscope
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avec un hématimetre de Malassez. Apres avoir filtré et compté les cellules, celles-ci sont a
nouveau centrifugées a 400G pendant 10 minutes ; puis le culot est resuspendu dans 50ul de
FC-Block (BD Biosciences 553142) dilué au 1/100 dans le tampon MACS et incubé pendant

20 minutes.

L'étape suivante consiste a réaliser des marquages extra et intra-cellulaire via I'utilisation
d’anticorps couplés a des fluorochromes. Pour le marquage des cibles de surface, un mélange
d’anticorps sélectionnés (voir 3.1.1-3) est préparé dans un tampon MACS, et 50ul sont
distribués. Aprés une incubation de 30 minutes a 4°C, les échantillons sont lavés avec 2ml de
tampon MACS et transférés dans des tubes FACS. Les échantillons sont centrifugés a 400G
pendant 5 minutes a 4°C puis le culot récupéré est perméabilisé en utilisant le tampon de
fixation/perméabilisation (eBioscience, 00-5532). Les échantillons sont incubés pendant 45
minutes a 4°C. Aprés l'incubation, les échantillons sont lavés avec 2 ml de Perm Wash, puis
centrifugés a 400G pendant 5 minutes a température ambiante. 100ul d'anticorps pour le
marquage intra-cellulaire sont ensuite ajoutés sur chaque échantillon apres avoir éliminé le
surnageant et incubés pendant 30 minutes a température ambiante. lIs sont ensuite lavés avec
2ml de Perm Wash et centrifugés a 400G pendant 5 minutes a température ambiante, deux

fois, avant de passer les échantillons au cytométrie de flux.

3.1 Marquage des populations immunitaires intervenant durant les deux premiers jours
de larégénération (Chapitre 2)
L’identification des différentes populations immunitaires présentes durant les deux

premiers jours de la régénération musculaires est réalisée a I'aide des anticorps ci-dessous :

Anticorps extra-cellulaire

Fluorochrome Cible Dilution Références

BUV395 CD11b 1/100 BD 563553
BVv421 Ly6C 1/100 BLE128032
BV510 CD45 1/100 BLE103138
BV650 CD206 1/100 BLE141723
BV711 CD64 1/100 BLE139311

FITC CD115 1/100 BLE135512
PE-CF594 SiglecF 1/100 BD 562757
BUV496 CD3 1/100 BD 564661
PE-Cy7 F4/80 1/100 BLE123114
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APC Ly6G 1/100 BLE127614

Table 1 : Liste d’anticorps utilisés pour le marquage des cellules durant les deux premiers
apres blessure.

Les cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux a l'aide d'une machine LSR Fortessa
X20 disponible sur la plateforme d'immunophénotypage de I'EGID. La sélection des cellules a
été effectuée a l'aide du logiciel FlowJo, comme illustré dans la Figure 41, sur les leucocytes
totaux (CD45%) puis nous avons exclu les lymphocytes (CD3*) et avons sélectionné les cellules
myéloides (CD11b*). Nous avons ensuite distingué les éosinophiles (SiflecF*) et les
neutrophiles (Ly6G*). Dans la population doublement négative pour ces marqueurs, nous
avons identifié les monocytes (CD115%). Dans la population négative pour ce marqueur, hous
avons sélectionné les macrophages CD64* F4/80* pour enfin dissocier les macrophages pro-

inflammatoires (Ly6CH9" CD2067) des macrophages anti-inflammatoires (Ly6C-*" CD206").

CD11b*

SSC-H
Ly6G

CD115

Ly6C

CD206 CD64 CD115

Figure 41 : Stratégie de sélection des populations immunitaires présentes durant les
deux premiers aprés une blessure musculaire.

3.2 Marquage des populations immunitaires intervenant entre 2 et 7 jours aprés la
blessure musculaire (Chapitre 2)
Le marquage des différentes populations immunitaires présentes entre 4 et 7 jours

apres la blessure musculaire sont marquées a I'aide de ces anticorps ci-dessous :

Anticorps extra-cellulaire

Fluorochrome Cible Dilution Références
BUV395 CD11b 1/100 BD 563553
BV786 Ly6C 1/100 BLE128041
BV510 CD45 1/100 BLE103138
BV650 CD206 1/100 BLE141723
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BV711 CDo64 1/100 BLE139311
BUV496 CD3 1/100 BD 564661
PE-Cy5 F4/80 1/100 BLE123112

Table 2 : Liste d’anticorps utilisés pour le marquage des cellules de 4 a 7 jours aprés
blessure.

Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux comme décrit précédemment. La
sélection des cellules a été effectuée a l'aide du logiciel FlowJo, comme illustré dans la Figure
42, sur les leucocytes totaux (CD45") puis nous avons exclu les lymphocytes (CD3*) et avons
sélectionné les cellules myéloides (CD11b*). Nous avons ensuite sélectionné les
macrophages CD64" F4/80* pour enfin dissocier les macrophages pro-inflammatoires
(Ly6CHi9h CD206°) des macrophages anti-inflammatoires (Ly6C-*" CD206").

CD11b*
s

CcD3
F4/80

CD11b CD64

Ly6C

CD206

Figure 42 : Stratégie de sélection des populations immunitaires présentes de 4 a 7 jours
aprés une blessure musculaire.

3.3 Sélection des populations immunitaires pour la cinétique des ILCs durant la
régénération
Le marquage des différentes populations d’'ILC présentes durant les 10 premiers jours

aprés la blessure musculaire sont marquées a 'aide de ces anticorps ci-dessous :

Anticorps extra-cellulaire

Fluorochrome Cible Dilution Références
BV510 ST2 1/200 BD 745080
BV605 NKp46 1/100 BLE137619
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BV650 CD127 1/100 BLE135043

BV711 Icos 1/100 BD 740763

BV786 CD90.2 1/100 BLE105331

APC-Cy7 KLRG1 1/100 BLE138426

CD11c 1/100 BD 553801

TCRE 1/100 BD 553171

TCRyé 1/100 BD 553177

CD4 1/100 BD 553047

Siglec F 1/100 BD 564514

FITC GR1 1/300 BLE108417

Siglec H 1/100 BLE129604

TER119 1/100 BLE116215

F4/80 1/100 BLE123120

FCeRI 1/100 BLE134330

CD11b 1/100 BLE101217

CD19 1/100 BD 562291

PE-CF594 CD3 1/100 BD 562286

CD34 1/100 BLE128616

PE CD200R 1/100 BLE123907

BUV737 CD45 1/100 BD 564880
AF700 CD49b 1/100 eBioscience 56597182

Anticorps intra-cellulaire

PE-Cy7 GATA3 1/100 eBioscience 25996642

APC Thet 1/100 BLE644813
PerCP-Cy5.5 RORyt 1/100 eBioscience 46698180

Table 3: Liste d’anticorps utilisés pour le marquage des ILCs durant la régénération.

Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux de la méme maniére que décrite
précédemment. La sélection des cellules a été effectuée a l'aide du logiciel FlowJo, comme
illustré dans la Figure 43, sur les leucocytes totaux (CD45") puis nous avons exclu les types
de cellules suivants comme canaux de décharge en utilisant les anticorps correspondant (Lin-
) : CD11c" : cellules macrophages/dendritiques ; TCR B* : cellules T ; TCR y&* : cellules T
gamma delta ; CD4" : cellules T CD4 ; Siglec F* : Eosinophiles ; Grl* : Neutrophiles ; Siglec
H* : cellules dendritiques plasmacytoides ; TER 119* : érythrocytes ; CD 11b* : cellules
myéloides ; F4/80* : macrophages ; FCeRI* : basophiles ; CD19" : cellules B ; CD34" : cellules

souches hématopoiétiques ; CD49* : cellules NK. Enfin, nous avons sélectionné les différentes
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populations d’ILCs a l'aide des marqueurs généraux CD90.2* et CD127* pour les cellules ILC
totales ; ensuite, un marquage spécifique des ILC2 a été effectué avec les marqueurs
spécifiqgues ST2" et GATA3".
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Figure 43 : Stratéqgie de sélection des différentes ILCs durant la régénération musculaire.

3.4 Etude de l'origine des leucocytes au sein des muscles blessés

Pour cette expérience, nous avons injecté en intra-veineux un anticorps reconnaissant
le marqueur général des leucocytes : le CD45 (BLE103138, fluorochrome BV510) & des souris
C57BI/6J sauvages qui avaient été préalablement blessés 6 jours avant. Cette injection intra-
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veineuse se fait au niveau de la queue de I'animal et nous sacrifions la souris 10 minutes aprés
I'injection. Nous avons collecté les TA blessés ainsi que le sang puis éffectué un marquage
des leucocytes avec un second anticorps dirigé contre le marqueur CD45 portant un
fluorochrome différent du premier anticorps utilisé (BD 562420, fluorochrome PE-CF594).
L’identification des leucocytes ayant fixé ces différents anticorps est ensuite réalisée par

cytométrie en flux.

3.5 Tri des macrophages durant la régénération musculaire par cytométrie en flux
La digestion des muscles pour cette expérience est identique au protocole détaillé en

3. La suspension cellulaire est ensuite marquée a 'aide des anticorps présentés ci-dessous :

Anticorps extra-cellulaire

Fluorochrome Cible Dilution Références
BV510 CD45 1/100 BLE103138
BV711 CD64 1/100 BLE139311

BUV496 CD3 1/100 BD 564661
PE-Cy5 F4/80 1/100 BLE123112

Table 4 : Liste d’anticorps utilisés pour le marquage des cellules de 4 & 7 jours aprés
blessure.

La sélection des macrophages totaux se fait a partir des leucocytes totaux (CD45%) ou nous
excluons les lymphocytes (CD3*) pour enfin sélectionner les macrophages F4/80* CD64*. Pour
isoler cette population, nous utilisons I'appareil BD Influx Cell Sorter disponible sur la
plateforme de cytométrie ’EGID. Nous collectons ces cellules dans du trizol pour analyses

transcriptomiques.

3.6 Etude de la prolifération des cellules souches musculaires par injection d’Edu (5-
ethynyl-2'-deoxyuridine)

Quatre heures avant le sacrifice, on injecte par voie intrapéritonéale 100ul d'Edu
(10mg/ml) (Invitrogen EdU A10044). A HO, les souris (uniquement des femelles pour ces
expériences) sont sacrifiées par dislocation cervicale et les TA sont récoltés, la digestion

musculaire est réalisée selon la méme procédure que celle décrite en 3.

Des immunomarquages de surface sont ensuite réalisés selon le panel suivant :

Anticorps extra-cellulaire
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Fluorochrome Cible Dilution Références

BV786 CD31 1/100 BLE102435
BV510 CD45 1/100 BLE103138

FITC A781 integrin 1/100 130-103-774
PE-Cy7 VCam1l 1/100 BLE105720

Table 5 : Marquage extra-cellulaire réalisé durant I'analyse de la prolifération des cellules souches

musculaires.

Un mélange des anticorps a été préparé dans un tampon MACS, de la méme maniére que ci-
dessus. 50ul ont été distribués a chaque échantillon et incubés pendant 30 minutes a 4°C a
I'abri de la lumiére. En utilisant le kit Click-iT plus EAU Flow Cytometry Assay Kits (C10633)
de ThermoFisher, la fixation et la perméabilisation des échantillons sont effectuées apreés la
période d'incubation. Le culot est repris dans 100ul de fixateur Click-iT (composant D). Les
échantillons sont incubés pendant 15 minutes a température ambiante, a I'abri de la lumiére.
Ensuite les échantillons sont lavés dans 2ml de tampon MACS, vortexés, centrifugés et le
surnageant est éliminé. Le culot est remis en suspension dans 100ul de réactif de
perméabilisation et de lavage a base de saponine Click-iT et a été laissé a incuber pendant

15 minutes.

Le tampon Click-iIT EdU buffer additive est préparé en diluant la solution méere 10x (préparée
précédemment selon les instructions du kit) a 1x dans de I'eau désionisée. Le cocktail Click-
iT Plus est préparé en suivant les instructions du fournisseur et 0,5 ml de ce cocktail est ajouté
a chaque échantillon, suivi de 30 minutes d'incubation. Aprés deux lavages supplémentaires,
les échantillons sont remis en suspension dans 400ul de tampon de lavage et la lecture au

cytometre en flux est réalisée selon la sélection suivante :
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Figure 44 : Stratégie de sélection des macrophages et des cellules satellites 2 jours
apres la régénération.

4. MARQUAGES IMMUNO-HISTOCHIMIQUES

4.1 Marquage de la lignée C2C12

Les cellules C2C12 ont été fixées avec du paraformaldéhyde a 4%, et perméabilisées
avec un tampon 0,2% de Triton 100X / 50 mM NH4CI dans du PBS. Les cellules ont ensuite
été incubées avec un anticorps reconnaissant la chaine lourde de myosine (MF-20) (1:250,
DSHB AB2147781), FoxO1 (1:250, Santa Cruz 2880 S) ou FoxOa3 (1:250, Santa Cruz
2497S), suivi un marquage avec des anticorps secondaire marqués a I'Alexa Fluor 488
(ThermoFisher Scientific A-11018) et le Dapi. Les cellules ont été montées avec le Dako
Fluorescent Mounting Medium (S3023) et les images sont analysées avec un microscope

confocal LSM 880(Zeiss).
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4.2 Marquage de coupes histologiques de muscles (Projet 1)

4.2.1 Etude de la taille des fibres chez les souris Rev-erba*’* et Rev-erba’

Les TA provenant de souris males sont excisés et sont fixés sur un support en liege avec
de la gomme adragante (G1128-500G) avant d’étre congelés dans de l'isopentane refroidi a
I'azote puis conservés a -80°C jusqu’a réalisation des coupes histologiques. Des coupes
transversales de 12um sont préparées a l'aide d’'un microtome cryostat (Microm HM 560) et
montées sur des lames de microscope chargées positivement (ThermoFischer Superfrost Plus

J1800AMNZ) en disposant les coupes de muscle en sériée.

La coloration par immunofluorescence a été réalisée aprés fixation avec du paraformaldéhyde
4 %. Les coupes sont ensuite perméabilisées via I'utilisation d’'un tampon PBS 1X 0.1% triton
X100 avant I'étape de blocage avec 5% de sérum de cheval dans du PBS. Les sections ont
été incubées avec un anticorps primaire de Laminine a2 (1:250, Santa Cruz SC59854) suivi
d'un anticorps secondaire marqué a I'Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific A21208). Les
sections ont été montées avec le milieu de montage Dako Fluorescent (Dako S3023). Les

images ont été capturées avec un Axioscan (Axio scan.Z1, Zeiss).

4.2.2 Analyses histologigues (Projet 1)

La surface des fibres musculaires et le diamétre des myofibres primaires et C2C12 ont
été quantifiés a l'aide d'une macro FiJi pour la préparation des images et leur prétraitement’.
Pour le diamétre des myofibres primaires et des C2C12, entre 60 et 160 fibres ont été
analysées pour chaque condition, et 3 mesures ont été prises manuellement pour chaque fibre

et la moyenne a été calculée.

L'intensité nucléaire du marquage de FoxO1l et FoxO3a a été quantifiée a l'aide du logiciel
d'analyse dimage Acapella (version 2.7-Perkin Elmer Technologies, Waltham, USA) en
utilisant le module dédié a la détection de la forme des noyaux dans le Dapi suivi de l'intensité
par noyau dans le canal FITC. Un minimum de 100 cellules par condition a été analysé dans

deux expériences indépendantes.

4.3 Marquage des coupes histologiques de muscles blessés (Projet 2-3)
Des muscles provenant de souris males blessées ont été récupérés pour des analyses

histologiques a différents jours selon les expériences présentées allant de 4 jours a 21 jours
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aprés blessure. L'excision des muscles et la réalisation des coupes sont réalisées comme
décrite en 5.2.1.

Pour chacun des 3 marquages présentés ci-dessous, les lames sont préalablement séchées
a température ambiante avant de fixer les muscles pendant 10 minutes avec du

Paraformaldéhyde 4%.

4.3.1 Immuno-margquage du contour des fibres et coloration des noyaux

Apres fixation des lames, ces derniéres sont perméabilisées en utilisant un tampon
Triton .01% X100 PBS 1X durant 15 minutes avant de bloquer avec 5% de sérum de cheval
dans du PBS 1X. Les muscles sont ensuite incubés durant une nuit avec un anticorps anti-
Laminine a2 (1:250, Santa Cruz SC59854) suivi d’'un anticorps secondaire AlexaFluor 488nm
(ThermoFisher Scientific A21208) et du colorant Dapi (33342) durant 45 minutes. Aprés 3
lavages successifs, les sections sont montées grace au milieu de montage DAKO (Dako

S3023) et les images des sections entieres ont été réalisées par I'axioscan Z1.

4.3.2 Marquage histologigue a 'Hemathoxyline et 'Eosine

Aprés la fixation dans le paraformaldéhyde, les lames ont été lavées trois fois dans du
PBS 1x. Aprés le troisiéeme lavage, les lames sont transférées dans l'autostainer (Leica
Autostainer XL), dans les bains suivants pendant les temps indiqués : eau distillée pendant
une minute, hématoxyline pendant une minute, eau du robinet pendant trois minutes, éthanol
a 90% pendant trente secondes, éosine pendant quarante-cinq secondes, éthanol a 90%
pendant une minute, éthanol a 100% pendant trois minutes et xylene a 100% pendant douze
minutes. Une lamelle couvre-objet est montée sur chaque lame a l'aide de Pertex (HistoLab

00811-EX) puis I'acquisition des images est réalisée par I'’Axioscan Z1.

4.3.3 Marguage histologigue au Rouge Sirius

Aprés fixation dans le paraformaldéhyde, les lames sont placées dans une cassette et
lavées dans l'eau du robinet pendant 5 minutes, deux fois. Ensuite, elles sont lavées dans
I'eau distillée pendant 5 minutes et placées dans un bain d'éthanol & 96% pendant 5 minutes.
Les lames sont séchées pendant 20 minutes puis plongées dans un bain de rouge sirius (rouge
sirius 0,1% dans l'acide picrique) pendant 45 minutes. Apres rincage dans l'eau distillée, les
lames sont fixées a l'aide de deux bains consécutifs d'acide acétique 0,5% de 5 minutes
chacun. La déshydratation est réalisée par deux bains successifs d'éthanol a 96% et un bain

de xyléne de 10 minutes. Le montage des lames est fait avec le milieu de montage Pertex.
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4.3.4 Analyses histologigues (Projet 2-3)

La détection et la quantification de I'aire des fibres régénérées est réalisée en utilisant
une extension du logiciel Fiji mise au point par notre laboratoire en collaboration avec Anne
Danckaert de I'imagopole de linstitut pasteur de Paris et publiée en 201876, Cette macro
identifie le contour des fibres grace au marquage de la laminine puis elle détermine si la fibre
est régénérée ou non selon la présence de noyaux au centre de ces derniéres, caractéristique

d’une fibre nouvellement synthétisée.

Le niveau de fibrose a été évalué par une macro utilisable sur Fiji et élaborée en collaboration
avec la plateforme d’'imagerie Bicell localisée au campus CHR de Lille. Cette quantification se
fait exclusivement sur les zones lésées des muscles. Ensuite, le programme utilise une valeur

seuil de contraste spécifique a la coloration du rouge Sirius.

5. ETUDE DE LEXPRESSION GENIQUE PAR RT-QPCR

5.1 Extraction d’ARN

5.1.1 Extraction a partir de muscles

Les muscles récupérés lors de la mise a mort de I'animal sont décongelés et broyés a
I'aide d’'un Polytron (IKA T10) dans 3 mL de tampon guanidine GSCN (4M Isothiocyanate de
guanidine, EDTA pH8 10 mM, TRIS HCL pH7,5) complété avec du B-mercapto-éthanol a
température ambiante. Une fois le tissu broyé, on ajoute de l'acétate de sodium 2M pH4, du
phénol saturé et du chloroforme / alcool isoamylique (rapport de 49/1). Apres 15 minutes sur
glace, les tubes sont centrifugés pendant 10 minutes a 3000 rpm a 4°C et le surnageant est

récupéré dans un nouveau tube.

5.1.2 Extraction a partir des C2C12

L’ARN cellulaire a été extrait en utilisant du TRIzol produit par Invitrogen. Le milieu de

culture est retiré des cellules puis elles sont lavées avec du PBS 1X. Les cellules sont ensuite
lysées avec 300uL de TRIzol (15596018, Invitrogen). Aprés une incubation de 5 minutes, 60uL

de chloroforme est ajouté et le tube est vortexé et centrifugés 15 minutes a 14000 rpm a 4°C.
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5.1.3 Partie commune de I'extraction ’ARNmM

Nous y ajoutons de I'isopropanol afin de précipiter '’ARN et nous laissons une nuit & 4°C
pour faciliter cette précipitation. Apres centrifugation & 8000 rpm durant 20 minutes a 4°C,
nous procédons a une seconde précipitation en retirant le surnageant et en ajoutant 2,5
volumes d’éthanol 100% et 0,1 V d’acétate de sodium. Aprés une centrifugation de 15 minutes
a 13000 rpm a 4°C, le culot est lavé par 500 yL d’éthanol 70%, vortexé et centrifugé de
nouveau a 13000 rpm durant 10 minutes a 4°C puis séché au speed-vac (Concentrator 5301,
eppendorf) durant 5 minutes. Le culot est finalement repris dans 20 uL d’eau RNAse free et

chauffé durant 10 minutes a 65°C pour permettre une totale solubilisation des ARN.

5.1.4 Extraction et amplification des ARNm issus de macrophages triés

L’extraction des ARNm et la dégradation des ADN se fait en utilisant le kit d’extraction
RNA Isolation Nucleospin RNA XS (Macherez-Nagel ; 740902.50). Les ARNm récupérés sont
ensuite dosés au bio-analyseur (Agilent 2100) en utilisant des puces RNA 6000 Pico (Agilent
5067-1511).

Les ARNm sont ensuite amplifies en utilisant le kit Gene Chip WT Pico Amplification Kit
(ThermoFisher Scientific ; 902618) pour études transcriptomiques en RT-gPCR ou en puces
a ADN (Voir 7.4).

5.2 Rétro-Transcription (RT)

Tout d’abord, une étape de dégradation de ’ADN génomique est effectuée en incubant
1 yg de 'ARN extrait avec de la DNAse (EN0521, Thermo Scientific) et son tampon (10 mM
Tris-HCI pH 7.5, 2.5 mM MgCl;, 0.1 mM CacCl,) a 37°C pendant 30 minutes. Ensuite, I'action
de la DNAse est stoppée par l'ajout d'1yL d’EDTA 2,5 mM par échantillon suivi d’'une
incubation de 10 minutes a 65°C. La véritable étape de rétro-transcription est réalisée par le
kit « High-capacity cDNA reverse transcription » (4368814, Life Technologies). Le programme
thermique nécessaire a la synthése de 'ADNCc est le suivant : 10 minutes a 25°C, 2 heures a
37°C et 5 minutes a 85°C.

5.3 Réaction de polymérisation en chaine (QPCR) et analyse quantitative des résultats
Les ADN spécifiques des genes d’intérét ont été amplifiés en utilisant le kit Brillant Il

SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies). Les mix sont préparés en suivant les

recommandations du fabriquant. Le géne d’intérét est amplifié par 'enzyme Taq (Thermus

Aquaticus) polymérase grace au programme thermique suivant : 3 minutes a 95°C pour activer
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I'enzyme puis 40 cycles alternant 5 a 20 secondes a 95°C pour dénaturer I’ADN double brin

et 20 secondes a 60°C pour hybrider les amorces spécifiques décrites ci-dessous et opérer

I'élongation.
Nom du Amorce sens Amorce antisens
géne
Projet 1
Cyclophilin A GCATACGGGTCCTGGCATCTTGT ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC
CC
KIf15 AAGCCCTTTGCCTGCACCTGG CGTACTGCGCGGCTGCTTCG
Atroginl GGGGTCACCCTGCAGCTTTGC GGGGAAAGTGAGACGGAGCAGC
Bcat2 CCCTCCTGGCGGACCCTTCAT AGCTGGTGGTCTGGCCCGT
Foxol CATCCACTCGTAGATCTGCG TCGTCGCGCCGCAACGCGTG
Foxo3a CCGGACAAACGGCTCACTT GGTTGTGCCGGATGGAGTT
Redd1 TCTCGAACTCCGGCCGCTGA CCCAATCGCGCCTGGGACAG
Murfl ATGGACCGGCACGGGGTGTA GCACATCGGGTGGCTGCCTT
Ubc CGCGCTGATCCCTCCG CTGCATCGTCTCTCTCACGG
Bmall GGACTTCGCCTCTACCTGTTC ACCCGTATTTCCCCGTTC
Rev-erbg TGGCCTCAGGCTTCCACTATG CCGTTGCTTCTCTCTCTTGGG
(Nr1d1)
Projet 2
Arntl GGACTTCGCCTCTACCTGTTC ACCCGTATTTCCCCGTTC
(Bmall)
Clock GTCCTTCAGCAGTCAGTCCAT GCCTCTATCATCCGTGTCCG
Rev-erba TGGCCTCAGGCTTCCACTATG CCGTTGCTTCTCTCTCTTGGG
(Nr1d1)
Rora ATGCCACCTACTCCTGTCCT GCTTCTTGGACATCCGACCA
Perl TCAAACTTCGACTGCCACCA ATGTCCATGGCACAAGGCTC
Cryl AGAGGGCTAGGTCTTCTCGC CTACAGCTCGGGACGTTCTC
Myh3 AAGGAGCTCACATATCAGAGTG GTGAAGTCACGGGTCTTTG
Myh4 CCAGGCTGCGGAGGCAATCA TGCTCGGCCACTCTCCTGCT
Vcaml AACCGAATCCCCAACTTGTGCAG TCTCCAGCTTCTCTCAGGAAATG
CC
lcaml1 CCTGGCCTCGGAGACATTAGAGAA ACCCCAAGGAGATCACATTCAC
C GG
Ccl2 ATGCAGGCCCTACTATTC TTCTTTCTCTCCAGTTTT
Cxcl1 ATCCAGAGCTTGAAGGTGTTGC AGCTTCAGGGTCAAGGCAAG
Cxcl2 AGTCATAGCCACTCTCAAGG AGTTAGCCTTGCCTTTGTT
Projet 3
Myh3 AAGGAGCTCACATATCAGAGTG GTGAAGTCACGGGTCTTTG
Myh4 CCAGGCTGCGGAGGCAATCA TGCTCGGCCACTCTCCTGCT
Cd45 CCTATTTCTTAGGGGCACAGC CACTGGGTGTAGGTGTTTGC
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14 GGTCTCAACCCCCAGCTAGTTG ATGGCGTCCCTTCTCCTGTG

19 GACCAGCTGCTTGTGTCTCTCC CCGATGGAAAACAGGCAAGA
Areg TGCTGTTGCTGCTGGTCTTA CCCACAGAAAGCTCAAGTCC
Pdgfra TGCTAGCGCGGAACCTCAGA ATAGCTCCTGAGACCCGCTG
1133 ATCAGGCGACGGTGTGGAT GACGTCACCCCTTTGAAGCTC
Foxp3 ATCGTAGCCACCAGTACTCA TTTCATTGAGTGTCCTCTGC

Table 6 : Liste des amorces utilisées en qPCR.

5.4 Analyses transcriptomiques par puces a ADN

Les ADNc issus de I'amplification des ARNm des macrophages triés (détaillée en
section 5.1.4) ont ensuite fait 'objet d’'une analyse transcriptomique. Cette analyse a été
réalisée en utilisant les puces Affymetrix GeneChip MoGene 2.0 ST. Ces puces ont ensuite
élé analysés par le GeneChip Scanner 3000-7G d’Affymetrix paramétré avec la Command
Console version 4.1.2. Les contrbles qualités ont été réalisés durant ce processus. La
normalisation et la comparaison des données s’est faite a partir de GIANT, accessoire
d’analyse des méta-datas développé au sein de notre unité sur la base du logiciel Galaxy.

L’expression différentielle des génes a été calculée sur ce logiciel par Limma.

6. IMMUNOPRECIPITATION DE LA CHROMATINE (CHIP)

Les expériences de ChIP ont été réalisées comme décrit précédemment’’ en utilisant
les anticorps anti-Rev-erba (1:50, #13418, Cell Signalling) et un IgG de lapin contréle (1:250,
#2729, Cell Signalling) en suivant les instructions du fabricant. Succinctement, les cellules
C2C12 différenciées ont été fixées avec du paraformaldéhyde 1% pendant 10 minutes. Les
noyaux extraits ont été remis en suspension dans un tampon de lyse (Tris-HCI 50 mM pH8.0,
EDTA 10 mM, SDS 1%, cocktail d'inhibiteurs de protéase). La chromatine a ensuite été
segmentée pendant 20 minutes a l'aide d'un Biorupteur (Diagenode) et diluée 10 fois avec le
tampon de dilution (Tris HCI 20 mM pH8.0, Triton X-100 1%, Glycérol 5%, EDTA 2 mM, NaCl
150 mM, cocktail d'inhibiteurs de protéases de Roche). 100 ug d'ADN ont été utilisés par IP et
la chromatine récupérée a été purifiée a I'aide du kit QIAquick PCR clean up (Qiagen). L'ADN

immunoprécipité a été analysé par gPCR et normalisé par rapport aux échantillons.
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Gene Name Forward Primer Reverse Primer

Murfl (-2.5kb) CCAGCCACTTGGGTTTTT GCT GGA GAT ATG GGT GGG

AG TA
Bcat2 (-2kb) GGCCCTTAGGGGAGAAGAGT GAGTGTCCAGAGCCTGTTCC
Bmall GGACTTCGCCTCTACCTGTTC ACCCGTATTTCCCCGTTC

Table 7 : Liste des amorces utilisées en CHIP.

7. MESURE DE L'ACTIVITE PROTEASOMALE

Cette mesure a été réalisée a l'aide du kit 20S proteasome activity assay kit (APT280,
MERCK). Brievement, ce kit consiste & mettre les échantillons en contact avec un substrat
(LLVY-AMC) visible a l'aide d'un spectrophotométre aux longueurs d'onde 380/460nm
uniguement lorsque la méthylcoumarin (AMC) est clivé par le protéasome. En utilisant une

gamme étalon fournie dans le kit, I'activité protéasomale est calculée.
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Résultats
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CHAPITRE 1 : REV-ERB-A REGULE LES GENES RELATIFS AL’ATROPHIE
POUR CONTROLER LA MASSE DU MUSCLE SQUELETTIQUE

1.1 Impact de la délétion de Rev-erba in vivo et in vitro sur la masse musculaire et la
taille des fibres

Le premier axe de ma thése visait a explorer le réle de Rev-erba dans le contrble de la
masse musculaire squelettique. En effet, des travaux précédents du laboratoire ont mis en
évidence que Rev-erba est indispensable a l'activité oxydative du muscle squelettique.
Précisément, l'invalidation de Rev-erba in vivo conduit & une diminution du contenu en
mitochondries et de leur fonction au sein du muscle squelettique résultant en une capacité
réduite des souris a I'exercice’®. Au cours de cette étude il avait été également mis en lumiére
que Rev-erba est capable de réguler de facon directe différents génes impliqués dans
'autophagie (Ulk1, Bnip3, Atg5, Beclin et Cathepsine L). Par ailleurs, des données de puces
a ADN non publiées montraient une augmentation de différentes ubiquitine ligase E3 dans les
muscles des souris Rev-erba™. Ces différents éléments suggéraient donc fortement une

implication de Rev-erbadans le contrdle de la masse musculaire.

Différents muscles squelettiques des membres postérieurs de souris Rev-erba™ et de souris

+/+

contréles Rev-erba™ ont donc tout d’abord été prélevés et pesés. Nous avons mis en évidence
une diminution significative de la masse des muscles comme le quadriceps, le gastrocnémien
et le TA (de -20,9%, -14,5% et -11,5%, respectivement) chez les souris Rev-erba’ par rapport

+/+

aux souris Rev-erba™" (Figure 45 A), alors que les poids des animaux étaient similaires (Figure
45 E). Le poids du muscle soléus, qui contient principalement des fibres oxydatives, était
également réduit chez les souris Rev-erba’ par rapport aux souris Rev-erba™* (de 12,6 %),
bien que la différence n'ait pas atteint la significativité statistique (Figure 45 D). Ceci est en
accord avec des études démontrant que les muscles glycolytiques sont généralement plus

sensibles a I'atrophie que les muscles oxydatifs®.
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Figure 45 : La délétion globale de Rev-erba impacte |la masse des muscles squelettiques.
(A-D) Masse musculaire du quadriceps, du gastrocnémien, du tibialis anterior et du
soléus de souris Rev-erba+/+ et Rev-erba-/- (n=13 et 11, respectivement).

(E) Poids corporel des souris Rev-erba*'* et Rev-erba’- (n=13).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ;

*p < 0,05, * p<0,01, **p <0,001 par T-test.

Il est intéressant de noter que des souris hétérozygotes pour Rev-erba™" présentent également
une tendance a la réduction de la masse musculaire par rapport aux souris controles alors que
leur activité locomotrice est normale (Figure 46), ce qui indique que la réduction de la masse

musculaire se produit indépendamment de tout changement de I'activité locomotrice.
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Figure 46 : La délétion d’un alléle de Rev-erba induit une tendance a la diminution de la
masse musculaire sans altérer leur activité locomotrice.

(A-D) Masse musculaire du quadriceps, du gastrocnémien, du tibialis anterior et du
soléus de souris Rev-erba*'* et Rev-erba*’- (n=13 et 11, respectivement).

(E) Activité locomotrice des souris Rev-erba*/* et Rev-erba*/- (n=13).

Pour caractériser davantage l'impact d’une délétion en Rev-erba sur la masse du
muscle squelettique, nous avons quantifié 'aire des fibres (CSA) sur des coupes transversales
de TA en utilisant une coloration a la laminine qui entoure les fibres musculaires.
Conformément a la réduction de la masse musculaire, la CSA moyenne des fibres est

+/+

significativement plus faible chez les souris Rev-erba’™ que chez les souris Rev-erba*,

156



associée a une modification de la distribution de la taille des fibres avec une plus grande
proportion de fibres plus petites (Figure 47 B). Ces données indiquent donc que le muscle

squelettique est atrophié en I'absence de Rev-erba.
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Figure 47 : La délétion de Rev-erb-a conduit a une diminution significative de 'aire des
fibres saines du Tibialis anterior.
Immunomarquage représentatif de la laminine sur des coupes de muscles squelettiques
(panel de gauche).
Moyenne de la CSA des fibres et répartition des fibres en fonction de leur surface réalisée
sur des échantillons de tibialis anterior de souris Rev-erba*’* et Rev-erba’- (>13 000
fibres par souris, n=4 souris par génotype) (panel de droite).
Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
par le test de Mann-Whitney ou le test chi-square pour comparer, respectivement, la
moyenne ou la distribution de fréquence entre les groupes.

Les souris Rev-erba™ disponibles au laboratoire au début de ma thése étant un modéle
d’invalidation totale du récepteur nucléaire, nous avons donc voulu vérifier I'action directe de
Rev-erba sur des cellules musculaires. Pour cela, nous avons isolé des cellules satellites
provenant de souris Rev-erba** et Rev-erba’ et les avons mis en culture pour obtenir des
myotubes primaires. Ces myotubes ont ensuite été marqués grace a I'anticorps MF-20 qui met
en évidence les chaines lourdes des myosines afin de mesurer leur diamétre. Comme observé
in vivo, le diamétre moyen des myotubes est significativement plus faible dans les cellules
déficientes en Rev-erba. De plus, ceci est associé a une plus grande fréquence de fibres de
petits diamétres par rapport aux fibres de plus grands diamétres (Figure 48 A). Par ailleurs,
nous avons également confirmé ces expériences dans un modéle de myoblastes C2C12
surexprimant Rev-erba (pREV-ERBa) et des C2C12 témoins (pBabe) différenciés en
myotubes in vitro. Comme attendu, un phénotype miroir est observé dans ce modele, a savoir
gue les fibres surexprimant Rev-erba présentent un diamétre moyen plus important par rapport
aux fibres contréle avec, a nouveau une diminution de la fréquence des fibres de petites tailles

et une augmentation de la fréquence des fibres de plus grandes tailles (Figure 48 B). Ainsi,
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les modifications de la masse musculaire et de la taille des fibres observées chez nos souris
délétées globalement pour Rev-erba semblent refléter un impact direct et autonome de Rev-

erba sur les cellules musculaires plutét qu'une réponse adaptative a une situation chronique.
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Figure 48 : Rev-erba contrble la masse du muscle squelettique.

(A) Immunomarquage représentatif de la chaine lourde de la myosine (panel de gauche) ;
diamétre moyen des fibres et répartition des fibres différenciées a partir de précurseurs
myogéniques isolés de souris Rev-erba*’* et Rev-erba’-en fonction de leur diameétre (3
mesures par fibre, n=120 fibres par génotype) (panel de droite).

(B) Immunomarquage représentatif de la chaine lourde de la myosine (panel de gauche) ;
diametre moyen des fibres et distribution de la fréquence des des fibres des cellules
C2C12 différenciées surexprimant Rev-erba (pREV-ERB-a) et des cellules témoins
(pBabe) en fonction de leur diameétre (3 mesures par fibre, n=120 fibres par groupe) (a
droite).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
par le test de Mann-Whitney ou le test chi-square pour comparer, respectivement, la
moyenne ou la distribution de fréquence entre les groupes.
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1.2 Régulation par Rev-erba des voies cataboligues et anti-anaboliques dans le muscle
squelettique

Afin de déterminer si les modifications de la masse musculaire et de la taille des fibres
étaient dues a une augmentation de la transcription de génes relatifs a I'atrophie musculaire,
une analyse de I'expression de ces génes a été réalisée sur des muscles squelettiques isolés
a partir de notre modeéle délété globalement en Rev-erba mais également sur des souris
surexprimant Rev-erba dans le muscle. En effet, nous avons établi un modéle in vivo de
surexpression de Rev-erba dans le muscle en utilisant un adénovirus injecté intra-
musculairement dans les muscles TA et gastrocnémiens. L'injection de cet adénovirus permet
une expression du gene de Rev-erba dans le muscle de 10 a 15 fois supérieur a I'expression

normal dans un muscle non injecté (Figure 49).
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Figure 49 : Caractérisation de I'expression de Rev-erba dans le muscle squelettique
aprés injection de I'adénovirus Rev-erba.

Analyse RT-gPCR de l'expression de Rev-erba dans les muscles gastrocnémiens et
tibialis anterior de souris injectées par voie intramusculaire avec un vecteur AAV
exprimant Rev-erba ou un vecteur AAV témoin.

Les résultats sont exprimés en moyennes = sem ; ** P < 0,01, *** P < 0,001 par test de
Mann-Whitney.

Nous avons dans un premier temps étudié I'expression de génes codant des protéines
impliquées dans le systéme ubiquitine-protéasome. Nos résultats mettent en évidence une
augmentation de I'expression des genes cataboliques ubiquitine C (Ubc), codant le précurseur
de la polyubiquitine, et les deux ubiquitine ligases E3 que sont Atrogin et Murfl, ainsi que de
leurs régulateurs transcriptionnels FoxO1 et FoxO3a dans les muscles des souris Rev-erba’
par rapport a leurs controles Rev-erba** (Figure 50 A). A I'opposé, la surexpression de Rev-

erba par AAV chez des souris contrbles a conduit au phénotype inverse, a savoir une
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diminution significative de I'expression de ces genes liés aux voies cataboliques dans le

gastrocnémien (Figure 50 B).
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Figure 50 : Rev-erba contrdle I'’expression des génes relatifs a I'atrophie dans le muscle
squelettique.

(A) Analyse RT-gPCR de l'expression des génes liés a l'atrophie dans le muscle
guadriceps de souris Rev-erba*'* et Rev-erba”’- (n=5 par génotype).

(B) Analyse par RT-qPCR de l'expression des genes liés a l'atrophie dans le muscle
gastrocnémien de souris injectées par voie intramusculaire avec un vecteur AAV
exprimant Rev-erba ou un vecteur AAV témoin (n=7 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; *P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

par test de Mann-Whitney.

Suite a ces résultats, nous avons entrepris d’évaluer I'activité du protéasome dans des
myotubes obtenus apres différenciation de précurseurs myogéniques provenant de souris

+/+

Rev-erba** et Rev-erba™. Nous avons mis en évidence une augmentation significative de
I'activité du protéasome dans les myotubes délétés en Rev-erba (Figure 51 A). Par ailleurs, il
est intéressant de constater que dans des C2C12 surexprimant Rev-erba, ce phénotype est
inversé avec une diminution significative de cette activité comparée a des C2C12 contrbles
(Figure 51 B). Ces résultats suggérent donc que I'expression des génes relatifs au catabolisme

ainsi que I'activité du systéme du protéasome est régulé par Rev-erba.
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Figure 51 : L’activité protéasomale est réqulé par Rev-erba.

(A) Activité protéasomale dans les cellules myogéniques isolées des souris Rev-erba*/*
et Rev-erba”’- (n=3).

(B) Activité protéasomale dans des cellules C2C12 surexprimant Rev-erba (pREV-ERB-
a) et des cellules témoins (pBabe) (n=4,5).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; * P < 0,05, par test de Mann-Whitney.

Nous avons également examiné l'expression de Reddl et KIf15, deux génes codant des
régulateurs négatifs de la voie de signalisation anabolique mMTOR et des génes cibles connus
du récepteur aux glucocorticoides (GR)%. L'expression de ces deux genes est augmentée
dans le muscle squelettique des souris délétées pour Rev-erba (Figure 52 A). A linverse, et
de fagon cohérente, la surexpression de Rev-erba diminue I'expression de ces génes (Figure
52 B). En conséquence, l'expression de Bcat2, un gene cible de KLF15, est significativement

augmenté dans le muscle squelettique Rev-erba™, et diminué lors de la surexpression de Rev-
erba (Figure 52 A).
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Figure 52 : Rev-erba contrble ’expression des génes anti-anaboliques dans le muscle
squelettique.

(A) Analyse RT-gPCR de l'expression des génes anti-anaboliques dans le muscle
quadriceps de souris Rev-erba*’* et Rev-erba”’- (n=5 par génotype).

(B) Analyse par RT-gPCR de l'expression des génes anti-anaboliques dans le muscle
gastrocnémien de souris injectées par voie intramusculaire avec un vecteur AAV
exprimant Rev-erba ou un vecteur AAV témoin (n=7 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; *P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001
par test de Mann-Whitney.

Ainsi ces résultats associés aux précédentes données générées par le laboratoire, mettant en
évidence que Rev-erba diminue l'autophagie du muscle squelettique™®, indiquent que Rev-
erba réprime les voies cataboliques et anti-anaboliques dans le muscle squelettique.
L’ensemble de nos résultats suggérent donc que I'atrophie du muscle squelettique observée
in vivo en l'absence de Rev-erba, pourrait étre consécutive a une dé-répression de la

transcription des génes impliqués dans les voies cataboliques.
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1.3 Impact de la surexpression ou de I’activation pharmacologique de Rev-erba sur
I’atrophie musculaire induite par la dexaméthasone

Il est connu que le traitement chronique a la dexaméthasone induit une atrophie
musculaire chez 'humain et la souris. Il a notamment été montré que GR induisait 'expression
des FoxOs mais également des facteurs MuRFL1 et atroginl tout en inhibant la voie anabolique
via une action sur les protéines TSC1/2. Par conséquent, nous avons testé si I'activation
pharmacologique ou la surexpression de Rev-erba pouvait contrecarrer la perte musculaire
induite par la dexaméthasone. Dans ce but, des myoblastes C2C12 surexprimant Rev-erba et
des myoblastes témoins ont été différenciés en myotubes puis traités pendant 48h avec de la
dexaméthasone. Nous observons, comme attendu, que le traitement a la dexaméthasone
induit une augmentation significative de I'expression de I'ensemble des génes des voies
cataboliques étudiés, a I'exception de FoxOl (Figure 53). De facon intéressante, la
surexpression de Rev-erba permet de partiellement ou totalement inhiber l'induction de
I'expression des génes cataboliques (Atrogin, Murfl, Foxol et Foxo3a) et anti-anaboliques
(KIf15, Reddl et Bcat2) par la dexaméthasone (Figure 53).
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Figure 53 : La surexpression de Rev-erba inhibe I'induction des géenes relatifs a I'atrophie
médiée par la dexaméthasone.

Analyse RT-gPCR de I'expression des génes liés a I'atrophie dans les cellules C2C12
différenciées infectées par le rétrovirus Rev-erba ou le rétrovirus témoin et traitées avec
de la dexaméthasone (1 uM) ou un véhicule pendant 48 heures (n=6 par condition).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; ** P<0,01, *** P<0,001 par One-way
ANOVA avec analyse post-hoc de Bonferroni.

Comme décrit dans l'introduction, Rev-erba est un récepteur nucléaire activé par un ligand
naturel qui est I'héme, et des ligands synthétiques. Le laboratoire a précédemment démontré
que lactivation pharmacologique de Rev-erba avec le composé SR9009 in vivo permet
d’augmenter la capacité d'endurance des souris’®. Par conséquent, nous avons ensuite
souhaité évaluer, in vivo, si I'activation pharmacologique de Rev-erba permettait de protéger
les souris de la perte de masse musculaire induite par I'administration de glucocorticoides.
Dans ce but, des souris contrbles (C57BL/6J) ont été traitées avec de la dexaméthasone seule
ou avec l'agoniste Rev-erb SR9009 pendant 3 jours. Comme attendu, le traitement a la
dexaméthasone conduit & une forte augmentation de I'expression des genes cataboliques
(Atrogin, Murfl, Ubc, Foxol et Foxo3a) ainsi que des génes cibles de GR comme KIf15, Redd

1 et Bcat2 (Figure 54 A). De maniére intéressante, le co-traitement des souris avec le ligand
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SR9009 permet de partiellement ou totalement bloquer linduction de ces genes par la
dexaméthasone (Figure 54 A). Par ailleurs, I'activation pharmacologique de Rev-erba prévient
la perte de masse musculaire induite par les GCs (Figure 54 B). En complément, nous avons
évalué in vitro le diametre de myoblastes C2C12 différenciés en myotubes et traités pendant
3 jours a la dexaméthasone. Comme attendu, le diametre des myotubes est fortement diminué
par un traitement a la dexaméthasone, et la co-administration du SR9009 permet de contrer
cet effet (Figure 54 C). Dans lI'ensemble, nos données indiquent que la surexpression de Rev-
erba ou son activation pharmacologique permet d’abolir les effets atrophiques de la

dexaméthasone in vitro et in vivo.
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Figure 54 : L’activation pharmacologigue de Rev-erba préserve la masse musculaire lors
d’un traitement a la dexaméthasone.

(A) Analyse RT-gPCR de I'expression génique liée & I'atrophie dans le muscle quadriceps
(n=5 par groupe) et (B) Masse musculaire du quadriceps (n=4 par groupe) de souris
recevant ou non 10 mg/kg/jour de dexaméthasone et co-traitées avec SR9009 (100 mpk)
ou véhicule deux fois par jour pendant 3 jours.

(C) Diameétre moyen des fibres et répartition de la taille des fibres obtenus a partir de
cellules C2C12 différenciées traitées ou non par la dexaméthasone (20 uM) et co-traitées
par le SR9009 (10 uM) ou le véhicule pendant 3 jours (3 mesures par fibre, n=120 fibres
par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes + sem ; *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 par
One-way ANOVA avec analyse post-hoc de Bonferroni ou test chi-square pour comparer
respectivement la moyenne ou la distribution de fréquence entre les groupes.
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1.4 Rev-erba contrdle la translocation nucléaire des FoxOs et cible directement les
génes relatifs a I’atrophie

L’effet catabolique des GCs est notamment médié par la translocation nucléaire de
FoxO1 et FoxO3a leur permettant ainsi d’activer la transcription de leurs génes cibles Atrogin
et MurF1. Afin de déterminer le mécanisme par lequel Rev-erba est capable de prévenir la
perte de masse musculaire induite par les GCs, nous avons tout d’abord voulu regarder si
I'activation pharmacologique de Rev-erba par le SR9009 pouvait moduler la localisation sub-
cellulaire des FoxOs et ainsi modifier I'expression des génes impliqués dans la voie
catabolique. Pour cela nous avons traité des cellules C2C12 avec de la dexaméthasone en
présence ou non de SR9009. L'intensité du signal de FoxO1 et FoxO3a a ensuite été analysée
par immunofluorescence et quantifiée. De facon cohérente, nos résultats montrent que
I'intensité nucléaire de FoxO1 et FoxO3a est significativement augmentée lors du traitement a
la dexaméthasone, alors que le co-traitement avec le SR9009 atténue la translocation
nucléaire de FoxO1 et FoxO3a induite par la dexaméthasone (Figure 55 A-B). Ces résultats
indiquent donc que l'activation de Rev-erba permet de bloquer la translocation nucléaire des

FoxOs induite par 'administration de GCs.
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Figure 55 : Rev-erba module la translocation nucléaire des FoxOs.

(A) Immunomarquage représentatif de FoxO1l (panels supérieurs) et FoxO3a (panels
inférieurs) en vert et marquage nucléaire Dapi en bleu de cellules myogéniques C2C12
traitées ou non avec de la dexaméthasone (1uM) et co-traitées avec SR9009 (10uM).
(B) Quantification de l'intensité nucléaire de FoxO1l et FoxO3a (n>100 cellules par
condition).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, ***p<0,001 par One-way
ANOVA avec analyse post-hoc de Bonferroni.

Rev-erb-a est un récepteur nucléaire qui agit comme un répresseur de la transcription. Outre
son action sur la signalisation FoxOs, nous avons voulu déterminer si Rev-erba réprimait
directement des génes impliqués dans les mécanismes d’atrophie musculaire en se liant a des
séquences d'ADN spécifiques dans leurs régions régulatrices. De fagcon intéressante, des
expériences de ChIP réalisées sur des cellules myogéniques C2C12 mettent en évidence que
Rev-erba se fixe sur un site situé dans les séquences promotrices des génes Bcat2 et Murfl,
le géne Bmall étant utilisé comme contrdle positif (Figure 56).

168



116G
6= Il Rev-erb-a

24
-I- I
0 — —

Negative Control Bmal1 Bcat2 -2kb Murf1 -2.5kb

Fold Enrichment Rev-erb-a
Gene promoter (relative to Negative site)

Figure 56 : Rev-erba régqule de facon direct I'expression des génes relatifs a 'atrophie
musculaire.

Liaison de Rev-erba aux régions régulatrices des génes liés a l'atrophie, mesurée par
ChIP-gPCR (n=2 expériences indépendantes). Les données sont exprimées en moyennes
+ s.e.m.

En conclusion, nos résultats ont permis de mettre en lumiére que Rev-erba est un régulateur
majeur du contrle de la masse musculaire. En effet, les souris délétées pour ce géene
présentent une perte de masse musculaire. De plus, nous avons montré que son activation
pharmacologique permet de prévenir la perte de masse musculaire induite par les GCs. Sur
un plan mécanistique, Rev-erb protége de l'atrophie musculaire en interférant avec la
translocation des facteurs FoxOs, empéchant ainsi I'activation transcriptionnelle des génes
des voies cataboligues mais également en réprimant directement des geénes clefs de
I'atrophie.
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CHAPITRE 2: ROLE DE L'HORLOGE CIRCADIENNE SUR LE
PROCESSUS DE REGENERATION MUSCULAIRE : IMPORTANCE DES
CELLULES MYELOIDES

Des études récentes ont mis en évidence que I'horloge biologique intervient dans des
processus de régénération’®7°, Au cours de cette étude, nous avons entrepris d’étudier le
réle de I'’horloge dans un contexte de régénération musculaire puisque de nhombreux travaux
avaient identifié un contrdle circadien de la fonction ou de I'expression des différents acteurs
du processus de régénération musculaire. En effet, il a été décrit que le transcriptome des
cellules souches oscille de maniére circadienne™. De plus, les nombreuses études portant
sur les variations circadiennes observées dans le recrutement des cellules immunitaires
suggéraient fortement que le processus de régénération musculaire difféere en fonction du

moment de la journée.

Dans un premier temps, a I'aide de la macro Muscle J mis au point au laboratoire, nous avons
mis en évidence une diminution significative de l'aire des fibres régénérées chez les souris
invalidées pour Rev-erba, illustrée par une proportion plus faible de fibres de grandes tailles
(Figure 57). Ces résultats suggéraient donc que la délétion de Rev-erba, un composant
important de I'horloge, impactait le processus de régénération musculaire. Suite a ces
résultats, nous avons souhaité étudier plus largement le réle de I'horloge biologique sur le

processus de régénération musculaire.

A B
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Figure 57 : La délétion globale de Rev-erba impacte la régénération musculaire.

(A) Immunomarquages représentatif de la laminine (Vert) et du Dapi (Bleu) 21 jours
aprés une blessure au chlorure de baryum chez des souris Rev-erba*/* et Rev-erba'-.
Barre d’échelle correspondant a 100um.

(B) Répartition des fibres en fonction de leur taille. (n=5 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test.
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21 Impact d’une altération environnementale de I’horloge sur le processus de
régénération du muscle squelettique ainsi que sur la cinétique des cellules myéloides

Pour cela, nous avons tout d’abord entrepris de déterminer I'impact d’'une dérégulation
environnementale de I'horloge circadienne sur le processus de régénération. Pour cela, nous
avons induit un « jetlag » chronique durant 8 semaines avant de réaliser la blessure chez des
souris males C57BL/6J. Plus précisément, notre protocole consistait a induire un décalage
(avance ou retard) de 12 heures du début de la phase lumineuse chez des souris WT comme
indiqué sur la figure 58 A. Ce protocole a été maintenu durant 8 semaines afin d’assurer une
altération efficace de I'horloge biologique des souris. Suite a ces 8 semaines, nous avons
blessé les 2 groupes de souris au niveau du TA avec du BaCl, a 0.8%. Les muscles ont été
collectés 7, 10 et 21 jours aprés la blessure musculaire afin de réaliser des analyses
histologiques. Tout d’abord, nous pouvons observer que les muscles des souris placées sous
jetlag présentent, aprés blessure, une morphologie structurale plus altérée que les souris
contréles, illustrée par une présence accrue de fibrose a 7 jours associée a la présence de
fibres de plus petites tailles (Figure 58 B). L'impact du jetlag sur la taille des fibres régénérées
a par ailleurs été quantifié et conforte le phénotype délétere de cette altération de I’horloge en
mettant en évidence une augmentation significative de la proportion de petites fibres chez les
souris jetlag 21 jours aprés la blessure (Figure 58 C-E). De plus, la quantité de dép6t fibrotique
est également majorée chez ces souris 7 jours aprés la blessure mais n’est plus visible au
dela comme en témoigne la quantification réalisée a partir du marquage du collagéne au rouge
sirius (Figure 58 D).
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Figure 58 : Un jetlag chroniqgue induit un défaut de régénération.

(A) Schéma du protocole expérimental de « Jetlag ».

(B) Coloration a 'Hématoxyline/éosine de coupes histologiques de muscles provenant de
souris controle et jetlag et récupérés 7 et 21 jours aprés la blessure. Barre d’échelle
correspondant a 100pum.
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(C) Immunomarquages représentatifs de la laminine (Vert) et du Dapi (Bleu) a 7, 10 et
21 jours apres la blessure (panel de gauche) et coloration au Sirius Red des coupes
histologiques aux mémes temps (panel de droite). Barre d’échelle correspondant a
100um.

(D) Distribution de la surface des fibres (panel de gauche) et quantification de la surface
de fibrose (panel de droite) des coupes histologiques. (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test ou simple T-test.

Par la suite, nous avons également voulu déterminer si une altération environnementale de
I'horloge modulait [linfiltration leucocytaire qui se produit au cours du processus de
régénération musculaire. Pour cela, nous avons collecté des TA blessés de souris contrbles
et de souris sous jetlag 1, 2, 4 et 7 jours aprées la blessure. De fagon surprenante, nous
observons une altération de la cinétique inflammatoire avec un effet principalement sur les
cellules myéloides durant les 2 premiers jours aprés I'induction de la blessure musculaire. En
effet, nous observons une diminution significative du nombre de leucocytes normalisé par
milligrammes de tissus 2 jours apres blessure (Figure 59 B). Cette diminution s’accompagne
d’'une réduction du nombre de neutrophiles, de monocytes ainsi que de macrophages pro-
inflammatoires chez les souris sous jetlag (Figure 59 D). Concernant les macrophages, cette
diminution est observée uniquement 2 jours aprés blessure et n’est plus présente 4 jours aprés
blessure. De plus, elle n’est pas visible dans la population de macrophages anti-inflammatoires
(Figure 59 H). Nous observons également une tendance a la diminution du nombre
d’éosinophiles chez les souris jetlag a 2 jours mais cette valeur n’atteint pas la significativité
(Figure 59 C).
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Figure 59 : La cinétique inflammatoire est modifiée chez les souris soumises a une
altération environnementale de I’'horloge.

(A) Dot-plot représentatif des populations de leucocytes, neutrophiles et macrophages
au sein des broyats de muscle de souris contréles et soumises a un « jet-lag » prélevés
2 jours aprés blessure.

(B-H) Cinétique des différentes populations immunitaires rapportées par milligrammes de
muscle analysées par cytométrie en flux chez des souris contréles et sous « jet-lag » et
dont les muscles blessés ont été récupérés a 1, 2, 4 et 7 jours aprés blessure (n=5-6).
Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test.

Comme décrit dans l'introduction, le recrutement des leucocytes dans les tissus est soumis a
des variations circadiennes méme en condition basale. Afin de déterminer I'impact du jetlag
sur le recrutement basal des leucocytes dans le muscle, la proportion des différentes
populations immunitaires présentées ci-dessous a également été étudié au sein de muscles
n’ayant pas été blessés. De facon intéressante, la proportion de leucocytes n’est pas diminuée
comme observé apres blessure et nous pouvons méme constater une tendance a
I'augmentation de la proportion de leucocytes, de monocytes, de macrophages chez les souris

soumises a un jet-lag comparés aux souris contréles (Figure 60 A, D, E). Cela suggére que
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I'altération environnementale de I'horloge impacte de fagon différentielle le recrutement basal

des leucocytes dans le muscle et leur recrutement lié a une inflammation aigué.
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Figure 60 : Impact d’'une altération environnementale de I'horloge circadienne sur la
proportion immunitaire dans des muscles non blessés.

(A-E) Nombre de différentes cellules immunitaires rapporté par milligramme de muscle
dans des quadriceps de souris contrbles et de souris sous « jetlag » (n=5-6).
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Par ailleurs, étant donné qu’il est compliqué de perfuser le muscle avant de le collecter, nous
avons voulu vérifier si les variations des leucocytes observées au sein des muscles blessées
et non blessées n’étaient pas le reflet de la proportion de leucocytes circulant a travers le
réseau vasculaire musculaire. Pour cela, nous avons collecté des muscles de souris WT
C57BL/6J 6 jours aprés la réalisation d’'une blessure musculaire. 10 minutes avant la mise a
mort de I'animal, nous avons injecté en intraveineux un anticorps couplé a un fluorochrome et
dirigé contre le marqueur général des leucocytes (CD45). Suite a la collecte des muscles, nous
avons réalisé un immunophénotypage des échantillons en utilisant un second anticorps CD45
couplé a un autre fluorochrome afin de distinguer I'origine des leucocytes observés : ceux
présents dans la circulation sanguine ou ceux ayant été recrutés au sein du muscle
squelettique. Cette expérience nous a permis de clairement démontrer que les leucocytes
totaux détectés au sein du muscle sont bien issus d’un recrutement cellulaire et non d’'une
contamination sanguine. En effet, nos marquages mettent en lumiére que, dans le muscle,
nous détectons uniquement les leucocytes marqués aprés la mise a mort de I'animal sur les

broyats de muscle et non celui injecté par voie intraveineuse. De méme, sur le prélevement
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sanguin, nous détectons uniquement I'anticorps CD45 injecté par voie intraveineuse (Figure
61 A-C). Cette observation est importante car elle confirme que nos résultats sont bien liés
aux leucocytes recrutés au sein du muscle au cours d’une blessure et non aux leucocytes

circulants dans le réseau vasculaire.
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Figure 61 : Identification de l'origine des leucocytes observées dans le muscle
squelettigue blessé.

(A) Dot-Plot representatif des leucocytes marqués par l'anticorps injecté par voie
intraveineuse dans les populations récoltées a partir du muscle ou du sang.

(B-C) Nombre de leucocytes totaux ayant fixé I'anticorps CD45 injecté par voie
intraveineuse (n=5).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par Mann-
Whitney.

Par la suite, nous avons analysé I'expression des différents génes de I'horloge au sein des
muscles des souris controles et jet-lag collectés a 4, 7, 10 et 21 jours apres la blessure. Ces
analyses nous permettent de constater que, premiérement, I'expression des différents acteurs
de I'horloge diminue fortement durant les premiers jours aprés la blessure, principalement 4
et 7 jours apres la blessure. Durant ces premiers jours, aucune différence dans I'expression
des génes de I'horloge n’est observée entre le groupe contrble et le groupe jet-lag. A partir de
10 jours aprés la blessure, on observe une augmentation de I'expression de 'ensemble des
génes de I'horloge pour atteindre leur maximum a 21 jours aprés la blessure. Cependant,
aucune différence significative d’expression n’est observée pour les génes Bmall, Clock, Rev-
erba, Rora et Cryl entre les groupes controles et jet-lag aux différents temps (Figure 62 A-D,

F). On peut cependant noter que I'expression de Perl est significativement diminuée dans le
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groupe jet-lag a 10 et 21 jours apres la blessure (Figure 62 E). Ces données suggerent, tout
d’abord, que I'induction d’'une blessure musculaire perturbe I'expression globale des génes de
I'horloge dans le muscle squelettique. Cette perte d’expression s’estompe conjointement avec
le processus de régénération. De plus, on observe une différence légére dans I'expression de
ces genes a des stades tardifs de régénération avec une différence marquée uniquement pour
Perl. A ce stade, il est important de noter que le protocole de jet-lag est arrété dés que la
blessure musculaire est faite et cela peut donc expliquer que les variations des génes de
I'horloge ne soient plus visibles 21 jours aprés 'arrét de ce protocole. De plus, ce protocole de
jetlag, bien qu’il se rapproche d’'une condition physiologique, n’est pas considéré comme un
protocole sévére ce qui pourrait également expliquer ces résultats. Cependant, il reste
important de souligner qu’en raison du décalage subi, nous ne savons pas a quel ZT se situe
les souris jetlag alors que nos souris contrbles ont été prélevées a ZT2. Néanmoins, nous
pouvons constater que ce protocole a induit une forte altération du processus global de

régénération musculaire.
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Figure 62 : L’expression des génes de I’horloge est impactée par la blessure musculaire
et le protocole de jet-lag.

(A) Analyse RT-gPCR de I'expression des genes de I’horloge circadienne dans le muscle
TA apres blessure de souris contrbles et jet-lag (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes *= s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test.
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Nous avons également réalisé une seconde expérience d’altération environnementale de
I'horloge. Cette seconde expérience est considérée comme une altération plus sévére que la
précédente. En effet, nous avons placé des souris contréles C57BL/6J sous lumiére constante
durant 3 semaines. Apres la premiére semaine, les souris ont été blessées et les muscles ont
été collectés 7 et 16 jours apres blessure pour des analyses histologiques et des analyses de
'ARNm. Nous retrouvons un phénotype similaire a celui observé lors de notre protocole
précédent de jetlag, a savoir un défaut de régénération illustré par une diminution significative
de I'aire des fibres 16 jours aprés la blessure visible avec le marquage H&E mais également
avec un marquage a la laminine (Figure 63 A-C). De surcroit, l'altération du processus de
régénération est visible sur la répartition des fibres en fonction de leur taille 16 jours aprés la

blessure avec une diminution significative de la proportion des fibres de grande tailles chez
les souris soumises a la lumiére constante (Figure 63 D).
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Figure 63 : L’altération environnementale de I’'horloge par lumiére constante altére le
processus de régénération du muscle squelettique.

(A) Coloration a 'Hématoxyline / éosine de coupes histologiques de muscles provenant
de souris contrdle et de souris soumises a une lumiére constante récupérés 7 et 16 jours
aprés la blessure. Barre d’échelle correspondant a 100um.

(B) Aire global des fibres régénérées des souris contréles et sous lumiére constante
récupérés a 7 et 16 jours aprés blessure (n=3-4 par groupe).

(C) Immunomarquages représentatifs de la laminine (Vert) et du Dapi (Bleu) sur des
coupes histologiques de TA récupérés 7 et 16 jours aprés la blessure. Barre d’échelle
correspondant & 100pum.

(D) Répartition des fibres en fonction de leur taille (N=3-4 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test ou simple T-test.

De plus, l'altération génétique des genes de I'horloge a été étudiée sur des ARNm extraits a
partir de muscle total 7 jours apres la blessure et, comme attendu, I'expression des génes de
I'horloge est globalement altérée avec des différences significatives concernant le géne Rev-
erba, Clock et proche de la significativité pour Bmall (Figure 64 A-C). Ces données montrent
que linstauration du protocole de lumiére constante impacte significativement I'horloge

circadienne au sein du muscle blessé.
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Figure 64 : L’expression des génes de I’'horloge est impactée par la blessure musculaire
et le protocole de jet-lag.

(A-F) Analyse RT-gPCR de Il'expression des génes de I’'horloge circadienne dans le
muscle TA apres blessure de souris contréles et sous lumiere constante (n=3-4 par
groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par test Mann-
Whitney.
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L’ensemble de ces données démontrent que l'altération environnementale ou génétique de
I'horloge circadienne altére significativement le processus de régénération et notamment le

versent inflammatoire de ce processus.

2.2 Impact de I’heure de la blessure sur le processus de régénération musculaire

Nous avons ensuite voulu explorer la capacité régénérative de souris contrdles
C57BL/6J WT blessées a 2 temps différents de la journée. Un groupe de souris est blessé au
BaCl, 0,8% a ZT6 (13h) et le second groupe a ZT18 (1h). Nous avons choisi ces deux temps
précisément parce qu’ils correspondent respectivement au milieu de la phase inactive et au
milieu de la phase active de la souris (Figure 65) nous permettant d’étudier une véritable

conséquence des rythmes circadien sur ce phénomeéne de régénération.
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Figure 65 : Mesure de l'activité locomotrice de souris sauvages durant la journée
(adaptée de Nakamura et al., 2011)752,

Les TA blessés ont été récupérés également a ZT6 et ZT18 respectivement 4, 7 et 21 jours
aprés la blessure (Figure 66 A). Sur chaque souris, nous avons prélevé un TA pour une
analyse histologique et un TA pour analyser I'expression des génes. Nous avons également

prélevé un quadriceps qui est utilisé comme un contrdle de muscle non blessé.

La capacité de régénération du muscle squelettique de ces souris est évaluée par des
analyses histologiques comme précédemment. Les dommages globaux liés a la blessure sont
plus séveres chez les souris blessées durant leur phase inactive (ZT6) que durant leur phase
active (ZT18) au stade final du processus de régénération 21 jours aprés la blessure. En effet,
nous n’observons aucune différence significative concernant la répartition de la taille des fibres

ainsi que sur le dép6t fibrotique des muscles blessés 7 jours aprés la blessure entre nos 2
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groupes (Figure 66 C, D). Cependant, apres 21 jours nous observons une meilleure
régéneération chez les souris blessées en milieu de phase active. Cette amélioration du
processus de régénération est visible sur les coupes marquées a la coloration H&E. Cette
donnée est confirmée par la quantification de 'immunomarquage de la laminine qui nous
permet de mettre en évidence une diminution significative des fibres régénérées de petite taille
dans le groupe ZT18, associée a une augmentation significative des fibres de grandes tailles
(Figure 66 E, G). De plus, le développement de la fibrose y est également moins prononcé
avec une diminution de la quantification de collagéne chez les souris blessées a ZT18 tres
proche de la significativité (Figure 66 E, G). L’ensemble de ces données indiquent donc que
I'heure de la blessure a un impact important sur le processus global de la régénération en
altérant la taille des fibres et en régulant de facon plus modeste le développement de la fibrose

dans le muscle squelettique.
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Figure 66 : Les souris blessées en phase active régénerent plus rapidement que les
souris blessées en phase inactive.

(A) Schéma du protocole expérimental de blessure a ZT6 et ZT18.

(B) Coloration a 'Hématoxyline / éosine de coupes histologiques de muscles provenant
de souris blessées a ZT6 et ZT18 et récupérés 7 et 21 jours aprés la blessure. Barre
d’échelle correspondant a 100pm.

(C-E) Immunomarquages représentatifs de la laminine (Vert) et du Dapi (Bleu) de coupes
histologiques de TA récupérés 7 et 21 jours aprés blessure (panel de gauche) et colorées
au Sirius Red (panel de droite). Barre d’échelle correspondant a 100um.

(D-F) Distribution des fibres en fonction de leur taille (panel de gauche) et quantification
de la surface de fibrose (panel de droite) des coupes histologiques (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test ou simple T-test.
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Par ailleurs, nous avons voulu déterminer si I'hneure de la blessure impactait également le
recrutement leucocytaire au sein du muscle durant ce processus. Pour cela, nous avons
réalisé un immunophénotypage sur des souris blessées dans les mémes conditions que ci-
dessus. Il est important de préciser que la récupération des tissus a également été réalisée a
ZT6 et ZT18 pour maintenir le méme délai de régénération dans les deux groupes de souris.
Nous avons donc collecté les muscles selon la cinétique de 1, 2, 4 et 7 jours apres blessure.
Les résultats de cytométrie en flux mettent en évidence des variations dans certaines
populations immunitaires entre les deux temps. En effet, la proportion de leucocytes totaux au
sein du muscle est diminuée dans le groupe ZT18 durant le premier jour de régénération et
une forte tendance est observée concernant le deuxiéme jour (Figure 67 A-B). Nous observons
également une diminution significative du nombre de neutrophiles au sein du tissu chez les
souris blessées en phase active 2 jours aprés blessure (Figure 67 D). D’autres cellules
myéloides comme les macrophages sont également impactés durant les deux premiers jours
de la régénération et plus précisément les macrophages Ly6CH9" correspondant aux
macrophages pro-inflammatoires qui diminuent significativement comparés aux souris ZT6
(Figure 67 F-G). Ces variations ne s’appliquent pas aux macrophages anti-inflammatoires dont
la cinétique est similaire entre les deux groupes (Figure 67 H). Enfin, une tendance importante
a la diminution du nombre d’éosinophiles est observée 1 jour aprés la blessure (Figure 67 C).
Toutes ces observations mettent en lumiére une modification du recrutement leucocytaire
dans le muscle squelettique selon 'heure de la blessure. Ce phénotype semble toucher plus
particulierement les cellules myéloides (neutrophiles, macrophages pro-inflammatoires) avec
un recrutement minoré chez les souris blessées en milieu de phase active ZT18 comparé aux

souris blessées en milieu de phase inactive ZT6.
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Figure 67 : La cinétigue inflammatoire associée a la régénération musculaire est modifiée
selon I'heure de |la blessure.

(A) Dot-plot représentatif des populations de leucocytes, neutrophiles et macrophages
au sein des broyats de muscle de souris blessées & ZT6 et ZT18 prélevés 2 jours aprés
blessure.

(B-H) Cinétique des différentes populations immunitaires rapportées par milligrammes de
muscle et analysées par cytométrie en flux chez des souris blessées a ZT6 et ZT18 et
dont les muscles blessés ont été récupérés a 1, 2, 4 et 7 jours aprées blessure (n=5-6 par
groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test.

Suite & ces premiers résultats, nous avons voulu déterminer si le recrutement leucocytaire
était modifié de facon plus précoce. Pour cela, nous avons analysé le recrutement leucocytaire
dans les muscles blessés a ZT6 et ZT18 12 heures apres la blessure. Nous observons des
tendances similaires a celles constatées ci-dessus, a savoir un recrutement significativement
minoré des leucocytes et des neutrophiles chez les souris blessées a ZT18 comparés au
groupe ZT6 (Figure 68 A, C). Une tendance a la diminution du nombre de monocytes et

d’éosinophiles est également observée chez ces souris comme cela peut étre le cas dans
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'expérience précédente (Figure 68 B, D). Cependant, le niveau de macrophage est
sensiblement identique entre les deux groupes 12 heures apres la blessure (Figure 68 E). Ces
résultats indiquent que le nombre global de leucocytes recrutés ainsi que celui de neutrophiles
semble étre directement modifié par I’heure de la blessure. De facon intéressante, a ce temps
aussi préecoce le nombre de macrophages n’est pas affecté ce qui suggére que les variations

observées dans cette population s’effectuent entre 12 et 24 heures aprés la blessure.
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Figure 68 : La blessure musculaire a différents temps modifie la proportion des cellules
immunitaires 12 heures aprés la blessure.

(A-E) Nombre de populations immunitaires par milligrammes de muscles chez les souris
blessées a ZT6 et ZT18 et récupérés 12 heures aprés la blessure (n=5-6 par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

Par ailleurs, nous avons également voulu évaluer en paralléle le recrutement leucocytaire au
sein de muscles non blessés pour comparer la tendance observée entre les deux groupes.
Pour cela, nous avons collecté les quadriceps de souris contréles & ZT6 et ZT18. De facon
intéressante, le profil de recrutement leucocytaire observé dans les muscles non blessés est

inverse a celui observé dans des muscles blessés. En effet, la plupart des populations
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immunitaires étudiées sont augmentées chez les souris en phase active (ZT18) par rapport a
la phase inactive (ZT6) dont les leucocytes totaux et les monocytes qui présentent une
augmentation significative (Figure 69 A-G) ce qui est en accord avec les données de la

littérature>78.
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Figure 69 : La proportion de cellules immunitaires infiltrant le muscle non blessé est
différente selon I’heure de la journée.

(A-G) Nombre de populations immunitaires par milligrammes de muscles chez les souris
non blessées et collectés a ZT6 et ZT18 (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

Ce recrutement leucocytaire antagoniste selon I'état du muscle est intéressant et suggere que
des mécanismes différents pourrait influencer le recrutement leucocytaire dans les muscles
blessés et non blessés. C’est pourquoi nous avons analysé I'expression génique de deux
récepteurs présents sur les cellules endothéliales et présenté comme les principales protéines
responsable du recrutement circadien des cellules immunitaires au sein du muscle VCAML1 et
ICAM1578, ’étude de I'expression de ces génes a ZT6 et ZT18 ne montre aucune différence
significative 4, 7 et 21 jours apres blessure suggérant que les différences dans linfiltration
inflammatoire ne sont pas dues a des variations de ces récepteurs durant la régénération
(Figure 70 A-B). Cependant, il demeure intéressant de noter que I'expression de ces deux

génes est augmentée dans les TA blessés quand on les compare au quadriceps non blessé.
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Figure 70 : L'expression de VCAM-1 et ICAM-1 ne sont pas modifiées significativement
par I'heure de la blessure.

(A) Analyse RT-gPCR de l'expression des genes Vcaml et Icaml dans le muscle TA
aprés blessure de souris blessées & ZT6 et ZT18 (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

Dans ce contexte, nous nous sommes également intéressés au comportement des cellules
souches musculaires durant la régénération selon 'heure a laquelle nous pratiquions la
blessure musculaire. Nous avons ainsi évalué les capacités de prolifération et de
différenciation des cellules souches musculaires dans nos deux groupes de souris. Dans un
premier temps, nous avons analysé leur capacité proliférative via un marquage de 'ADN
nouvellement synthétisé par I'Edu injecté in vivo 4 heures avant la mise a mort de I'animal.
Cette expérience met en évidence une capacité minorée des cellules souches provenant de
souris blessées en phase inactive (ZT6) a proliférer comparée aux cellules souches provenant
de souris blessées durant la phase active (ZT18) (Figure 71 A-B). Nous avons ensuite
investigué I'expression de genes spécifiques de la maturation des myofibres a 4, 7 et 21 jours
aprés la blessure musculaire. Ces données sont en accord avec nos résultats précédents
puisque nous observons une expression plus faible, chez les souris blessées a ZT18, de la
myosine embryonnaire (MYH3) 7 jours aprées blessure (Figure 71 C). Cette myosine est par
ailleurs exprimée uniqguement durant le développement embryonnaire et les premiéres phases
de développement des myofibres au cours du processus de régénération musculaire. A
linverse, nous observons une augmentation de I'expression de myosine 2B (MyH4) chez les
souris blessées a ZT18 comparés au groupe ZT6. La myosine de type 2B est une myosine
« mature » exprimée uniquement par les myofibres ayant finalisées leur développement. Cela
est d’ailleurs confirmé par une expression maximale de cette myosine 21 jours aprés la
blessure lorsque le processus de régénération est abouti (Figure 71 D). L'ensemble de ces

données semble donc démontrer des processus de prolifération et de différenciation

187



myogénique accélérés chez les souris blessées en milieu de phase active comparé aux souris

blessées en milieu de phase inactive.
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Figure 71 : La capacité proliférative des cellules souches musculaires et leur maturation
est impactée par ’heure de la blessure.

(A) Dot-Plot représentatif de la quantité de cellules souches musculaires ayant
incorporées de I'Edu et quantification (B) chez des souris blessées a ZT6 et ZT18 (n=6
par groupe).

(C-D) Analyse RT-gPCR de l'expression des genes MYH3 et MYH4 dans le TA apreées
blessure & ZT6 et ZT18 ainsi que dans le quadriceps non blessé (n=5-6 par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

En parallele, nous avons étudié I'expression des génes de I'horloge sur des ARNm extraits
des mémes muscles que décrits précédemment. De facon intéressante, I'expression de
'ensemble des génes de I'horloge est fortement diminuée durant les premiéres phases de la
régénération entre 4 et 7 jours aprés la blessure comme nous I'avons observée dans nos
expériences de jetlag (Figure 72 A-F). 7 jours apres la blessure, nous pouvons observer que
le niveau d’expression des génes de I'horloge semble se rétablir plus rapidement chez les
souris blessées a ZT18 par rapport au groupe blessé a ZT6 avec un niveau d’expression
comparable au quadriceps non blessé. Enfin, 21 jours aprés la blessure, I'expression des

différents génes de I'horloge revient a un niveau comparable a celui du muscle contréle,
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témoignant d’un retour a un état physiologique du muscle. L’ensemble de ces résultats indique
gue, suite a une blessure, nous observons une perte de rythmicité et une diminution de
'expression des génes de I'horloge durant les premiéres phases de la régénération.
Cependant, le retour a un niveau d’expression physiologique est plus rapide chez les souris

blessées durant leur phase active que celles blessées durant la phase inactive.
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Figure 72 : L ’expression des génes de I'horloge est modifiée par la blessure musculaire
et par I'heure de cette blessure.

(A-F) Analyse RT-gPCR de I'expression des génes de I’horloge circadienne dans le TA
de souris blessées a ZT6 et ZT18 que dans le quadriceps non blessé (n=5-6 par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

2.3 Impact d’une altération génétique de I’horloge circadienne au sein des cellules
myéloides sur le processus de régénération musculaire

Suite a nos résultats précédents mettant en lumiére des modifications de recrutement
des cellules myéloides lors d’'une altération environnementale ou génétique de I'horloge, nous
nous sommes par la suite concentrés sur les conséquences d'une altération de I'horloge
biologique au sein des populations myéloides. Pour se faire, nous avons croisé des souris
LysM®®* avec différents modéles génétiques présentant une invalidation ou une
surexpression de RORa et Rev-erba, deux acteurs majeurs de I'horloge biologique. Nous

avons ainsi obtenu des souris LysM®®*; Rora™

déplétées en RORa dans les cellules
myéloides ; des souris LysM®™*; ReverbaDBD"" qui expriment un mutant de la protéine

Reverb-a déplété en domaine de liaison a 'ADN et enfin des souris LysM®®* ; Tg(Reverba"™)
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qui surexpriment spécifiqguement Rev-erba dans les cellules myéloides. Sur 'ensemble de
ces trois modeéles, nous avons pratiqué des analyses histologiques 21 jours apres la blessure
musculaire. De facons trés intéressante, nous mettons en évidence une altération importante
du processus de régénération sur 'ensemble de ces modéles qui se caractérise par une
modification de la distribution de la taille des fibres régénérées avec une proportion plus
importante de fibres de petites tailles et une diminution de la fréquence des fibres de grandes
tailles (Figure 73 A-F).
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Figure 73 : Les modeles d’altération de I'horloge biologique au sein des cellules
myéloides impacte le processus de régénération musculaire.

(A, C, E) Immunomarquages représentatifs de la laminine (Vert) et du Dapi (Bleu) des
coupes histologiques de TA récupérés 21 jours aprés la blessure. Barre d’échelle
correspondant a 100um.

(B, D, F) Distribution de la surface des fibres. (n=5-6 par groupe pour les 3 expériences).
Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test.
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En paralléle, nous avons analysé le dép6t fibrotique dans ces trois modéles 21 jours apreés la
blessure en utilisant une coloration au sirius red. Cette coloration a permis de mettre en
évidence une augmentation significative de la fibrose dans les deux modéles impactant Rev-
erba (Figure 74 B, C). Cependant, aucune différence significative n’est observée concernant
le dépét fibrotiques des souris LysM®™®*  Rora™" ce qui pourrait indiquer que la modulation de
I'expression de Rev-erba dans les cellules myeloides est plus critique pour le développement

de la fibrose que la délétion de RORa (Figure 74 A).
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Figure 74 : La modulation de I’expression de Rev-erba dans la population myéloide induit
une augmentation de la fibrose durant le processus de régénération.

(A-C) Images représentative de la coloration au rouge sirius de muscles blessés et
collectés 21 jours apres la blessure (panel gauche) et quantification correspondante de
la fibrose (panel droite) pour les modeéles d’altération génétique de I’horloge circadienne
au sein de la population myéloide (n=5-6 par groupe pour les 3 expériences).

Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.
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Grace a ces analyses histologiques, nous avons également pu évaluer la capacité
myogénique de ces souris en quantifiant le nombre de noyaux présents au centre des fibres
régénérees. De facon intéressante, seule l'invalidation de RORa et la surexpression de Rev-
erba modifie le hombre de noyaux au sein des fibres régénérées. En effet, nous observons
dans ces modéles une proportion moins importante de fibres présentant plus de 2 noyaux
associée a une proportion plus importante de fibres ayant moins de 2 noyaux en leur centre
ce qui réflete la capacité de fusion des myoblastes (Figure 75 A-B, E-F). Par ailleurs, le
phénotype semble moins marqué dans le modéle LysM®®* ; ReverbaDB™ puisqu’aucune
différence significative n’a été mise en évidence sur la répartition des noyaux au sein des fibres
régénérés dans ce modeéle (Figure 75 C-D). Ces données suggérent donc que le processus
de myogenese, et particuliérement la capacité des myoblastes a fusionner, est modifié dans

les différents modeéles d’altération de I'horloge au sein des cellules myéloides.
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Figure 75 : La déréqulation du rythme circadien dans les cellules myéloides affecte la
fusion des myoblastes durant la régénération.

(A-C) Pourcentage de fibres régénérées comptant moins ou plus de 2 noyaux centraux
(n=5-6 par groupe pour les 3 expériences).
Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

Afin de comprendre l'origine de ces altérations liées a la myogenése globale, nous avons donc
étudié les premiéres étapes de cette myogenese en s’intéressant au nombre de cellules
souches musculaires présent 2 jours apres la blessure dans ces modéles ainsi que leur
capacité de prolifération via I'intégration de I'Edu. Tout d’abord, nous observons une tendance
a la diminution du nombre total de cellules souches musculaires présentes au sein du muscle

dans tous nos modeéles excepté pour le modéle de délétion de RORa pour lequel la diminution
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est significative (Figure 76 A, E, ). Cependant, et de maniére intéressante, nous avons pu
mettre en évidence pour I'ensemble des modeéles, une capacité proliférative des cellules
souches significativement diminuée comparés a leurs contréles respectifs, identifiée par une
moindre incorporation d’Edu (Figure 76 B, F, J). Lors de cette expérience réalisée par
cytométrie en flux, nous avons également évalué la proportion de leucocytes et de
macrophages au sein de ces modéles. Pour 'ensemble des trois modéles, nous avons mis en
évidence une diminution similaire du nombre de leucocytes ainsi que du nombre de
macrophages au sein du tissu blessé (Figure 76 C-D, G-H, K-L). Cette expérience apporte de
nouveaux éléments sur ces modéles d’altération de I'horloge au sein des cellules myéloides.
Tout d’abord, nous avons mis en lumiére une altération de la capacité proliférative des cellules
souches musculaires dans 'ensemble de ces modéles mais également une modification de la
composante inflammatoire avec une diminution du recrutement de leucocytes et de
macrophages. Ces données établissent qu’une altération génétique de I'horloge dans les
cellules myéloides affecte le processus de régénération musculaire en modifiant leur capacité
de recrutement mais également la prolifération des cellules satellites probablement via un

défaut de sécrétion de différents messagers.
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Figure 76 : La capacité proliférative des cellules souches musculaires et le recrutement
leucocytaire sont altérés dans les modéles de dérégulation de I’horloge dans les cellules
myéloides.

(A, E, 1) Nombre de cellules souches musculaires rapporté par milligrammes de muscle
2 jours aprés blessure dans les 3 modeles d’altération de I’horloge dans les cellules
myéloides.

(B, F, J) Pourcentage de cellules souches musculaires ayant incorporé I'Edu.

(C-D, G-H, K-L) Nombre de leucocytes et de macrophages totaux rapportés par
milligrammes de muscles (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

2.4 Impact d’'une délétion génétique de I’horloge sur la fonction des macrophages
recrutés au cours de larégénération musculaire

Suite a ces observations, nous avons voulu approfondir notre analyse de I'impact d’'une
délétion des composants de I'horloge biologique au sein de la population myéloide sur la
fonction des macrophages, population myéloide la plus représentée au cours de la
régénération musculaire. Pour cela, nous avons trié des macrophages totaux provenant des

souris LysM®™®* - Rora™ et LysM®®"* ; ReverbaDBD"" afin d’évaluer les conséquences de la
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délétion de ces récepteurs sur le transcriptome de ces cellules. Nous nous sommes tout
d’abord placés 4 jours apres la blessure, temps ou le nombre de macrophages au sein du
muscle est le plus élevé, afin d’obtenir un nombre suffisant de macrophages triés pour nos
analyses transcriptomiques. Premiérement, nous avons analysé I'expression des différents
acteurs de I'horloge au sein de ces macrophages et, comme attendu, nous observons des
dérégulations d’expression des génes délétés ou mutés (respectivement Rora et Rev-erba)
mais également de certains autres génes de I'horloge tels que Perl pour les macrophages
délétés en RORa et du gene Clock pour les macrophages exprimant le mutant de Rev-erba
(Figure 77 B, E, G, J). Pour les macrophages LysM®®* ; Rora™ nous observons également

une tendance a I'augmentation de I'expression des génes Clock et Cryl (Figure 77 D, F).
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Figure 77 : Les acteurs de I'horloge sont altérés au sein des macrophages délétés en
RORa et exprimant un mutant de Rev-erba.

(A-L) Analyse RT-gPCR de l'expression des génes de I'horloge circadienne dans les
macrophages récupérés a partir du TA 4 jours aprés blessure chez des souris LysMCre/+ ;
Rorffll et LysMCre/+ : Rev-erbaDBf'! et leurs contrdles respectifs (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

De fagon intéressante, nous avons utilisé ces échantillons pour analyser le transcriptome
global des macrophages recrutés au sein du muscle blessé grace a des puces a ADN. Cette
analyse a principalement permis de mettre en évidence une différence dans I'expression de
plusieurs chimiokines ayant un réle dans la régénération aussi bien sur le recrutement et la
fonction de certaines cellules immunitaires que sur le processus de myogenese que sont

CCL2, CxCI1 et CxCI2 (Figure 78 A). Nous avons par ailleurs vérifié ce phénotype par des
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gPCR et ces résultats confirment les résultats précédents et montrent que I'expression de ces
3 chimiokines sont régulées de fagon opposé entre nos deux modeles. En effet, nous mettons
en évidence une diminution significative de CxCI1 et CxCI2 et une tendance a la diminution
pour CCL2 au sein des macrophages délétés pour RORa comparés aux contréles. A l'inverse,
une augmentation de l'expression de ces 3 chimiokines est observée dans le modéle
LysM®"®*: Rev-erbaDBD" (Figure 78 E-G).
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Figure 78 : L’expression des chimiokines CCL2, CxCl1 et CxCL2 sont différentielle ment
régulés dans les macrophages délétés pour exprimant un mutant de Rev-erba dépourvu
de domaine de liaison a I’ADN.

(A) Heat-Map représentant 'expression relative des génes Ccl2, Cxcll et Cxcl2 dans les
macrophages récupérés a partir du TA 4 jours aprés blessure chez des souris LysMCre/+ ;
Rora™l et LysMCre/+ : Rev-erbaDBf! et leurs contrbles respectifs (n=5-6 par groupe).
(B-G) Analyse RT-gPCR de I'expression des génes Ccl2, Cxcll et Cxcl2 dans les
macrophages récupérés a partir du TA 4 jours aprés blessure chez des souris LysMCre/+ ;
Rora™! et LysMCre/* : Rev-erbaDBD"! et leurs contrdles respectifs (n=5-6 par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

Nous avons ensuite entrepris d’étudier 'expression de ces génes dans des macrophages
récupérés chez des souris blessées a ZT6 et ZT18. Au vu des variations au sein de la cinétique
inflammatoire dans ces souris, nous avons pris le parti d’isoler les macrophages totaux de ces
souris 2 et 4 jours aprés la blessure. Nous observons une tendance a une augmentation de
I'expression des génes Ccl2, Cxcll et Cxcl2 chez les macrophages provenant des souris
blessées a ZT18 comparés a ceux des souris blessées a ZT6 (Figure 79 A-C). De facgon
intéressante, le profil s’inverse sur les macrophages triés 4 jours aprés la blessure avec cette

fois ci une tendance a la diminution de I'expression de ces chimiokines au sein des
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macrophages des souris ZT18 (Figure 79 D-F). Le géne Ccl2 semble par ailleurs étre le gene
le plus sensible a ces variations circadiennes puisque ce géne présente des différences

significatives d’expression entre les deux groupes, et ceci pour les deux temps étudiés.
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Figure 79 : L’expression des chimiokines CCL2, CxClI1 et CxCL2 est dépendant de I'heure
de la blessure et du stade de régénération.

(A-C) Analyse RT-gPCR de l'expression des genes Ccl2, Cxcll et Cxcl2 dans les
macrophages récupérés a partir de TA de souris blessées & ZT6 et ZT18 et collectées 2
jours aprés blessure (n=5-6 par groupe).

(D-F) Analyse RT-qPCR de l'expression des genes Ccl2, Cxcll et Cxcl2 dans les
macrophages récupérés a partir du TA de souris blessées & ZT6 et ZT18 et collectées 4
jours apres blessure (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

De plus, nous avons également été en mesure de mesurer la concentration de ces chimiokines
au sein de broyats de muscles blessés et collectés aprés 2 jours chez des souris blessées a
ZT6 et ZT18. Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux obtenus précédemment avec
une tendance a 'augmentation de la quantité de CCL2, CxCI1 et CxCI2 au sein du muscle
lorsque les souris sont blessées en phase active plutdét qu’en phase inactive (Figure 80). Cette

tendance reste cependant modeste et d’autres expériences sont nécessaires afin de confirmer
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ce phénotype au niveau protéique. L’ensemble de nos résultats suggérent que I'horloge
circadienne régule principalement la communication entre les deux principaux compartiments
de la régénération musculaire, a savoir les cellules immunitaires et les cellules souches
musculaires. En effet, les variations circadiennes observées sur I'expression de ces
chimiokines pourraient perturber cette communication et modifier la capacité myogénique des
cellules souches. Ce phénoméne est clairement visible dans nos modéles d’altérations
génétiques de I'horloge au sein des cellules myéloides et apporte une notion de temporalité
dans cette communication cellules souches-cellules immunitaires.
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Figure 80 : Production des chimiokines CCL2, CxCl1 et CxCI2 au sein des muscles
blessés a ZT6 et ZT18.

Concentration des chimiokines CCL2, CxCl1 et CxCl2 exprimé en pg.mL dans des broyats
de muscles blessés a ZT6 et ZT18 et collectés 2 jours aprés blessure (n=5-6 par groupe).
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CHAPITRE 3 : ROLE DES ILCS 2 DANS LA REGENERATION DU MUSCLE
SQUELETTIQUE

Chez la souris, les capacités de réparation des ILC2 ont été démontrées dans plusieurs
tissus tels que le poumon et la peau ou elles sont stimulées par la libération d'IL33%8753, Dans
le muscle, la sécrétion d'IL-33, principalement par les FAPs, favorise I'accumulation des
cellules Treg qui ont un réle bénéfique au cours du processus de régénération. Etant donné
que les Treg et les ILC2 partagent de nombreuses fonctions et, qu’au début de ma thése, la
présence des ILCs n’avaient jamais été décrite dans le muscle squelettique, nous avions donc
entrepris d’étudier cette population au cours du processus de régénération. Récemment, il a
été démontré que les ILC2s étaient présentes dans le muscle squelettique au cours des
dystrophies et que leur présence dans ce contexte était délétére®?. Etant donné que la
fonction de nombreuses cellules immunitaires differe entre un muscle sain et un muscle
dystrophique, et que cette étude n’abordait pas leur réle dans un muscle sain, il nous semblait
important de continuer a caractériser leur fonction au cours du processus de régénération

musculaire.

3.1 Mise en évidence de la présence de cellules lymphoides innées (ILCs) au cours de
la régénération musculaire

Lors de notre premiére expérience au sein du muscle blessé, nous avons tout d’abord
évalué la cinétique d’apparition de ces cellules 2, 4, 7 et 10 jours apreés la blessure du TA chez
des souris contrbles C57BL/6J agées de 8 semaines. Nous nous sommes donc tout d’abord
intéressés a I'ensemble des sous-familles des ILCs, a savoir les ILC1, les ILC2 et les ILC3
gue nous avons analysées par cytométrie en flux. Nous observons que le nombre de
leucocytes recrutés au sein du muscle atteint son maximum 4 jours aprés la blessure ce qui

est cohérent avec nos expériences précédentes et les données de la littérature (Figure 81).
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Figure 81 : Cinétigue du recrutement de leucocytes au cours de la régénération
musculaire.

Cinétique des leucocytes totaux rapportées par milligrammes de muscle et analysés par
cytométrie en flux chez des souris C57BI/6J sauvages dont les muscles blessés ont été
récupérés 2, 4, 7 et 10 jours aprés blessure (n=5-6).

Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0005,
****n<0.0001 par multiple T-test.

Cette premiére expérience met en évidence une variation du nombre d’ILC2 au sein du muscle
au cours du processus de régénération entre 2 et 10 jours apres blessure. Le nombre d’ILCA1
suit la méme tendance mais avec une proportion beaucoup plus faible de cellules alors que le
nombre de NCR* et NCR" ILC3 ne subit que trés peu de fluctuation durant ces 10 premiers
jours post-blessure (Figure 82 B-C). Concernant les ILC2, nous constatons une augmentation
croissance du nombre d’'ILC2 dans le muscle de 2 a 7 jours aprés la blessure. Aprés avoir
atteint un pic a J7, la quantité de ces cellules décroit 10 jours aprés la blessure (Figure 82 B-
C). Nos résultats permettent donc d’identifier les ILC2 comme la sous-population d’'ILC la plus
représentée dans la régénération musculaire comme en témoigne le calcul de l'aire sous la
courbe entre les différentes sous-types d'ILCs (Figure 82 C). De plus, nous avons pu
également dissocier certains sous-types d’'ILC2 (GATA3* ST2*) au moyen de marqueur de
surface décrits au cours d’autres études portant sur différents tissus. Ainsi, nous avons pu
détecter conjointement des Thet" ICOS" |[LC2, décrit comme ayant un phénotype proche des
ILC1 et les ICOSH9" |[LC2 décrites comme conventionnels. Parmi les ILC2, les ILC2 Thet*
ICOS"" sont les plus représentées dans ce processus (Figure 82 D-E). Ces premiers résultats

démontrent pour la premiére fois que les ILCs et principalement les ILC2 sont présentes durant
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une blessure aigué et qu’elles atteignent un nombre maximum 7 jours aprés blessure,

suggérant ainsi un role de ces cellules au cours de ce processus.
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Figure 82 : La cinétique des ILCs apres une blessure aigué du TA.

(A-C) Cinétique des différentes populations d’ILCs rapportées par milligrammes de
muscle et analysés par cytométrie en flux chez des souris C57BI/6J sauvages dont les
muscles blessés ont été récupérés a 2, 4, 7 et 10 jours aprés blessure (n=5-6).

(B-D) Quantification de I'aire sous la courbes des populations correspondantes (n=5-6).
Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0005,
****n<0.0001 par multiple T-test.

3.2 Impact d’une déplétion en en ILC2 sur le processus de régénération musculaire
Nous avons donc par la suite travaillé avec des modeéles de souris déplétées en ILC2
(17r¢"®™* - Rora™™) afin de caractériser en détail leur role au sein de la régénération musculaire.

Nous avons donc induit une blessure musculaire par du BaCl, 0.8% au niveau du TA chez ce

Cre/+ +/+

modele murin ainsi que leurs contréles (II7r~"®"; Rora™). Nous avons ensuite collecté les
muscles blessés 10 jours aprées la blessure afin de caractériser le processus de régénération
par des études histologiques et une analyse de I'expression des génes. Nous avons évalué

I'aire des fibres régénérées ainsi que le développement de la fibrose au sein de ces muscles
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(Figure 79 A). La quantification de I'aire des fibres régénérées globale montre une tendance a
la diminution de l'aire de ces fibres chez les souris déplétées en ILC2 par rapport a leurs
contrdles (p0.1011). Par ailleurs, nous observons des différences significatives de la répartition
des fibres régénérées selon leur taille avec une proportion plus importante de fibres de petite
taille en 'absence d'ILC2 et, a l'inverse, une proportion moins importante de fibres de plus
grande tailles (Figure 83 B-C). L’analyse du dép6ét fibreux dans ces modéles met également
en évidence un développement plus important de fibrose chez les souris déplétées en ILC2
(Figure 83 D). L’ensemble de ces données montre que la délétion en ILC2 impacte de facon
significative le processus de régénération musculaire illustré par une diminution de la taille des
fibres régénérées ainsi qu'un développement accru de la fibrose au sein du muscle blessé 10

jours apres blessure.
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Figure 83 : La déplétion en ILC2 modifie significativement le processus de régénération
du muscle squelettigue suite & une blessure aiqué.

(A) Coloration a I'Hématoxyline/éosine, immunomarquage représentatif de la laminine
(Vert) et du Dapi (Bleu) ainsi que la coloration au rouge sirius de coupes histologiques
de muscles provenant de souris contrbole et II7rCre/* - Roraff et récupérés 10 jours apres
la blessure. Barre d’échelle correspondant a 100um.

(B) Quantification de I'aire des fibres régénérées chez les souris contréle et 1l7rCre/+;
Rora™ (n=5-6 par groupe).

(C) Distribution de la surface des fibres régénérées. (n=5-6 par groupe).

(D) Quantification de la surface de fibrose des coupes histologiques. (n=5-6 par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyennes * s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test ou simple T-test.
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3.3 Impact d’une déplétion en ILC2 sur la prolifération et la différenciation/fusion des
myoblastes

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'impact de I'absence de cette population
immunitaire sur le comportement des cellules myogéniques durant le processus de
régénération. Nous avons tout d’abord analysé la capacité de prolifération des cellules
souches musculaires grace a l'injection d’Edu in vivo 2 jours apres blessure comme décrit
dans le chapitre précédent. De maniere intéressante, cette expérience nous indique que la
capacité proliférative de ces cellules ne semble pas étre modifiée en I'absence d’ILC2 (Figure
84 A-B). Ensuite, grace a I'étude des ARNm du muscle entier 10 jours aprés la blessure, nous
avons étudié I'expression des myosines Myh3 (embryonnaire) et Myh4 (mature) afin d’évaluer
la capacité de maturation des fibres. Nous observons une tendance prononcée a
'augmentation de I'expression de la myosine embryonnaire chez les souris déplétées en ILC2,
associée a une diminution significative de I'expression de la myosine mature (Figure 84 C-D).
L’ensemble de nos données semble donc indiquer que le processus de maturation des fibres
est altéré en absence d’'ILC2 mais sans modification de la capacité proliférative des cellules
souches 2 jours aprés la blessure.
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Figure 84 : Prolifération et maturation des cellules myogéniques en absence d’ILC2.

(A) Nombre de cellules souches musculaires rapportés par milligrammes de muscles 2
jours apres blessure chez les souris contrdles et [17rCre/* : Rora™f (n=5 par groupe).

(B) Pourcentage de cellules souches musculaires ayant incorporé 'Edu (n=5 par groupe).
(C) Analyse RT-gPCR de I'expression des génes Myh3 et Myh4 dans les TA des souris
contréles et Il17rcre/* - Rora™'fl et collectées 10 jours apres blessure (n=5-6 par groupe).
Les résultats sont exprimés en moyennes + s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

3.4 Impact d’une déplétion en ILC2 sur P’'inflammation au cours de la régénération
musculaire

Outre l'action sur les cellules myogéniques, nous nous sommes intéressés aux
conséquences de cette déplétion sur les cellules immunitaires et la réponse Th2, réponse
immunitaire principale des ILC2. Tout d’abord, nous avons pu constater une diminution
significative de I'expression du marqueur général des leucocytes CD45 chez les souris
dépourvues en ILC2 (Figure 85 A). Par ailleurs, la réponse Th2 est elle aussi diminuée dans
son ensemble chez ces souris avec une différence significative de I'expression de ’ARNmM

d’IL-4 et d'IL-9 (Figure 85 B-D). L’absence en ILC2 semble donc également altérer la
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composante inflammatoire avec une diminution supposée de leucocytes dans le tissu et une

diminution de la sécrétion de messagers Th2 dans le muscle 10 jours aprés la blessure.

Nous avons également analysé I'axe FAPs / IL-33 / mTregs qui est décrit dans le processus
de régénération. En effet, I'lL33 est un activateur connu des ILC2 et sa sécrétion par les FAPs
au cours du processus de régénération musculaire a été décrit comme capable de recruter les
lymphocytes T régulateurs. L’absence d’ILC2 ne semble pas modifier les différents acteurs de
cet axe puisqu’aucune variation de I'expression des génes Pdgfrla (FAPs), 1I-33 et Foxp3

(mTregs) n’est mise en évidence entre nos deux génotypes de souris (Figure 85 A-C).
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Figure 85 : L’expression des génes relatifs a la réponse Th2 et a I'axe FAPs/IL-33/
mTregs chez les souris déficientes en ILC2.

(A-G) Analyse RT-gPCR de l'expression des génes relatifs a la réponse Tn2 et a I'axe
FAPs—IL-33 dans les TA des souris controles et I17rC¢e/* - Roraff! et collectées 10 jours
apres blessure (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

3.5 Impact d’une re-blessure sur le sous-type et le nombre d’ILC2 au sein du muscle
blessé

Il a été décrit dans d’autres tissus comme les poumons, que les ILC2 pouvaient adopter
un phénotype mémoire aprés la rencontre d’'un pathogéne afin de répondre plus efficacement
a un second challenge comme cela a été montré avec le virus influenza. Dans cette optique,
nous avons également analysé le recrutement des ILC2, 2, 4, 7 et 10 jours aprés une seconde

blessure, réalisée 21 jours aprés une premiéere blessure, sur des souris C57BL/6 d’ages
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similaires aux souris utilisées pour la premiére cinétique. Nous avons donc pu comparer les
données obtenues durant les deux cinétiques. Il en ressort que la cinétique globale des ILC2
totales connait une faible augmentation durant la seconde blessure principalement durant les
7 premiers jours (Figure 86 A). Cependant, les différences majeures observées résident dans
les différents phénotypes des ILC2. En effet, les ILC2 Thet* ICOS™" présentent un niveau
significativement plus élevé 2 et 4 jours aprés blessure et une forte tendance est observée
jusqu’a 7 jours (Figure 86 B). A linverse, les ILC2 conventionnels représentées par un
marquage élevé pour ICOS sont largement moins représentées durant 'ensemble de la
cinétique inflammatoire lors d’'une seconde blessure (Figure 86 C). Ces données suggerent
donc une différence de sous-populations d'ILC2 présentes durant une premiére ou une
seconde blessure, mettant en avant une possible adaptation de ces cellules durant la premiére

blessure afin d’ajuster au mieux leur réponse durant un deuxiéme challenge.
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Figure 86 : La cinétique des sous-populations d’ILC2 est différente durant une premiére
ou une seconde blessure.

(A-C) Cinétique des différentes populations d’ILCs 2 rapportées par milligrammes de
muscle et analysés par cytométrie en flux chez des souris C57BI/6J sauvages dont les
muscles blessés ont été récupérés a 2, 4, 7 et 10 jours aprés 1 ou 2 blessures
consécutives (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0005,
****n<(0.0001 par multiple T-test.
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Discussion
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CHAPITRE 1 : REV-ERB-A REGULE LES GENES RELATIFS AL’ATROPHIE
POUR CONTROLER LA MASSE DU MUSCLE SQUELETTIQUE

Le muscle squelettique remplit plusieurs fonctions essentielles de I'organisme, allant
de la locomotion et la posture a I'hnoméostasie métabolique. Une perte de la masse du muscle
est observée dans diverses situations physio-pathologiques (jeQine prolongé, vieillissement,
cancer, septicémie ou autres états inflammatoires). Elle est associée a une aggravation de
I'état général ainsi qu’a un mauvais pronostic. La préservation de la masse musculaire est

donc, souvent, un enjeu clinique important.

Dans cette étude, nous avons examiné le r6le du récepteur nucléaire Rev-erba dans le
contrble de la masse musculaire. Nous avons démontré que Rev-erba module la masse
musculaire et la taille des fibres musculaires in vivo et in vitro en réprimant I'expression de
génes de la voie de dégradation ubiquitine-protéasome tels que Ubc, les génes atrogin-1 et
MuRF1E3, ainsi que les régulateurs en amont FoxO1 et FoxO3a. Nos données mettent en
évidence un réle intrinséque de Rev-erba dans le contréle de la masse musculaire. En effet,
in vitro, les fibres musculaires différenciées a partir de progéniteurs myogeéniques primaires
issues de souris Rev-erba’ présentent une diminution de la taille des fibres et une expression
augmentée des génes de l'atrophie. De la méme maniére, la surexpression de Rev-erb-a dans
les myoblastes C2C12 conduit au phénotype opposé ce qui démontre ainsi une action

cellulaire autonome de Rev-erba dans la régulation de I'atrophie musculaire.

Atrogin-1 et MuRF1 régulent la dégradation des protéines myofbrillaires ainsi que I'atrophie
musculaire induite par la privation de nutriments et la dexaméthasong®® 174754755 Ces deux
genes sont régulés par les facteurs de transcription FoxO dont la surexpression in vivo favorise
I'atrophie musculaire’™47%757  En effet, I'expression d'un mutant FoxO3 augmente la
transcription d'Atrogin-1 et induit I'atrophie des muscles squelettiques, tandis qu’une délétion
de FoxO3 prévient I'expression d'Atrogin-1 induite par le jeline et la dexaméthasone dans les
myotubes’*7°¢757  De la méme maniére, la délétion de FoxO1,3,4 prévient la perte et la
faiblesse musculaires lors du jeine”’. Dans notre étude, nous montrons que Rev-erba réprime
ces genes et contrble la translocation nucléaire de FoxO, contrblant ainsi la masse musculaire.
Les FoxO contrblent aussi la voie lysosome-autophagie qui, en paralléle du systéme
ubiquitine-protéasomal, joue un rdle critique dans I'atrophie des muscles squelettiques’®. Les
FoxOs médient I'activation de certains génes et protéines d'autophagie tels que Bnip3, LC3 et
la cathepsine L, et le jeGne n’induit pas la formation d'autophagosomes chez les souris
déficientes en FoxO’’. De maniére intéressante, nous avons déja démontré que la déficience
en Rev-erba dans le muscle squelettique augmentait I'expression de plusieurs genes de

l'autophagie tels que Bnip3, Pink et Parkin, et augmentait le flux autophagique comme le

209



prouve l'augmentation du ratio LC3-1I/LC3-1®, Cela a été observé dans les myoblastes
déficients en Rev-erba, alors qu’a l'inverse, la surexpression de Rev-erba conduit a une forte
répression des genes de l'autophagie. En plus d'étre recruté sur le promoteur de plusieurs
genes d'autophagie (Bnip3 et Cathepsin L, entre autres)**, nous montrons ici que Rev-erba
régule cette voie de maniére indirecte par la répression de FoxOs. Ainsi, cette étude, en
complément de celle publiée par notre équipe en 2013, démontre que Rev-erba joue un rble
important dans le programme d'atrophie en régulant de maniere coordonnée les voies de

l'ubiquitine-protéasome et de l'autophagie.

D'autres facteurs de transcription sont impliqués dans le contréle de la masse musculaire,
parmi lesquels le cofacteur PGCla. L'expression de PGC1a est diminuée dans I'atrophie
musculaire et sa surexpression inhibe la signalisation de FoxO3, l'autophagie et les voies de
dégradation de l'ubiquitine-protéasome, sans affecter la synthése protéique’™®. En outre,
I'expression des génes codant pour la phosphorylation oxydative est réduite dans les muscles
atrophiés, mettant en lumiére que le dysfonctionnement mitochondrial peut avoir un impact
négatif sur le maintien de la masse musculaire squelettique en déclenchant des voies
cataboliques™®. Il faut souligner que Rev-erba contrdle positivement I'expression et I'activité
de PGC1a, ainsi que la biogenése et la fonction mitochondriale dans le muscle squelettique*3?,
ceci peut donc contribuer aux changements de masse musculaire observés dans les modéles

de gain et de perte de fonction de Rev-erba.

Les glucocorticoides endogénes induisent un catabolisme modéré et réversible des protéines
du muscle squelettique en réponse a l'infection, tandis que le traitement chronique par GC
provoque une atrophie musculaire en augmentant les voies conduisant a la dégradation des
protéines et en réduisant I'action des facteurs anaboliques. Dans le muscle squelettique, le
récepteur aux glucocorticoides (GR) inhibe la signalisation PI3K/Akt, ce qui entraine une
augmentation de la signalisation des FoxOs"*7%1, De plus, GR réduit la voie anabolique en
induisant I'expression de Redd1 qui conduit a l'inhibition de mTORC17%2, GR induit également
I'expression de KIfl5, ce qui augmente I'expression de I'enzyme de dégradation des Acides
aminés ramifiés BCAT2, renfor¢cant ainsi l'inhibition de l'activité de mTOR d'une maniére
indépendante de Akt®*%’. KLF15 réprime également I'expression des genes Murfl et Atrogin-
1, soit directement pour Murfl ou via l'induction de FoxO pour Atrogin-1. Il est important de
souligner que les niveaux de corticostérone ne difféerent pas chez les souris déficientes en
Rev-erba®%®783, D'autres équipes et nous-mémes avons déja mis en évidence une régulation
de Rev-erba par GR et les interactions existantes entre ces deux récepteurs nucléaires dans
le foie”®3764, Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothése que la régulation négative de Rev-erba,
ou la délétion de ce géne, est permissive a l'action de GR sur les génes de l'atrophie. Ceci est

en accord avec la diminution de la masse musculaire observée dans souris déficientes en
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Rev-erba dans des conditions basales ainsi qu'avec les résultats obtenus concernant la
répression de FoxOs, de Redd1l, KIf15 et Bcat2 par Rev-erba. En accord avec ces données,
nous démontrons que l'activation pharmacologique de Rev-erba est capable de contrecarrer
I'induction de ces genes médiée par la dexaméthasone, préservant ainsi la masse musculaire.
Notre étude identifie Rev-erba comme un nouvel acteur du réseau complexe qui contrdle
I'atrophie musculaire ainsi qu’'une cible prometteuse pour la préservation de la masse

musculaire en paralléle de son effet bénéfique sur la capacité d'exercice.

CHAPITRE 2: ROLE DE L'HORLOGE CIRCADIENNE DANS LA
REGENERATION MUSCULAIRE

Au cours de notre étude globale du lien entre I'horloge circadienne et le maintien de
I'hnoméostasie du muscle squelettique, nous nous sommes intéressés a un autre phénomeéne
critique dans le contréle de 'lhoméostasie : la capacité du muscle squelettique a se régénérer
suite a une blessure. Certaines études font mention du réle de I'horloge dans la myogénése
et notamment les acteurs Bmall et Rev-erba qui régulent certains facteurs myogéniques
comme MyoD et MyoG#47:448528 Cependant, en réponse a ces études, nous avons entrepris
d’étudier, de fagcon plus globale, le rle de I'horloge dans ce processus de régénération in vivo
et I'impact de cette horloge sur 'ensemble des composants impliqués dans ce processus. Tout
d’abord, nous avons mis en évidence que les souris délétées pour Rev-erba présentaient une
diminution significative de la taille des fibres régénérées 3 semaines apres la blessure, mettant
en lumiere un défaut de régénération de ces souris. Nous nous sommes ensuite tournés vers
une étude plus globale de I'impact de I'’horloge en induisant une altération environnementale
de cette derniére a 'aide d’'un protocole de « jet-lag » chronique de 8 semaines ainsi que la
mise en place d’un protocole de lumiére constante afin d’étudier le processus de régénération
musculaire. Ces deux protocoles induisent un défaut de régénération significatif
respectivement jusqu’a 21 et 16 jours apres la blessure. Ce protocole de jet-lag, considéré
plus physiologique, induit également une augmentation de la fibrose durant les 7 premiers
jours suivant la blessure et une altération du compartiment inflammatoire. Précisément, nous
observons chez ces souris une diminution significative du nombre de leucocytes recrutés deux
jours aprés la blessure, ciblant particulierement les cellules myéloides tels que les
neutrophiles, les monocytes et les macrophages pro-inflammatoires. Le compartiment
inflammatoire semble étre particulierement touché par les altérations environnementales de
I'horloge bien que ce type d'expérience n’ait pas été reproduit dans le protocole de lumiére
constante. Il est intéressant de noter que notre protocole de « jet-lag » a été arrété au moment

de linjection du chlorure de baryum. Par conséquent, les phénotypes observés sont
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uniquement la résultante de I'altération de I'horloge préalable a la blessure. Cette donnée est
d’autant plus intéressante au vu des défauts de régénération relativement sévére engendrés
par ce protocole. En paralléle, il serait pertinent de reproduire ce protocole en le maintenant
durant la durée du processus de régénération afin d’analyser si le phénotype observé sur la
réparation du muscle squelettique et sur la cinétiqgue inflammatoire évolue ou est altéré de

facon similaire.

La littérature concernant les conséquences immunitaires d’'une altération environnementale
de I'horloge pointe davantage vers un environnement plus inflammatoire, a savoir une
augmentation du nombre de leucocytes infiltrant les différents tissus étudiés’®>¢’. Dans ce
contexte, nos résultats semblent donc opposés a la littérature actuelle. Cependant, nos
analyses sur le recrutement leucocytaire dans des muscles non blessés confirment une
tendance a 'augmentation des cellules myeéloides pendant la phase active dans les muscles
non blessés. Ceci souléve I'hypothése que les mécanismes régissant le recrutement « basal »
et pathologique des leucocytes au sein du muscle squelettique sont bien distincts. C’est la
raison pour laquelle nous avons analysé I'expression lors de la régénération musculaire de
géenes décrits comme étant impliqués dans ces processus de recrutement que sont les
récepteurs VCAM1 et ICAM1578, Or, nos données n’indiquent aucune différence significative

dans I'expression de ces récepteurs entre nos souris contrdles et soumises a un jetlag.

Nous avons également mis en évidence que I'heure a laquelle la blessure était induite avait
un impact significatif sur la régénération ainsi que sur les compartiments myogéniques et
inflammatoires associées a ce processus. En effet, une blessure réalisée durant la phase
active de la souris permet une régénération plus efficace qu’une blessure faite en phase
inactive avec des fibres régénérées de taille supérieure associée a des dépéts fibrotiques
moins importants 21 jours aprés la blessure. Ce phénotype semble notamment d0 a une
capacité accrue des cellules souches musculaires a proliférer et une maturation des nouvelles
fibres plus rapide. Le compartiment immunitaire est également modifié dans ce contexte avec
une diminution significative du nombre de cellules myéloides (neutrophiles et macrophages
pro-inflammatoires) durant les deux premiers jours apres la blessure dans le groupe blessé en

phase active.

Cette observation est pour le moins surprenante puisque le phénotype du recrutement
leucocytaire est similaire a celui observé chez les souris sous « jet-lag », induisant dans ce
contexte une meilleure capacité régénérative. Ces données suggerent que les souris blessées
en phase inactive (ZT6) connaissent un recrutement excessif de leucocytes instaurant un
environnement pro-inflammatoire délétéere au niveau du site de blessure, réduisant la

myogénese. A l'inverse, le recrutement du systéme immunitaire est mieux contrdlé quand la
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blessure survient durant la phase active, permettant une régénération optimale. L’analyse des
cellules immunitaires du muscle 12 heures apres la blessure souligne un effet précoce sur le
nombre de leucocytes recruté. Ceci suggére que ce changement est a l'origine des variations
observées a des stades plus tardifs, notamment sur les macrophages pro-inflammatoires.
Cette expérience n’a, par ailleurs, pas mis en évidence de différence sur le nombre de
macrophages totaux présents dans le muscle 12h aprés blessure entre les deux groupes.
Sachant que, dans le muscle, il a été décrit que les macrophages présents provenaient de la
différenciation de monocytes infiltrants, cette donnée suggere que le nombre de macrophages
résidents n’est pas modifié et que les résultats obtenus sur la cinétique post-blessure sont bien
la conséquence d’un recrutement différent de cellules immunitaires entre les souris ZT6 et
ZT18.

Dans cette optique, il est intéressant de noter que le recrutement basal des cellules
immunitaires dans un muscle non blessé est opposé a ce qui est observé dans un muscle
blessé, a savoir une augmentation significative des leucocytes et des monocytes durant la
phase active, ce qui est en accord avec les données de la littérature®®. De plus, I'expression
des récepteurs VCAML1 et ICAM1 n’étant pas modifiée dans les muscles blessés a ZT6 et
ZT18, cela suggére que les différences observées dans le recrutement des cellules
immunitaires sont indépendantes de ce mécanisme. Cependant, il est important de souligner
que nos temps de blessure ne correspondent pas aux temps utilisés par Scheiermann et al.
durant son étude qui analysait I'expression de ces récepteurs a ZT5 et ZT13. |l serait
intéressant d’analyser également I'expression de ces récepteurs aux mémes temps aprés une
blessure induite au niveau du TA. De plus, cette différence dans le recrutement basal et le
recrutement pathologique fait écho aux études menées au sein des plaques d’athérosclérose
dans lesquelles il a été montré que le recrutement des monocytes au niveau des artéres se
produisait a ZT13 alors que le recrutement de ces monocytes au sein de la
microvascularisation se produisait a ZT1. Lors de cette étude, les auteurs ont ainsi montré que
ce recrutement était dépendant de I'axe CCL2/CCR2 au sein des monocytes. Dans ce
contexte, l'utilisation d’'un antagoniste de CCR2 injecté quelques heures avant le pic de
recrutement de ces monocytes dans les artéres (ZT17) permettait de diminuer ce recrutement
et réduire la taille des plaques d’athérosclérose. Cette étude est d’autant plus intéressante que
ce traitement chrono-pharmacologique n’induit aucune perturbation du recrutement des
monocytes au niveau de la microvascularisation du fait du temps de demi-vie court de
I'antagoniste CCR2 °%. Un mécanisme similaire pourrait donc étre a l'origine des différences

observées dans nos études.

Enfin, nous constatons une diminution importante de I'expression des génes de I'horloge dans

le muscle total apres blessure, que ce soit dans ce protocole de blessure a différents temps
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ou le modele de « jet-lag ». En effet, une forte diminution dans I'expression des génes de
I'horloge, couplée a une perte de rythmicité, est observée dans ces muscles durant les
premieres phases de la régénération musculaire en comparaison avec un muscle sain. Leur
niveau d’expression revient progressivement a un niveau comparable & un muscle non blessé
entre 7 et 21 jours apres la blessure. Cette donnée témoigne, probablement, de la perte de
'horloge circadienne dans les fibres musculaires blessées et suggére que la récupération
progressive de I'horloge dans les fibres est associée a leur degré de maturation durant le
processus de réparation. En ce sens, une étude publiée en début d’année fait mention d’'une
altération des génes de I'horloge Bmall, Clock, Perl et Cryl dans la lignée C2C12 suite a un
stress mécanique induit par une élongation cyclique forcée des myoblastes. En effet, dans
cette étude, l'application du stress mécanique induit une augmentation significative de
I'expression de Bmal1 et Clock et une diminution de Per1 et Cry1. Les auteurs suggérent que
ces changements dans I'expression de ces acteurs circadiens pourraient étre a I'origine de la
prolifération des myoblastes induite par le stress mécanique’®®. De méme, nous pouvons
observer que la récupération du niveau d’expression de certains génes de I'horloge semble
plus rapide chez les souris blessées a ZT18, avec une récupération dés 7 jours apres la
blessure, contrairement aux souris blessées a ZT6 dont la récupération d’'une expression
comparable aux muscles non blessées se fait 21 jours aprées la blessure. Plusieurs hypothéses
peuvent étre soulevées par ces résultats. Premiérement, de nombreuses études montrent
qgu’un environnement inflammatoire peut influencer I'expression de certains génes de I'horloge.
Par exemple, les cytokines inflammatoires comme le TNFa ou I'lL-18 diminuent I'expression
de certains géenes de l'horloge (Bmal1, Per1, Clock, Rev-erba/B) dans différents types
cellulaires comme les fibroblastes ou les hépatocytes***618621 Nous pouvons donc nous
demander si un processus similaire est en ceuvre au sein du muscle squelettique et qu'une
diminution plus rapide de I'expression de ces messagers en phase active pourrait étre a
I'origine de la récupération accélérée du niveau d’expression des génes de I'horloge dans le
muscle blessé & ZT18.

Cependant, bien que I'expression de ces génes diminue de fagon globale, nous avons tout de
méme mis en évidence l'importance de I'horloge circadienne dans le processus global de
régénération, suggérant un maintien de cette horloge au sein des populations immunitaires
impliquées. En ce sens, des données démontrent le maintien d’'une horloge intrinséque de
certaines cellules immunitaires, via leur sensibilité a des signaux hormonaux délivrés par
l'intermédiaire des nerfs. Cela a notamment été montré pour les cellules NK dans la rate qui
expriment le récepteur B-adrénergiques. Ainsi la simulation de ce récepteur par des
neurotransmetteurs modifie la capacité des cellules NK a sécréter du TNFa et des facteurs

cytolytigues. Les macrophages posseédent des récepteurs a la mélatonine, une hormone
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circadienne, qui stimule leur capacité de phagocytose in vitro®26%, Ces résultats pourraient
également témoigner d’'une préparation de certaines cellules a répondre plus efficacement a
un danger qui se déroulerait en amont de la blessure musculaire. Dans cette optique, les
cellules résidentes du muscle squelettique comme les macrophages, les lymphocytes CD8 et
méme les cellules endothéliales apparaissent comme des cibles potentielles qui, via une
libération différentielle de certaines chimiokines entre ZT6 et ZT18 suite a une blessure,
pourraient expliquer les variations circadiennes observées dans le recrutement des cellules

immunitaires.

Nous avons ensuite montré que la délétion ou la surexpression de différents acteurs de
I'norloge (RORa et Rev-erba) dans les cellules myéloides modifie significativement la
régénération musculaire et la myogenese. En effet, des altérations de la taille des fibres
régénéerées sont observées dans les trois modéles utilisés ainsi que des altérations
significatives du nombre de noyaux présents au centre de ces fibres dans les modéles
LysM®®* - Rora™ et LysM®™"* : Tg (Rev-erba). Cette observation est intéressante car, bien que
les récepteurs RORa et Rev-erba présentent une activité transcriptionnelle antagoniste, ces
modéles conduisent & une altération comparable du processus de régénération, placant
I'altération globale de I'horloge au centre de ces phénotypes. De plus, une accumulation de
fibrose est observée dans les deux modéles reliés a la modulation de I'expression de Rev-
erba dans les cellules myéloides. Cette derniére donnée suggére une spécificité d’action des
différents récepteurs nucléaires étudiés. Il serait donc pertinent d’étudier plus précisément le
comportement des progéniteurs fibro-adipogéniques dans ces modeles afin de déterminer si
I'altération de Rev-erba dans les cellules myéloides altére de fagon significative leur destinée
au cours du processus de régénération musculaire. Dans ce contexte, il serait intéressant
d’analyser différents messagers tels que le TNFa et le TGF-B, qui induisent respectivement
I'apoptose et la différenciation de ces progéniteurs en fibroblaste. L’ensemble de ces résultats
démontre un réle important de l'altération de I'horloge dans les cellules myéloides sur les
différents compartiments cellulaires impliqués dans le processus de régénération musculaire.
Concernant les progéniteurs myoblastiques, I'étude du pool de cellules satellites apres une
blessure, grace a un marquage Pax7 sur des coupes de muscles de ces différents modéles
21 jours apres blessure serait intéressante. En effet, cela permettrait d’évaluer I'impact d’'une
altération de I'horloge des cellules myéloides sur la capacité de ces progéniteurs a assurer le
maintien un pool optimal de cellules quiescentes aprés blessure. En ce sens, nous étudions
actuellement I'impact d’'une délétion de RORa dans les cellules myéloides sur le processus de
régénération musculaire pratiqué a ZT6 et ZT18. Pour cela, nous avons blessées a ZT6 et
ZT18 des souris LysM®®*: Rora™ et leurs contrdles et nous avons collectés les muscles 4 et

7 jours apres la blessure. Les premiers résultats ne montrent pas d'impact de cette délétion
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sur la taille des fibres 7 jours aprés la blessure (Figure 87 A) mais restent encourageants
concernant la capacité de fusion des myoblastes, a travers la quantification du nombre de
noyaux présent au sein des fibres régénérées. En effet, on observe une proportion moins
importante de fibres régénérées disposant de moins de 2 noyaux a ZT18 comparé a ZT6 chez
les souris contréles (Figure 87 B). A l'inverse, cette proportion est inversée pour les fibres a
plus de 2 noyaux, avec une augmentation non significative pour le groupe contrble blessé a
ZT18 comparé au groupe contrdle blessé a ZT6. Or, cette tendance est totalement abolie dans
les deux groupes délétés pour RORa dans les cellules myéloides (barres verte et orange) pour
les deux graphigues. Cette expérience suggere une meilleure capacité de fusion chez les
souris blessées a ZT18 comparées aux souris blessées a ZT6 et met en évidence une perte
de cet effet lorsque I'horloge est altérée dans les cellules myéloides.
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Figure 87 : Impact de la délétion de RORa dans les cellules myéloides sur la capacité
régénérative du muscle squelettique a ZT6 et ZT18.

(A) Distribution de la surface des fibres. (n=5-6 par groupe).

(B) Pourcentage de fibres régénérés comptant moins ou plus de 2 noyaux centraux (n=5-
6 par groupe)

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par T-test.

L’analyse de I'expression des genes sur les muscles collectés a ces différents temps ainsi que
'analyse histologique de muscles prélevés 21 jours apres la blessure sont nécessaires pour
conclure. Cependant, 'ensemble de ces résultats préliminaires est prometteur et souligne le

réle central de I'horloge biologique au sein macrophages, dans la régulation circadienne du
processus de régénération musculaire

Par ailleurs, nos analyses transcriptomiques ont mis en évidence une différence d’expression
de plusieurs chimiokines (CCL2, CxCI1 et CxCI2) au sein des macrophages entre ZT6 et ZT18.
Ces derniéres ont été décrites comme étant indispensable au processus de régénération via

une action sur la capacité proliférative des cellules souches musculaires et sur le recrutement
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des différentes populations immunitaires. En effet, cette analyse montre que la régulation
transcriptomique de ces géenes est dépendante de I'horloge et de ces acteurs. Par ailleurs,

fIAl et

X i imioki inversée au sei : o
I'expression de ces chimiokines est inversée au sein des macrophages LysM“"®*; Ror
Rev-erbaDBD"", suggérant ainsi une possible régulation directe de ces messagers par ces

deux acteurs de I'horloge.

De surcroit, 'analyse de I'expression de ces chimiokines au sein de macrophages provenant
de souris blessées a ZT6 et ZT18 met en évidence une augmentation de leur expression chez
les macrophages récupérés en phase active 2 jours aprés la blessure et, qu’a l'inverse, leur
expression est diminuée 4 jours apres la blessure, au moment ou les cellules souches

musculaires initient leur différenciation pour former de nouvelles fibres.

Bien que l'expression de CCL2 soit sous le contréle direct de Rev-erba au sein des
macrophages et que I'expression des chimiokines CXCL1 et CXCL2 répond a des variations
circadiennes dans certains contextes pathologiques, la découverte de cette régulation au sein
du muscle apporte de nouvelles perspectives a notre étude*®34%4570, En effet, différentes
études placent ces chimiokines en tant que messagers clés dans la myogénése, notamment
via leur stimulation de la prolifération des myoblastes tout en inhibant transitoirement leur
différenciation3®7%°, Ces données indiquent que I'horloge circadienne, dans ce contexte,
pourrait jouer un roéle important dans la communication entre les cellules immunitaires et les
cellules souches musculaires. Comme présenté ci-dessus, ces chimiokines régulent
également le recrutement de nombreuses cellules myéloides comme les neutrophiles et les
monocytes. Une altération trés précoce de ces chimiokines pourrait également expliquer le
recrutement altéré des cellules myéloides au sein du muscle dans nos modéles de
régénération. Outre leur action sur la myogénese, I'évaluation de la quantité de ces différentes
chimiokines au sein du muscle a des temps trés précoces aprés la blessure (avant 12h)
prendrait tout son sens afin de déterminer si elles sont également au centre des différences
observées dans le recrutement des cellules myéloides dans nos différents modéles et

protocoles expérimentaux.

Nous aimerions également étudier in vitro le concept de temporalité dans la communication
entre les cellules immunitaires et les cellules souches musculaires. En effet, nous projetons
de mettre en contact des lignées de myoblastes avec des broyats de muscles blessés a ZT6
et ZT18 et récupérés a différents temps apres la blessure (J2 et J4). Cela nous permettra
d’analyser l'influence des différents messagers présents dans ces broyats sur les capacités
de prolifération et de différenciation des lignées C2C12 via des analyses d’expression de
géenes et différents immunomarquages de myosine embryonnaire et matures. Par la suite,

nous pourrons également réaliser des expériences similaires mais en synchronisant les
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lignées cellulaires a I'aide d’'un choc au SVF afin de synchroniser leur cycle et d’ajouter le
broyat a ZT6 ou ZT18. De cette fagcon, nous serions en mesure de déterminer si la
synchronisation des différents compartiments cellulaires lors de la régénération est un facteur

déterminant dans le bon déroulement de cette derniére.

Enfin, nous pourrons également utiliser des modulateurs (agonistes ou antagonistes) de
l'activité des chimiokines CCL2, CxCI1 et CxCl2 dans ces études pour conclure de leur
nécessité dans ce processus. Si cette expérience apporte les résultats escomptés, nous
pourrions nous tourner vers des analyses in vivo en utilisant des agonistes ou des antagonistes
de ces chimiokines lors du processus de régénération pour mettre en évidence des
perspectives de chronothérapies comme cela a été montré au sein des plaques

d’athérosclérose®®°.

Dans cette optique, nous avons initié une étude plus poussée de cette communication par des
analyses transcriptomiques de I'ensemble des cellules impliquées dans la régénération du
muscle squelettique. Cette étude sera faite par une technique de Single-nuclei RNA
sequencing sur des échantillons de muscles provenant de souris blessées en phase active et
en phase inactive et collectées a différents jours aprés la blessure. Ces analyses permettront
de confirmer nos précédents résultats mais également d’identifier de nouveaux facteurs
impliqués dans la régulation circadienne de la régénération musculaire tout en impliquant de

nouveaux acteurs dans cette régulation comme les FAPs.

Bien que la technique de Single-nuclei RNA sequencing ait déja été réalisée dans le muscle
squelettique, cette expérience représentera la premiere expérience se focalisant sur les
noyaux collectés d’'un muscle squelettique aprés blessurel®. De par I'analyse strictement
limitée aux ARNm présent dans le noyau, elle nous permettra de focaliser notre analyse sur
les transcrits nouvellement synthétisés dans le noyau et donc de véritablement s’intéresser au

transcriptome des différentes cellules a ZT6 et ZT18.

Pour conclure, bien que nous ayons centré cette étude sur I'impact de I'horloge circadienne
au sein des cellules myéloides, le compartiment lymphoide représente, lui aussi, une cible
d’étude particulierement intéressante. En effet, le réle de I'’horloge au sein de ces populations
a été largement décrit, que ce soit dans le recrutement de ces cellules dans 'organisme, dans
le développement de ces cellules ou encore dans leur fonction85%614 C’est pourquoi nous
possédons des données préliminaires exposant des variations de recrutement de ces cellules,
et principalement des lymphocytes mTregs, en fonction de I'heure de la blessure. En effet,
nous observons une augmentation significative du nombre de lymphocytes CD4,
majoritairement représentés par les lymphocytes mTregs au sein du muscle blessé a ZT18

comparé au muscle blessé a ZT6 seulement 7 jours apres la blessure (Figure 88 A-B). Cette
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nouvelle donnée pourrait s’'inscrire dans le phénotype global que nous observons sur la
capacité régénérative accélérée chez les souris blessées en phase active. Elle nécessiterait
cependant de plus amples analyses via un modéle d’altération génétique de I'horloge au sein

de cette population (Foxp3°®™).
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Figure 88 : La cinétique des lymphocytes associée a la régénération musculaire est
modifiée selon ’heure de la blessure.

(A-B) Cinétique des lymphocytes CD4 et Tregs rapportées par milligrammes de muscle
analysées par cytométrie en flux chez des souris blessées a ZT6 et ZT18 et dont les
muscles ont été collectés a 4 et 7 jours aprés blessure (n=5-6 par groupe).

Les résultats sont exprimés en moyennes = s.e.m.; *p<0,05, **p<0,001 par multiple T-
test.

Une étude approfondie du réle de 'horloge au sein de cette population de mTregs semble
séduisante au vu de I'importance de ces cellules dans le processus global de régénération et

notamment sur leur lien avec la myogénése et les FAPs.

CHAPITRE 3 : ROLE DES ILCS DANS LA REGENERATION

Dans la troisieme partie de ma thése, nous avons mis en évidence, pour la premiere
fois, l'importance des ILCs, et principalement des ILC2, dans un contexte de régénération
musculaire aigué. En effet, un article récent fait état du role de ces ILCs dans le cas d’'un
modele de myopathie : les souris Mdx. Il reste cependant important de préciser ici que ce
modele s’éloigne d’une régénération aigué de par I'aspect chronique de la pathologie. En effet,
de nombreuses études font état d’'un role délétére de plusieurs cellules immunes dans le
modele mdx comme les neutrophiles et les éosinophiles alors que leur role est indispensable

au bon déroulement d’une régénération aigug?01202:204.770,
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Nous avons initié notre étude par une analyse cinétique, qui nous a permis de détecter des
ILCs dés deux jours aprés blessure, avec un pic a 7 jours pour ensuite diminuer 10 jours aprés
la blessure. De fagon intéressante, nous avons mis en évidence que les ILC2 correspondent
a la population d’'ILCs la plus représentée dans ce contexte. De ce fait, nous avons ensuite
entreprit d’étudier 'impact de la délétion en ILC2 en utilisant un modeéle murin [17r°"®"* : Rora™"
sur la régénération du muscle squelettique. Bien que les souris n'aient été obtenues que
récemment, nous avons pu observer un impact significatif de I'absence d'ILC2 sur ce
processus. Précisément, ces souris présentent une diminution de la proportion de fibres
régénérées de grandes tailles au profit de fibres de petites tailles, ainsi qu’une augmentation
de la quantité de fibrose au sein du muscle 10 jours aprés blessure. De plus, des analyses
d’expression de génes sur muscle entier indiquent une diminution de la réponse Th2 ainsi
qu’une diminution de I'expression du marqueur des leucocytes CD45, suggérant une altération
du compartiment inflammatoire suite a la déplétion en ILC2. Dans ce contexte, la myogenese
semble également modifiée puisque les études de I'expression des myosines embryonnaires
et matures suggérent un défaut de maturation des fibres nouvellement synthétisées. Nous
avons analysé, par des études d’incorporation d’Edu in vivo, la capacité proliférative des
cellules souches musculaires. Nos données montrent une absence d’altération de cette
capacité et que les défauts de la myogenese semblent intervenir en aval. Cette découverte
n'est pas étonnante au vu de la cinétique des ILC2 au sein du processus de régénération et
de leurs caractéristiques communes avec les lymphocytes mTregs, dont la fonction principale
a été décrite comme étant de favoriser les derniers stades de la myogenése que sont les

stades de différenciation et de fusion?®2.

Une caractérisation plus poussée de la capacité régénérative de ce modéle est cependant
nécessaire. D’une part, nous devons reproduire ces analyses a des jours plus tardifs jusqu’a
21 jours apres la blessure pour étudier si la délétion en ILC2 induit un phénotype durable sur
la régénération musculaire. De plus, une analyse du compartiment inflammatoire est requise
pour déterminer si la délétion de cette population influence I'ensemble du processus
inflammatoire. En effet, il a été montré que, dans d’autres tissus, les ILC2 sont capables de
réguler le recrutement et la fonction de différentes cellules immunitaires tels que les
éosinophiles et les lymphocytes®8621-623  C’est pourquoi il est important, dans notre modele,
d’étudier les variations dans le recrutement des autres cellules immunitaires pour déterminer
si les ILC2 influencent également le compartiment inflammatoire lors de la régénération

musculaire.

D’autre part, I'action des ILC2 sur le développement des fibres musculaires nécessite de plus
amples analyses. Par exemple, I'lL-4 et 'amphiréguline, normalement sécrétés par les ILC2

dans d’autres tissus, ont déja été décrits comme favorisant la différenciation des myoblastes.
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Il serait donc pertinent d’étudier 'impact la délétion de cette population sur les étapes de
différenciation et de fusion des myoblastes in vivo, en paralleéle de notre analyse sur le
compartiment inflammatoire. Outre ces cellules, et au vu des résultats énoncés
précédemment, la communication entre les ILC2 et les FAPs semble étre déterminante dans
le phénotype observé dans notre modele. Ainsi, nous nous intéresserons a I'évolution des

FAPs et leur possible différenciation en fibroblaste chez les souris déplétées en ILC2.

Nos analyses sur la cinétique des ILC2 chez la souris sauvage a permis d’identifier deux sous-
type d’ILC2. Le premier sous-type sont les ILC2 conventionnels capable, selon la littérature,
de sécréter de I'lL-4, IL-5, IL-9, IL-13 et 'Amphiréguline. Ces cytokines ont été décrites dans
la régénération comme participant a la stimulation des éosinophiles, la polarisation et
l'activation des macrophages et des mTregs et agissant principalement sur la différenciation
et la fusion des myoblastes. Le deuxieme sous-type d’ILC2 observé dans nos expériences
sont les ILC2 de type 1 (T-bet* ILC2), dont le phénotype se rapproche de celui d’'un ILC1 avec
une sécrétion d’IFNy mais également d’IL-13. La découverte de cette sous-population est
surprenante a ce stade de la régénération (7 a 10 jours aprés la blessure) puisque I'lFNy est
sécrété principalement durant les 4 premiers jours apres la blessure. De plus, I'analyse des
ARNmM du muscle des souris déplétées en ILC2 reléeve une diminution importante de
l'expression d’'IL-4 et d’IL-9, sans diminution significative de TAREG. Cette donnée suggére un
phénotype des ILC2 spécifique dans le muscle orienté vers une production accrue de
cytokines de type Tn2 sans production majeure d’AREG. Cependant, ces analyses
préliminaires sont axées uniquement sur TARNm et des analyses des cytokines par ELISA
sont nécessaires pour conclure. Quoiqu’il en soit, il est important a ce stade de caractériser
plus amplement les ILC2 présent dans le muscle. Douées d’'une forte plasticité, des analyses
transcriptomiques plus poussées seront nécessaires pour y parvenir. Nos expériences de
Single-cell RNA sequencing décrites au préalable permettront I'étude de ces phénotypes, ainsi

gu’une analyse fiable malgré la faible proportion d’'ILC2 présentes dans le muscle.

Enfin, nos derniéres expériences visaient a investiguer l'instauration d’'un phénotype mémoire
chez ces ILC2. En effet, de nombreuses études ont montré ces derniéres années une telle
fonction chez les ILC2, notamment aprés infection au virus influenza dans le poumon. Ce
phénotype est trés intéressant puisqu'il leur permet une action plus rapide et plus efficace suite
au deuxiéme contact avec un pathogéne. En outre, ce phénotype mémoire a été mis en
évidence dans le muscle durant la régénération concernant les lymphocytes mTregs. En effet,
certaines eétudes montrent une capacité accrue de ces cellules a s’accumuler dans le muscle
blessé aprés des blessures répétées. Bien que les mécanismes contrdlant cette fonction

mémoire restent encore obscurs, certains auteurs suggeéerent que ce phénotype s’acquiert en
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contact de certains peptides libérés par les fibres nécrosées. En effet, les mTregs répondraient

plus efficacement en réponse a ces peptides aprés une deuxiéme blessure?32 771772,

De facon similaire, nous pouvons nous demander si, au cours d’'une premiére blessure,
certaines ILC2 acquiérent un phénotype mémoire en vue d’une seconde blessure au sein du
méme muscle. Dans ce contexte, hous avons réalisé une expérience similaire a celle réalisée
sur les souris C57BI/6J sauvages, sur lesquelles nous avons induit deux blessures
successives a 21 jours d’intervalles afin de comparer la cinétique des populations d’ILC2 aprés
une ou deux blessures. De fagon intéressante, cette expérience ne montre pas de différence
significative sur le nombre total d’ILC2 infiltrant le muscle, avec toujours un pic d’ILC2 7 jours
aprés la blessure. Cependant, nous pouvons observer une forte tendance a 'augmentation du
nombre d’'ILC2 durant la deuxiéme blessure pour les jours 2 et 4. Cela suggere une stimulation
plus rapide des ILC2 aprés la deuxieme blessure en accord avec la mise en place d’'un
phénotype mémoire. De plus, 'augmentation significative du phénotype d’ILC2 Thet* ICOS-"
durant les 4 premiers jours apres la seconde blessure, par rapport a la premiére blessure, est
intéressante. En effet, la polarisation vers un phénotype ILC1 durant cette période de temps
semble en accord avec I'importance de I'lFNy pour le développement de I'environnement pro-
inflammatoire, nécessaire a la polarisation des macrophages pro-inflammatoires et a la
stimulation de la prolifération des SCs durant cette période. Cependant, cette expérience doit

étre reproduite afin de confirmer ce phénotype.

Dans un second temps, nous pourrions nous intéresser non seulement a ce phénotype
mémoire dans un muscle déja blessé mais également au sein d’autres muscles sains
provenant d’une souris blessée. En effet, des études démontrent une préparation des cellules
souches musculaires au sein de muscles non blessées provenant d’'une souris blessée afin
de réagir plus rapidement a une blessure, intégrant un phénotype décrit comme un phénotype
« G alert »””. Ce phénotype souléve encore de nombreuses interrogations et certaines
alarmines tels que HMGB1 semble participer a l'activation de ces cellules souches.
Cependant, il n’est pas a exclure que des cellules immunitaires telles que les ILC2 puissent
participer a ce phénotype et, compte tenu de leur réle de sentinelle dans I'organisme, I'analyse
des populations d'ILC2 dans des muscles non blessés provenant de souris blessées serait

tout a fait pertinente pour apporter cette réponse.
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\ Thenuclear receptor Rev-erb-ae modulates hepatic lipid and glucose metabolism, adipogenesis and

i thermogenesis. We have previously demonstrated that Rev-erb-avis also an important regulator of

. skeletal muscle mitochondrial biogenesis and function, and autophagy. As such, Rev-erb-o over-
expression in skeletal muscle or its pharmacological activation improved mitochondrial respiration
and enhanced exercise capacity. Here, in gain- and loss-of function studies, we show that Rev-erb-a

. also controls muscle mass. Rev-erb-ai-deficiency in skeletal muscle leads toincreased expression of

. the atrophy-related genes (atrogenes), associated with reduced muscle mass and decreased fiber size.
By contrast, in vivo and in vitro Rev-erb-o over-expression results in reduced atrogenes expression
andincreased fiber size. Finally, Rev-erb-o pharmacological activation blocks dexamethasone-
induced upregulation of atrogenes and muscle atrophy. This study identifies Rev-erb-c as a promising
pharmacological target to preserve muscle mass.

Skeletal muscle is the most abundant tissue in the body, accounting for 30 to 40% of total body mass. Besides

. its role in locomotion and posture, skeletal muscle controls whole body energy metabolism by ensuring blood

. glucose control and is also the major source of amino acids (AAs) that can be used by various tissues during pro-

. longed periods of fasting. Skeletal muscle is highly plastic and muscle mass, fiber type and size can undergo major

. remodeling to meet developmental and environmental challenges'. Muscle mass increases during development
and in the adult in response to mechanical overload or hormonal stimulation, whereas muscle wasting is a com-

. mon condition in diverse pathologies including obesity/type 2 diabetes, cancers, myopathies, chronic inflamma-

: tory disorders and is also a hallmark of aging, undernutrition or inactivity?*. Chronic glucocorticoid therapies for

: the treatment of inflammatory or auto-immune disorders are also characterized by a rapid muscle atrophy. Loss

i of muscle mass results in reduced ability to sustain contraction, weakness of peripheral and respiratory muscles

. that compromises mobility and negatively affects quality of life. Muscle wasting also results in poor prognosis in

¢ diverse diseases, and ultimately has major clinical implications®. Therefore, understanding the signaling pathways

¢ that control muscle mass is of special interest for the development of novel therapies to preserve muscle mass.

: Skeletal muscle mass reflects the delicate balance between protein synthesis and degradation. Protein synthesis
is essentially controlled by the insulin-like growth factor 1- phosphoinositide-3-kinase- Akt/protein kinase B—
mammalian target of rapamycin (IGF1-PI3K-Akt-mTOR) signaling pathway in response to a variety of stimuli

. such as IGF1, insulin, AAs derived from protein degradation, 32-adrenergic receptor agonists or androgens’.

© Activation of PI3K induces Akt phosphorylation which, in turn, inhibits the protein complex TSC1 (Tuberous

. Sclerosis Complex 1)-TSC2 thus activating the mTOR pathway through the two main downstream effectors of

: mTORCI: S6K (p70S6 kinase) and 4E-BP1 (eIF-4E-binding protein)*. pAkt also negatively regulates protein deg-

. radation by phosphorylating the Forkhead box O (FoxO) transcription factors and by promoting their exclusion

¢ from the nucleus'.

: Protein degradation occurs via two proteolytic pathways that are tightly regulated by signaling pathways and

: transcription factors: the ubiquitin-proteasomal system, which predominantly breakdowns myofibrillar pro-

. teins, and the autophagic-lysosomal machinery, which ensures the maintenance of cellular homeostasis and the
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physiological turnover of damaged/aged cellular organelles"*. Upon atrophy signals, FoxOs induce the transcrip-
tion of the two E3 ubiquitin ligases MuRF1 (Muscle-Specific RING Finger Protein 1) and Atrogin-1 (MAFbx)
to promote proteasomal protein degradation®®. Mouse models invalidated for atrogin-1 or Murf1 are resistant to
starvation and glucocorticoid (GC)-induced atrophy, respectively’-'. The FoxO family is composed of three iso-
forms FoxO1, FoxO3a and FoxO4 and in vivo upregulation of FoxO1 and FoxO3 is sufficient to promote muscle
atrophy®!!-. In addition, FoxO activation also induces autophagy'*'!, a process tightly regulated at the gene,
protein and flux levels and involving several autophagy-related genes (atg) as well as proteins such as Parkin and
Bnip3 which contribute to mitochondrial remodeling .

Circulating levels of GC are increased in diseases associated with muscle atrophy like sepsis or cachexia, and
promote muscle mass loss'®!”. Similarly, administration of synthetic GCs, such as dexamethasone used for the
treatment of chronic inflammatory and immune diseases, results in muscle atrophy'®. GCs promote both protein
proteasomal degradation and autophagy-mediated proteolysis’. In addition, GCs exert anti-anabolic actions
by up-regulating Regulated in Development and DNA damage responses 1 (Redd1, also known as ddit4) and
Kruppel Like Factor 15 (KLF15), which directly repress mTOR signalling”'**". Beside, KLF15 acts on mTOR
activity through the up-regulation of Branched Chain Amino Acid Transaminase 2 (BCAT2), a mitochondrial
enzyme that degrades branched chain AAs. KLF15 also enhances Murfl and atrogin-1 gene expression®.

The nuclear receptor Rev-erb-« acts as a transcriptional repressor by recruiting co-repressors and binding
to specific DNA regions of its target genes' or by recruiting co-repressors to sites to which it is tethered by
tissue-specific transcription factors”. We and others have shed light on the role of Rev-erb-a in the circadian
control of hepatic lipid, bile acid and glucose metabolism?"****-*", white adipocyte in vitro differentiation®*’,
as well as brown adipocyte thermogenesis®’. We have recently shown that Rev-erb-« controls skeletal muscle
autophagy and mitochondrial biogenesis. Moreover, pharmacological activation of Rev-erb-a in vivo increases
skeletal muscle mitochondrial respiration and exercise capacity, identifying Rev-erb-« as a target to improve
muscle function®’. Whether Rev-erb-« controls muscle mass has not been investigated yet.

Here, we report that Rev-erba'~ mice display significantly reduced skeletal muscle mass and decreased fiber
cross section area. This is associated with an increased expression of atrophy-related genes in skeletal muscle from
Rev-erba~'~ mice, while AAV-mediated skeletal muscle-specific-Rev-erb-o overexpression confers an opposite
phenotype. This effect on gene expression and fiber size was recapitulated in in vitro models of Rev-erb-« gain-
and loss-of-function in myogenic cells. In addition, Rev-erb-a over-expression and/or pharmacological activa-
tion partially or totally blunted the induction of atrophy genes by dexamethasone in a mouse myoblast cell line
as well as muscle mass loss in vivo. Together these data point to a new role for Rev-erb-a in the control of skeletal
muscle mass and suggest that pharmacological activation of Rev-erb-a may constitute a promising approach to
limit muscle wasting and improve the quality of life and survival of patients.

Results

Rev-erba ~/~ mice display reduced muscle mass associated with smaller muscle fibers. Here,
we explored whether Rev-erb-« plays a role in the control of skeletal muscle mass or fiber size. Different hind-
limb skeletal muscles were harvested from the Rev-erba~'~ mice and their Rev-erba*'* littermates and weighed.
Quadriceps, gastrocnemius and tibialis anterior (TA) mass was significantly lower (by —20.9%, —14.5% and
—11.5%, respectively) in Rev-erba~'~ compared to Rev-erba*/+ mice (Fig. 1A), whereas body weights were sim-
ilar (Figure S1). The weight of the soleus muscle, which mostly contains oxidative fibers, was also reduced in
Rev-erba~'~ mice compared to Rev-erba '+ mice (by 12.6%) although the difference did not reach statistical
significance (Fig. 1A). This is in accordance with the fact that glycolytic muscles are generally more vulnerable
to atrophy than oxidative muscles'. Interestingly, Rev-erba*'~ mice which have normal locomotor activity also
display a tendency to reduced muscle mass compared to the wild-type mice (data not shown), thus indicating that
reduced muscle mass occurs independently of any changes in the locomotor activity.

To further characterize the impact of Rev-erb-« on skeletal muscle mass, skeletal muscle fiber cross sectional
areas (CSA) were quantified on TA sections using a laminin staining which surrounds muscle fibers. In line
with the reduction of muscle mass, the mean fiber CSA was significantly lower in Rev-erba~'~ compared to
Rev-erba™’* mice with a shift in the fiber size distribution toward smaller fibers (Fig. 1B). These data therefore
indicate that skeletal muscle is atrophied in absence of Rev-erb-a.

Next, primary myofibers were differentiated in vitro from myogenic precursors isolated from Rev-erbat/+
and Rev-erba~'~ mice to assess the role of Rev-erb-« exclusively in myogenic cells. As observed in vivo, the
mean muscle fiber diameter was significantly lower in Rev-erba-deficient cells, again with a shift toward smaller
fibers (Fig. 1C). Next, fiber diameter was measured on in vitro differentiated C2C12 overexpressing Rev-erb-a
(pREV-ERB-a) and control C2C12 myofibers (pBabe). Expectedly, a mirror phenotype was observed, ie the
mean fiber diameter was significantly higher in Rev-erb-a overexpressing fibers compared to controls, with a
decrease in smaller fiber size and an increase in larger fibers (Fig. 1D). Thus, muscle mass and fiber size changes
reflect a direct, cell autonomous, impact of Rev-erb-a on fibers rather than an adaptive response to a chronic
situation.

Rev-erb-a negatively regulates catabolic and anti-anabolic pathways in skeletal muscle. To
determine whether these changes in muscle mass and fiber size are due to a dysregulation of the transcriptional
programs elevated in muscle atrophy, expression analysis of the genes belonging to these processes was performed
on skeletal muscles isolated from both Rev-erb-« loss- and gain-of-function mouse models. In particular, expres-
sion of genes encoding proteins involved in the ubiquitin-proteasome system was measured. Our results show
that expression of the catabolic genes ubiquitin (Ubc), encoding the polyubiquitin precursor, and the two E3
ubiquitin ligases Afrogin and Murf1, as well as their transcriptional regulators Foxol and Foxo3a is significantly
increased in muscle from Rev-erba~'~ mice compared to their Rev-erba /' littermates (Fig. 2A). By contrast,
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Figure 1. Rev-erb-a controls skeletal muscle mass. (A) Quadriceps, gastrocnemius, tibialis anterior and
soleus muscle mass from Rev-erba*'* and Rev-erba~'~ mice (n=13 and 11, respectively). (B) Representative
immunostaining of laminin on skeletal muscle sections (left) and mean fiber cross-sectional area and fiber
area distribution of tibialis anterior muscle from Rev-erba*'+ and Rev-erba~/~ mice (>>13 000 fibers per
mouse, n =4 mice per genotype) (right). (C) Representative immunostaining of myosin Heavy Chain (left)
and mean fiber diameter and fiber diameter distribution of fibers differentiated from myogenic precursors
isolated from Rev-erba*’* and Rev-erba~'~ mice (3 measures per fiber, n= 120 fibers per genotype) (right).
(D) Representative immunostaining of Myosin Heavy Chain (left) and mean fiber diameter and fiber diameter
distribution of differentiated C2C12 cells over-expressing Rev-erba (pPREV-ERB-«v) and control cells (pBabe)
(3 measures per fiber, n=120 fibers per group) (right). Results are expressed as means =+ sem; *p < 0.05,

##p < 0.01 by t-test (A), Mann-Whitney test (B-D) or chi-square test (B-D) to compare, respectively, the mean
or the frequency distribution between groups.
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Figure 2. Rev-erb-a controls atrophy-related genes in skeletal muscle. (A) RT-qPCR analysis of atrophy-related
gene expression in quadriceps muscle from Rev-erba ™'+ and Rev-erba~'~ mice (n=>5 per genotype). (B) RT-
qPCR analysis of atrophy-related gene expression in gastrocnemius muscle from mice intra-muscularly injected
with a Rev-erb-a expressing or a control AAV vector (n=7 per group). Results are expressed as means + sem;
*P < 0.05, *¥P<0.01, #**P < 0.001 by Mann-Whitney test.

AAV-mediated Rev-erb-a over-expression in wild-type mice (Figure S2A) led to the mirror phenotype, namely a
significant downregulation of these catabolic genes (Fig. 2B, Figure S2). These results are in accordance with the
increase in proteosomal activity in myofibers obtained after differentiation of myogenic precursor isolated from
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Figure 3. Rev-erb-a over-expression counteracts dexamethasone-mediated induction of atrophy-related genes.
RT-qPCR analysis of atrophy-related gene expression in differentiated C2C12 cells infected with Rev-erb-a or
control retrovirus and treated with dexamethasone (1 uM) or vehicle for 48hrs (n=6 per condition). Results are
expressed as means + sem; **P < 0.01, ***P < 0.001 by One-way ANOVA with Bonferroni post-hoc analysis.

Rev-erbat'+ and Rev-erba—'~ mice and the mirrored decreased proteasomal activity measured in C2C12 cells
overexpressing Rev-erb-« (Figure S3).

We also examined the expression of Redd1 and KIf15, two genes encoding negative regulators of the anabolic
mTOR signaling pathway and known glucocorticoid receptor (GR) targets’. Expression of both genes was upreg-
ulated in skeletal muscle in absence of Rev-erbor (Fig. 2A), while Rev-erb-« over-expression decreased expres-
sion of these genes (Fig. 2B, Figure S2B). Accordingly, expression of Bcat2, a downstream KIf15 target gene, was
significantly upregulated in Rev-erba~'~ skeletal muscle, and down-regulated upon Rev-erb-a over-expression
(Fig. 2A,B, Figure S2B). These alterations occurred in absence of any changes in the mTOR signaling pathway
assessed by western blot (data not shown).

Altogether with our previous observation that Rev-erb-a down-regulates skeletal muscle autophagy™, these
findings indicate that Rev-erb-a represses catabolic and anti-anabolic pathways in skeletal muscle, and that its
absence leads to skeletal muscle atrophy through the activation of these pathways.

Rev-erb-a over-expression and pharmacological activation counteracts atrophy induced by
dexamethasone. Chronic dexamethasone treatment induces skeletal muscle fibers atrophy through the
activation of different genes found to be regulated by Rev-erb-a.. Therefore, we tested whether Rev-erb-a can
counteract dexamethasone-induced muscle wasting. To this aim, Rev-erb-« over-expressing and control C2C12
myogenic cells were differentiated and then treated during 48 hrs with dexamethasone. Rev-erb-a overexpres-
sion partially or totally blunted dexamethasone-mediated induction of the catabolic (Atrogin, Murfl, Foxol and
Foxo3a) and anti-anabolic (KIf15, Redd1 and Bcat2) genes (Fig. 3). Rev-erb-« is a ligand-activated nuclear recep-
tor, and we have previously demonstrated that its pharmacological activation with the SR9009 compound has
beneficial effects on skeletal muscle endurance training®'. Therefore, we next assessed whether Rev-erb-a acti-
vation may preserve muscle mass upon glucocorticoid administration in vivo. To this aim, wild-type mice were
treated with dexamethasone alone or with the Rev-erb agonist SR9009 for 3 days. As expected, dexamethasone
treatment potently induced the expression of the catabolic genes (Atrogin, Murf1, Ubc, Foxol and Foxo3a) as
well as the well-known KIf15, Redd 1 and Bcat2 GR target genes (Fig. 4A). Interestingly, co-treatment of the mice
with the SR9009 Rev-erb-a ligand partially or totally blunted the induction of these genes by dexamethasone
(Fig.4A), resulting in muscle mass preservation (Fig. 4B). Quantification of muscle fiber diameter was performed
upon 3 days treatment with dexamethasone on fully differentiated cells. Fiber diameter was strongly reduced
upon dexamethasone treatment, and SR9009 co-treatment fully prevented this effect (Fig. 4C). Altogether, these
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Figure 4. Pharmacological Rev-erb-« activation preserves muscle mass upon dexamethasone treatment.
(A) RT-qPCR analysis of atrophy-related gene expression in quadriceps muscle (n =5 per group) and (B)
quadriceps muscle mass (n =4 per group) from mice receiving or not 10 mg/kg/day of dexamethasone and
co-treated with SR9009 (100 mpk) twice daily or vehicle for 3 days. (C) Mean fiber diameter and fiber size
distribution of differentiated C2C12 cells treated or not with dexamethasone (20 uM) and co-treated with
SR9009 (10uM) or vehicle for 3 days (3 measures per fiber, n= 120 fibers per group). Results are expressed as
means & sem; *p < 0.05, **p < 0.01, **¥p < 0.001 by One-way ANOVA with Bonferroni post-hoc analysis or
chi-square test to compare respectively the mean or the frequency distribution between groups.
data indicate that Rev-erb-o overexpression or its pharmacological activation abolishes dexamethasone atrophic
effects in vitroand in vivo.
Rev-erb-a controls FoxOs nuclear translocation and directly targets atrophy-related genes.
Dexamethasone treatment promotes nuclear translocation of FoxO1 and FoxO3a. Once in the nucleus, they
activate the expression of their target genes such as Atrogin or Murfl. To determine if pharmacological activation
of Rev-erb-a with the SR9009 is able to modulate FoxOs cellular localization, C2C12 cells were treated with dex-
amethasone and co-treated or not with SR9009 and the intensity of FoxO1 and FoxO3a signal was analysed by
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Figure 5. Rev-erb-a modulates FoxO nuclear translocation and directly regulates atrophy-related genes
through a direct binding to their regulatory sequences. (A) Representative immunostaining of FoxO1 (upper
panels) and FoxO3a (lower panels) in green and Dapi nuclear staining in blue of C2C12 myogenic cells treated
or not with dexamethasone (1 M) and co-treated with SR9009 (10uM). (B) Nuclear intensity quantification
of FoxO1 and FoxO3a (n > 100 cells per condition). Results are expressed as means =+ s.e.m; *p < 0.05,

##Ep < 0.001, ##¥¥p<0.0001 by One-way ANOVA with Bonferroni post-hoc analysis. (C) Rev-erb-a binding
to regulatory regions of the indicated atrophy-related genes measured by ChIP-qPCR (n > 2 independent
experiments). Data are expressed as means+s.e.m.

immunofluorescence and quantified. Results show that the nuclear intensity of both FoxO1 and FoxO3a s signifi-
cantly increased upon dexamethasone treatment, whereas SR9009 co-treatment blunted dexamethasone-induced
FoxO1 and FoxO3a nuclear translocation (Fig. 5A,B).
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Beside its action through FoxO signaling, Rev-erb-« may directly repress its target genes by binding specific
DNA sequences in their regulatory regions. Results from ChIP experiments performed on C2C12 myogenic cells
show that Rev-erb-a occupies a site located at —2kb from the transcription star site (TSS) within the promoter
sequence of Bcat2 gene and a site located at —2.5kb from the TSS in MurfI gene regulatory sequences (Fig. 5C).

In conclusion, these data show that Rev-erb-a counteracts atrophy through the modulation of FoxOs translo-
cation, thus preventing their transcriptional activation and by a direct binding to atrophy-related genes.

Discussion

Skeletal muscle serves several important functions in the body, from locomotion and posture to metabolic home-
ostasis. Muscle loss is observed in and aggravates diverse physiological (such as fasting or aging) and pathological
situations (such as cancer, sepsis, inflammatory conditions), and is associated with a poor quality of life and prog-
nosis’. Thus, preservation of muscle mass may have major clinical benefits.

In this study, we addressed the role of the drugable nuclear receptor Rev-erb-« in the control of muscle
mass. We demonstrated that Rev-erb-o modulates muscle mass and fiber size in vivo and in vitro by repress-
ing the expression of genes of the ubiquitin-proteasomal degradation pathway such as Ubc, the atrogin-1 and
MuRF1E3 ubiquitin ligases, as well as the upstream FoxO1 and FoxO3a regulators. Our data support an intrinsic
role for Rev-erb-« in the control of muscle mass. Indeed, in vitro observation that muscle fibers differentiated
from Rev-erba~/~ primary myogenic progenitors display similar alterations (decreased fiber size and upregulated
expression of atrophy genes), whereas Rev-erb-o over-expression in C2C12 myoblasts led to the opposite pheno-
type, demonstrate a cell autonomous action of Rev-erb-a in regulating muscle atrophy.

Atrogin-1 and MuRF1 mediate myofibrillar protein degradation, and nutrient-deprivation-induced and
dexamethasone-induced muscle atrophy, respectively®-7'%*2, These two genes are regulated by FoxO transcrip-
tion factors whose upregulation in vivo promotes muscle atrophy®'>!*. Indeed, the expression of a constitutively
active FoxO3 mutant up-regulates Atrogin-1 transcription and induces skeletal muscle atrophy, whereas a dom-
inant negative FoxO3 prevents fasting-induced Atrogin-1 expression and dexamethasone-induced atrophy in
myotubes®. In line, FoxO1,3,4 deletion prevented muscle loss and weakness upon fasting''. In our study, we show
that Rev-erb-a represses these genes and controls FoxO nuclear translocation, thereby controlling muscle mass.
FoxOs also control the lysosome-autophagy pathway that, beside the ubiquitin-proteasomal system, plays a crit-
ical role in skeletal muscle atrophy*. FoxOs mediate activation of some autophagy genes and proteins such as
Bnip3, LC-3, and cathepsin L, and fasting failed to induce autophagosome formation in FoxO-deficient mice''.
Interestingly, we have already demonstrated that Rev-erba-deficiency in skeletal muscle increased expression of
several autophagy genes such as Bnip3, Pink and Parkin, and increased autophagy flux as shown by increased
LC3-II/LC3-I ratio™. This was also observed in Rev-erba-deficient myoblasts, whereas Rev-erb- over-expression
led to a strong repression of autophagy genes. Besides being recruited to the promoter of several autophagy genes
(Bnip3 and Cathepsin L, among others)*!, we show here that Rev-erb-o may also regulate this pathway in an indi-
rect manner through the repression of FoxOs. Thus, our previous study and the present report demonstrate that
Rev-erb-a plays a prominent role in the atrophy program by regulating the ubiquitin-proteasome and autophagy
pathways in a coordinated manner.

Other transcription regulators have been shown to modulate muscle mass, amongst which the cofactor
PGCl-a.. PGCla expression is decreased in muscle atrophy and its over-expression inhibits FoxO3 signaling,
autophagy and the ubiquitin-proteasome degradation pathways without affecting protein synthesis*. In addi-
tion, the expression of gene encoding oxidative phosphorylation is reduced in atrophying muscle suggesting that
mitochondrial dysfunction can negatively impact skeletal muscle mass maintenance by triggering catabolic path-
ways™. It is noteworthy that Rev-erb-a positively controls PGCla expression and activity, as well as mitochon-
drial biogenesis and function in skeletal muscle”, which may contribute to the changes in muscle mass observed
in the Rev-erb-a gain- and loss-of function models.

Endogenous GCs induce a moderate and reversible skeletal muscle protein catabolism in response to infec-
tion, whereas chronic GC treatment elicits muscle atrophy by increasing pathways leading to protein degradation
and by antagonizing the action of anabolic factors in an exacerbated manner. In skeletal muscle, GR inhibits
PI3K/Akt signaling, resulting in increased FoxOs signaling®*. In addition, GR antagonizes the anabolic path-
way by inducing Redd1 expression, which leads to mTORCI inhibition”, and KIf15, which increases the expres-
sion of the branched AAs-degrading enzyme BCAT?2, thereby strengthening the inhibition of mTOR activity in
an Akt-independent manner®*. KLF15 also represses Murf1 and Atrogin-1 gene expression either directly for
Murfl or through FoxO induction for Atrogin-1°. Corticosterone levels are not different in Rev-erba-deficient
mice***". However, Rev-erba gene expression is down-regulated in skeletal muscle upon dexamethasone treat-
ment (Figure S4). We and others have already evidenced a regulation of Rev-erba by GR and the cross-talk
between these two nuclear receptors in the liver***!, and it may be hypothesized that Rev-erbar down-regulation,
or gene ablation, is permissive to GR action on atrophy genes. This is in line with the decreased muscle mass in
the Rev-erba-deficient mice in basal conditions and with the repression of FoxOs (and both proteasomal and
autophagy-related genes), and of Redd1, KIf15 and Bcat2 by Rev-erb-a. In agreement with this concept, we
demonstrate that Rev-erb-a pharmacological activation is able to counteract dexamethasone-mediated induc-
tion of these genes, thereby preserving muscle mass. Our study identifies Rev-erb-« as a new actor in the complex
network that controls muscle atrophy and a promising target to preserve muscle mass beside its beneficial effect
on exercise capacity.

Methods

Animals. 7-12 week-old Rev-erba-deficient mice (Rev-erba~'-) and their wild-type (Rev-erba*/+) litter-
mates were studied. Mice were euthanized by cervical dislocation. Skeletal muscles (Gastrocnemius, Quadriceps,
Tibialis Anterior (TA) and Soleus) were weighed and snap-frozen.
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To induce skeletal muscle atrophy, 7-8 weeks old wild-type mice received an intraperitoneal injection of
dexamethasone at 10 mg/kg/day or vehicle (ethanol) for 3 consecutive days at 9:00 am. Each day, half of the
dexamethasone-treated mice also received two injections of the SR9009 Rev-erb agonist at 100 mg/kg at 17:30 pm
the previous day and 30 min prior to dexamethasone injection. Quadriceps muscles were collected and weighed.

To induce Rev-erb-a overexpression (Figure S2A), the Nr1d1 coding sequence was introduced in an AAV1
vector (Penn Vector Core, University of Pennsylvania) and 3 x 10'! genome copies were injected intra-muscularly
in the TA and gastrocnemius muscles of wild-type mice as previously described*'. The contralateral limb was
injected with control AAV. 6 weeks later, mice were sacrificed and muscles were snap-frozen and stored until
mRNA extraction.

Mice were housed in a 12h/12h light/dark cycle and had free access to food and water. All experimental
procedures were performed with the approval of the Nord-Pas-de-Calais ethics committee (CEEA75) and in
compliance with French and European ethical legislations.

Myogenic Cell Culture. TA, gastrocnemius, soleus, quadriceps, diaphragm, triceps and pectoralis mus-
cles were collected from 7-8 weeks- old Rev-erba-deficient mice (Rev-erba—'-) and their wild-type littermates
(Rev-erbart'*) and digested in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; 4.5 g/L D Glucose; Gibco) F12
medium with Collagenase D (0.15 U/mg) and Dispase II (0.8 U/mg) during 30 minutes at 37 °C. Digested mus-
cles were then filtered on cell strainer and myogenic precursors were isolated using negative and positive selection
kits (130104268 and 130104261, Miltenyi Biotec). Primary myoblasts were resuspended in DMEM F-12 and with
20% FBS, 1% gentamycin, 1 mL Ultroser G and 5ng/mL FGFb and seeded in 0.1% gelatin coated plates. After 3
days, differentiation was induced by the addition of F-12/DMEM (1:1) medium supplemented with 5% horse
serum for 7 days.

Constitutively over-expressing Rev-erb-o (REV-ERB-a) and control (pBabe) C2C12 cell lines™ were cul-
tured in DMEM medium with 1% gentamycin and 10% FBS. At 80% of confluency, myogenic differentiation was
induced by addition of 2% horse serum for 3 days.

For myotube atrophy experiments, C2C12 cells were cultured as previously described?'. After 5 days of differ-
entiation, cells were treated with dexamethasone (20 uM)*? or vehicle (ethanol), and SR9009 (10 uM) as indicated
for 3 days. For analysis of atrophy-related gene expression, C2C12 were treated with dexamethasone (1 uM) dur-
ing 2 days with or without SR9009 (10uM). For FoxOs nuclear translocation analysis, C2C12 were treated with
dexamethasone 1M or vehicle with or without SR9009 (10 pM) overnight.

Immunostaining. C2C12 cells were fixed with 4% paraformaldehyde, and permeabilized with 0.2%
Triton x 100/ 50 mM NH,Cl in PBS. Cells were then incubated with Myosin Heavy Chain (MF-20) (1:250, DSHB
AB2147781), FoxO1 (1:250, Santa Cruz 2880 S) or FoxOa3 (1:250, Santa Cruz 2497S) antibodies, followed by
Alexa Fluor 488-labelled secondary antibody (ThermoFisher Scientific A-11018) and Dapi. Cells were mounted
with Dako Fluorescent Mounting Medium (S3023). Images were captured with a LSM 880 confocal microscope
(Zeiss).

Immunofluorescence staining was also performed on TA sections (12 um) after fixation with 4% paraform-
aldehyde and blocking with 5% horse serum in PBS. Sections were incubated with a laminin (1:250, Santa Cruz
SC59854) primary antibody followed by Alexa Fluor 488-labelled secondary antibody (ThermoFisher Scientific
A21208). Sections were mounted with Dako Fluorescent mounting medium (Dako $3023). Images were captured
with an Axioscan (Zeiss).

Immunostaining Analysis. The area of muscle fibers and the diameter of primary and C2C12 myofibers
were quantified using a FiJi macro* for image input and preprocessing functions. For the diameter of primary
and C2C12 myofibers, between 60 and 160 fibers were analyzed for each condition, and 3 measures were taken
manually for each fiber and averaged.

The Nuclear intensity of FoxO1 and FoxO3a staining was performed using Acapella™ image analysis software
(version 2.7-Perkin Elmer Technologies, Waltham, USA) by using dedicated module to detect nuclei shape in
Dapi following by the intensity tracking by nucleus in channel FITC. A minimum of 100 cells per condition were
analyzed in two independent experiments.

Gene Expression Analysis. Total RNA was extracted using the guanidium thiocyanate/phenol/chloroform
extraction method for frozen muscles and using trizol (15596018, Life technologies) for C2C12 cells as previously
described®'. DNAse treatment was performed (EN0521, Thermo Scientific) and cDNA was obtained using a
reverse transcription kit (High-capacity cDNA reverse transcription Kit, Life Technologies). Quantitative gPCR
was performed using specific primers (Supplemental Table 1) and the Brillant I SYBR Green QPCR Master Mix
(Agilent Technologies). Results were analyzed with the standard delta Cycle Threshold method and normalized
to the expression of PPia (Cyclophilin A).

Chromatin ImmunoPrecipitation (ChIP). ChIP experiments were performed as previously described *
using the anti-Rev-erb-a (1:50, #13418, Cell Signalling) and normal rabbit IgG (1:250, #2729, Cell Signalling)
antibodies following manufacturer’ instructions. Briefly, differentiated C2C12 cells were crosslinked with 1%
paraformaldehyde for 10 min. Extracted nuclei were resuspended in lysis buffer (Tris-HCI 50 mM pH8.0, EDTA
10mM, SDS 1%, protease inhibitor cocktail). Chromatin was then sheared for 20 min using a water-cooled
Bioruptor (Diagenode) and diluted 10 times with the dilution buffer (Tris HCl 20 mM pH8.0, Triton X-100 1%,
Glycerol 5%, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, protease inhibitor cocktail from Roche). 100 ug of DNA were used per
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IP and recovered chromatin was purified using QIAquick PCR clean up kit (Qiagen). Immunoprecipitated DNA
was analysed by qPCR and normalized to input samples and negative DNA region.

Proteasome activity. The 20S Proteasome Activity Assay kit (APT, Millipore, Billerica, MA, USA) was used
to measure the proteasome activity according to the manufacturer’s instructions.

Statistics. To compare two groups, data were analysed using the Mann-Whitney test or the two-tailed
unpaired student’s -test after being assessed for normality. One-way ANOVA with Bonferroni post-hoc analysis
was used to compare more than 2 groups. Qualitative traits (i.e. area frequency distribution) were analysed with
a Chi? test. Statistical significance is shown on the graphs (*p < 0.05; **p < 0.01; **¥p < 0.001; ***¥*p<0.0001).
Statistical methodologies used for each data set are indicated in the figure legends. Prism 6.0 (GraphPad Software
Inc., USA) was used for statistical analysis.
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Nuclear Receptor Subfamily 1 Group D Member 1 Regulates ®
Circadian Activity of NLRP3 Inflammasome to Reduce the
Severity of Fulminant Hepatitis in Mice
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BACKGROUND & AIMS: The innate immune system responds
not only to bacterial signals, but also to non-infectious danger-
associated molecular patterns that activate the NLRP3 inflam-
masome complex after tissue injury. Immune functions vary
over the course of the day, but it is not clear whether these
changes affect the activity of the NLRP3 inflammasome. We
investigated whether the core clock component nuclear
receptor subfamily 1 group D member 1 (NR1D1, also called
Rev-erba) regulates expression, activity of the NLRP3 inflam-
masome, and its signaling pathway. METHODS: We collected
naive peritoneal macrophages and plasma, at multiple times
of day, from Nrld1”™ mice and their Nrid1'/" littermates
(controls) and analyzed expression NLRP3, interleukin 14
(IL1B, in plasma), and IL18 (in plasma). We also collected bone
marrow-derived primary macrophages from these mice. Levels
of NR1D1 were knocked down with small hairpin RNAs in
human primary macrophages. Bone marrow-derived primary
macrophages from mice and human primary macrophages
were incubated with lipopolysaccharide (LPS) to induce
expression of NLRP3, IL1B, and IL18; cells were incubated with
LPS and adenosine triphosphate to activate the NLRP3 complex.
We analyzed caspase 1 activity and cytokine secretion. NR1D1

was activated in primary mouse and human macrophages by
incubation with SR9009; some of the cells were also incubated
with an NLRP3 inhibitor or inhibitors of caspase 1. Nrid1”/~
mice and control mice were given intraperitoneal injections of
LPS to induce peritoneal inflammation; plasma samples were
isolated and levels of cytokines were measured. Nr1d1”~ mice,
control mice, and control mice given injections of SR9009 were
given LPS and D-galactosamine to induce fulminant hepatitis
and MCC950 to specifically inhibit NLRP3; plasma was
collected to measure cytokines and a marker of liver failure
(alanine aminotransferase); liver tissues were collected and
analyzed by quantitative polymerase chain reaction, immuno-
histochemistry, and flow cytometry. RESULTS: In peritoneal
macrophages, expression of NLRP3 and activation of its com-
plex varied with time of day (circadian rhythm)—this regula-
tion required NR1D1. Primary macrophages from Nrid1”"
mice and human macrophages with knockdown of NR1D1 had
altered expression patterns of NLRP3, compared to macro-
phages that expressed NR1D1, and altered patterns of IL1B and
1L18 production. Mice with disruption of Nridl developed
more-severe acute peritoneal inflammation and fulminant
hepatitis than control mice. Incubation of macrophage with the
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EDITOR’S NOTES

BACKGROUND AND CONTEXT

Deregulation of NLRP3 inflammasome participates in the
development of sterile inflammatory diseases. Although
the precise regulation of the NLRP3 inflammasome is of
utmost importance in innate inflammation, whether it is
controlled by the biological clock remained unknown.

NEW FINDINGS

NLRP3 expression and secretion of inflammasome-
matured inflammatory cytokines by human and mouse
macrophages oscillate diurnally under the control of
Rev-erba/NR1D1. Activation of NR1D1 reduced the
severity of peritonitis and fulminant hepatitis in mice.

LIMITATIONS

Whether NR1D1 activation may ameliorate NLRP3-driven
acute or chronic inflammatory disease remains to be
demonstrated in humans.

IMPACT

The clock component Rev-erba/NR1D1 may represent an
attractive therapeutic target to treat NLRP3-dependent

inflammatory diseases.

NR1D1 activator SR9009 reduced expression of NLRP3 and
secretion of cytokines. Mice given SR9009 developed less-
severe liver failure and had longer survival times than mice
given saline (control). CONCLUSIONS: In studies of Nridl™~
mice and human macrophages with pharmacologic activation of
NR1D1, we found NR1D1 to regulate the timing of NLRP3
expression and production of inflammatory cytokines by
macrophages. Activation of NR1D1 reduced the severity of
peritoneal inflammation and fulminant hepatitis in mice.

Keywords: Immune Regulation; Biological Clock; Acute Liver
Failure; Rev-erba.

F ulminant hepatitis (FH) is a life-threatening
pathologic condition characterized by a fast-
evolving hepatic dysfunction associated with encephalopa-
thy and coagulopathy." FH is triggered by numerous
etiological factors, such as viral infection, absorption of toxic
compounds, metabolic and genetic diseases." However, the
overdose of drugs such as acetaminophen is still the main
cause of FH. Acetaminophen accumulation leads to P450-
mediated overproduction of toxic metabolites provoking
oxidative stress, mitochondrial membrane potential loss,
and hepatocellular death. This entrains the release of
danger-associated molecular pattern (DAMPs) and activa-
tion of the innate immune system, leading to secretion of a
large number of pro-inflammatory mediators." So far, no
specific treatment is available besides liver transplantation,
resulting in an urgent need to identify pharmacologic
targets and to uncover the underlying mechanisms.
Organisms rely on a well-conserved molecular clock-
work in order to anticipate changes imposed by the rotation
of the Earth and gate physiological processes to the most
appropriate time frame.” Immune functions vary according

Gastroenterology Vol. 154, No. 5

to the time of day, and clock disruption leads to inflamma-
tory diseases.’ ® Indeed, mounting evidences argue for the
existence of a circadian rhythmicity in several immune
functions, including trafficking and abundance of blood
leukocytes and their recruitment to tissues,”* ™’ although
the underlying mechanisms are not elucidated yet. The
importance of appropriate timing of the immune response is
supported by the more severe response to endotoxin, that is
increased macrophage cytokine production and increased
mortality upon clock dysfunction during chronic jetlag.'”

The biological clock is a complex network of transcrip-
tion factors and interlocked transcriptional feedback loops
that orchestrate circadian rhythms of various physiological
processes.”” Clock dysfunction is associated with the
development of metabolic and cardiovascular disorders, as
well as cancers and, as described here, immune defects,
underscoring its central role in behavior and physiology.
Among the core clock components, the ligand-activated
nuclear receptor and transcriptional repressor NR1D1 par-
ticipates in the circadian control of hepatic glucose, lipid,
and bile acid metabolism''~'“; muscle mitochondrial activ-
ity'”; and body temperature.'” Lymphoid organs and
immune cells, such as macrophages, harbor an intrinsic
clockwork that drives circadian transcription of genes
involved, for instance, in interleukin (IL) secretion and the
Toll-like receptor (TLR)-4 inflammatory pathway, leading to
marked circadian variations in the response to endotoxin or
bacterial challenge.'”"*' Interestingly, NR1D1 has previ-
ously been linked to the immune system, as it represses
TLR4 and Cx3crl expression in macrophages.””*? In addi-
tion, lipopolysaccharide (LPS)-treated peritoneal macro-
phages from Nr1d1”~ mice display increased Ccl2 (Mcp1)
expression, whereas pharmacologic activation of NR1D1
represses the expression and release of 1L6.%’

The innate immune system recognizes and responds not
only to bacterial components but also to non-infectious,
structurally diverse DAMPs, such as crystals or extracel-
lular adenosine triphosphate (ATP),”**° mounting an
immune response to clear these factors.’” The NLRP3
inflammasome complex is central to this response and is
activated by a 2-step mechanism. Nirp3 gene expression is
first primed by pro-inflammatory stimuli, such as LPS or
neutrophil extracellular traps.”*?° DAMPs then act as
secondary signals to trigger several pathways activating
the NLRP3 inflammasome, including ATP-activated
potassium efflux, translocation to mitochondria, reactive
oxygen species production, and release of mitochondrial

Abbreviations used in this paper: ASC, apoptosis-associated Speck-like
protein containing a Caspase recruitment domain protein; ATP, adeno-
sine triphosphate; BMDM, bone marrow-derived macrophage; ChIP,
chromatin immunoprecipitation; DAMPs, danger-associated molecular
pattems; D-GalN, o-galactosamine; FH, fulminant hepatitis; IL, interleukin;
LPS, lipopolysaccharide; MDM, monocyte-derived macrophage; mRNA,
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DNA, cardiolipin, and crystal-activated lysosomal
cathepsins.”*?%?%-31 Upon activation by infection or cellular
stresses, the NLRP3 inflammasome complex elicits the
maturation of the pro-inflammatory cytokines IL1B and
IL18.** Importantly, deregulation of NLRP3 participates in
the development of IL18 and IL1B-driven auto-inflamma-
tory diseases, including atherosclerosis, gout, and rheuma-
toid arthritis, where accumulation of crystals of cholesterol,
uric acid, or hydroxyapatite is perceived as an endogenous
sterile stress,”"**7*® calling for therapeutic strategies to
modulate inflammasome signaling. In addition, NLRP3
expression is increased in viral and drug-induced FH,
although its actual role in these pathologic conditions is still
underinvestigated.””" Although the precise regulation of
the NLRP3 inflammasome complex is of utmost importance
in innate inflammation, whether it is controlled by the
biological clock has not yet been demonstrated.

Here, we show that susceptibility to LPS/D-
galactosamine (D-GalN)-induced FH depends on the time
of challenge in mice. Interestingly, we demonstrate that
expression and activation of the NLRP3 inflammasome
pathway oscillate in a daily manner under the direct control
of NR1D1 in primary mouse and human macrophages.
Macrophages from Nr1d1”~ mice or human macrophages in
which Nr1d1 has been silenced mature and secrete higher
amount of IL1B and IL18 in a NLRP3-dependent manner in
response to DAMPs. The pathophysiological relevance of
these observations has been tested in vivo. We demonstrate
that the inflammasome is activated during peritonitis and
acute hepatic liver failure. Furthermore, NR1D1 deletion
results in a higher NLRP3 inflammasome pathway activa-
tion, leading to exacerbated peritonitis and FH, whereas
pharmacologic NR1D1 activation attenuates leukocyte
infiltration, inflammasome activation, and liver injury,
thereby delaying death and improving the rate of survival
from FH. Collectively, these data identify NR1D1 as a
pharmacologic target for NLRP3-dependent inflammatory
disorders and, in particular, in the context of acute FH.

Methods

See the Supplementary Material.

Results

Diurnal Variations in the Rate and Duration of
Survival After Fulminant Hepatitis Induction

FH is an acute liver injury resulting from massive
hepatocyte apoptosis, hemorrhagic necrosis, and inflam-
mation. Low doses of LPS in combination with the specific
hepatotoxic agent D-GalN promote specific liver injury in
mice and induce the production of inflammatory cytokines
(tumor necrosis factor [TNF]e, IL1B, and IL6),*” thus reca-
pitulating the clinical picture of acute liver injury in
humans.”” For these reasons, the LPS/D-GalN-induced he-
patic injury is a widely used mouse model to understand FH
and its pharmacologic treatment.’” "' Because the clock
machinery controls the circadian behavior of the immune
system, we hypothesized that the outcome of FH may
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depend on the time of hepatitis induction. Mice were thus
challenged with LPS/D-GalN every 4 hours and their sur-
vival duration and rate was monitored for 48 hours. Strik-
ingly, we demonstrate that death occurs after only 5 hours
for all mice challenged with LPS/D-GalN at zeitgeber (ZT)
16, while the survival duration of mice injected at ZT20 or
ZTO increases up to 8.5 hours, with a survival rate reaching
40% (Figure 14 and 1B). Thus, mice display dramatic daily
differences in their susceptibility to LPS/D-GalN-induced
FH, indicating a role of the circadian clock therein. We then
searched for the oscillating pathways involved in these in-
flammatory processes.””**

The NLRP3 Inflammasome Pathway Displays
Circadian Rhythmicity

Because the NLRP3 inflaimmasome pathway is the
central sensor of DAMPs released from necrotic tissues and
may therefore play an essential role in FH pathophysiology,
we next determined whether Nirp3, Il13, and 1118 gene
expression, as well as cytokine levels, vary during the course
of the day in macrophages isolated every 4 hours from
the peritoneum of non-stimulated mice. Analysis of
messenger RNA (mRNA) levels from CD11b™ peritoneal
exudate cells (PECs) reveals that Nirp3, 1118, and Il1( gene
expression (Supplementary Table 1) display strong daily
variations, with a minimum expression peak (nadir) at ZT4-
8 and a maximum expression level (zenith) at ZT16-20
(Figure 1C-1E and Supplementary Figure 1). Accordingly,
IL1B and IL18 secretion also shows cyclic variations in vivo
(Figure 1F and 1G and Supplementary Figure 1). Accord-
ingly, similar oscillations were observed in synchronized
mouse bone marrow-derived macrophages (BMDM)
(Supplementary Figures 1 and 2A4-2E) and human
monocyte-derived macrophages (MDM) (Supplementary
Figures 1 and 2F-2)).

NR1D1 Governs Circadian Rhythmicity of the
NLRP3 Inflammasome Pathway

Interestingly, Nirp3 gene expression is maximal at the
time Nrldl reaches a nadir (ZT20) (Figure 1C vs 1H,
Supplementary Figure 14 vs 1D and Supplementary
Figure 2F vs 2I). Thus, we wondered whether the rhyth-
micity observed in Nirp3 inflammasome expression and
IL1B and IL18 expression and secretion is under the direct
control of NR1D1. Analysis of Nr1d1™”~ PECs and synchro-
nized BMDM revealed an altered rhythmicity of Nirp3
expression compared to the one in Nrld1™/" PECs and
synchronized BMDM (Figure 1€ and Supplementary
Figure 2D), demonstrating that NR1D1 is essential to drive
circadian Nirp3 gene expression. Accordingly, oscillations in
1113 and 1118 mRNA levels were blunted or phase-shifted in
Nr1d1™/~ PECs and synchronized BMDM compared to
Nr1d1™/* cells (Figure 1D and 1E and Supplementary
Figure 2E). Bmall (Arntl) was measured as a control for
NR1D1 activity (Supplementary Figure 2C and 2H). The
secretion of IL1B and IL18, which is rhythmic in Nr1d1™/"
mice (Figure 1F and 1G), was found phase-delayed in
Nr1d1™”~ mice. Collectively, our data demonstrate that
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Figure 1. NR1D1 controls daily variations in NIrp3 expression and activation, and IL1B and IL18 secretion. (A) Survival
time and (B) survival rate after FH induction every for 4 hours. Data are means + SEM (n = 4). ™P < .001 as determined
by log-rank Mantel-Cox (A) and log-rank (B) test. (C) Nirp3, (D) /118, (E) 113, and (H) Nrid1 mRNA levels in CD11b"
PECs from unstimulated Nr1d7"’" or Nrid7”~ mice obtained by peritoneal lavage around the clock (ZT4— ZT4).
(F) Secreted IL18 and (G) IL1B in peritoneal lavages from unstimulated Nrid?™" or Nrid1”~ mice around the
clock (ZT4 — ZT4). Data are means + SEM (n = 4-7). *P < .05; P < .01; ™P < .001 as determined by 2-way analysis of
variance (ANOVA) and Bonferroni post-hoc test to compare Nr1d1™/* and Nr1d1™~. °P < .05; *°P < .01; °>°P < .001
as determined by 1-way ANOVA test to compare Nrid7*/*. SP < .05; ®%P < .01; %P < .001 as determined by
1-way ANOVA test to compare Nr1d1~". Cosinor analysis is given in Supplementary Figure 1. ZT0, lights on, ZT12, lights
off.
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NR1D1 drives circadian Nirp3 expression and ensuing
rhythmic IL1B and IL18 secretion.

NR1D1 Directly Regulates Nirp3 Gene
Expression and Activation in Macrophages

NLRP3 expression is enhanced by exposure to pathogens
and is activated by specific, structurally diverse molecular
patterns associated with danger, such as extracellular ATP
released by injured cells and the presence of microbial
toxins, including nigericin or accumulated crystals
(eg cholesterol, alum).”*** We thus investigated whether
NR1D1 directly controls NLRP3 expression and activation in
human MDMs and mouse primary BMDMs after LPS prim-
ing. NIrp3 mRNA levels were significantly higher in
LPS-primed mouse and human macrophages in absence of
Nr1d1 (Figure 24 and 2B). Interestingly, analysis of chro-
matin immunoprecipitation (ChIP) sequencing and 5'GRO
sequencing data from RAW264.7 cells*® indicated that
NR1D1 occupies 2 sites located at -0.2 and -1.2 kb from the
transcription start site, and inhibits de novo transcription
from the -1.2-kb site (Supplementary Figure 3A4). ChIP
experiments showed that NR1D1 also occupies these 2 sites
in wild-type BMDMs, as well as 2 additional response ele-
ments at -4.4 and -4.2 kb identified by in silico analysis
(Figure 2C). Consistent with an active repression of these
sites by NR1D1, we observed an increase of H3K27me3, a
histone mark associated with a transcriptional repression®*
in wild-type compared to Nrildl-deficient BMDMs
(Figure 2D). Interestingly, the lack of a functional DNA
binding domain in NR1D1 mimics the effect of Nrid1 defi-
ciency on NIrp3 mRNA levels in LPS-treated BMDM
(Figure 2E), thus emphasizing the importance of direct
binding of NR1D1 to DNA in this regulatory mechanism.
Interestingly, 1-hour LPS treatment strongly decreased
NR1D1 binding to these sites, likely allowing a de-
repression of the NLRP3 pathway in response to inflam-
matory stimuli, when a full response is needed to restore
homeostasis (Figure 2C). Accordingly, short exposure to LPS
increased Nirp3, 1116, and 1118 mRNA expression, but did not
alter either Nrldl or Nrld2 mRNA levels (Supplementary
Figure 3B-3F), thus suggesting that LPS priming triggers
NR1D1 removal from its response elements without
affecting its expression. However, prolonged exposure to
LPS decreases Nrldl and Nrld2 gene expression
(Supplementary Figure 44 and 4B, and Supplementary
Figure 4E and 4F), without changing their phase in syn-
chronized BMDMs (data not shown). It is thus likely that
both phenomena (decreased expression and binding)
concur in vivo. In addition, NIrp3 protein levels were higher
in BMDMs from Nrid17~ mice (Figure 2F and
Supplementary Figure 3G and 3H). Upon activation by
DAMPs, the NLRP3 protein associates with the apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase
recruitment domain protein (ASC) to form ASC specks,"* a
hallmark of cellular activation of the NLRP3 inflammasome.
Nr1d1 deficiency led to a marked elevation of the number of
cells displaying ASC specks upon ATP or nigericin activation
(Figure 2G and 2H), indicating that NR1D1 regulates NLRP3
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inflammasome complex formation. These findings implicate
NR1D1 as a negative regulator of NLRP3 expression and
activation in vitro. Furthermore, NR1D2 knockdown did not
affect NIrp3 mRNA levels in BMDM (Figure 2/ and
Supplementary Figure 44 and 4B), but enhanced NLRP3 as
well as IL13 and IL18 expression in LPS-primed human
MDMs (Supplementary Figure 4C-4F), suggesting that the
Nrid2 isotype is not involved in this process in mouse
macrophages, but displays redundant, and not synergistic,
activity with NR1D1 in human macrophages. Finally, NR1D1
deletion did not affect other inflammasomes, such as AIM2
(Supplementary Figure 5A4) or AIM2-mediated IL1B and
[L18 maturation and secretion in LPS-primed BMDM chal-
lenged with the AIM2 activator poly(dA:dT) (Supplementary
Figure 5B and 5C).

NR1D1 Controls NLRP3-Dependent
Maturation and Secretion of IL1B and IL18
in a Caspase-1-Dependent Manner

The NLRP3 inflammasome complex regulates IL18 and
IL1B processing and secretion at the post-transcriptional
level through the oligomerization and auto-cleavage of an
inactive p45 pro-caspase-1 precursor into active p20 and
pl0 caspase-1 subunits responsible for the subsequent
maturation of IL1B and 1L18.°***** Nrid1 deficiency did
not affect casp1 gene expression (Supplementary Figure 64)
or p45 protein amount (Figure 34 and 3B and
Supplementary Figure 6B and 6C), but enhanced caspase-1
maturation in LPS-primed BMDMs that were either
unstimulated or ATP-stimulated to activate the NLRP3
inflammasome (Figure 34 and Supplementary Figure 6D).
Consistently, NRID1 knockdown in human MDMs
(Supplementary Figure 74) and NR1D1 deletion in BMDMs
(Figure 3C and Supplementary Figure 7B) increased IL1B
secretion after LPS priming and activation with ATP.
Similarly, IL18 secretion in culture medium from activated
macrophages was increased (Figure 3D and Supplementary
Figure 7C). In addition, NR1D1 activation by its natural
ligand hemin'® decreased LPS-primed ATP-stimulated IL1B
and IL18 secretion (Figure 3E and 3F and Supplementary
Figure 84) in BMDMs and human MDMs. Although IL1B
and IL18 may be processed by other caspases, such as
caspase-8 or caspase-11,"""" the increase in IL1B and IL18
secretion in Nrld1”/~ BMDMs is caspase-1- and NLRP3-
dependent, because it was abolished by caspase-1 inhibi-
tion (Figure 3C and 3D and Supplementary Figure 94 and
9B) and Nirp3 silencing (Figure 3G and 3H). Accordingly,
addition of MCC950, a specific NLRP3 inhibitor,"® blunted
the effect of NR1D1 activation by hemin on IL1B and IL18
secretion (Figure 3E and 3F). Altogether, these results
demonstrate that NR1D1 regulates macrophage IL1B and
[L18 maturation and secretion in a NLRP3-dependent
manner in vitro.

NR1D1 Also Regulates II13 and 1118 at the
Gene Expression Level

In addition to its role on NLRP3-dependent IL18 and
IL1B maturation, we also assessed whether NR1D1
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sequencing data analysis from NR1D1-overexpressing
RAW264.7 macrophages®® indicate that NR1D1 binds to
the /118 promoter and inhibits its de novo transcription
(Supplementary Figure 10). ChIP quantitative polymerase
chain reaction analysis demonstrated that endogenous
NR1D1 also binds to the Il13 promoter in BMDMs, thus
showing that NR1D1 directly regulates [l13 expression
(Figure 4E). In addition, impairment of NR1D1 direct DNA
binding enhances /113 gene expression (Figure 4F), which,
together with the ChIP experiment results, suggests that
NR1D1 directly inhibits II18 gene transcription. Finally,
NR1D2 knockdown did not affect Il18 gene expression in
mouse macrophages (Figure 4G), but enhanced Il138 gene
expression in human MDM (Supplementary Figure 4D), as
well as IL1B and IL18 secretion (Supplementary Figure 4G
and 4H). However, no synergistic effect with Nridl
deficiency was observed, highlighting the redundant role of
NR1D2 in the regulation of this pathway.

Pharmacologic Activation of NR1D1 Inhibits
the NLRP3 Inflammasome Pathway

Because Nrild1 deficiency enhances the NLRP3 inflam-
masome pathway, we hypothesized that ligand-mediated
activation of NR1D1 inhibits NLRP3 expression and subse-
quent maturation of IL1B. Indeed, pharmacologic activation
of NR1D1 with SR9009'° down-regulated Nirp3 gene
expression in LPS-primed BMDMs (Figure 54) and lowered
NLRP3 protein amount (Figure 5B and Supplementary
Figure 8B). Similar effects were observed in SR9009- and
hemin-stimulated human MDMs (Figure 5C and
Supplementary Figure 8C). In addition, SR9009 and hemin
activation of NR1D1 decreased /118 and 1I118 mRNA levels
(Figure 5D-5F and Supplementary Figure 8D and 8E), as well
as IL1B and IL18 protein amount, maturation, and secretion
(Figures 3E and 3F and 5G-5/) in BMDMs and human MDMs.
Altogether, these results emphasize the pharmacologic
potential of NR1D1 to control the inflammasome and pro-
inflammatory pathways in innate immune cells.

NR1D1 Attenuates NLRP3-Mediated
Inflammation in Acute Peritonitis

We next determined whether NR1D1 regulates the
NLRP3 inflammasome in vivo in an acute model of sterile

P
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peritoneal inflammation. Mice were pretreated or not with
the NLRP3 inhibitor MCC950 and challenged by intraperi-
toneal administration of LPS and alum to specifically acti-
vate the NLRP3 signaling pathway."” IL1B in the peritoneum
and IL1B and IL18 plasma levels were higher in Nrid1”~
compared to Nr1d1™/" mice, especially upon LPS-priming
and alum activation of NLRP3 (Figure 6A-6C). Remark-
ably, this effect was totally abolished in the presence of
MCC950 (Figure 64-6C).

In response to infection or injection of LPS, macrophage
cytokine secretion displays a circadian pattern with a higher
response toward the end of the light phase compared to
ZT0.”*° Accordingly, IL1B and IL18 secretion displayed
daily variations in peritoneal exudates isolated from mice
intraperitoneally challenged with LPS every 6 hours
(Figure 6D and 6E). Pharmacologic activation of NR1D1
with SR10067 decreased IL1B and IL18 secretion in LPS-
injected mice around the clock and reduced the time-of-
day variations in LPS-stimulated cytokine secretion
(Figure 6D and 6E) indicating that NR1D1 activation nor-
malizes the daily fluctuations of the NLRP3 inflammasome
pathway in conditions of an overstimulated inflammatory
response. In addition, the higher IL1B secretion observed in
LPS/alum-challenged Nr1d1”~ mice sacrificed at ZT8 was
completely blunted when the peritonitis was induced 12
hours apart in mice that were sacrificed at ZT20 (Figure 6F),
that is, when NR1D1 is nearly absent (Figure 6G), consistent
with the concept that NR1D1 regulates the NLRP3 inflam-
masome pathway in a circadian manner. Altogether these
data indicate that NR1D1 inhibits peritonitis through its
action on the NLRP3 inflammasome in vivo.

NR1D1 Prevents NLRP3-Mediated Fulminant
Hepatitis

Interestingly, the NLRP3 inflammasome is enhanced in
MHV-3-induced viral FH,*” and in LPS/D-GalN-induced
acute liver failure.*® In addition, low doses of LPS in com-
bination with D-GalN increase NLRP3 protein and caspase-1
activity.”®*? Therefore, we tested whether NR1D1 may
ameliorate acute liver failure using this experimental
setting.*’

Strikingly, liver damage was strongly increased in
LPS/D-GalN-injected Nr1d1™~ mice compared to littermate

Figure 2. NR1D1 directly regulates the NLRP3 inflammasome in macrophages. Niro3 mRNA levels in control (CTRL) and LPS-
primed (LPS) (A) BMDMs from Nr1d7"/* and Nr1d1™ mice and in (B) MDMs transfected with small interfering RNA (siRNA)
against Nr1d1 (siNr1d1) or a scrambled siRNA (siCTRL) (n = 3). Data are represented as means + SD. ™P < .001 as deter-
mined by 2-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni post-hoc test. (C) ChIP analysis of NR1D1 occupancy
to the Nirp3 promoter in control (vehicle) or LPS-primed (for 1 hour) BMDMs. The top diagram represents putative Rev-erb
response elements (RevREs) unveiled by Matinspector promoter analysis. Down, ChIP analysis from 1 representative
experiment. (D) ChlP analysis of H3K27me3 at the Nirp3 promoter in Nr1d1** and Nr1d1”~ BMDMs. (Q Nirp3 mRNA levels in
BMDMs from Nr1d1Floxed/Floxed.| yg\M+/+ (Nr1g1Floxed/Floxed) o NppgpFloxediFloxed. | yg\Cre+ (Nr1d1PBPmuY mice. (F) NLRP3
protein expression in control (CTRL) and LPS-primed ATP-activated (LPS ATP) BMDMs from Nr1d71*/* or Nrid1™ mice
(n = 3). Top, the Western blot and down, its quantification. *P < .001 as determined by 2-way ANOVA followed by a Bon-
ferroni post-hoc test. (G) ASC specks formation and (H) its quantification in LPS-primed BMDMs from Nr1d1""" and Nr1d1™"
mice treated with ATP, nigericin, or vehicle (CTRL). Results are presented as mean percentage of cells displaying ASC
specks + SD. *P < .05; *™P < .001 as determined by 2-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test. () NiIro3 mRNA
levels in BMDMs from Nr1d7 /" and Nr1d1~~ mice transfected with siRNA against Nr1d2 (siNr1d2) or a scrambled siRNA
(siCtrl) (n = 3). Data are represented as means + SD. **P < .001 as determined by 2-way ANOVA followed by a Bonferroni
post-hoc test.
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Figure 3. NR1D1 regulates IL18 and IL1B maturation and secretion in a NLRP3 inflammasome-dependent manner. Caspase-1
protein (sub-unit p10, p20), its intermediate maturation product (p35), and the immature form (p45) expression in supernatant
(A) or lysate (B) from LPS-primed (LPS) and ATP-activated (LPS/ATP) or not (/) BMDMs from Nr1d1™"" (Ra''") and Nr1d1™~
(Ra™") mice (representative of 3 independent experiments). (C) IL1B and (D) IL18 secreted by LPS-primed and ATP-activated
BMDMs isolated from Nr1d7"/* or Nr1d1~~ mice that were treated with low dose of caspase inhibitor z-VAD-fmk (z-VAD-fmk)
or not (vehicle) (n = 3). (E) IL1B secreted by LPS-primed and ATP activated (ATP) or not (CTRL) BMDMs treated with (hemin) or
its vehicle (vehicle) and with NLRP3 inhibitor MCC950 or not (saline) (n = 3). (F) IL18 secreted by LPS-primed and ATP-
activated (ATP) or not (CTRL) MDMs treated with (hemin) or its vehicle (vehicle) and with NLRP3 inhibitor MCC950 or not
(saline) (n = 3). (G) IL1B and (H) IL18 secreted by LPS-primed and ATP-activated BMDMs isolated from Nr1d1*/* or Nr1d1~"~
mice in which NLRP3 was silenced (small interfering RNA [siRNA] NLRP3) or not (SiRNA CTRL) (n = 3). The top Western blot (G)
shows NLRP3 protein silencing. Data are represented as means + SD.™P < .001 as determined by 2-way ANOVA followed by
a Bonferroni post-hoc test.

controls, while NLRP3 inhibition by MCC950 treatment (Figure 7C and Supplementary Figure 11A4). Finally, the
protected Nr1d1™”~ mice from liver failure (Figure 74 and induction of caspase-1 activity (Figure 7D), liver Nlrp3 and
7B). NR1D1 deletion induced hepatic F4/80 and Ccl2 gene [l11( gene expression, and IL1B secretion (Figure 7E and 7F
expression suggesting enhanced macrophage infiltration and Supplementary Figure 11B) by LPS/D-GalN treatment,
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enhanced in FH and plays an important role in the regula- regulation of the NLRP3 inflammasome pathway. As ex-
tion of innate inflammatory responses. We thus verified pected, hepatic TNFa gene expression was increased in

4

Figure 5. NR1D1 pharmacologic activation inhibits the NLRP3 inflammasome pathway in primary macrophages. (A) Nirp3
mRNA levels in LPS-primed (LPS) or not (NT) BMDMs treated with SR9009 (n = 3). (B) NLRP3 protein levels in LPS-primed
(LPS) or not (/) BMDMs treated with SR9009 or dimethyl sulfoxide (DMSO) (representative of 3 independent experiments).
(C) NLRP3 and (E) IL18 mRNA levels in LPS-primed human MDMs pretreated with SR9009 or not (vehicle) (n = 3). (D) //18 and
(F) 1118 mRNA levels in LPS-primed BMDMSs pretreated or not with SR9009 (n = 3). (G) Pro- and matured IL1B protein
expression in LPS-primed BMDM or not (NT) and treated with SR9009 or not (Vhc). (H) IL1B secretion in LPS-primed and ATP-
activated BMDMs pretreated with SR9009 or not (vehicle) (n = 3) (/) IL1B and (J) IL18 secretion in LPS-primed and ATP-
activated human MDMs pretreated with SR9009 or not (Vehicle) (n = 3). Data are represented as means + SD. °°°P < .001
in LPS vs unstimulated vehicle condition (A); *P < .05; P < .01; ™P < .001 as determined by 1-way analysis of variance
(ANOVA) (A) or 2-way ANOVA (C—F, H—J) followed by a Bonferroni post-hoc test.
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LPS/D-GalN-challenged mice. However, it was not affected
by NR1D1 deletion (Supplementary Figure 11C). In addition,
although TNFa treatment enhances I/13 and Nirp3 gene
expression in BMDM, Nri1d1 deficiency did not affect the
effect of TNFa on this pathway (Supplementary Figure 11D
and 11E). We next assessed whether NR1D1 activation can
inhibit FH. As expected, control mice died 6.5 hours after
LPS/D-GalN injection at ZT2 and approximately 90% were
dead by 9 hours. Strikingly, SR9009-treated mice lived
longer compared to vehicle-treated mice and the majority of
mice survived from FH (approximately 70% survival rate of
SR9009 pretreated mice) (Figure 7G). The increased sur-
vival rate upon SR9009 treatment was associated with
decreased LPS/D-GalN-induced hepatic hemorrhage
(Supplementary Figure 11F). SR9009 pretreatment strongly
decreased the induction of alanine aminotransferase, a
marker of hepatic dysfunction, by LPS/D-GalN (Figure 7H)
and improved liver appearance (Supplementary Figure 11G).
In addition, SR9009 prevented the increase of hepatic F4/80
(Figure 7I) and Ccl2 (Supplementary Figure 11I) gene
expression, caspase-1 activity (Figure 7/), hepatic NIrp3 and
1113 gene expression (Figure 7K and 7L), and IL1B blood
levels (Supplementary Figure 11H) after LPS/D-GalN injec-
tion. It is noteworthy that co-treatment with MCC950 and
SR9009 resulted in similar, but not additive, effects on
alanine aminotransferase activity and inflammasome
pathway gene expression compared to treatment with
MCC950 or SR9009 alone, indicating that NLRP3 mediates
the effect of NR1D1 on these parameters (Figure 7 and
Supplementary Figure 11). In addition, SR9009 treatment did
not alter LPS/D-GalN-induced Tnfa gene expression in liver
(Supplementary Figure 11)). Finally, SR9009, but not
MCC950, decreased the total number of hepatic leukocytes
recruited upon LPS/D-GalN injection (Supplementary
Figure 12A). More precisely, we performed fluorescence-
activated cell sorting analysis, which demonstrates that
SR9009 impaired the recruitment of infiltrating monocytes
and macrophages (Supplementary Figure 12B—12E), as well
as the hepatic recruitment of neutrophils (Supplementary
Figure 12F and 12G). As expected, SR9009, but not
MCC950, inhibited Nipr3, 1113, and 1118 gene expression in
hepatic F4/80" cells isolated from LPS/D-GalN-challenged
mice (Supplementary Figure 12H—12J). Our results indicate
that NR1D1 activation improves mice survival during LPS/
D-GalN-induced FH by decreasing CCL2-mediated hepatic
infiltration of innate immune cells and by inhibiting the
activation of the NLRP3 inflammasome pathway.

<
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Discussion

The nuclear receptors NR1D1 and NR1D2 are now
considered as core components of the clock machinery.
Indeed, Nrid1 deficiency leads to a circadian period short-
ening by a half hour. Although this triggers a subtle activity
phase shift compared to wild-type mice after 1 subjective
day, this results in a dramatic shift after a prolonged
period.'*"? Interestingly, whereas NR1D2 deletion alone
does not trigger any effect on the circadian activity in mice,
the circadian activity of Nr1d1™/"Nr1d2™/~ mice is abolished,
emphasizing the redundant activity of both nuclear
receptors in this context.'> Because their expression itself
displays daily variations, NR1D1 and NR1D2 drive oscilla-
tory expression of their target genes involved, for instance,
in hepatic lipid synthesis and storage,'"'? bile acid syn-
thesis,"” and thermogenesis.'® In addition to its role in the
control of metabolism, Nr1d1’s circadian pattern also has an
important impact on the daily behavior of the immune
system by controlling the circadian variations in cytokine
expression, such as MCP-1/CCL2 and IL-6 in mouse mac-
rophages.”” We provide here new insights on the regulatory
role of NR1D1 in circadian immunity in human and mouse
primary macrophages.

Our results identify NR1D1 as a novel regulator of the
NLRP3 inflammasome, driving circadian rhythmicity in its
expression, activation, and ensuing IL1B and IL18 matura-
tion and secretion (Supplementary Figure 13). We demon-
strate that NR1D1 deletion or silencing in primary mouse
and human MDMs results in exacerbated NLRP3-dependent
IL1B and IL18 production. Our results further show that
NR1D1 attenuates NLRP3-driven inflammation in vivo in
models of acute peritonitis and FH and demonstrate
that pharmacologic NR1D1 activation reduces NLRP3
expression and IL1B and IL18 production by macrophages,
presenting a promising strategy to treat NLRP3-dependent
inflammatory diseases.

Compared to other inflammasomes, NLRP3 is activated
by a plethora of signals of different biological origin, such as
bacterial, fungal and viral pathogens, pore-forming toxins,
crystals, aggregates (§-amyloid) and DAMPs (ATP).*" As
such, NLRP3 is a key platform centralizing the detection of
different signals to activate pro-inflammatory cytokine
maturation and secretion. Because of this central role, a
better understanding of the mechanisms that govern NLRP3
inflammasome activation is an important step toward the
development of novel therapeutic strategies to combat

Figure 7. NR1D1 prevents the development of FH through regulation of the NLRP3 inflammasome. (A-F) Nr1d1*/* or Nr1d1~~
mice were pretreated with MCC950 or saline and then intraperitoneally injected with LPS plus D-GalN or phosphate-buffered
saline as control (Ctrl). (A) Representative liver appearance, (B) serum alanine aminotransferase (ALAT) activity, (C) liver F4/80
mRNA levels, (D) caspase-1 activity in tissue sections (fluorescence mean intensity [FMI]) and (E) Nirp3 and (F) /113 mRNA
levels in liver from each group as described. Data are represented as means + SEM (n = 5-11).*P < .05; ™P < .01; ™P < .001
as determined by 2-way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni post-hoc test. (G-L) C57/BI6 mice were pretreated with
SR9009 or vehicle and/or MCC950 and then challenged with LPS/D-GalN or phosphate-buffered saline as control (Ctrl) as
indicated. (G) Kaplan-Meier survival curve of mice challenged with LPS/D-GalN at ZT2 (n = 15 per group). ™P < .0001 as
determined by log-rank test. (H) Serum ALAT activity, (/) liver F4/80 mRNA levels, (J) caspase 1 activity in tissue sections,
and (K) NIrp3 and (L) /18 mRNA levels in liver from each group as described. Data are represented as means + SEM (n = 5-6)
P < .01;™P < .001 as determined by 2-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.
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overactivation of the immune system. Circadian regulation
of immunity has been proposed as a mechanism to prepare
the organism for a higher risk of tissue damage and infec-
tion during the active phase and as a process to anticipate
the regeneration of the immune system during the resting
phase.” Our data demonstrate for the first time that the
molecular clock controls the NLRP3 inflammasome and
subsequent cytokine responses in activated macrophages,
hence supporting the idea that the circadian clock not only
regulates oscillations in blood leukocyte trafficking,” but is
also involved in the very first step of the immune response,
such as pro-inflammatory signal sensing.

The response to pro-inflammatory stimuli such as LPS
depends on the time of pro-inflammatory challenge.**" In
line, our data demonstrate that FH severity depends on the
induction time (Figure 1). Accordingly, treatment of mice at
ZT8 leads to a more pronounced secretion of IL1B and IL18
than at ZT20 (Figure 6), which is inversely correlated with
NR1D1 expression (Figure 1). Because the enhanced
immune response at ZT10-ZT12 is also responsible for a
higher risk of septic shock and death, a well-balanced
circadian immunity appears to be essential to preserve
immune homeostasis.” In this context, it is important that
Nr1d1 activity can be modulated by small synthetic mole-
cules."” Here, we show that pharmacologic activation of
NR1D1 has the potential to restrain immune responses at
specific times of the day (Figure 6).

IL1B secretion has been shown to oscillate diurnally
with a peak during the onset of the active phase.”” Our data
obtained on mouse peritoneum corroborate this finding
(Figure 1G), and we additionally show that secretion of
IL18, the other IL1 family member matured by the NLRP3
inflammasome pathway, also displays daily fluctuations in
macrophages isolated from the peritoneum (Figure 1F).
According to our data obtained from synchronized isolated
human and mouse macrophages, we suggest that these
oscillations are due mainly to the internal clock machinery
of macrophages themselves (Figure 1 and Supplementary
Figures 1 and 2). It is noteworthy that despite the fact
that /116 and 1118 gene expression was not in phase at the
transcriptional level (Figure 1D and 1E), IL1B and IL18
secretion oscillates with the same peaks and nadirs
(Figure 1F and 1G), suggesting that the mere regulation of
cytokine gene transcription is not sufficient to account for
the daily fluctuations of cytokine levels, and that an addi-
tional step, namely post-translational modifications and
maturation, is required to modulate this circadian pattern.
In our study, Nirp3 expression oscillates around the clock
under the control of NR1D1, supporting the idea that NLRP3
circadian rhythmicity may account for the daily pattern of
IL1B and IL18 secretion.

Although the priming of NIrp3 expression is known as a
key step of the inflammatory response,””? the transcrip-
tional control of Nirp3 is poorly understood. Here, we
demonstrate that Nrld1 deficiency strongly alters Nirp3,
11183, and 1118 expression in unstimulated, but also in LPS-
challenged, peritoneal macrophages and in injured livers
from LPS/D-GalN-treated mice (Figures 1 and 7). In addi-
tion, NR1D1 controls NLRP3 complex assembly, caspase-1

Gastroenterology Vol. 154, No. 5

maturation of pro-IL1B and pro-IL18 and their secretion
in response to NLRP3 priming and activation in both human
and murine primary macrophages. Thus, NR1D1 acts
through a 2-pronged mechanism, acting at the transcrip-
tional level to repress Nirp3, 1113, and 1118 gene expression,
and by modulating IL1B and IL18 protein maturation and
secretion through the activation of the inflammasome
complex and caspase-1.

Aberrant activation of the NLRP3 inflammasome is
implicated in the pathogenesis of numerous diseases,
including type 2 diabetes, atherosclerosis, gout, rheumatoid
arthritis, and kidney diseases,”"****** some of which have
also been linked to disruption of the clock.” Our study points
to NR1D1 as a plausible link between a dysregulated clock
and NLRP3-driven pathologies. Indeed, NR1D1 deletion led
to an exacerbated response to acute inflammation, such as
sterile peritonitis (Figure 64A—6C) and drug-induced FH
(Figure 7), for which no therapy other than liver trans-
plantation is effective at improving patient survival. Current
treatments for NLRP3-dependent diseases include IL-
1—targeting strategies” and glyburide.”* We now show that
Rev-erb activation protects against acute liver failure and
improves the survival rate in a mouse model of FH (Figure 7
and Supplementary Figure 11), identifying NR1D1 as a
novel therapeutic target for the treatment of FH. It is
noteworthy that, compared to MCC950, which inhibits
NLRP3, NR1D1 targets not only the NLRP3 inflammasome,
but also Ccl2 expression (Supplementary Figure 12),
macrophage infiltration (Figure 7, Supplementary
Figure 12), and likely LPS signaling through TLR4 regula-
tion,” and therefore may lead to a stronger efficiency
compared to the mere inhibition of the NLRP3 pathway
and IL1 maturation by MCC950. In conclusion, NR1D1
represents an interesting target to control the DAMP-
mediated NLRP3-dependent inflammatory process in a
circadian manner.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material accompanying
this article, visit the online version of Gastroenterology at
www.gastrojournal.org, and at https://doi.org/10.1053/j.
gastro.2017.12.019.
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Supplementary Experimental
Procedures

Mice

The wild-type C57/Bl6 8-week-old female mice used for
pharmacologic investigations were purchased from Charles
River (Orléans, France). Nr1d17~ mice were obtained from
B. Vennstréom and backcrossed for 8 generations with sv129
mice. Nr1d1”®”™* floxed mice were obtained from the
Institut Clinique de la Souris (Illkirch, France) and charac-
terized elsewhere." Myeloid-specific Nr1d1”2”™* mice were
generated by breeding C57/BI6 Nr1d1”5P™ut /% mice with
LysM“/* mice from the Jackson Laboratory (https://www.
jax.org/). Mice were housed in a 12-hour:12-hour light to
dark cycle and fed a chow diet ad libitum. All animal pro-
cedures conducted at Lille were approved by the local ethics
committee (CEEA75). Mouse experimentation performed in
wild-type mice at St Louis University were approved by the
St Louis University Institutional Animal Care and Use
Committee.

Circadian Rhythm

Nr1d1”~ and Nr1d1™/" mice were sacrificed around the
clock every 4 hours (ZTO light on, ZT4, ZT8, and ZT12; light
off, ZT16, ZT20, and ZT24). Peritoneal lavage was per-
formed with 1x phosphate-buffered saline (PBS) (4 mL
Dulbecco’s PBS 10x, 14200-067; Gibco, Life Technology,
Gaithersburg, MD) and then cells were recovered by
centrifugation at 600g for 10 minutes. Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for IL1B and IL18 was
performed using the supernatant. Exudates were concen-
trated using Amicon 3K (Merck Millipore, Billerica, MA)
and CD11b" PECs were purified using CD11b magnetic
beads according to the manufacturer protocol (130-041-
801, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). RNA
from CD11b™ cells were extracted and analyzed as
described here.

Bone Marrow-Derived Macrophages

Bone marrow hematopoietic stem cells were isolated
from tibia and femur of mice. They were cultured during 1
week in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
without phenol red (ref 31053-028; Gibco, Life Technology)
supplemented with gentamycin (0.4%), L-glutamine (1%;
Sigma-Aldrich, Lyon, France), 20% L929-conditioned me-
dium containing macrophage colony-stimulating factor and
20% fetal bovine serum (FBS). If applicable, cells were
pretreated overnight either with hemin (H9039; Sigma-
Aldrich) (6 umol/L) or SR9009 (cat 554726; Merck
Millipore) (10 umol/L) and then co-treated with LPS.

For RNA analysis, macrophages were cultured 3 hours
with LPS (isotype 0111:B4; Sigma-Aldrich) (100 ng/mL) or
3, 6, or 24 hours with recombinant murine TNF« (315-01A4,
Peprotech, Rocky Hill, NJ) (50 ng/mL) in DMEM containing
10% FBS. For enzyme-linked immunosorbent assay, mac-
rophages were first primed with LPS (500 ng/mL) in DMEM
containing 10% FBS during 3 hours and then activated for 2
hours with ATP pH7 (A2383, Sigma-Aldrich) (5 mmol/L) in
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optiMEM + Glutamax (reduced serum medium, 51985-034;
Gibco, Life Technology). When applicable, macrophages
were treated with MCC950 (CRID3, CP-456773 sodium
salt, P20280; Sigma Aldrich) (100 nmol/L), Z-VAD-fmk
(20 umol/L) or z-YVAD-fmk (20 umol/L) 30 minutes before
ATP treatment. For AIM2 inflammasome, cells were treated
with poly(dA:dT)/LyoVec (tlrl-patc; Invivogen, San Diego,
CA) (2 pg/mL) during 24 hours. The supernatants were
collected, cleared by centrifugation, and analyzed by ELISA
using mouse IL1B (BMS6002TWO, Platinum ELISA Affy-
metrix; eBioscience, San Diego, CA) and mouse IL18
(BMS618/3, Platinum ELISA Affymetrix; eBioscience) Kkits
according to the manufacturer’s instructions.

Knockdown of NLRP3 in Bone
Marrow-Derived Macrophages

Experiment were performed as described previously.”
Briefly, 2 x 10° differentiated BMDMs were electro-
porated with nirp3 siRNA or control (CTRL) siRNA (smart-
pool; Dharmacon, Lafayette, CO) using Nucleofector V
(Lonza, Basel, Switzerland).

Knockdown of NR1D2 in Bone
Marrow-Derived Macrophages

Experiment were performed as described previously.”
Briefly, 2 x 10° differentiated BMDMs were electro-
porated with rev-erb siRNA or control (CTRL) siRNA
(4390817; Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA) using
Nucleofector V (Lonza).

Human Monocyte-Derived Macrophages

Human peripheral blood mononuclear cells were
isolated from blood of healthy donors by Ficoll density
gradient centrifugation. After 7 days of culture in RPMI
1646 (31870-025; Gibco, Life Technology) with gentamycin
(40 ug/mL), L-glutamine (2 mmol/L) (Sigma-Aldrich), 10%
of human serum and macrophage colony-stimulating factor
(30 ng/mL) (216-MC/CF; R&D Systems, Minneapolis, MN),
monocytes were differentiated into macrophages. If appli-
cable, cells were pretreated overnight either with hemin
(H9039; Sigma-Aldrich) (6 umol/L) or SR9009 (cat 554726;
Merck Millipore) (10 umol/L) and then co-treated with LPS.

For RNA analysis, macrophages were cultured with LPS
only (100 ng/mL) (L2654, Escherichia coli 026:B6; Sigma-
Aldrich) in DMEM during 3 hours.

For ELISA, macrophages were first primed 2 hours with
LPS (500 ng/mL) in DMEM and then activated for 1 hour
with ATP (A2383; Sigma-Aldrich) (5 mmol/L) in optiMEM +
Glutamax (reduced serum medium, 51985-034; Gibco, Life
Technology). Macrophages were treated with MCC950
(CRID3, CP-456773 sodium salt, P20280; Sigma Aldrich)
(100 nmol/L) 30 minutes before ATP treatment. The su-
pernatants were collected, cleared by centrifugation, and
analyzed using human IL1B (BMS224/2, Platinum ELISA
Affymetrix; eBioscience) and human I[L18 (BMS267/2,
Platinum ELISA Affymetrix; eBioscience and ultrasensitive
kit 7625; MBL, Woburn, MA) kits according to the manu-
facturer’s instructions.
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Knockdown of NR1D1 in Monocyte-Derived
Macrophages

NR1D1 was silenced using a siRNA against NR1D1 gene
NR1D1 (ref: 1027310; Life Technology) (100 nM) in RPMI
containing the transfecting Dharmafect 4 (T-2004-03;
Dharmacon) (100 ug/mL).

Knockdown of NR1D2 in Monocyte-Derived
Macrophages

NR1D2 was silenced using siRNA against NR1D2 gene
NR1D2 (43 90 380; Ambion by Life Technologies) (20 nmol/
L) in RPMI containing the transfecting Dharmafect 4
(T-2004-03; Dharmacon) (100 ug/mL).

Synchronized Cells

BMDMs or MDMs were synchronized during 2 hours in
50% horse serum. Cells were washed with their respective
prewarmed medium, and incubated for 24 hours in their
respective medium (RPMI 10% human serum for MDMs and
DMEM 10% fetal calf serum for BMDMs) and stopped every
4 hours from 24 hours to 48 hours after synchronization.
Cells were primed with LPS (L2654, E coli 026:B6; Sigma-
Aldrich) (200 ng/mL) for 3 hours before washing and
adding TRIzol (Ambion, Life Technology).

Messenger RNA Analysis

RNAs were isolated from cells using TRIzol reagent were
reverse transcribed (4368814; Applied Biosystem) and
complementary DNAs were quantified by quantitative po-
lymerase chain reaction (#600882; Stratagene, San Diego,
CA) on a MX3005 apparatus (Stratagene) using specific
primers (see Supplementary Table 1). Gene expression was
normalized to cyclophilin gene expression and expressed as
described in the figure legends.

Chromatin Immunoprecipitation Assay

ChIP experiments were performed as described previ-
ously” using the anti-NR1D1 (1/50, #13418; Cell Signaling,
Danvers, MA), the anti-H3K27me3 (1/100, ab6002; Abcam,
Cambridge, MA) and normal rabbit IgG (1/250, #2729; Cell
Signaling) antibodies following manufacturer’s instructions.

Protein Precipitation

Proteins from conditioned medium were precipitated
overnight at 4°C using sodium deoxycholate (0.02%)
and trichloroacetate (20%). After centrifugation, protein-
containing pellets were washed twice in acetone and
resuspended with 60 uL Laemmli buffer.

Western Blot

Fifty micrograms proteins in Laemmli buffer were
separated using 10% polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred to polyvinylidene difluoride membranes.
After saturation in 5% bovine serum albumin, membranes
were incubated with the primary antibody directed against
NR1D1 (1/1000, Clone 4F6; Abgent, San Diego, CA), CASP1
(1/1000, Casperl AG-20B-0042; Adipogen San Diego, CA),
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NLRP3 (1/1000, Cryo-2; Adipogen), IL1B (1/1000,
GTX74034; Genetex, Irvine, CA), Hsp90 (1/1000, sc-1616;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), or actin (1/
1000, sc-1616; Santa Cruz Biotechnology) in Tris-buffered
saline/bovine serum albumin solution (2.5%). Then,
appropriate horseradish peroxidase-coupled secondary
antibody diluted (d1/10000) in 10% skim milk
(1.15363.0500; Merck Millipore) were used.

Confocal Microscopy

BMDMs were permeabilized with 0.1% Triton-X100 and
blocked using UV Block buffer (cat TA-125-UBI; Microm
Microtech, Brignais, France). Primary antibodies against IL18
(1/200, cat 5180R-100; BioVision, Milpitas, CA), CASP1 (1/
200, 14-9382; eBioscience), or NLRP3 (1/200, ab4207;
Abcam) were incubated overnight. Next, the fluorophore-
conjugated secondary antibody (1/500, Alexa antibodies;
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA) was added. Nuclei
were stained with NucBlue fixed cell stain ready probes re-
agent (4'6-diamidino-2-phenylindole) (Thermo Fisher Sci-
entific; cat R37606) according to the manufacturer’s
instructions. Samples were examined with a LSM880 confocal
laser-scanning microscope (Carl Zeiss, Thornwood, NY) and
fluorescence intensity was quantified using Fiji software.

ASC Speck Analysis

Macrophages were plated in 24-well plates and stimu-
lated with LPS (200 ng/mL) for 4 hours. For the last
30 minutes, BMDM were activated with either ATP (5 mM)
or nigericin (20 umol/L). BMDM were then fixed with 4%
paraformaldehyde (Thermo Fisher Scientific, cat 28908),
permeabilized with PBS-Triton-X100 0.1% and blocked
using UV Block buffer. Primary antibodies against ASC
(1/500, ADI-905-173; Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY)
were incubated overnight, before the fluorophore-
conjugated secondary antibody (1/500, Alexa antibodies,
Thermo Fisher Scientific) was added. Nuclei were stained
with NucBlue fixed cell stain ready probes reagent (4'6-
diamidino-2-phenylindole) (Thermo Fisher Scientific, cat
R37606) according to the manufacturer’s instructions.
Samples were examined with a Nikon Ti epifluorescence
microscope (Carl Zeiss) using 40x magnification. ASC
specks were then quantified in at least 200 cells.

Peritonitis

Nr1d17~ and Nr1d1*/* male mice were intraperitone-
ally injected first with the NLRP3 inhibitor MCC950 (CRID3,
CP-456773 sodium salt, PZ0280; Sigma Aldrich) (50 mg/kg)
or saline. After 30 minutes, mice received an intraperitoneal
injection of LPS (isotype 0111:B4; Sigma-Aldrich) (100 ug
or 3.5 mg/kg). Two hours later, mice were then injected
with alum (product no. 77161; Thermo Scientific) (700 ug).
Blood was collected from retro-orbital route and plasma
was separated from cellular fraction by centrifugation.
Peritoneal lavages were performed after 4 hours with sterile
ice-cold PBS 1x (Dulbecco’s PBS 10x, 14200-067; Gibco,
Life Technology) (4 mL). Samples were concentrated with
Amicon 3K (Merck Millipore); plasma and exudate IL1B and
IL18 protein amounts were then quantified by ELISA.
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Fulminant Hepatitis

To analyze the circadian behavior of survival rate
and time upon LPS/D-GalN injection, 8-week-old C57/Bl6
female mice were challenged with intraperitoneal injection
of LPS (isotype 0111:B4; Sigma-Aldrich) (15 upg/kg) and
D-GalN hydrochloride (Sigma-Aldrich) (575 mg/kg) every
4 hours (ZTO0, ZT4, 7ZT8, ZT12, ZT16, ZT20, and ZT4) and
monitored for their survival duration and rate every
30 minutes for 48 hours.

To investigate the effect of NR1D1 on FH parameters,
Nr1d1”~ and Nr1d1™" male mice were intraperitoneally
injected at ZT1.5 first with the NLRP3 inhibitor MCC950
(CRID3, CP-456773 sodium salt, PZ0280; Sigma Aldrich)
(50 mg/kg) or saline. After 30 minutes at ZT2, mice received
an intraperitoneal injection of LPS (isotype 0111:B4; Sigma-
Aldrich) (15 wg/kg) and D-GalN hydrochloride (Sigma-
Aldrich) (575 mg/kg). For Rev-erb pharmacologic activation
experiment with SR9009, 8-week-old C57/Bl6 female mice
were pretreated with an intraperitoneal injection of the
SR9009 Rev-erb agonist (100 mg/kg) (Merck-Millipore) or
15% cremaphor (Sigma-Aldrich) as vehicle at ZT11 on the
day (day 0) preceding the induction of the acute hepatic
injury. Then, at day 1, mice were intraperitoneally
co-injected at ZT1.5 with either SR9009 (100 mg/kg) or
15% cremaphor and with the NLRP3 inhibitor MCC950
(CRID3, CP-456773 sodium salt, PZ0280; Sigma Aldrich)
(50 mg/kg) or saline. After 30 minutes at ZT2, mice received
an intraperitoneal injection of PBS as control, or LPS (iso-
type 0111:B4; Sigma-Aldrich) (15 ug/kg) and D-GalN
hydrochloride (Sigma-Aldrich) (575 mg/kg). To determine
the survival rate, mice were monitored every 30 minutes
after LPS/D-GalN injection for 48 hours. In other experi-
ments, mice were sacrificed 5 hours after LPS/D-GalN
administration, blood was collected from retro-orbital route
and plasma were separated from cellular fraction by
centrifugation to determine plasma alanine aminotrans-
ferase activity (Thermo Fisher). Livers were pictured and
harvested for further analysis. The median lobe was
embedded in cryogenic OCT medium (NEG50, 6502G,
Richard-Allan Scientific) and stored at -80°C for further
analysis. Ten-micrometer sections were stained with
FAM-FLICA according to the manufacturer indications
(Immunochemistry Technologies, Bloomington, MN) and
caspase-1 activity was quantified in 3 different tissue sections
of each mouse with a LSM 880 confocal laser-scanning mi-
croscope at a 40 x magnification (Carl Zeiss). mRNAs from the
right posterior lobe were extracted using the Chomczynski
and Sacchi methods.” The left lobe was fixed in formaldehyde
4% and embedded in paraffin. Three-micrometer sections
were stained with H&E and were visualized using Nikon
Eclipse Ti at 20 x magnification to evaluate hemorrhage.

Pharmacologic Treatment Experiments

Bone marrow hematopoietic cells were isolated from
mice as indicated. For RNA analysis, BMDMs were either
pretreated with the SR9009 Rev-erb agonist (10 umol/L)
for 12 hours and treated with LPS (100 ng/mL) for 3 hours
or were cultured with LPS (100 ng/mL) in DMEM
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containing 10% FBS for 3 hours and treated with SR9009
(10 um) or vehicle (DMSO) for 12 hours. For protein anal-
ysis and Western blottingg BMDM were primed with
interferon-gamma (100 ng/mL) and LPS (10 ng/mL) for
12 hours and treated with SR9009 (10 umol/L) or vehicle
(DMSO) for 12 hours. For ELISA, BMDMs were primed with
LPS (100 ng/mL) for 3 hours in DMEM containing 10% FBS,
followed by treatment with Rev-erb agonist SR9009
(10 umol/L) or vehicle (DMSO) for 12 hours. Macrophages
were then treated with MCC950 (100 nM) in optiMEM
(reduced serum medium, 31985088; Life Technologies) for
1 hour and activated with ATP (5 mmol/L) for 2 hours. The
supernatants were collected and cleared by centrifugation.
ELISA for mouse IL1B (BMS6002TWO, Platinum ELISA
Affymetrix; eBioscience) and mouse IL18 (BMS618/3, Plat-
inum ELISA Affymetrix; eBioscience) were performed
according to the manufacturer’s instructions.

For peritonitis experiments, 12-week-old male C57Bl/6
mice (n = 10 per group) were intraperitoneally injected
with the SR10067 Rev-erb agonist (25 mg/kg) or vehicle at
5 am (ZT23). Mice were then intraperitoneally injected with
LPS 1 hour after SR10067 injection at ZTO and every
6 hours after that at ZT6, ZT12, and ZT18. Mice were
sacrificed 4 hours after LPS injection (ZT4, ZT10, ZT16, and
ZT22) and peritoneal lavage was performed with sterile PBS
1x (10 mL). Exudate cells were cultured in DMEM con-
taining 10% FBS and supernatant were collected after
2 hours (time indicated on the figure axis). Supernatant
were cleared by centrifugation and ELISA was performed
according to the manufacturer’s instructions (SMLBOOC,
R&D Systems; 7625). SR9009 and SR10067 were synthe-
sized as described previously."”

Fluorescence-Activated Cell Sorting Analysis
Eight-week-old C57/Bl6 female mice were pretreated
with an intraperitoneal injection of the SR9009 Rev-erb
agonist as described. The next morning, mice were intra-
peritoneally co-injected at ZT2 with either SR9009
(100 mg/kg) or 15% cremaphor and with the NLRP3 in-
hibitor MCC950 (CRID3, CP-456773 sodium salt, PZ0280;
Sigma Aldrich) (50 mg/kg) or saline. After 30 minutes, mice
received an intraperitoneal injection of PBS as control or
LPS (isotype 0111:B4, Sigma-Aldrich) (15 ug/kg) and
D-GalN hydrochloride (Sigma-Aldrich) (575 mg/kg). Five
hours later, livers were collected, weighted, minced, and
digested in RPMI containing collagenase type D (11 088
882, 0.233 U/mg; Roche, Indianapolis, IN) (1 mg/mL) dur-
ing 20 minutes at 37°C while thoroughly agitated. After
adding EDTA (2 mM), livers were mechanically homoge-
nized using a 21-G needle and a 70-um cell strainer. Cellular
fraction was then washed using PBS + bovine serum albu-
min 0.5%. Liver homogenates were resuspended in a 40%
Percoll (17-0891-01, density 1.129 g/mL; GE Healthcare,
Little Chalfont, UK) and loaded on an 80% Percoll phase.
After centrifugation, the cell ring was harvested and washed.
The red blood cells were eliminated by an incubation in RBC
lysis buffer. Cells were filtered through a 40-um cell trainer
and counted. Cells were labeled by the following antibodies
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(BD Bioscience, San Diego, CA and BioLegend, San Diego,
CA), used to identify and quantify immune cells by FACS (BD
LSRFortessa X20; BD Bioscience): CD45.2, CCR2, CD115,
Ly6C, and F4/80. Alive cells were stained using Zombie UV
Fixable Viability Kit (423107; BioLegend).

In Silico Analysis

Retrieval of putative RevRE in sequences of Il18 and
NIrp3 promoters has been performed using Matlnspector
(Genomatix, Munich, Germany). Sequencing data (ChIP
sequencing and 5'GRO sequencing) were obtained from
Gene Expression Omnibus (GSE45914) and analyzed with
Integrated Genome Browser.”

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed on GraphPad Prism
software using Student t test for comparisons between 2
groups, and 1-way or 2-way analysis of variance with
Bonferroni post-hoc multiple comparisons for assessment of
more than 2 groups and cosinor analysis for circadian
experiment. Survival rate and time were compared by
Kaplan-Meier analysis, a log-rank Mantel-Cox and a log-rank
test were performed to analyze the survival time and rate,
respectively, as indicated in the figure legends.
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<

Supplementary Figure 2.Gene expression of the NLRP3 inflammasome pathway displays circadian oscillations in
synchronized mouse BMDMs and human MDMs. (A) Nr1d1, (B) Nr1d2, (C) Amtl, (D) Nirp3, and (E) //78 mRNA levels in
BMDMs from Nr1d7"’* or Nrid1™~ mice that were synchronized in vitro by serum shock. Data are means + SD (n = 3). *P <
.05; ”P < .01; ™P < .001 as determined by 2-way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni post-hoc test to compare
Nr1d1*"* or Nr1id1™ mice. °°P < .01, °°°P < .001 as determined by one-way ANOVA to assess variation over time in Nr1d1+/
cells, and **%P < .001 as determined by 1-way ANOVA to assess variation over time in Nr1d1~~ cells, (F) NR1D1, (G) NR1D2,
(H) ARNTL, () NLRP3, and (J) IL18 mRNA levels in human MDMs that were synchronized by serum shock. Data are mean + SD
(n=3). °P < .05; °°P < .01; °°°P < .001 as determined by 1-way ANOVA to assess variation over time in human MDMs.
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Supplementary Figure 3. NR1D1 regulates NIrp3 expression. (A) Analysis of ChlP sequencing and 5'GRO sequencing data
from Lam et al™” (reference in main text) showing that NR1D1 binds to and represses transcription from the Nirp3 promoter in
rev-erba (NR1D1) overexpressing RAW264.7 macrophages. (B) Nr1d1, (C) Nr1d2, (D) Nirp3, (E) II13, and (F) /118 mRNA levels in
BMDMs treated with LPS during 1 hour (LPS 1h) or not (Ctrl) (n = 3). P < .001 as determined by unpaired t test. (G)
Quantification of NLRP3 protein expression from NLRP3 immunofluorescence in LPS-primed BMDMs from Nri1d1*/* or
Nr1d1™ mice (n = 3). Data are mean values + SD (at least 150 cells per slide). **P < .001 as determined by unpaired 2-tailed t

test.
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Supplementary Figure 4.Both
NR1D1 and NR1D2 regulate the
NLRP3 inflammasome pathway
in human MDMs. (A) Nr1d1 and
(B) Nrid2 mRNA levels in LPS-
primed (LPS) or not ;CTRL)
BMDMs from Nr1d1™" or
Nr1d1™ mice transfected with
siRNA against Nr1d2 (siNr1d2) or
a scrambled siBRNA (siCtrl). (C)
NLRP3, (D) IL18, (E) NR1D1, (F)
NR1D2 mRNA levels in LPS-
primed (LPS) or not (CTRL) hu-
man MDMs and (G) IL1B, and (H)
IL18 secretion in LPS-primed and
ATP-activated (ATP) or not
(CTRL) human MDMs transfected
with a siRNA against Nr1d7 (siRa)
and/or Nr1d2 (siRg) or a scram-
bled siBNA (siCtrl). Data are
mean values + SD (n = 3) vs
siCtrl; P < .01; ™P < .001 as
determined by 2-way analysis of
variance (ANOVA) followed by a
Bonferroni post-hoc test
vs siRNA Nr1d1 siRNA Nri1d2;
°°P < .01; °°°P < .001 as deter-
mined by 2-way ANOVA followed
by a Bonferroni post-hoc test.
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Supplementary Figure 5. NR1D1 does not regulate the AIM2
inflammasome. (A) Aim2 mRNA levels in LPS-})rimed (LPS) or
not (CTRL) BMDMs from Nr1d1*/* or Nr1d1™~ mice. (B) IL1B
and (C) IL18 secretion in LPS-primed (LPS) or not (/) and
activated with ATP (ATP) or Poly(dA:dT) BMDMs from
Nr1d1*’* or Nr1d1™~ mice. Data are mean values + SD
(n = 3). ™P < .001 as determined by 2-way analysis of
variance and Bonferroni post-hoc test.
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Supplementary Figure 6. NR1D1 deficiency leads to increased caspase-1 maturation, but not expression, in primary mac-
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rophages. Caspase-1 (CASP1) mRNA (A) and protein (B) levels in control (CTRL) or LPS-primed (LPS) BMDMs from Nr1d1*/"

or Nr1d1™~ mice (n = 3). Immunofluorescence quantification on at least 150 cells per slide. (C) Total proteins were visualized in
the acrylamide gel after a Coomassie blue staining as a loading control for Figure 3A in BMDM isolated from Nr1d71*/" (Ra*'™)
and Nr1d1™~ (Ra”") mice. (D) Western blot quantification of secreted mature caspase-1 p20 and p10 protein fragments from

Nr1d1*"* or Nr1d1~"~ mice BMDMs treated with LPS (CTRL) or with LPS and ATP (ATP). Data are means + SD (n = 3). *P < .05,
as determined by 2-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.
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Supplementary Figure 7. NR1D1 deficiency increases IL1B
and IL18 secretion in primary macrophages. (A) IL1B secre-
tion in LPS-primed (LPS) and ATP-activated (LPS ATP) hu-
man MDMs in which Nrid1 has been silenced (siNr1d1). (B)
IL1B and (C) IL18 secretion in LPS-primed (LPS) and ATP-
activated (LPS ATP) BMDMs from Nrid1*/* or Nrid1™"-
mice. Data are means + SD (n = 3). P < .01; ™P < .001 as
determined by 2-way analysis of variance and Bonferroni
post-hoc test.
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Supplementary Figure 8. NR1D1 pharmacologic activation down-regulates the NLRP3 inflammasome pathway. (A) IL1B
secretion in LPS-primed (LPS) and ATP-activated (LPS ATP) human MDMs treated with hemin or not (vehicle). (B) NLRP3
protein quantification of Figure 5B in LPS-primed (LPS) or not (CTRL) BMDMs treated with SR9009 or DMSO as control. (C)
NLRP3 (D) IL13, and (E) IL18 mRNA levels in LPS-primed (LPS) or not (CTRL) human MDMs treated with hemin or not (vehicle).
Data are means + SD (n = 3). ™P < .001 as determined by 2-way analysis of variance and Bonferroni post-hoc test.
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Supplementary Figure 9. NR1D1 controls IL1B and IL18 secretion in a caspase 1-dependent manner. (A) IL18 secretion in
LPS-primed (CTRL) and ATP-activated (ATP) BMDMs from Nr1d1*/* or Nr1d1™~ mice. (B) IL1B secretion in LPS-primed
(CTRL) and ATP-activated (ATP) in human MDMs in which Nrid1 has been silenced (siNr1d1). These samples were treated
with a caspase 1 inhibitor Z-YVAD-fmk or not (vehicle). Data are means + SD (n = 3). ™P < .01;™P < .001 as determined by 2-
way analysis of variance and Bonferroni post-hoc test. (C) Intracellular IL18 protein in LPS-primed BMDMs from Nr1d7*/* or
Nr1d1~~ mice (n = 8). Quantification of intracellular IL18 from 150 cells/slide. Data are means + SD. *P < .001 as determined
by unpaired 2-tailed Student t test.
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a

Supplementary Figure 10. NR1D1 binds to the i/78 promoter and inhibits de novo transcription. Analysis of ChlP sequencing
and 5'GRO sequencing data from Lam et al*® (reference in main text) showing that NR1D1 binds to and represses transcription

ng

from the /18 promoter in rev-erba overexpressing RAW264.7 macrophages.
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a

Supplementary Figure 11. NR1D1 prevents the development of FH in an NLRP3-dependent manner. (A) Liver Ccl2 and (C)
Tnfa mRNA levels, and (B) secreted IL1B in blood sampled from Nr1d7"/* and Nr1d71~~ mice pretreated with MCC950 or saline
and then injected with LPS/GalN. Data are means + SEM (n = 5—-6). *P < .05; ™P < .01 as determined by 2-way analysis of
variance (ANOVA) and Bonferroni post-hoc test. Nirp3 (D) and /118 mRNA (E) levels in BMDMSs from Nr1d71"’" and Nr1d1™~
mice primed with TNFa« during 3, 6, or 24 hours. Data are means + SD (n = 3). (F) Hemorrhage area in liver, (G) representative
liver appearance, (H) secreted IL1B in blood samples, and (/) liver Cc/2 and (J) Tnfa and mRNA levels from mice pretreated with
SR9009 or vehicle and MCC950 or saline, and then intraperitoneally challenged with LPS plus D-GalN. Data are means + SEM
(n = 5-6). "P < .05; ™P < .01; ™P < .001 as determined by 2-way analysis of variance and Bonferroni post-hoc test.
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Supplementary Figure 13. Scheme depicting how NR1D1
regulates the NLRP3 inflammasome pathway.

4

Supplementary Figure 12. NR1D1 pharmacologic activation reduces leukocytes recruitment to the liver in FH. C57/Bl6 mice
were pretreated with SR9009/DMSO and/or MCC950/vehicle and then challenged with LPS/GalN or PBS as control (Ctrl).
Immune cells were isolated on a Percoll gradient, counted and analyzed by fluorescence-activated cell sorting analysis.
(A) Leukocytes, (B) monocytes (CCR2'CD115"), (C) infiltrating monocytes (CCR2 "Ly6C"9"), (D) macrophages (F4/80"), and
(B) recruited macrophages (F4/80"CCR2'Ly6C"9") number per gram of liver. (F) Quantification and (G) representative
neutrophil staining (Ly6G™) on liver sections. Data are means + SEM (n = 6). *P < .01; ™P < .001 as determined by 2-way
analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni post-hoc test. (H) Nirp3 (/) 1113, and (J) /78 mRNA levels in F4/80" cells. Data are
means + SEM (n = 6). P < .05; P < .01 as determined by 2-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test.
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Supplementary Table 1.Quantitative Polymerase Chain Reaction Primers and Chromatin Immunoprecipitation Primers
Used in This Study

Gene name Sense/antisense Sequence
mil18 Forward TCTGACATGGCAGCCATTGT
Reverse CAGGCCTGACATCTTCTGCAA
mil13 Forward GCCACCTTTTGACAGTGATGAG
Reverse CCTGAAGCTCTTGTTGATGTGC
mCaspase-1 Forward ACCCTCAAGTTTTGCCCTTT
Reverse GATCCTCCAGCAGCAACTTC
mNLRP3 Forward CCCTTGGAGACACAGGACTC
Reverse GAGGCTGCAGTTGTCTAATTCC
mNrid1 Forward TGGCCTCAGGCTTCCACTATG
Reverse CCGTTGCTTCTCTCTCTTGGG
mNrid2 Forward AGTAGGTGGATGTTCTCAGACTGAGA
Reverse ATGGAGACTTGCTCATAGGACACAC
mARNTL Forward CCAACCGTGGCTCCAACTTT
Reverse CTAGGTGCTTGTGCTTGTGT
mAIM2 Forward AGGCAGTGGGAACAAGACAG
Reverse GAAAACTTCCTGACGCCACC
mTNFa Forward GTCTACTGAACTTCGGGGTGA
Reverse CTCCTCCACTTGGTGGTTTG
mCcl2 Forward GCCAACTCTCACTGAAGCC
Reverse GCTGGTGAATGAGTAGCAGC
mF4/80 Forward CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC
Reverse GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG
hNLRP3 Forward CATGAGTGCTGCTTCGACAT
Reverse CGACTCCTGAGTCTCCCAAG
hiL1B Forward GACCTGAGCACCTTCTTTCCCTTC
Reverse GCAGTTCAGTGATCGTACAGGTGC
hiL18 Forward GCTGAAGATGATGAAAACCTGGA
Reverse GAGGCCGATTTCCTTGGTCA
hNR1D1 Forward CTGCAAGGGCTTTTTCCGT
Reverse ATGCGGACGATGGAGCAAT
hNR1D2 Forward ACAAGCAAATCGAGTGCACCTG
Reverse CTCCATAGTGGAATCCTGACGC
hARNTL Forward TGCCACCAATCCATACACAGAA
Reverse TCCATCTGCTGCCCTGAGA
Cyclophilin Forward GCATACGGGTCCTGGCATCTTGTCC
Reverse ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC
ChlIP arntl Forward GGAAAGTAGGTTAGTGGTGCGAC
Reverse CAAGTCCGGCGCGGGTAAACAGG
ChIP NLRP3 -4.4 kb Forward TAGGAAGCATGGGGATTGTC
Reverse GAACAAAGTGGTGTTATACTGTTCTGA
ChIP NLRP3 -4.2 kb Forward GAGCACTGCCTGTTCTCCA
Reverse TGTTCTGAGGAGGAATTGTGC
ChIP NLRP3 -1.2 kb Forward GTTCACGTCTTGAAGCCACA
Reverse CCAGATAGCAGCCTTGGGTA
ChIP NLRP3 -0.2 kb Forward ATGCACACAATTCCACCTGA
Reverse CAGAGCACCAAGGTGAGGAC
ChIP NLRP3 TSS Forward CACGAGTCCTGGTGACTTTG
Reverse GAGCCATGGAAGAAAAGTTCC
ChIP /1138 -4.0 kb Forward ATGTCCCTGCCCTGATTGT
Reverse CCAAAGAAATTTGGGGAAGA
ChIP /118 -2.4 kb Forward GGGGTGTGGCATAGTGATGA
Reverse AGTGCCCGTCACCATCCT
ChIP /118 -0.15 kb Forward GGAAGAGGCTATTGCTACCC
Reverse CCATTTCCACCACGATGAC

h, human; m, mouse.
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Abstract

Background: Skeletal muscle has the capacity to adapt to environmental changes and regenerate upon injury. To study
these processes, most experimental methods use quantification of parameters obtained from images of immunostained
skeletal muscle. Muscle cross-sectional area, fiber typing, localization of nudei within the muscle fiber, the number of
vessels, and fiber-associated stem cells are used to assess muscle physiology. Manual quantification of these parameters is
time consuming and only poorly reproducible. While current state-of-the-art software tools are unable to analyze all these
parameters simultaneously, we have developed MuscleJ, a new bioinformatics tool to do so.

Methods: Running on the popular open source Fiji software platform, MusdeJ simultaneously analyzes parameters from
immunofluorescent staining, imaged by different acquisition systems in a completely automated manner.

Results: After segmentation of muscle fibers, up to three other channels can be analyzed simultaneously. Dialog boxes
make Muscle) easy-to-use for biologists. In addition, we have implemented color in situ cartographies of results, allowing
the user to directly visualize results on reconstituted muscle sections.

Conclusion: We report here that MuscleJ results were comparable to manual observations made by five experts.
Muscle) markedly enhances statistical analysis by allowing reliable comparison of skeletal muscle physiology-pathology
results obtained from different laboratories using different acquisition systems. Providing fast robust multi-parameter
analyses of skeletal muscle physiology-pathology, Muscle] is available as a free tool for the skeletal muscle community.

Keywords: Skeletal muscle fiber, Histology, Image automated quantification, In situ cartography, Fiber typing, Satellite

cells, Stem cells, Vessels

Background

The plasticity of skeletal muscle refers to its ability to
adapt to environmental changes and its potential for re-
generation. During embryonic development, Pax7-positive
muscle progenitor cells enter the myogenic program by
activating the expression of myogenic regulatory factors
(MRF) and give rise to primary myofibers [1]. During fetal
and post-natal periods, proliferative Pax7-positive cells
contribute to skeletal muscle growth while some of them
adopt quiescence. These adult muscle stem cells are
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named satellite cells due to their peripheral position under
the basal lamina and the sarcolemma of muscle fiber.
They are required for skeletal muscle regeneration after
injury [2]. Myofibers express different myosin isoforms
that are related to specific properties of ATP hydrolysis
and, therefore, muscle fiber contraction. Two classes of
muscle fibers can be distinguished: slow-type oxidative
fibers, which are more resistant to fatigue, consume more
oxygen, and express type I myosin; and fast-type glycolytic
fibers, which generate more force, express type II myosin
(type IIA, IIX, IIB). During adult life, external signals, e.g.,
hormones or exercise, can switch the fiber type initially
established during development and post-natal develop-
ment [3]. Environmental changes can also affect skeletal
muscle mass by adapting myofiber diameters, which can
result in perturbations of skeletal muscle function. This is

@ The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 40
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0¢), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(httpz//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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observed, for example, in aging-induced atrophy or in
steroid-induced hypertrophy [4]. Understanding the
mechanisms underlying skeletal muscle plasticity is
essential for the development of novel therapies targeting
skeletal muscle dystrophies, sarcopenia, cachexia, and
metabolic disorders.

Strategies to dissect the molecular mechanisms of such
processes are usually based on the invalidation or overex-
pression of specific genes, modulation of metabolism, or
activation of pharmacological targets in different animal
models. Because different cell types are present in skeletal
muscle, most of these experiments use histological tech-
niques to specifically analyze the morphology of myofi-
bers. Fiber typing, which aims to establish the proportion
of each fiber type (I, IIA, IIX, IIB), is often performed in
studies related to skeletal muscle metabolism. Atrophy
and hypertrophy are assessed by measuring skeletal
muscle cross-sectional area (CSA). Concerning skeletal
muscle regeneration, one important characteristic is the
presence of nuclei located in the center of fibers (centro-
nuclei), resulting from the fusion of newly formed myo-
blasts with each other or with existing myofibers [5]. This
is distinguished from undamaged fibers, which, in mice,
display peripheral nuclei. Consequently, the number of
centronuclei per fiber and CSA of regenerated fibers are
readouts of skeletal muscle regeneration efficiency. In
addition, the number of fiber-associated satellite cells
informs on their potential to perform successive rounds of
degeneration/regeneration. These experiments and ana-
lyses are time consuming, and different semi-automatic
and automatic tools have been developed over the years
based on different software and strategies [6—10]. Among
them, TREAT-NMD SOP DMD_M.1.2.001 (2008) is an
automated image analysis method running on the com-
mercial CellR Software (Olympus) that allows determin-
ation of fiber diameter and detection of centronuclei in
segmented fibers. Another application, Semi-automatic
Muscle Analysis using Segmentation of Histology
(SMASH), is developed in the MATLAB environment. It
provides fiber properties and typing, centronucleated fiber
detection as well as quantification of inter-fiber objects
(e.g., capillaries), after semi-automatic fiber segmentation
on immunofluorescent images, which requires manual ad-
justments [8]. Finally, the recently developed open source
MyoVision software provides the number of fibers per
section, CSA, minimum Feret diameter, fiber type, and
number of myonuclei [7]. However, none of these
methods are designed to provide either the number of
nuclei in centronucleated fibers, the CSA of different types
of fibers (e.g., centronucleated fibers vs normal fibers or
type I fibers vs type IIA fibers), nor the number of
fiber-associated satellite cells. In addition, the diversity of
the available software makes it time-consuming to master
each of them for studying different parameters in one
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study. Consequently, while many tools have been deve-
loped to automate histological analysis of skeletal muscle,
most quantification is still performed manually using the
well-known and open source Fiji (Fiji is just Image]) plat-
form [11]. In this study, we present a new, complete
high-content skeletal muscle analysis tool developed on
this software that we named Muscle]. It presents a
number of advantages over existing methods as it groups
most parameters frequently studied in fluorescence by the
skeletal muscle community.

The tool we developed uses images coming from acquisi-
tion of immunofluorescent staining. It can perform
segmentation of skeletal muscle fibers and quantification of
centronucleated fibers and the number of centronuclei per
fiber. It calculates fiber CSA and discriminates the CSA of
regenerated centronucleated fibers from uninjured fibers.
In addition, it quantifies myonuclei and fiber-associated
Pax7-positive satellite cells and vessels. Finally, it also quan-
tifies up to three different intramyofiber labelings, which
could correspond to different myosins for the establishment
of the fiber typing, or other parameters depending on the
antibodies used or research question. It is completely
automated, and the only requirement is working with
high-quality images obtained by microscopy. In addition,
we have implemented, for the first time, optional cartogra-
phies offering the possibility to get a rapid overview of the
results on reconstituted skeletal muscle section images.
This allows visualizing the number of vessels and satellite
cells per fiber or the repartition of centronucleated fibers in
the section, representing the extent of an injury. The car-
tography showing the fiber CSA is also useful to rapidly
visualize skeletal muscle atrophy or hypertrophy. Further-
more, the speed of this complete automated method makes
it possible to significantly increase the amount of fibers
analyzed and, therefore, improve statistical power of the
analyses.

Methods

Mice and tissue preparation

Seven- to twelve-week-old wild-type mice were used.
Mice were euthanized by cervical dislocation, and ske-
letal muscles (tibialis anterior and gastrocnemius) were
snap-frozen in liquid nitrogen-cooled isopentane and
stored at — 80 °C for cryosectioning.

To induce skeletal muscle injury, mice were first anes-
thetized by intraperitoneal injection of ketamine
(100 mg/kg)/xylazine (10 mg/kg) and 15 pl of notexin
(12.5 pmol in 0.9% NaCl, Latoxan, France) was injected
in the tibialis anterior.

Immunofluorescent staining

Immunofluorescent staining was carried out on skeletal
muscle (tibialis anterior and gastrocnemius) frozen
sections (7 to 12 pum). For satellite cell staining, sections
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were incubated for 6 min in a methanol bath at - 20 °C
followed by 10 min in a bath at 100 °C containing anti-
gen retrieval buffer (Vector #3300) diluted 1:10 in
PBS1X. Sections were blocked in PBS 1X- 3% BSA or
5% horse serum. Primary and secondary antibodies are
described in Table 1.

Image acquisition

All images were acquired using the Axio Scan. Z1
(Zeiss). The acquisition settings are summarized in
Table 2. However, other acquisition systems have been
tested (Additional file 1: Table S1), such as an Apotome
widefield (Apotome Axio Observer Z1, Zeiss), a confocal
microscope (LSM 700 AxioObserver, Zeiss), and a spin-
ning disk confocal (Cell Voyager CV1000, Yokogawa,
Japan).

Image analysis

The automated image analysis workflow was imple-
mented in Fiji (NIH, Bethesda, MD, USA) [11] environ-
ment as a macro. Analysis was performed on different
Windows/Mac OS computers with the following mini-
mum requirements:

RAM: 16 GB

System type: 64 bits operating system

Fiji version: from 1.51e, presently tested on 1.51n
Java version: Java 1.8.0-66 (64 bits)

Table 1 List of antibodies and conditions in which they were used
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Used plugins: Bio-Formats plugins for Fiji (release 5.5.3)
Main used Fiji functions: the main used functions
accessible from internal libraries have been listed in
Additional file 1: Table S2

Method validation

Comparison between control and regenerated skeletal
muscle, 3 weeks after myotoxin intramuscular injection,
was used to validate the detection of centronucleated
fibers by Muscle], as was first described in [5]. Five inde-
pendent experts with strong experience in skeletal
muscle biology from two independent labs received a
random set of images. Using Fiji software, and following
specific instructions, they manually quantified fiber size,
number of centronucleated fibers, fiber typing, and
number of vessels and satellite cells. These results were
compared to those obtained from Muscle]. A second
validation was performed by two independent experts to
manually track individual fibers and determine their
CSA, as well as the number of nuclei, in each centronu-
cleated fiber on Fiji.

Statistics

Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.©, USA) was used for
statistical analysis. Data were analyzed by Mann—Whitney
test or Student’s ¢ test after being assessed for normality of
sample distribution. Inter-condition sample variability was
tested by Kruskal-Wallis one-way analysis of variance.

Primary antibody Secondary antibody
Fiber/nuclei (from 2 labs) Laminin Laminin a-2 (4H8-2) Santa Cruz #59854 Donkey anti-rat IgG Alexa Fluor 488 ThermoFisher #A-21208 (1/500)
(1/250) ON 4 °C 45 min RT

Hoechst

Hoechst 33342 ThermoFisher #43570 (1/1500) 45 min RT

Laminin  Anti-laminin Ab (produced in Rabbit) L9393 Pierce donkey anti-rabbit IgG (H+L) cross adsorbed secondary Ab

thermoscientific (1/100) ON 4 °C

DyLight 650 (prod#5a5-1041) (1/200) 1 h RT

Hoechst Hoechst 33342 ThermofFisher #H43570 (1/1000) 1 h RT
Satellite cell Laminin  Anti-laminin Ab (produced in rabbit) L9393 Pierce donkey anti-rabbit IgG (H+L) cross adsorbed secondary Ab
thermoscientific (1/100) ON 4 °C DyLight 650 (prod#Sa5-1041) (1/200) 1 h RT
Pax7 Monoclonal mouse anti-Pax7(supernatant),  Biotinylated horse anti-mouse |gG (H + L) (Vector Laboratories,
Developmental Studies Hybridoma Bank #BA-2000) = amplification (1/200) 1 h RT + Streptavidin-DTAF
(1/20) ON 4 °C (Beckman Coulter, #PN IM0307) (1/1000) 1 h RT
Vessels Laminin  Anti-laminin Ab (produced in rabbit) L9393 Pierce donkey anti-rabbit IgG (H + L) cross adsorbed secondary

thermoscientific (1/100) ON 4 °C

D31 BD Pharmigen 550,274 purified rat
anti-mouse CD31 (1/50) ON 4 °C

Fiber type Type !l  BA-D5 (mouse IgG2b) DSHB (1/100)

1h37°C

Type A SC-71 (mouse IgG1) DSHB (1/100)
1h37°C

Type lIB  BF-F3 (mouse IgM) DSHB (1/100)
1h37°C

Laminin anti-laminin (rabbit) DSHB(1/100)
1h37°C

Ab DyLight 488 (prod#Sa5-10038)

Pierce donkey anti-rat IgG (H+ L) cross adsorbed secondary Ab
DyLight 550 (Prod#Sa5-10027) (1/200) 1 h RT

Anti-mouse IgG2b 647 nm life technology A21242 (1/250)
30 min 37 °C

Anti-mouse IgG1 568 nm life technology A21124 (1/250)
30 min 37 °C

Anti-mouse IgM 488 nm life technology A21042 (1/250)
30 min 37 °C

Anti-rabbit 4+A2:D01905nm abcam ab175651 (1/250) 30 min 37 °C
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Table 2 Acquisition settings of tested images for the developed analysis feature
Acquisition Analysis
centro-nucleated fibers  Vessels Satellite cells Fiber type
Image dimensions Z-Stack No No No No
Channels 2 3 3 4
Scaling xy (per pixel) 0.325 um x 0325 pm 0325 umx0325pm 038 umx038 um  0.325 um x0.325 um
Acquisition information  Microscope AxioScan.Z1 AxioScan.Z1 LSM 700 AxioScanZ1
Objective 20x 20x 40x 20
Channel 1 Reflector DAPI DAPI DAPI DAPI
Excitation wavelength 353 353 404 353
Emission wavelength 465 465 S 465
Channel2 Reflector FITC O3 Cy3 Cy3
Excitation wavelength 495 548 561 548
Emission wavelength 519 561 575 561
Channel 3 Reflector FITC FITC FITC
Excitation wavelength 495 488 495
Emission wavelength 519 517 519
Channel 4 Reflector Cy5
Excitation wavelength 650
Emission wavelength 673

Qualitative traits (ie., fiber type distribution) were ana-
lyzed by a chi-square (y*) test. Statistical significance is
shown on the graphs (*p<0.05; **p <0.01; ***p <0.001;
*#*p < 0.0001).

Concordance matrix between the experts and Muscle]
classes as fiber type or CNF classes have been processed
to calculate classification accuracy by feature. Statistical
tests used for each data set are indicated in the figure
legends.

Tutorial
A step by step tutorial is given in Additional file 1:
Tutorial.

Results

Overview of the MuscleJ algorithm: multi systems and
multi channels (Fig. 1a)

Different acquisition systems were used to obtain images
from muscle sections stained with DAPI and a laminin
antibody. Among them, the Apotome (Zeiss), confocal
LSM700 (Zeiss), and spinning disk CV1000 (Yokogawa,
Japan) can produce reconstituted images of entire
muscle sections after generation of mosaics. However,
acquisition with these systems is time consuming.
Conversely, the AxioScanZ1, which was also used to
generate widefield muscle images, offers the advantage
of giving high quality images faster. Therefore, we used
this system for the majority of this study to generate
high-content data. However, Muscle] is designed to

analyze images coming from a variety of systems. Image
pretreatment depends on the scanned surface, the
number of z slices acquired, and the number of chan-
nels. Up to four channels can be treated simultaneously.
Muscle] adapts the process to these different parameters
automatically, leading to better recognition of muscle
fiber outlines and fluorescent signals of interest.

Muscle) organigram (Fig. 1b)

The first step of the program is preprocessing. In this
stage, all muscle fibers of the section are segmented. A
ratio comparing the area of the entire muscle section
with the sum of all segmented fiber areas is automatic-
ally established during this step and serves to determine
the quality of images. The percentage of accepted arte-
fact is indicated by the user in the initial dialog box.
Muscle] then controls the decision to continue the ana-
lysis or exclude the image as an artifact, as illustrated in
the Additional file 1: Figure S1A. This function, which
works as a quality control, avoids the analysis of a partial
or non-representative part of the section. After validation,
fiber morphology is processed in the images. A second
quality check occurs to eliminate poorly segmented fibers
(associated with poor staining) that would otherwise rep-
resent bias in the analysis. For that, Muscle] measures the
CSA of all fibers of the section and eliminates those bigger
than the average of fiber CSA plus three times the stan-
dard deviation. However, Muscle] is adaptable to different
physiological/phenotypical conditions. This was confirmed
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Fig. 1 Overview of the Muscle) workflow and feature pipeline. a Images of the multi-system panel represent the same muscle section acquired
by different microscopes: Apotome (Zeiss-25X), Confocal LSM700 (Zeiss-25X), Spinning Disk CV1000 (Yokogawa-20X), and Scale Bar (SB) equals
400 pm. Part of the image appears at higher magnification in white outline, SB equals 200 um. In the multi-channels panel, images were
obtained from the AxioscanZ1 (Zeiss-20X) and muscle sections, with different staining are represented by slide and section. SB equal respectively
to 500 um. b Representation of the Muscle) organigram. ¢ Automatic detection of different region of interest (ROI) of skeletal muscle fibers,
based on laminin staining (gray), corresponding to regions in which several parameters are analyzed (F fiber, CNF centronucleated fiber, SC
satellite cell, V vessels). ROI“™, ROFC and ROIY are proportional to the minimum Feret diameter of fibers (— 1/5, — 1/5 and + 1/8 respectively). SB

equals 20 pm. d List o

f the different outputs obtained from Musclel, per image, feature, fiber, or nucleus (Nb Number)

by an analysis performed on Mdx mice, a model present-
ing a wide range of fiber sizes. In this model, both small
and large fibers are correctly quantified on the same
muscle section, by Muscle] (Additional file 1: Figure S2).
For segmented fibers, different regions of interest
(ROI) are automatically saved and used for the analyses
selected in the initial dialog box. Specific ROIs are
created with the detection of myonuclei, satellite cells,
vessels, or intramyofiber staining, and results are then

automatically saved as tables and graphs in appropriate
formats.

Data analysis with MuscleJ (Fig. 1c, d)

Each muscle fiber is segmented by Muscle] after a pretreat-
ment consisting of background reduction and contrast
enhancement. This leads to precise segmentation of the
laminin signal, which stains the basal lamina of fibers. At
this stage, different parameters are obtained, including the
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CSA, circularity, and the minimal and maximal Feret diam-
eters as well as the position of each fiber within the section
by gravity center (GC) determination. A mask of this ROI
corresponding to the fiber and named ROI" (region of
interest of fiber) is created and saved (in green, Fig. 1c). It
will be used for all other functions. Therefore, a
high-quality laminin staining is essential for Muscle] ana-
lysis. Three other ROIs are defined by Muscle]. For detec-
tion of centronucleated fibers (CNF), we defined a mask
corresponding to one fifth of the minimal Feret diameter
for the creation of the ROINF (region of interest of centro-
nucleated fiber), which represents the region in which the
presence of myonuclei are considered as central (Fig. lc).
The space existing between the ROI* and ROI“™, which
we named ROI® (region of interest of satellite cell), corre-
sponds to the space occupied by satellite cells and
non-central myonuclei (Fig. 1c). Finally, we defined the
ROIY (region of interest of vessel) as the space outside of
the fiber corresponding to one of eighth of the minimal
Feret diameter of the ROIF (Fig. 1c). This mode of calcula-
tion for the establishment of the different ROIs has the
advantage to be proportional to the fibers and can be there-
fore used for any fiber size. With the four ROIs predefined
by Muscle], a precise and complete phenotype can be
assigned to each fiber.

For each feature requested by the user (Fig. 1d), a spe-
cific algorithm is applied and allows fine and reproducible
analysis on high numbers of fibers. For centronucleated
fiber detection, the first step is detection of nuclei in the
DAPI channel, followed by their localization in the
ROI“NY, Each fiber with nuclei in this region of interest is
recorded as a centronucleated fiber, and the number of
centronuclei in the ROI™F is also quantified and saved.
Another output from this analysis is the number of
peripheral myonuclei, i.e., nuclei in the ROI*® located
between the ROI" and the ROI“™'. For the analysis of
satellite cells, a first segmentation of Pax7-positive cells is
made over the entire section as well as the nuclei segmen-
tation in the DAPI channel. For each Pax7-positive cell, a
new function called by Muscle] checks if the overlap
between Pax7-positive detected cells and nuclei is suffi-
cient (90% minimum) to consider them Pax7/DAPI
double-positive satellite cells. A final check is made to
ensure that these Pax7/DAPI-positive cells are correctly
positioned between the fiber and the basal lamina in the
corresponding ROI’“. In the same way, the detection of
vessels is first realized by detecting CD31-positive cells,
followed by checking their position in the ROIY. Two
vascularization criteria are also provided by Muscle]. The
first corresponds to the number of CD31-positive cells per
square millimeter, and the second to the percentage of the
section occupied by the vessels. Morphological characte-
ristics of vessels and satellite cells (area, intensity and
gravity center coordinates) are also saved in a separate file
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and can be used for further analysis. The minimum
distance between satellite cells and vessels can thus be
calculated.

Finally, the function allowing the detection of intrafi-
ber staining, e.g., those detected for fiber typing, is based
on analysis of the intensity histogram of the respective
channels. A threshold resulting from the specific
signal-to-noise ratio is generated and then applied to
ROI" in order to discriminate positive and negative fi-
bers. Each specific threshold is indicated in the summary
table of results at the end of the process.

During a batch run, a table for each analyzed section
is created and saved in a readable file format (txt file
format), thus storing fiber phenotype details (Fig. 1d). In
parallel, the ROIs defined after morphometry analysis
are saved and readable by ROI Manager (Fiji function).
At the end of the process, a new table summarizes re-
sults by section, allowing a data analysis overview
(Fig. 1d). All these results and ROIs are saved in the
folder previously designated by the user including recon-
structed cartographies, if selected. Thus, the ROIs may
be reused for further analysis.

Muscle) feature dialog boxes (Fig. 2)

The first dialog box, named “Muscle] Fiber Phenotype,”
allows selection of different options (Fig. 2a). Concer-
ning the “data acquisition,” users can choose the type of
microscope used for image acquisition, select if a z-stack
was performed, and the file format of images to be proc-
essed. Original format or TIF (16 bit) files can be used
by Muscle]. When the “z-stack” option is selected, an
automatic Maximum Intensity Projection is performed
by Muscle]. The second part, related to “data analysis,”
concerns the selection of different image parameters to
be analyzed. Finally, the last section of the dialog box is
the selection of “data cartographies” that can be per-
formed on images with the option of specific legends
directly on in situ cartographies.

When this first dialog box is accepted, a second one
appears and requests information about channel order
in the original file or in a series of individual channels
for the TIF format, in correspondence with the options
chosen in the previous dialog box (Fig. 2b and Add-
itional file 1: Tutorial). After asking for the path where
the images are to be read and results to be saved
(Fig. 2c), the batch is executed for processing of a set of
images, with the corresponding characteristics previ-
ously selected. Results are saved in the output folder that
will contain four new folders: a folder named “Artefacts”
containing images not accepted by the quality check, a
folder named “Cartography” where Jpeg images of
cartographies are saved, a folder named “Results by file”
containing results of all the individual text files of each
image of the batch (by fiber), and a folder named “ROI”
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where the ROI_CNF, ROIL_F, ROI_SC, ROIL_V for each
fiber of each image of the batch are saved. These ROI can
be applied in the future for further analyses. In addition, a
text file named “RunGlobalResult xx” is generated
containing a summary of all the results of the batch based
on the analysis performed (i.e., FM fiber morphology, SC
satellite cell detection, V vessel detection).

Implementation of in situ cartography to score skeletal
muscle phenotypes (Fig. 3)

To visually represent Muscle]’s analysis, various in situ
cartographies were implemented in the tool (Fig. 3). The
first is CSA of fibers, where a green scale represents the
distribution of different fiber CSA, from the smallest (in
light green) to the largest (in dark green). The second
corresponds to the number of centronuclei per fiber,

with a white to red scale in which fibers without centro-
nuclei are represented in white and the fibers with more
than three centronuclei are represented in red. Cells
with one and two centronuclei are represented with
yellow and orange respectively. These cartographies can
be used to localize muscle injury (Additional file 1:
Figure S3), and cross-correlation analysis between differ-
ent cartographies can also be performed.

The number of fiber-associated vessels (CD31-positive)
can also be quantified per fiber and represented on a
dedicated cartography where a purple scale defines six
predefined classes of fibers: those associated with 0 to 1,
2to3,4to5,6to7 8to9, and more than 9 vessels per
fiber, from light to dark purple, allowing a precise ana-
lysis of the distribution vessel numbers per fiber. The
number of satellite cells can also be quantified from
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images of co-staining with laminin, DAPI, and the specific
marker of satellite cells, Pax7. Results are given per fiber,
and a pink scale cartography was implemented for this
parameter in order to directly distinguish on skeletal
muscle sections, the fibers which are not associated with
satellite cells (in white), from those containing one (in
light pink) or more than one satellite cells (in dark pink).

Finally, Muscle] was also designed to quantify up to three
intrafiber stainings. Here we demonstrate fiber typing as an
example. In this case, four different fiber types (type I, type
IIA, type IIB, and a deduced type IIX) can be analyzed from
three different stainings with specific antibodies. Type IIX
fibers correspond to unlabeled fibers. Fibers that are posi-
tive for two stainings are named “hybrid fibers” (I-IIA,
I-1IB, IIA-1IB), while fibers having more than two stainings
are considered as “not determined” (ND) in results. A car-
tography is also associated with this intrafiber quantification
allowing to easily represent results of these quantifications.
Muscle] gives the signal intensity for each fiber in each
channel in the table of results.

Validation of Muscle) compared to benchmark methods
used by different experts (Fig. 4)

To validate the measured characteristics of fibers, two inde-
pendent experts from two different laboratories manually
surrounded each fiber labeled by laminin (Fig. 4a). Our re-
sults show similar relative results between experts and
Muscle] for the different images. One clear difference was
an overestimation of the fiber CSA by the experts. This was

likely due to the imprecision of the hand-drawing of fiber
edges, notably for small fibers. Muscle] has the advantage of
outlining all fibers in a precise, reproducible manner.

The centronuclei detection functionality of Muscle] was
first validated by comparing the number of centronuclei
from uninjured and regenerated muscle, 3 weeks after a
notexin-induced injury. The results show that while only
3.9% of fibers have centronuclei in control conditions,
Muscle] detects the presence of 58.1% of fibers with centro-
nuclei in injured muscles, the rest being non-regenerated fi-
bers (Fig. 4b). Five independent experts from two different
labs performed quantification of the same images and show
similar results as those obtained with Muscle] (Fig. 4c and
Additional file 1: Figure S4A).

Other functionalities of Muscle] (satellite cells, ves-
sels, and intrafiber stainings) were also tested by these
five experts (Fig. 4d—f). For satellite cells and vessels,
the results were not different between the experts and
Muscle], thus validating Muscle] for analysis of such
parameters. For the detection of intracellular staining,
the results obtained by the experts were also consist-
ent with those obtained using Muscle] for type I and
type IIA fibers. However, a Chi-square test indicates
significantly different results for the distribution of
type IIB and type IIX fibers (Fig. 4f), highlighting the
difficulty of manually tracking such labelling
(Additional file 1: Figure S4B-C). Consequently, com-
parison between different conditions with Muscle] is
more reliable than manual quantifications.
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For all of these experiments, each expert recorded the
time spent on each image. Upon comparison to the time
required for image analysis by Muscle], we found that
automated quantification was 10 to 30 times faster than
manual quantification (Additional file 1: Figure S4D).

Discussion

Histological characterization is of central interest in most
studies of fundamental and clinical aspects of skeletal
muscle pathophysiology. For these analyses, a variety of
different tools have been developed using different
software, but to date, there is no single tool capable of
automatically analyzing all parameters simultaneously. As

a result, each laboratory often develops its own strategy to
quantify parameters of interest. Manual quantifications,
mainly performed with Fiji, are often described in scien-
tific articles. However, manual approaches are subject to
technical and observer bias, questioning the reprodu-
cibility of results obtained by different laboratories and
different image acquisition systems. In this study, we
propose a high-content analysis tool developed on the
free, open-source Fiji software, which we named Muscle].
It allows quantification of many important skeletal muscle
parameters, based on immunofluorescent staining of skel-
etal muscle sections and can be applied to all high-quality
images obtained from a variety of microscopes.
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As other available software, e.g, SMASH and Myovi-
sion, Muscle] allows to analyze fiber morphology by meas-
uring the number of skeletal muscle fibers, their CSA, and
minimum and maximum Feret diameter after fiber seg-
mentation based on laminin staining (Additional file 1:
Table S3). In addition to laminin, up to three different
intrafiber stainings can be quantified. Here, we highlight
fiber typing based on myosin type I, type IIA and type IIB
immunostainings. However, the use of other antibodies
against specific proteins located within the fiber can also
be analyzed in terms of number of positive fibers and
intensity of the signal.

Another functionality of Muscle], also done by SMASH, is
the identification of myonuclei localized in a central position
within the fiber. The number of centronuclei per fiber can
be now quantified by Muscle]. Aberrant positioning of nu-
clei in the fiber is a feature shared by many muscle disorders
[12-14]. This is also an important parameter for
characterization of regenerating fibers as it is a readout of
regeneration efficiency. Running Muscle] on muscle sections
co-labeled with laminin and DAPI returns the number of re-
generated fibers and the number of nuclei in each fiber. Im-
portantly, it can also report their respective CSA, and the
combination of these different parameters is sufficient to
show potential defects in the muscle regeneration process.

In addition, our tool presents unique functionality not
currently available. We have developed the automatic
detection of Pax7-positive muscle stem cells localized
under the basal lamina of fibers, as well as CD31-positive
endothelial cells of vessels in skeletal muscle. Both param-
eters are often quantified in muscle studies [15-17]. Ana-
lysis of CD31-positive cells, also performed by SMASH,
offers here the possibility for combined analysis of satellite
cells or intrafiber staining.

Combined analysis performed by Muscle] is an original
feature of this tool that is based on the possibility to
track each individual fiber which is automatically
numbered and saved in the ROI folder. Therefore, it is
possible to establish correlations between the mor-
phology, number of associated satellite cells and vessels,
and number of centronuclei or intrafiber signals by fi-
bers, depending on the antibodies used (see the “Possible
analysis combinations” in the Additional file 1: Tutorial).
In addition, the capacity of Muscle] to quickly analyze
all these parameters makes it possible to increase the
amount of muscle sections to be analyzed and conse-
quently improve statistical power.

Another original feature of Muscle] is the optional in
situ cartographies. Five different cartographies have been
designed. The first one represents the number of centro-
nuclei per fiber by a color code from white to red, where
white fibers are normal fibers and red fibers correspond
to those containing more than three nuclei in a central
position. There are many advantages of this option,
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including the capability to directly visualize the extent of
an injury induced by myotoxin injection or comparison of
the degenerative state of different skeletal muscles
(Additional file 1: Figure S2). The second cartography
depicts the CSA of muscle fibers by a gradual color code
ranging from pale to dark green. This tool offers a number
of perspectives in studies focusing on skeletal muscle mass
regulation where atrophy and hypertrophy are examined
as an endpoint. The spatial information brought by this
option can be used, for example, to determine the effect of
local intramuscular injection of different treatments on
fiber CSA. The three other cartographies present the
number of satellite cells or vessels associated to fibers and
the fiber type distribution. These cartographies can be op-
tionally included in each analysis, depending on the box
checked in Muscle] when it is launched. The user should
be aware that including additional analyses can greatly
increase the running time of the program.

The high-content tool we developed is based on the
analysis of different immunofluorescent stainings.
Many studies, notably in the clinical diagnostic field,
also use immunohistochemical staining to assess
specific parameters, such as fibrosis by Sirius Red,
metabolism by COX and SDH staining, glycogen con-
tent by PAS staining, and lipid content by Oil RedO.
In the future, we plan to develop Muscle] with new
functions in order to detect and quantify these pa-
rameters. In addition, we will also add the possibility
to analyze skeletal muscle of other species (human,
horse, pig...) as our current algorithm has only been
validated in mice. We plan to also develop the cap-
acity of Muscle] to align serial skeletal muscle sec-
tions labeled by immunofluorescent and immuno-
histochemistry for specific markers. Finally, a plugin
will be developed to further improve the interactive
user interface and will be deposited on an appropriate
open source web site for scientific community.

Conclusions

Muscle] has been designed to allow characterization of
many parameters currently analyzed in fundamental and
clinical studies in the skeletal muscle field. We have deve-
loped this tool on the free publicly accessible software Fiji,
in order to offer the capacity to the muscle community to
use it freely on high quality images obtained from a range
of different microscopes. Using Muscle] significantly
reduces the time of analysis and renders possible the com-
parison of experiments performed at different times and
in different laboratories around the world by providing
highly reproducible analyses. The easy-to-use interface is
highly intuitive and facilitates its usage. We expect that
Muscle] will become the tool of reference for all skeletal
muscle histological analysis in the future.
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determined; PAS: Periodic acid Schiff; Pax7: Paired box protein 7; ROI: Region
of interest; ROI™™: Region of interest of centronucleated fibers; ROI™: Region
of interest of fibers; ROI*": Region of interest of satellite cells; ROI": Region of
interest of vessels; Sat Cell: Satellite cells; SMASH: Semi-autormatic muscle
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Metabolic stresses such as dietary energy restriction or physical activity exert beneficial metabolic effects. In the liver,
endospanin-1 and endospanin-2 cooperatively modulate calorie restriction—-mediated (CR-mediated) liver adaptations by
controlling growth hormone sensitivity. Since we found CR to induce endospanin protein expression in skeletal muscle,
we investigated their role in this tissue. In vivo and in vitro endospanin-2 triggers ERK phosphorylation in skeletal muscle
through an autophagy-dependent pathway. Furthermore, endospanin-2, but not endospanin-1, overexpression decreases
muscle mitochondrial ROS production, induces fast-to-slow fiber-type switch, increases skeletal muscle glycogen content,

and improves glucose homeostasis, ultimately promoting running endurance capacity. In line, endospanin-27~ mice
display higher lipid peroxidation levels, increased mitochondrial ROS production under mitochondrial stress, decreased
ERK phosphorylation, and reduced endurance capacity. In conclusion, our results identify endospanin-2 as a potentially
novel player in skeletal muscle metabolism, plasticity, and function.
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Metabolic stresses such as dietary energy restriction or physical activity exert beneficial metabolic
effects. In the liver, endospanin-1and endospanin-2 cooperatively modulate calorie restriction-
mediated (CR-mediated) liver adaptations by controlling growth hormone sensitivity. Since we
found CR to induce endospanin protein expression in skeletal muscle, we investigated their role

in this tissue. In vivo and in vitro endospanin-2 triggers ERK phosphorylation in skeletal muscle
through an autophagy-dependent pathway. Furthermore, endospanin-2, but not endospanin-1,
overexpression decreases muscle mitochondrial ROS production, induces fast-to-slow fiber-

type switch, increases skeletal muscle glycogen content, and improves glucose homeostasis,
ultimately promoting running endurance capacity. In line, endospanin-2-"- mice display higher
lipid peroxidation levels, increased mitochondrial ROS production under mitochondrial stress,
decreased ERK phosphorylation, and reduced endurance capacity. In conclusion, our results identify
endospanin-2 as a potentially novel player in skeletal muscle metabolism, plasticity, and function.

Introduction

Besides its role in locomotion, skeletal muscle also controls whole body energy metabolism and expendi-
ture. Skeletal muscle is a highly plastic tissue composed of slow and fast fibers that exhibit different oxida-
tive and glycolytic metabolic capacities adapting to environmental conditions such as nutrient availability
and physical activity. The adaptations of skeletal muscle to physiological stimuli involve changes in mass,
myofiber composition, and mitochondrial properties associated with appropriate metabolic modifications.
Mitochondria not only produce energy necessary for myofiber contractions, but they are also major pro-
ducers of ROS. Pathophysiological conditions, such as obesity, type 2 diabetes, and aging, have been associ-
ated with impaired skeletal muscle oxidative metabolism and increased ROS production (1, 2). Conversely,
calorie restriction (CR) or exercise both protect from age-related pathologies, notably by decreasing skeletal
muscle oxidative stress (3). Activation of autophagy, a key stress response pathway, is also implicated in
the beneficial effects of exercise and CR, notably by preventing the accumulation of damaged cellular
components (4-6).

Endospanin-1, also named Leptin receptor overlapping transcript (LEPROT), and endospanin-2, also
named LEPROT-like 1 (LEPROTLI) (7, 8), belong to a gene family derived from a unique ancestor gene
encoding vacuolar protein sorting 55 (VPSS5) in Saccharomyces cerevisiae (9). The endospanins and VPS55
tetraspan membrane proteins are located in the trans-Golgi network and endosomes and participate in
the intracellular trafficking of various proteins, such as cell surface receptors in mammals or vacuolar car-
boxypeptidase Y in yeast, to the vacuole/lysosome (9-12), suggesting a phylogenetically conserved role of
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these proteins in protein trafficking. We have previously demonstrated that endospanin-1 and endospanin-2
cooperate to decrease cell-surface abundance of the growth hormone (GH) receptor in the liver in peri-
ods of reduced nutrient availability, therefore decreasing plasma IGF1 levels (12). Moreover, endospanin
expression is induced in liver and chondrocytes during CR, mediating an FGF-21-dependent reduction in
GH sensitivity (13). Altogether, these observations identify a key role for these proteins in CR-induced met-
abolic adaptations. Since we found CR to also induce their protein expression in skeletal muscle, we inves-
tigated their role in this tissue. Here, using both gain- and loss-of-function models, we demonstrate that
endospanin-2, but not endospanin-1, triggers ERK phosphorylation in skeletal muscle through autophagy
activation, which results in decreased oxidative stress, fast-to-slow fiber-type switch, and enhanced glucose
metabolism and glycogen storage. Finally, we show that endospanin-2 overexpression promotes running
endurance capacity, while endospanin-2 downregulation induced the opposite phenotype. These findings
identify endospanin-2 as a critical regulator of skeletal muscle plasticity, function, and metabolic flexibility.

Results

CR induces endospanin expression in skeletal muscle. Since CR enhances endospanin expression in the liver and
the tibial growth plate in mice (12, 13), we assessed total endospanin expression upon CR in skeletal muscle
using antibodies targeting the conserved C-terminus of both endospanin-1 and -2. After 4 weeks of CR,
endospanin protein levels increased in skeletal muscle of WT mice (Supplemental Figure 1A; supplemental
material available online with this article; https://doi.org/10.1172/jci.insight.98081DS1), whereas their
mRNA levels remained unchanged (Supplemental Figure 1B). In line, 4 weeks of CR also increased Tg
endospanin-2 and endospanin-1 protein but not their mRNA levels in skeletal muscle of endospanin-1 and
endospanin-2 Tg mice (Supplemental Figure 1, C-F). These results indicate that CR upregulates endospan-
in protein expression through posttranslational mechanisms.

Endospanin-2 decreases mitochondrial oxidative stress. Given the role of CR to preserve skeletal muscle
from oxidative damage by decreasing mitochondrial superoxide emission and increasing antioxidant
defences (3, 14), we assessed whether overexpression of endospanins modulate oxidative stress lev-
els. H,0, plasma levels were 20% lower in endospanin-2 Tg, but not in endospanin-1 Tg mice, when
compared with WT littermates (Figure 1A). Since other biochemical and functional parameters (data
not shown) were also unchanged in endospanin-1 Tg compared with WT littermate mice, we further
focused on endospanin-2 Tg mice only. In line with the decrease of plasma H,O,, levels of malondialde-
hyde (MDA), a marker of lipid peroxidation, were 50% lower in glycolytic muscles from endospanin-2
Tg compared with WT mice (Figure 1B). To determine whether mitochondria are implicated in this oxi-
dative stress reduction, ROS production was measured in isolated mitochondria incubated under stress
conditions. Succinate-driven ROS production through reverse electron flow from complex II to complex
I was 65% lower in skeletal muscle mitochondria of endospanin-2 Tg mice (Figure 1C). Moreover, com-
plex III ROS production measured after addition of the respective complex I and III chain inhibitors,
rotenone, and antimycin A was 60% lower in glycolytic muscle mitochondria from endospanin-2 Tg
compared with WT mice (Figure 1C). In addition, endospanin-2 Tg glycolytic muscle exhibited a 2.8-
fold higher catalase activity (Figure 1D). To study whether endospanin-2 regulates mitochondrial ROS
production in a cell-autonomous manner, C2C12 muscle cells were stably infected with endospanin-1
or endospanin-2 coding retroviruses. In line with the in vivo results, intracellular H,O, levels measured
using 2’,7'-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA), a hydrogen peroxide—sensitive fluorescent probe,
revealed significantly lower (~30%) ROS production in C2C12 myotubes overexpressing endospanin-2,
but not endospanin-1, compared with control infected cells (Figure 1E). To confirm that endospanin-2
directly modulates mitochondrial superoxide generation, experiments were performed using MitoSox,
a superoxide-specific probe selectively targeted to mitochondria (15). While antimycin A—driven mito-
chondrial superoxide production was markedly lower in C2C12 myotubes overexpressing endospanin-2
(Figure 1F), endospanin-2 silencing increased antimycin A-stimulated superoxide production (Figure
1G). These mitochondrial ROS production modifications were not related to changes in mitochondrial
mass or respiration (Supplemental Figure 2). Interestingly, mRNA and protein expression of UCP3
were lower in endospanin-2 Tg glycolytic muscle (Supplemental Figure 3A) and in endospanin-2—over-
expressing C2C12 cells (Supplemental Figure 3B), likely reflecting an adaptive response to reduced
mitochondrial ROS production.

Altogether, these data indicate that endospanin-2 regulates skeletal muscle mitochondrial ROS production.
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Figure 1. Endospanin-2, but not endospanin-1, decreases mitochondrial oxidative stress in vivo and in vitro. (A) Plasma H,0, levels of endospanin-1
Tg mice, endospanin-2 Tg mice, and their WT littermates (n = 7-8 per genotype). (B) Malondialdehyde (MDA) levels in quadriceps from endospanin-2
Tg mice and their WT littermates (n = 7-8 per genotype). (C) Mitochondrial H,0, production measured on isolated mitochondria and expressed per
mg of mitochondrial protein. Mitochondrial substrates and inhibitors were sequentially added: 10 mM succinate (Succ), 1 uM rotenone (Rot), 2.5 uM
antimycin A (AA). All experiments were done on quadriceps from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates (n = 6 per genotype). (D) Catalase
activity in quadriceps from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates (n = 6 per genotype). (E) Intracellular ROS analysis using 2’7 -dichloro-
fluorescein diacetate (DCF-DA) on differentiated endospanin-1, endospanin-2, or control pBabe C2C12 cells (n = 6 per condition). (F) Representative
histograms of flow cytometry experiments, using superoxide-specific probe MitoSox, illustrating the increase in mean fluorescence intensity and
percentage of positive cells following AA pretreatment on differentiated endospanin-2 or control (pBabe) retrovirus-infected C2C12 cells. (G) C2C12
were transfected with control and endospanin-2 siRNAs (mMRNA levels decreased by 85%), and percentage of positive cells for MitoSOX was evaluat-
ed by flow cytometry in absence or presence of AA (n = 6 per condition). Results are expressed as means + SEM and were analyzed by unpaired t test,
except for E, which was analyzed by 1-way ANOVA. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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Endospanin-2 activates the ERK pathway. The ERK pathway is involved in survival processes in response
to cellular stresses and also plays an important role in the regulation of mitochondrial function (16, 17).
Since, ERK stimulates Stat3 translocation to mitochondria by enhancing Stat3 phosphorylation on Ser-
ine 727, hence downregulating ROS production (18-20), we next assessed ERK phosphorylation levels in
endospanin-2 Tg muscles. Interestingly, basal ERK1/2 phosphorylation levels were higher in endospanin-2
Tg mice (Figure 2A), associated with higher Ser 727 Stat3 phosphorylation (Figure 2B). Moreover, p-ERK,
total ERK, and Stat3 were more abundant in purified skeletal muscle mitochondria from endospanin-2
Tg compared with WT littermate mice (Figure 2C and Supplemental Figure 4A). Mitochondrial ERK
localization and activity have been associated with mitochondrial permeability transition pore (mPTP)
opening desensitization under stress conditions (21). Interestingly, endospanin-2 overexpression increased
the resistance to mPTP opening of isolated skeletal muscle mitochondria, demonstrating higher resistance
to cellular stress (Figure 2D). ERK phosphorylation was also upregulated in endospanin-2—overexpressing
C2C12 cells (Figure 2E). In line with these results, the protection from antimycin A—induced superoxide
production observed in endospanin-2—overexpressing C2C12 cells was abolished by the addition of U0126,
an inhibitor of ERK phosphorylation (Figure 2F and Supplemental Figure 4B), suggesting that ERK sig-
naling participates in the endospanin-2—-induced decrease of oxidative stress. Together, these data indicate
that endospanin-2 regulates mitochondrial ROS production through activation of the ERK pathway.

To determine whether endospanin-2 deficiency leads to a mirror phenotype, endospanin-2-'- mice were
generated (Supplemental Figure 5, A and B). Opposite to endospanin-2 Tg mice, endospanin-2-- mice dis-
played higher lipid peroxidation levels (Figure 3A) and increased mitochondrial ROS production under
mitochondrial stress conditions (Figure 3B). Consistently, the ERK phosphorylation level was lower in
endospanin-2-'~ skeletal muscle (Figure 3C). By contrast, AAV-mediated skeletal muscle-specific endospan-
in-2 overexpression in vivo (Supplemental Figure 5C) resulted in a significant decrease in mitochondrial
ROS production (Figure 3D) associated with higher basal ERK phosphorylation levels in skeletal muscle
(Figure 3E). Altogether, these results demonstrate that skeletal muscle endospanin-2 activates the ERK
pathway and regulates mitochondrial ROS production.

Endospanin-2 triggers ERK phosphorylation through autophagy activation. Endospanin-2 Tg mice displayed
reduced skeletal muscle mass of the predominant glycolytic muscles (i.e., extensor digitorum longus [EDL],
quadriceps, and gastrocnemius) compared with WT mice (Figure 4A). Interestingly, this reduction in mus-
cle mass is associated with autophagy activation, a highly conserved cell survival process, linked to dietary
restriction and exercise-conveyed skeletal muscle adaptations (22, 23). Indeed, protein levels of Ulkl, Atg5,
Beclin, and the LC3-II/1 ratio were increased in glycolytic muscles of endospanin-2 Tg mice (Figure 4B
and Supplemental Figure 6A). The increase in autophagy was confirmed in vivo by electron microscopy
analysis, revealing autophagosome structures in endospanin-2 Tg mouse glycolytic muscles (Figure 4C). By
contrast, autophagy markers were not increased in the oxidative soleus muscle of endospanin-2 Tg mice
compared with WT mice (Supplemental Figure 6B).

During autophagy, cytoplasmic material and organelles are sequestered within autophagosomes to be
delivered to lysosomes for degradation. Since Vps535, the yeast endospanin homologue, promotes targeting
of endocytosed proteins to the vacuole/lysosome (9), a key organelle in macroautophagy, we investigated
whether cellular endospanin-2 is colocalized with autophagosomes upon modulation of autophagy. In bas-
al conditions, endospanin-2 localized around the nucleus (Figure 4D and Supplemental Figure 6C), likely
in the endosomal compartment (11). Interestingly, starvation of endospanin-2—overexpressing C2C12 cells
— followed by treatment with chloroquine, a lysosomal inhibitor inducing accumulation of LC3-II-posi-
tive autophagosomes — resulted in endospanin-2 colocalization with LC3-II and the lysosome (Figure 4D
and Supplemental Figure 6C). These results indicate that endospanin-2 traffics with autophagic structures
to the lysosome upon autophagy activation.

Interestingly, autophagy has been recently shown to promote ERK phosphorylation (24). To determine
whether endospanin-2 increases ERK phosphorylation through autophagy activation, C2C12 myotubes
overexpressing endospanin-2 and control cells were treated with either the PI3K inhibitors wortmannin or
chloroquine, which inhibit the autophagy process at early and late stages, respectively. In line with previous
observations (24), blocking autophagosome formation by wortmannin decreased ERK phosphorylation,
while chloroquine-induced autophagosome accumulation promoted ERK phosphorylation (Figure 4E). More
importantly, the difference in ERK phosphorylation observed between endospanin-2—overexpressing and con-
trol C2C12 cells was abolished upon inhibition of autophagy by wortmannin and chloroquine (Figure 4E).
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Figure 2. Endospanin-2 activates the ERK cellular stress pathway. Western blot analysis of (A) phosphorylated ERK 1/2, total ERK1/2, and (B) phos-
phorylated Stat3 on serine 727 residue and total stat3 protein levels in quadriceps from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates (n = 6 per
genotype). (C) Western blot analysis of phosphorylated ERK1/2, total ERK1/2, and total Stat3 protein levels on purified mitochondria (see extended
experimental procedures and Supplemental Figure 4A) from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates (n = 4 per genotype). (D) mPTP opening
sensitivity assessed by monitoring OD 540 nm after 75 uM Ca* pulse on isolated mitochondria from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates
(n = 6 per genotype). (E) Western blot analysis of phosphorylated ERK 1/2 and total ERK1/2 protein levels on differentiated endospanin-2 or control
(pBabe) retrovirus-infected C2C12 cells (n = 3 per condition). (F) Percentage of positive cells for MitoSOX + antimycin A evaluated by flow cytometry
on differentiated cells treated or not with U0126, an inhibitor of ERK phosphorylation (n =5 per condition). Results are expressed as means + SEM;
*P <0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 by unpaired t test.
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Figure 3. Endospanin-2-'- mice display increased oxidative stress and decreased ERK phosphorylation. (A) Skeletal muscle MDA levels in Endospanin-2-/-
mice and their WT littermates (n = 6-8 per genotype). (B) Mitochondrial H,0, production evaluated on isolated quadriceps muscle mitochondria from
endospanin-2-'- and their WT littermates (n = 6-7 per genotype). (C) Western blot analysis of phosphorylated ERK 1/2 and total ERK 1/2 protein levels in
the quadriceps from endospanin-2-- mice and their WT littermates (n = 4-5 per genotype). (D) Mitochondrial H,0, production evaluated on mitochondria
isolated from gastrocnemius muscle from mice intramuscularly injected with an endospanin-2-expressing or a control AAV vector and treated with mito-
chondrial substrates and inhibitors (10 mM succinate [Succ], 1 uM rotenone [Rot], 2.5 uM antimycin A [AA]) (n = 8-10 per group). (E) Western blot analysis
of phosphorylated ERK1/2 and total ERK1/2 protein levels in gastrocnemius from mice intramuscularly injected with an endospanin-2-expressing ora
control AAV vector (n = 6 per group). Results are expressed as means + SEM; *P < 0.05, **P < 0.01 by unpaired t test.
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These data indicate that endospanin-2 regulates ERK phosphorylation through autophagy modulation.
Endospanin-2 regulates skeletal muscle plasticity and function. Considering that oxidative stress level, auto-
phagy activation, and the ERK pathway regulate skeletal muscle plasticity and function (25-27), immu-
nofluorescence analysis of the myosin heavy chain (MHC) isoforms was performed on EDL sections of
endospanin-2 Tg and WT littermate mice. EDL from endospanin-2 Tg mice exhibited a lower proportion
of glycolytic MHC2b and a higher proportion of MHC2x fibers compared with muscles from WT mice
(Figure 5A). Moreover, the fiber-type switch was observed at both the mRNA and protein levels (Supple-
mental Figure 7, A and B). Although the total fiber number remained unchanged (Supplemental Figure
7C), the MHC2b fiber cross-section area (CSA) was significantly lower, while the MHC2x and hybrid fiber
CSA was higher in EDL of endospanin-2 Tg compared with WT mice (Figure 5B). This fiber-type switch
was not observed in the soleus oxidative muscle of endospanin-2 Tg compared with WT mice (Supplemen-
tal Figure 7D). Moreover, skeletal muscle fiber type and mass were not yet modified in young endospanin-2
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Figure 4. Endospanin-2 regulates ERK pathway through autophagy activation. (A) Muscle mass relative to body weight of endospanin-2 Tg mice and their

WT littermates (n = & per genotype). (B) Western blot analysis of Ulk1, Atg5, Beclin, and LC3-1and LC3-Il proteins levels in EDL muscle from endospanin-2 Tg

mice compared with WT littermates (n = 5-6/genotype). (C) Representative images of electron microscopy analysis on EDL sections from endospanin-2 Tg mice
compared with their WT littermate (n = 5-6 per genotype). Black arrowheads represent autophagosomal structures. (D) Representative images of immunofluores-
cence staining depicting colocalisation of lysosome (gray), LC3-1l (red), and endospanin-2 (green) in endospanin-2-overexpressing C2C12 treated with chloroquine
(50 uM) compared with control cells (n = 3 per condition). (E) Western blot analysis of phosphorylated ERK 1/2 and total ERK1/2 protein levels in endospanin-2 or
control (pBabe) retrovirus-infected C2C12 cells cultured in nutrient-free medium (HBSS) treated with chloroquine (50uM), wortmannin (100 nM), or their respective
vehicle for 4 hours (n =3 per condition). Results are expressed as means + SEM; *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 by unpaired t test.
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Tg mice compared with WT and endospanin-1 Tg mice (Supplemental Figure 7, E and F), suggesting that
the endospanin-2-induced skeletal muscle phenotype is unlikely to be established during development.

By contrast, glycolytic muscles of endospanin-1 Tg mice did not display any phenotype and displayed
no modification in fiber-type composition (Supplemental Figure 7, A and B) or mass (data not shown)
compared with WT mice.

To investigate whether the fiber-type transition in endospanin-2 Tg mice is associated with changes in
skeletal muscle function, the fatigue index was evaluated on dissected EDL from endospanin-2 Tg and WT
mice. Consistent with the fast-to-slow fiber type, ex vivo endospanin-2 Tg EDL muscle was significantly
more resistant to fatigue than EDL from WT mice (Figure 5C). Since metabolic challenges also impact
skeletal muscle metabolism, we measured skeletal muscle glycogen level, an easily mobilized source of glu-
cose upon sudden energy needs. Periodic acid—Schiff (PAS) staining (Figure 5D and Supplemental Figure
8A) and biochemical measurement of glycogen (Supplemental Figure 8B) revealed a significantly higher
glycogen content in glycolytic muscles of endospanin-2 Tg mice compared with WT littermates. Given
these findings, we also assessed whether endospanin-2 overexpression affects glucose homeostasis. Despite
no changes in plasma insulin level (Supplemental Figure 8C), fasting plasma glucose was lower in endosp-
anin-2 Tg mice (Supplemental Figure 8D), and this was associated with improved glucose tolerance (Figure
SE and Supplemental Figure 8E). Moreover, insulin-stimulated p-Akt levels were more strongly induced in
skeletal muscle of endospanin-2 Tg mice compared with WT mice, indicating that skeletal muscle of endo-
spanin-2 Tg mice are more sensitive to insulin than WT mice (Figure 5F and Supplemental Figure 8F). By
contrast, endospanin-2 ~'~ mice did not display any difference in glucose homeostasis compared with their
WT littermates (Supplemental Figure 8G).

Finally, when submitted to an endurance exercise test to exhaustion at 70% of maximal oxygen con-
sumption (VO,__ ), endospanin-2 Tg mice ran much longer and covered a greater distance than WT or
endospanin-1 Tg mice (Figure 5G and Supplemental Figure 8H), while endospanin-2 -~ mice displayed low-
er exercise capacity (Figure SH and Supplemental Figure 81) and reduced spontaneous locomotor activity
in a free wheel exercise compared with their WT littermates (Supplemental Figure 8J). Altogether, these
data show that endospanin-2 plays a regulatory role in skeletal muscle metabolic flexibility and function.

Discussion

Dietary energy restriction is a metabolic stress that induces beneficial adaptations of skeletal muscle, resulting
in improved health (28). We and others have previously shown that endospanin-1 and endospanin-2 coopera-
tively control CR-induced metabolic adaptations in the liver by modulating hepatic GH sensitivity (12, 13). In
this study, we show that endospanin-2, but not endospanin-1, modulates skeletal muscle function and plastici-
ty. By activating autophagy, endospanin-2 triggers ERK phosphorylation, which leads to decreased mitochon-
drial ROS production, fast-to-slow fiber-type switch, and enhanced running capacity. Selective AAV-mediated
overexpression of endospanin-2 in skeletal muscle reduces oxidative stress and decreases ERK phosphory-
lation, highlighting that endospanin-2 exerts a direct action in this tissue. Moreover, endospanin-2 Tg mice
display increased skeletal muscle glycogen content, increased skeletal muscle insulin sensitivity, and improved
glucose homeostasis, suggesting that endospanin-2 promotes skeletal muscle metabolic flexibility to sustain
energy production during physical activity. Overall, we show that endospanin-2 overexpression mimicks the
beneficial adaptations of skeletal muscle to metabolic challenges (29-32).

CR and/or exercise-mediated antioxidant activities preserve cellular and mitochondrial functions (14).
Using both loss- and gain-of-function experiments, we show that endospanin-2 increases oxidative stress
resistance, as illustrated by decreased mitochondrial ROS production and increased antioxydant enzyme
expression. In line, skeletal muscle UCP3 expression is decreased in endospanin-2 Tg mice, which likely
reflects an adaptive response to reduced mitochondrial ROS production (33). Indeed, UCP3 expression is
reduced upon endurance training and is negatively correlated with energy efficiency (34).

To decipher the mechanism of action of endospanin-2, which is a tetraspan membrane protein, we
assessed signaling pathways of cytosolic-to-mitochondrial signaling. Interestingly, the transient stress
induced by resistance exercise activates the ERK pathway (35, 36). Moreover, ERK activation induces
fast-to-slow fiber-type transition (27), whereas ERK inhibition decreases slow fiber-type isoforms in vitro
(37). Our results demonstrate that overexpression or downregulation of endospanin-2 in vivo and in vitro
modulates basal ERK activation. Since in vivo endospanin-2 overexpression is also associated with a fast-
to-slow fiber-type switch, higher resistance to fatigue, and enhanced endurance capacity, ERK signaling is

https://doi.org/10.1172/jci.insight.98081 8

361



RESEARCH ARTICLE

A = B
g o WT o Wr
" @ m  endospanin-2 Tg ®  endospanin-2 Tg
= 100- 2000-
3 5, i
g 80 € 15001
» 2 |&.. N ~
§ 60+ *% <] 8 '———'. [ ]
& 5 .Jc ! © <1000{ = % ]
> = Sa40{ o . 25 & 5
& 5 £ = © -3 # ol oo
é S/ = 20- an - 3 5004 =n %@
= &-‘.
a B 0 BY of 0
S 3 MHC2b MHC2x MHC1/2a Hybrid MHC2b MHC2x MHC1/2a Hybrid
] 3.
e
Cc o Wr D -
m  endospanin-2 Tg PAS staining
100+ ko
| —
— . o
& 1907 &
> n" =
¥ 60- @
2 o -
S 404 _%'" S
2 @
£ 20{ o
o
0
E —m— WT F
~ 400 B-—endaspanine2 Tg WT endospanin-2 Tg
o
g 300 *% % saline insulin saline insulin
[} P- AKT | " — it St et |
3 i *
gZOO AKT [SS S - — — ———— p— |
© i GAPDH | N s s s S o S S S e S S G S
o
3 100 -
m
0 15 30 45 60 75 90
Time (min)
G H
8 100 T -=- WT 8 100 -lwe VVT
L2 ! ; = :
£ = —— endospanin-2 Tg £ —— endospanin-2 -
[=)] | [=)]
c 1 £
£ " s
c i c
3 | £
w5 504 : ‘5 504
> 7 o}
g == 8
c L s -—
3 ; 8 :
o) 1 ) 1
m C L} l L} 1 n- C ¥ B ' F
0 20 40 60 0 20 40 60
Time (min) Time (min)
insight.jci.org  https://doi.org/10.1172/jci.insight.98081 9

362



RESEARCH ARTICLE

Figure 5. Endospanin-2 regulates skeletal muscle plasticity and endurance capacity. (A) Representative images of immunofluorescence staining of myosin
heavy chain (MHC) and percentage fiber typing of MHC2a (green), MHC2x (red), MHC2b (black), and hybrid (2a and 2x) on EDL sections from endospanin-2
Tg mice compared with their WT littermates (n = 5-6 per genotype). Individual muscle fibers were visualized in blue (laminin staining). (B) Evaluation of
cross-sectional areas of MHC2b, -2, -2a, hybrid fibers, and total fiber number of EDL from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates (n = 5-6 per
genotype). (C) Fatigue index evaluated ex vivo on EDL muscle from endospanin-2 Tg mice compared with their WT littermates (n =8 per genotype). (D)
Representative images of PAS staining detecting glycogen content on EDL sections from endospanin-2 Tg mice compared with their WT littermates (n =

5-6 per genotype). (E) I.p. glucose tolerance test (1g/kg body weight) of endospanin-2 Tg mice and their WT littermates (n = 6-7 per genotype) (F) Western
blot analysis of p-AKT and AKT in quadriceps muscle from endospanin-2 Tg mice and their WT littermates under basal and insulin-stimulated conditions (n
= 3-4 per genotype) (G) Kaplan-Meier curves illustrating the endurance capacity of endospanin-2 Tg mice compared with their WT littermates (n = 7-9 per
genotype). (H) Kaplan-Meier curves illustrating the endurance capacity of endospanin-2 #- mice compared with their WT littermates (n = 5 per genotype).

likely to mediate the endospanin-2—induced skeletal muscle adaptations. Active ERK phosphorylates Stat3
on Serine 727, leading to Stat3 translocation to mitochondria, where it directly modulates the mitochondri-
al complex I to lower ROS production (20, 38, 39). Increased amounts of total and phosphorylated ERK
and total Stat3 were found in skeletal muscle mitochondria from endospanin-2 Tg mice. Moreover, in vitro
inhibition of ERK phosphorylation by U0126 reversed the endospanin-2—induced decrease in superoxide
production, demonstrating that the reduction in mitochondrial ROS production by endospanin-2 requires
activation of the ERK pathway. In addition, mitochondrial localization of ERK is also associated with
decreased mitochondrial PTP opening sensitivity (21), which reduces cell susceptibility to apoptosis. Our
data show that endospanin-2 reduces mPTP opening susceptibility. Thus, activation of the ERK pathway
provides a mechanism through which endospanin-2 initiates a protective response conferring higher resis-
tance to cellular stress associated with decreased mitochondrial ROS production.

Metabolic stress activates autophagy, a highly conserved cell survival process, to minimize damages
and to provide energy for short-term survival. This process is essential for dietary restriction and exer-
cise-conveyed skeletal muscle adaptations (22, 23). Indeed, deficiency in skeletal muscle autophagy results
in impaired metabolic adaptations to exercise, decreased endurance capacity, and exacerbated age-related
skeletal muscle dysfunctions (5, 40). Western blot and electron microscopy analysis of endospanin-2—over-
expressing skeletal muscles revealed activated autophagy in glycolytic, but not in oxidative muscle, suggest-
ing that endospanin-2 preserves skeletal muscle function by inducing glycolytic muscle—selective autopha-
gy, a process resembling starvation- and/or exercise-induced autophagy (41). Interestingly, exercise did not
further increase autophagy markers in endospanin-2 Tg mice skeletal muscle (data not shown), indicating
that endospanin-2 Tg mice display a constitutive increase in autophagy, as observed upon exercise. More-
over, chloroquine treatment delocalizes endospanin-2 from the endosomal compartment to the lysosome,
where it colocalizes with LC3-II-positive autophagosomes. Interestingly, autophagic structures serve as
cellular platforms promoting ERK phosphorylation (24). Our results show that inhibition of autophagy,
either at early or late stages, abolished the altered ERK phosphorylation levels in endospanin-2—overex-
pressing C2C12 cells, indicating that endospanin-2 regulates ERK phosphorylation levels through autoph-
agy activation. Interestingly, global phosphorylated protein analysis in yeast found a physical interaction
between Vps55 (the endospanins yeast homologue) and the serine/threonine kinase ATG1 (the Ulkl yeast
homologue), a key protein involved in the initiation of autophagy following starvation (42). Moreover,
Vps55 mutants display decreased oxidative and chemical stress resistance (43), as well as decreased sporu-
lation capacity in response to starvation (44). Altogether, our results indicate that endospanin-2, by modu-
lating autophagosome trafficking to the lysosome, activates autophagy and triggers ERK phosphorylation
to increase cellular stress resistance.

In conclusion, our data show that endospanin-2 expression is induced in skeletal muscle during CR
and that endospanin-2 overexpression, by activating autophagy-mediated ERK phosphorylation, decreases
mitochondrial oxidative stress and modulates skeletal muscle function. This study supports a prominent
role of endospanin-2 in skeletal muscle plasticity and metabolic flexibility, resulting in enhanced running

capacity.

Methods
Supplemental Methods are available online with this article.

Mice. We used Tg human endospanin-1 and endospanin-2 male mice on a C57B1/6 background, which
overexpress human endospanin-1 (or LEPROT) and endospanin-2 (or LEPROTLI) in all tissues, includ-
ing skeletal muscle, as previously described (12). Endospanin-2-KO (or Leprotll) mice were generated using
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leprot]]m!(EUCOMMEmgn ES cells (European Conditional Mouse Mutagenesis). Mice were backcrossed with
C57BL/6J for 10 generations, and heterozygotes were inbred (see Supplemental informations). Male and
female mice were used at 15-20 weeks of age. All mice were housed in a 12-hour/12-hour light/dark cycle,
and the ad libitum—fed (AL-fed) group had free access to water and regular chow diet (A03; Usine d’Alimenta-
tion Rationelle), but CR mice were fed at 70% of the food intake of their AL-fed littermates during 4 weeks.

Cell culture. Mouse C2C12 myoblasts (CRL-1772, American Type Culture Collection) were cultured
in DMEM (4.5 g/1 D Glucose; Gibco) supplemented with 10% FBS and 1% gentamycin at 37°C and 5%
CO,. C2C12 cells allowed to reach 90% of confluence were differentiated into myotubes by adding DMEM
supplemented with 2% horse serum (HS) during 5 days. Cell lines constitutively overexpressing endospan-
in-1 and endospanin-2 were generated as previously described (45). Endospanin-1 and endospanin-2 over-
expression was verified by quantitative PCR (qPCR) and Western blot on endospanin-1 and endospanin-2
C2C12 cells compared with pBabe control cells. For autophagy experiments, cells were cultured in HBSS
and either treated with wortmannin (Merck, 100 nM) or chloroquine (Merck, 50 uM) or their respective
vehicle for 4 hours.

Mitochondrial ROS production in plasma and isolated mitochondria. H,0, production from plasma and skel-
etal muscle mitochondria was measured fluorimetrically using Amplex Red (Molecular Probes, Invitro-
gen). Mitochondria (30 pg of mitochondrial proteins/well) were incubated in mitochondrial respiration
medium (Mir05) in the presence of the respiratory chain complex II substrate succinate (Merck, 10 mM),
with or without complex I and III inhibitors — i.e., rotenone (Merck, 1 uM) and antimycin A (Merck, 2.5
uM), respectively. Reactions were set up in triplicate in the presence of 50 uM of Amplex Red and 0.1 unit/
ml horseradish peroxidase in a 96-well plate. Fluorescence (excitation wavelength A_=545 nm, emission
wavelength i _ =590 nm) was kinetically followed during 30 minutes at 37°C, using a Tecan Infinite F500
apparatus (Tecan Systems). For quantification, 2 wells containing 10 uM H,O, were added on each plate.
All results were expressed in nmol of produced H,O, per mg of mitochondrial proteins per minute.

Mitochondrial swelling assay. Mitochondrial swelling consecutive to PTP opening was monitored by the
decrease of 90° light scatter at 540 nm in a spectrophotometer as described (46). Briefly, a mitochondrial pellet
was suspended in swelling buffer (0.4 mg/ml), and 200 ul/well was added in a 96-well plate. A PTP opening
was induced by the addition of 75 uM Ca?*.

MHC immunofluorescence. Conventional immunofluorescence for MHC subtyping was performed on
transverse cryosections of EDL and Soleus muscle. MHC2a, visualized in green, was stained using a
monoclonal antibody (N2.261, Developmental Studies Hybridoma Bank) directed against human neonatal
MHC human neonatal slow type 1 and type 2a. MHC2x, visualized in red, was stained using a mouse IgM
polyclonal antibody directed against rabbit MHC type 2x (6H1, Developmental Studies Hybridoma Bank).
Individual muscle fibers were visualized using a primary antibody against the basement membrane marker
laminin (rabbit polyclonal antibody, L-9393, Merck), which was visualized in blue. The following second-
ary antibodies were used: for the myosin 1/2a a goat anti-mouse IgG1 AlexaFluor 488 (A-21121, Thermo
Fisher Scientific), for the myosin 2x a goat anti-mouse IgM AlexaFLuor 555 (A-21426, Thermo Fisher
Scientific), for the laminin a goat anti-rabbit IgG AlexaFluor 350 (A-11069, Thermo Fisher Scientific).

Maximal exercise stress test and endurance capacity. Mice were acclimated to the treadmill by performing a
10 m/min run 2 days prior to the experiment. The day of the exercise stress test, mice were placed onto the
treadmill enclosed in a metabolic chamber connected to an O, sensor (Oxymax, Columbus Instruments).
Basal VO, (VO,,) was measured after a 30-minute resting period, and then mice started running at 10 m/
min in a 0% incline. Speed was incremented by 4 m/min every 3 minutes until exhaustion in order to deter-
mine their VO, . Exhaustion was reached when mice remained on the electrical shocker plate for 5 sec-
onds. Speed corresponding to VO,  was determined and considered as the maximal running speed (v, ).
Two days later, mice ran at a speed equivalent to 70% of their v___until exhaustion in order to determine
their maximal endurance capacity. Time to exhaustion and total run distance were determined.

Daily wheel-running activity. To analyze daily wheel-running activity, mice were placed into individual
cages containing running wheels for 1 week (Campden, Phymep). Wheel revolution was recorded daily
and averaged.

Statistics. Values are means = SEM of the indicated number of measurements. Statistical significance
was determined using 2-tailed unpaired Student’s ¢ test or 1-way ANOVA with P < 0.05.

Study approval. Experimental protocols were performed with the approval of the Nord Pas de Calais
ethics committee (CEEA75) and in compliance with French and European ethical legislations.
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SUMMARY

Browning induction or transplantation of brown adi-
posetissue (BAT) or brown/beige adipocytes derived
from progenitor or induced pluripotent stem cells
(iPSCs) can represent a powerful strategy to treat
metabolic diseases. However, our poor understand-
ing of the mechanisms that govern the differentiation
and activation of brown adipocytes limits the devel-
opment of such therapy. Various genetic factors con-
trolling the differentiation of brown adipocytes have
been identified, although most studies have been
performed using in vitro cultured pre-adipocytes.
We investigate here the differentiation of brown adi-
pocytes from adipose progenitors in the mouse em-
bryo. We demonstrate that the formation of multiple
lipid droplets (LDs) is initiated within clusters of
glycogen, which is degraded through glycophagy
to provide the metabolic substrates essential for de
novo lipogenesis and LD formation. Therefore, this
study uncovers the role of glycogen in the generation
of LDs.

INTRODUCTION

Inthe early 1960s, transmission electron microscopy (TEM) anal-
ysis of brown adipose tissue (BAT) of mouse and rat neonates
showed the presence of glycogen (Napolitano and Fawecett,
1958; Revel et al., 1960). However, its role in brown adipocyte
formation and/or activation has remained unexplored ever since.
Recent studies have however described a transient increase in
the amount of glycogen in BAT during re-acclimation after cold

1410 Cell Reports 29, 1410-1418, November 5, 2019 © 2019 The Authors.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

exposure and during refeeding after fasting, reviving the unre-
solved question of the role of glycogen in this tissue (Carmean
etal., 2018, 2016; Jakus et al., 2008). Because cellular mecha-
nisms during physiopathological events in the adult often
recapitulate those occurring during embryonic development, de-
ciphering embryonic development has led to a better under-
standing of adult cell biology in many fields. Brown adipocytes
share common progenitors with skeletal muscle (Atit et al.,
2006; Lepper and Fan, 2010; Seale et al., 2008) and PRDM16
was identified as a master regulator of the BAT differentiation
program (An et al., 2017; Seale et al., 2007, 2008). However,
how brown adipocytes form and differentiate during embryogen-
esis still remains unknown. Here, we uncover a glycogen-depen-
dent cellular mechanism essential for lipid droplet (LD) formation
during brown adipocyte development in vivo.

RESULTS AND DISCUSSION

Using TEM, we confirmed the presence of glycogen granules in
brown adipocytes of mouse neonates (P0). Notably, these
glycogen granules are mainly located in the close vicinity of
LDs and mitochondria (Figure 1A). To determine at which embry-
onic stage brown fat appears, we performed in situ hybridization
on whole mount mouse embryos harvested at different develop-
mental stages, using classical adipocyte markers (Cebpa,
Pparg, and Fabp4). As shown in Figures 1B, S1A, and S1B,
two independent adipocyte populations are detected in the up-
per back of embryos as early as at embryonic day 12.5 (E12.5)
stage. These two adipose deposits enlarge and meet to form
the well-known interscapular BAT at E15.5 (Figures 1B, S1A,
and S1B). Surprisingly, while they already express the common
adipogenic genes, the specific brown differentiation marker
UCP1 is only expressed from E16.5 at mRNA (Figure 1C) and
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Figure 1. BAT Is Functionally Differentiated at E17.5 in the Mouse Embryo

(A) TEM of BAT, at PO (M, mitochondria; LD, lipid droplet; G, glycogen; scale bar [SB], 2 um). Yellow box is enlarged in the right panel.

(B) Whole mount in situ hybridization of Cebpa. Arrows indicate interscapular BAT.

(C) gRT-PCR analysis of transcripts of Ucp1 normalized to Ppia in embryonic BAT.

(D) UCP1 western blot and quantification normalized to HP1vy in embryonic BAT (representative results of three independent experiments).

(B) Immunostaining with anti-UCP1 antibody (green) on embryonic BAT sections (SB, 10 um).

(F) Coupling control ratio (CCR) of oxygen consumption calculated from respiration data (Figure S1D) by dividing state 4 (oligomycin) by state 3.

(G) Leak control ratio (LCR) calculated from respiration data (Figure S1F) by dividing state 25p5p by state 2. All respiratory experiments were performed on
embryonic BAT tissue.

Results in (C), (F), and (G) are expressed as means + SEM; “p < 0.05, **p <0.01, and ***p < 0.001 by one-way ANOVA with Bonferroni post hoc analysis, ‘compared
to E14.5, $to E15.5, # to E16.5, and & to E17.5

protein (Figures 1D and 1E) levels. Since BAT identity is not only
defined by the presence of the UCP1 protein, we assessed mito-
chondrial function in BAT isolated at different embryonic stages.
While the ATP synthase inhibitor oligomycin reduces oxygen
consumption in adipocytes isolated between E14.5 and E16.5,

it has no effect on adipocytes isolated at E17.5 and E18.5,
indicating that oxygen consumption becomes uncoupled from
ATP synthesis at E17.5 (Figures 1F and S1C-S1E). Addition of
the UCP1 inhibitor guanosine diphosphate (GDP) (Porter et al.,
2016) reduces oxygen consumption in adipocytes isolated
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fromE17.5 and E18.5 embryos but not at earlier stages, confirm-
ing the functional uncoupling of BAT at E17.5 (Figures 1G and
S1F-S1H). Together these results demonstrate that the func-
tional differentiation of brown preadipocytes is initiated between
E16.5 and E17.5 in the mouse embryo.

Brown adipocytes are characterized by the presence of multi-
locular LDs, but the mechanisms of LD generation are still
not fully understood. During brown adipocyte differentiation,
LDs first appear at E15.5, as illustrated by Oil Red O staining
and TEM (Figures 2A and 2C). Lipidomic analysis of embryonic
brown adipocytes from E15.5 and E18.5 is further associated
with the accumulation of fatty acids and triglycerides and
profound modifications of the phospholipid profile (Fig-
ure S2). Notably, the increase of phosphatidylethanolamine
(PE), observed between E15.5 to E18.5, has been previously
associated with an increase of LD size (Cohen et al., 2017).

The presence of glycogen is detected as early as E14.5 in
developing BAT as shown using periodic acid Schiff (PAS) stain-
ing and TEM (Figures 2B and 2C). Unexpectedly, glycogen
granule clusters are first formed before the appearance of LDs.
Strikingly, the initiation of LD formation observed from E15.5 oc-
curs within these granule clusters, while de novo formation of
LDs was undetectable in areas free of glycogen granules. At all
stages of differentiation, we observed the formation of new clus-
ters of glycogen (Figure 2C). This is associated with an increase
of the total amount of glycogen in the embryonic BAT (Figure 2D).
However, the glycogen content in each individual glycogen clus-
ter decreases when the LD size increases (Figure 2E). These re-
sults show that LDs form individually within clusters of glycogen
granules in differentiating brown adipocytes.

To determine which pathways are involved in the interaction of
LD formation and glycogen dynamics, a transcriptional analysis
was performed on BAT isolated from E14.5 to E16.5. Many differ-
entially expressed genes were identified, withE15.5 representing
a stage of intermediate expression (Figure 3A; Table S1). We
identified four different kinetic expression profiles among both
downregulated and upregulated genes (Figure S3A). One pattem
identified genes whose changes in expression occur specifically
between E14.5 and E15.5 and not thereafter. These genes are
involved either in skeletal muscle differentiation (downregulated)
(Figure S3B) or in BAT differentiation (upregulated) (Figure S3C).
This indicates that final cell fate decisions of common brown ad-
ipocytes/skeletal muscle progenitors take place between E14.5
and E15.5. Changes in expression of skeletal muscle and BAT
transcriptional regulators were analyzed, the latter being poten-
tially linked to downregulation of microRNAs (miRNAs) with
predicted target genes that are closely related to the BAT differ-
entiation program (Arias et al., 2016; Brandao et al., 2017; Chen
et al., 2017) (Figure S3D). Other genes showed a linear kinetic of
expression changes between E14.5 and E16.5, consistent with
changes being triggered by remodeling of the transcriptional
regulatory landscape described above. This includes genes

involved in functions required for BAT differentiation such as fatty
acid metabolism and lipid storage (Figures 3A and S3A). Strik-
ingly, genes involved in glucose metabolic processes were also
identified in those analyses, suggesting that these pathways
precondition the acquisition of BAT functionality (Figure 3A). In
keeping with this, gene set enrichment analysis (GSEA) analyses
revealed an enrichment for genes involved in glycogen meta-
bolism (in addition to genes related to BAT differentiation and
lipid metabolism) among those induced between E14.5 and
E16.5 (Figure 3A). Accordingly, gRT-PCR analysis showed that
Glycogen synthase 1 (Gys1) and Glycogenin (Gyg), which encode
enzymes of the glycogen synthesis pathway, were significantly
increased during brown adipocyte differentiation (Figures 3B
and 3C). The same observation was made at mRNA and protein
levels (Figures 3D and 3E) for glycogen phosphorylase (Pygl), an
enzyme involvedin glycogen degradation and, thus, indicative of
an important glycogen turnover during brown adipocyte differen-
tiation. Glucose-1-phosphate produced by glycogen degrada-
tion can be converted into glucose-6-phosphate and used as a
substrate for de novo lipogenesis. The upregulation of
Stearoyl-CoA desaturase (Scd7) mRNA encoding the enzyme
that catalyzes the rate-limiting step in the formation of monoun-
saturated fatty acids, as well as other lipogenic genes such as
Diacylglycerol O-Acyltransferase 1 and 2 (Dgat1 and Dgat2)
and fatty acid synthase (Fasn), further indicates that de novo lipo-
genesis initiates between E14.5 and E16.5 (Figures 3F and S4A).
The increase of Perilipin 5 (Plin5) expression at E15.5 indicates
initiation of lipid storage in the brown adipocyte (Figure 3G). Lipid
formation requires the tricarboxylic acid (TCA) cycle to produce
citrate from acetyl-CoA and oxaloacetate, a reaction catalyzed
by citrate synthase whose gene expression and activity are
also highly upregulated during brown adipocyte development
(Figures 3H, 3l, and S4B). Interestingly, a recent study has
demonstrated that peridroplet mitochondria of adult BAT
contribute to the expansion of LDs due to higher TCA cycle ca-
pacity and citrate synthase activity, hence increasing their lipo-
genic potential (Benador et al., 2018). Consistently, our results
point to an increased expression of genes related to the TCA
cycle and citrate synthase activity in differentiating brown adipo-
cytes, and our TEM experiments indicate close proximity
between LD/glycogen clusters and mitochondria during the for-
mation of LDs (Figures S4C and S4D). Altogether, these data
strongly suggest that degradation of accumulated glycogen is
required to support de novo lipogenesis for LD formation or
expansion.

To confirm the importance of glycogen in the formation of LDs,
preadipocytes isolated from BAT at E14.5 were differentiated
ex vivo (Figures 3J, S5A, and S5B). As in vivo, accumulation of
glycogen during brown adipocyte differentiation preceded LD
biogenesis (Figures S5A and S5B). Interestingly, blocking
glycogen production using Gys7 small interfering RNA (siRNA)
strongly diminishes LD formation (Figures 3J and 3K). These

(D) Glycogen content in BAT of embryos at different stages. Results are expressed as means + SEM; “p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 by one-way ANOVA
with Bonferroni post hoc analysis, *compared to E14.5, $ to E15.5, # to E16.5, and & to E17.5.
(B) Quantification of glycogen clusters based on TEM images of BAT at E18.5. Results indicate the occupancy of glycogen and LDs, within each individual cluster,

per size of LD (n =100 clusters).

Results are expressed as means + SEM; ***p < 0.001 by two-way ANOVA with Bonferroni post hoc analysis.
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results were confirmed in vivo in Gys1 knockout mice, which
display severely diminished LD biogenesis in the BAT at the
end of the fetal period (E18.5 and PO) (Figures 3L, 3M, and
S5C). Finally, we tested the role of glycogen production during
differentiation of human multipotent adipose-derived stem
(hMADS) cells into brown adipocytes (Rodriguez et al., 2005;
Elabd et al., 2009). Interestingly, these human cells accumulate
glycogen prior the formation of LDs during differentiation (Fig-
ure S5D). In addition, siRNA knockdown (KD) of GYS7 in h(MADS
decreases glycogen accumulation and impairs LD biogenesis
during differentiation into brown adipocytes (Figures 3N and
30). Altogether, these results reveal an essential role for
glycogenin LD biogenesis during both mouse and human brown
adipocyte differentiation.

Our transcriptomic analysis also identified autophagy-related
gene expression during brown adipocyte differentiation (Fig-
ure 3A). It was recently reported that glycogen can be degraded
by glycophagy, an autophagy-related mechanism (Jiang et al.,
2011). The interaction of GABARAPL1, a protein associated
with glycophagosome membranes, with STBD1, which targets
glycogen particles, promotes the trafficking of glycogen and its
degradation through glycophagy (Delbridge et al., 2015). TEM
experiments revealed the presence of glycophagosomes be-
tween E15.5 and E17.5 in brown adipocytes (Figures 4A and
S6A). GABARAPL1 and STBD1 are expressed during brown
adipocyte differentiation (Figures S6B and S6C) and TEM immu-
nogold analysis shows that both proteins are found to be asso-
ciated with clusters of glycogen granules (Figure 4A).

The functional relevance of auto/glycophagy during brown
adipocyte differentiation was tested first using the autophagy
inhibitors wortmannin and chloroquine. Because of the delete-
rious effects of such compounds in pregnant mice, we devel-
oped an alternative strategy based on the isolation of BAT
from E14.5 embryos and culturing ex vivo for 24-72 h (Fig-
ure S7A). Harvested BAT forms a 3D spheroid under basal con-
ditions (DMEM 10% fetal bovine serum [FBS]) and recapitulates
in vivo BAT embryonic development as demonstrated by the
increased expression of the genes involved in the brown adi-
pose differentiation program, lipid storage, and glycogen
metabolism (Figure S7B). BAT explants were incubated with
autophagy inhibitors. Incubation with wortmannin, an inhibitor
of the initiation of autophagosomes, induced a strong accumu-
lation of glycogen in brown adipocytes, while treatment with

chloroquine, which decreases auto/glycophagosome-lysosome
fusion (Mauthe et al., 2018), induces an accumulation of glyco-
phagosomes (Figure 4B). In both conditions, the degradation of
glycogen is impaired, as shown by the increase of PAS staining
in these BAT explants. As a consequence, the number of LDs is
significantly reduced (Figures 4B and 4C), hence highlighting
the importance of a functional autophagy process for LD forma-
tion. However, in these experiments, we cannot exclude that
wortmannin and chloroquine affect LD biogenesis indepen-
dently of glycogen dynamics.

In order to assess more specifically the role of glycophagy in
the formation of LDs, expression of Stbd7 was knocked down
in primary embryonic brown adipocytes. Stbd7-KD cells dis-
played a significant reduction of the total LD number at day 6
(D6) of differentiation (Figures 4D and 4E). At an earlier stage
(D4), quantification of the number of neo-formed LDs within
glycogen clusters by co-labeling with 2-NBDG-glucose and
LipidTOX (Figures 4F and 4G) corroborated that downregulation
of glycophagy negatively affects LD biogenesis during brown
adipocyte differentiation.

Most studies to date related to LD biogenesis were performed
on white adipocytes in which the current model of LD biogenesis
is based on budding from endoplasmic reticulum (ER) mem-
branes (Walther et al., 2017). However, the role of glycogen dy-
namics in white adipocytes was never studied. Interestingly,
glycogen also transiently accumulates in 3T3L1 cells during their
differentiation into white adipocytes, and precedes LD formation
(Figures S8A and S8B). Furthermore, inguinal white adipose tis-
sue (IWAT) at E16.5 and E17.5 shows the presence of glycogen
and glycophagosomes during its development (Figures S8C and
S8D). However, the spatial organization of glycogen and LDs is
different in iWAT compared to BAT as LDs are not always asso-
ciated with glycogen (Figure S8C). In fact, while in the iIWAT the
ERisin close proximity with LDs, TEM experiments did not allow
us to detect ER membranes associated with LDs in BAT. In addi-
tion, in contrast to BAT, the formation of LDs in the iWAT of
Gys1/~ embryos is not impaired, suggesting that different
mechanisms control LD biogenesis in the two different adipose
tissue depots (Figures S8E and S8F). Although further studies
will be necessary to identify the specific mechanisms allowing
LD biogenesis in brown adipocytes, our results shed light on
the essential role of glycophagy and glycogen dynamics during
LD biogenesis.

(B, C, D, F, G, and H) gRT-PCR analysis of transcripts of Gys? (B), Gyg (C), Pygl (D), Scd1 (F), Plin5 (G), and citrate synthase (H) normalized to Ppia in

embryonic BAT.
(E) ELISA of PYGL in BAT between E14.5 and E18.5.
() Measure of citrate synthase activity in BAT.

(J) PAS staining (left panels) and BODIPY and DAPI staining (right panels) (SB, 10 um) of primary brown preadipocytes treated at day 0 with siGys1 or a control

siRNA (siControl) and analyzed at day 6.

(K) Quantification of the number of LDs per nuclei, onimages presented in (J) (n = 5 independent experiments, nine images analyzed per condition). Results are

expressed as means + SEM; ***p < 0.001, by paired t test.

(L) BODIPY and DAPI staining (left panels) and Oil Red O staining (right panels) on Gys1**, Gys1*'~, and Gys1~/~ mouse embryos at PO (SB, 10 um).

(M) Quantification of the number of LDs per nuclei from BODIPY-DAPI stainings represented in (L) (n > 5 embryos, three images analyzed per condition). Results
are expressed as means + SEM; *p < 0.05 and **p < 0.01 by one-way ANOVA with Bonferroni post hoc analysis, “compared to Gys1*/* and $ compared to
Gys1*~.

(N and O) PAS (N) and Oil Red O (O) staining of h(MADS cells treated with siControl or siGys1 and differentiated into brown adipocytes (day 15, SB, 20 um).
(B-l) Results are expressed as means + SEM; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 by one-way ANOVA with Bonferroni post hoc analysis, “compared to E14.5,
$to E15.5, # to E16.5, and & to E17.5.
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Figure 4. Glycophagy Is Essential for LD Biogenesis

(A) Representative picture showing the presence of glyco-
phagosomes within glycogen granules, obtained by TEM on BAT at
E18.5 (SB, 1 um) (left panel). Arrow indicates glycophagosome and
arrowhead shows the initiation of glycophagosome formation; TEM
immunogold on BAT, at E16.5, with GABARAPL1 (middle panels)
and STBD1 antibody (right panels). The lighter appearance of
glycogen is due to the immunogold treatments. Yellow boxes are
enlarged in the lower panels (G, glycogen).

(B) TEM pictures (left panels) (SB, 2 um), PAS staining (middle
panels) (SB, 10 um), and BODIPY staining (right panels) (SB, 10 um)
of embryonic explants 24 h after treatment with DMSO, wortmannin,
or chloroquine (G, glycogen; n, nucleus; LD, lipid droplet; glyco-
phagosomes with blue arrows).

(C) Quantification of the number of LDs per nuclei, on explant sec-
tions 24 h after treatment with wortmannin or chloroquine. Results
are expressed as means + SEM; *“p < 0.01 and ***p < 0.001 by one-
way ANOVA with Bonferroni post hoc analysis, *compared to
DMSO.

(D) BODIPY and DAPI staining (SB, 10 um) of primary brown pre-
adipocytes treated at day 0 with siControl or siStbd1 and analyzed
at day 6 of BAT differentiation.

(E) Quantification of the number of LDs per nuclei, on images pre-
sented in (D) (n = 4 independent experiments, nine images analyzed
per condition). Results are expressed as means + SEM; *p < 0.05,
by paired t test.

(F) 2-NBDG and LipidTOX staining (SB, 10 um) of primary brown
preadipocytes treated at day O with siControl or siStbd1 and
analyzed at day4 of BAT differentiation. 2-NBDG was administrated
ovemight and washed 3 h prior to the experiment to label the
glycogen.

(G) Quantification of the number of LDs per glycogen cluster, on
images presented in (F) (n = 4 independent experiments, nine im-
ages analyzed per condition). Results are expressed as means +
SEM; *p < 0.05, by paired t test.
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STARxMETHODS
KEY RESOURCES TABLE
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Antibodies
Alexa Fluor 488 anti-rabbit secondary antibody Life Technology Cat#A21206
RRID:AB_2535792
Alexa Fluor 546 anti-rabbit secondary antibody Life Technology Cat#A10040
RRID:AB_2534016
Alexa Fluor 647 anti-rabbit secondary antibody Life Technology Cat#A31573
RRID:AB_2536183
Alexa Fluor 546 anti-mouse secondary antibody Life Technology Cat#A11018
RRID:AB_2534085
Alexa Fluor 488 anti-mouse secondary antibody Life Technology Cat#A21202
RRID:AB_141607
Alexa Fluor 647 anti-mouse secondary antibody Life Technology Cat#A21237
RRID:AB_2535806
GABARAPL1 polyclonal antibody Proteinteck Cat#11010-1-AP
RRID:AB_2294415
PERILIPIN 1 monoclonal antibody (D1D8) Cell Signaling Cat#9349
RRID:AB_10829911
STBD1 polyclonal antibody Proteinteck Cat#11842-1-AP
RRID:AB_2197523
UCP1 polyclonal antibody Abcam Cat#10983
RRID:AB_2241462
Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins
2-NBDG Invitrogen Cat#N13195
3, 3, 5-Triiodo-L-thyronine sodium salt Sigma Cat#T-6397
Maleic acid Sigma Cat#110-16-7
Blocking Reagent Sigma Cat#11096176001
BODIPY® 493/503 ThermoFisher Cat#D-3922
Bolt 4-12% Bis tris plus Invitrogen Cat#NW04125 Box
Bolt LDS sample buffer(4x) Novex Cat#B0007
Bolt MES SDS Running Buffer (20x) Novex Cat#B0002
Bovine serum albumin Sigma Cat#A6003-100 g
Chloroquine Sigma Cat#C6628
Collagenase D Roche Cat#11088882001
Dako fluorescence mounting medium Dako Cat#53023
Dexamethasone Sigma Cat#D-4902; Cat#D1756
DharmaFECT 1 Transfection Reagent 1,5ml Dharmacon Cat#T-2001-03
DIG RNA Labeling Mix ROCHE Cat#11 277 073 910
Dimethyl sulfoxide Sigma Cat#D5879-100ML
Disapse Il (neutral protease,grade Il) Sigma Cat#49442078001
DMEM Sigma Cat#D6046-500 ml
DMEM GIBCO Cat#41965-039 500ML
DMEM/F12 GIBCO Cat#31331-028
DNase1 RNase free ThermoFisher Cat#EN0521
EDTA Sigma Cat#60-00-4
(Continued on next page)
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REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Eosin solution alcoholic Sigma Cat#HT1101128-4L
Ethanol absolute anhydrous Carloerba Cat#4146072

Fetal bovine serum Hyclone Cat#SV30160.03
Gentamicin (10mg/ml) GIBCO Cat#15710-080
Ham's F12 Lonza Cat#BE 12-615F-500 ml
HCS LipidTOX Invitrogen Cat#H34477
Hematoxylin solution Sigma Cat#HHS128-4L
Horse serum GIBCO Cat#16050-122
Iblot2 NC Regular Stacks Invitrogen Cat#1B23001
Insulin Sigma Cat#l-9278

Insulin from bovine pancreas Sigma Cat#15500
Isobutyl-methylxanthine Sigma Cat#l-7018
Isopentane VWR Cat#24872.298
LiCl Sigma Cat#CAS: 7447-41-8
Lipofectamine RNAIMAX Invitrogen

Methanol Sigma Cat#67-56-1
M-Glas Merk Cat#HX43534573
Na2HPO4; 12H20 VWR Cat#10039-32-4
NaH2PO4; 2H20 VWR Cat#13472-35-0
Neg-50 ThermoFisher Cat#6502P

Oil Red O Sigma Cat#00625
OptiMEM GIBO Cat#51985-026
Picric acid Sigma Cat#88-89-1

RIPA Sigma Cat#R0278-500ML
Rosiglitazone Cayman Cat#7140

SVF HyClone Cat#SV30160.03 (lot RB35939)
TBS (x10) Euromedex Cat#ET220
Transferrin Sigma Cat#T-2252
Trizma base Sigma Cat#77-86-1
Tween20 Sigma Cat#P1379-1L
Wortmannin Sigma Cat#W1628

Xylene Carloerba Cat#492301
Critical Commercial Assays

Brillant2 SYBR Green QPCR mastermix Agilent technologies Cat#600828

BSA standard for protein assay Interchim Cat#UC36859A
Glycogen assay kit Sigma Cat#MAKO016-1KT
High capacity cDNA reverse transcription kit ThermoFisher Cat#4368813
Mouse PYGL elisa kit Fine-test Cat#EM1324
Periodic Acid-Schiff (PAS) kit Sigma Cat#395B

Protein quantitation kit BC assays Interchim Cat#UP40840A
Quick-RNA FFPE kit Zymo Ozyme Cat#ZR1008
RNeasy Microkit Quiagen Cat#74004
Deposited Data

Raw and analyzed data This paper GEO: GSE122395

Experimental Models: Cell Lines
hMADS cells
3T3-L1

e2 Cell Reports 29, 1410-1418.e1-e6, November 5, 2019

Rodriguez et al., 2005
ATCC

N/A
CL-173
(Continued on next page)
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REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Experimental Models: Organisms/Strains

Mouse C57BI6/JRj Janvier Labs SC-C57J

Mouse: Gys1~/~ Pederson et al., 2004 N/A
Oligonucleotides

Primers for RTqPCR, see Table S2 This paper N/A

Primers for in situ hybridization probes, see specific Table This paper N/A

esiRNA targeting mouse Gys1 Sigma EMU175981-50UG
MISSION® siRNA Universal Negative Control #1 Sigma SIC001-10NMOL
ON-TARGETplus Non-targeting siRNA #1 Dharmacon D-001810-01-20
ON-TARGETplus SMARTpool Human Gys1 siRNA Dharmacon L-Human-XX-0005
Software and Algorithms

ImageJ Schneider et al., 2012 https://imagej.nih.gov/ij/
GraphPad Prism 5.0 N/A N/A

Partek Genomics Suite 7.0 Partek N/A

MassHunter B.06.00 Agilent N/A

LEAD CONTACT AND MATERIALS AVAILABILITY

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Alicia
Mayeuf-Louchart (Alicia.mayeuf-louchart@pasteur-lille.fr).
This study did not generate new unique reagents.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mice

Mice were housed in a pathogen-free animal facility with a 12h light/dark cycle (light from 7AM to 7PM) and fed ad libitum. Embryos
were obtained from pregnant C57BL6/J mice and dated taking Embryonic day (E) 0.5 as the day after the vaginal plug. Gys7 knock
out mice (C57BL6 background) were described in Pederson et al. (2004). Mice were euthanized by cervical dislocation and embryos
immediately processed or fixed in formalin. For experiments in adult mice, 8-weeks-old C57BL6/J males were used. Experimental
procedures were performed with the approval of the Nord-Pas-De-Calais Ethics Committee (CEEA75), the Institut Pasteur Ethics
Committee (C2EA89-CETEA) and in compliance with French and European ethical legislations. For Gys7 KO, procedures were
approved by the Ball State University Animal Care and Use Committee.

Ex Vivo BAT Explant Culture

The BAT of embryos at E14.5 was microdissected under binocular loupe and explants were cultured 24h to 72h on 30 mm Millicell
inserts (0.4um, Merck, PICMORGS50) in DMEM 10%SVF. Chloroquine (20pM) or wortmannin (100nM) was added to the medium. After
culture, explants were flash frozen in liquid nitrogen or fixed during 2h in 4% PFA before inclusion in Tissue-Tek in nitrogen vapor.
Cryosections (7um, Micron HM560) were collected on Superfrost Plus slides and stored at —20°C.

3T3L1 Cells and Primary White and Brown Preadipocytes

Interscapular brown preadipocytes were isolated from embryos at E14.5 and inguinal white preadipocytes from embryos at E16.5.
Two BAT depots were digested in 200ul DMEM/F12, 0.2% BSA, Collagenase D 0.25 U, Dispase Il 0.5 U for 15 min at 37°C and
stopped by addition of 600ul DMEM/F12, 20% FBS. Cells were plated in well slides and the medium (DMEM/F12, 20% FBS) was
changed 1 hour later. Brown adipocyte differentiation was induced by adding a medium containing DMEM/F12, 10% FBS,
125nM indomethacin, 0.5mM IBMX, 1nM triiodothyronine, 1mM Rosiglitazone, 1mM dexamethasone, 850nM insulin. The medium
was replaced at day 2 by DMEM/F12, 10% FBS, 850nM insulin, 1nM triodothyronine, 1mM Rosiglitazone and changed every
2 days. White adipocyte differentiation of primary white preadipocytes and 3T3L1 cells was induced by adding a medium containing
DMEM/F12, 10% FBS, 0.5mM IBMX, 1mM dexamethasone and 850nM insulin. The medium was replaced at day 2 by DMEM/F12,
10% FBS, 850nM insulin, 1nM triodothyronine, 1mM Rosiglitazone and changed every 2 days.

Human Cells

hMADS cells were obtained from the stroma of human adipose tissue of a 4-month old male donor (hMADSB3) as described previously
(Rodriguez et al., 2005). Proliferation medium is composed of DMEM (low glucose) containing 10% fetal calf serum (FCS), 100 U/ml
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penicillin and streptomycin. Cultures were maintained at 37°C in a humidified-incubator in air supplemented with 5% CO2 in air. Me-
dia were changed every other day.

Adipocyte differentiation was induced on the day when cells reached confluency (Day 0). Adipogenic medium was composed of
DMEM/Ham’s F12 media supplemented with 10 png/ml transferrin, 0.86 1M insulin, 0.2 nM triiodothyronine, 1 ©M dexamethasone,
100 uM isobutyl-methylxanthine and 0.1 uM rosiglitazone. Dexamethasone and isobutyl-methylxanthine were omitted three days
later. Rosiglitazone was maintained for beige adipogenic differentiation or omitted at day 10 for white adipogenic differentiation
as previously described (Elabd et al., 2009). Analysis of the differentiation was performed at day 15.

METHOD DETAILS

Transfection of siRNA
Mouse cells were transfected before the induction of differentiation with 50nM of siRNA Control, Gys1 or Stbd7 using Darmafectt
(Dharmacon) during 24 h, following the instructions of the manufacturer. Primary cells were transfected 6 hours after isolation
from embryos.

Transfections of h(MADS cells were performed with Lipofectamine RNAIMAX reagent according to the procedure provided by the
vendor (Life Technology). Cells were transfected 3 days before reaching confluency, then at day 5 and at day 10 after adipogenic
induction.

2-NBDG Uptake and Life Dyes Stainings
Primary cells were incubated overnight with 50uM 2-NBDG (Invitrogen) at day 3 or day 4 of differentiation to visualize glycogen as
described in Curtis et al. (2019). Cells were washed during 3 hours prior observation or fixation 5 min in 4% PFA.

HCS LipidTOX (Invitrogen, 1:200) was added in the culture medium for 30 min. Cells were rinsed 3 times in PBS prior to observation
with microscopy (Spinning disk SR, Nikon).

Histology
Freshly dissected BAT and explants were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 2h and washed 3 times in 1XPBS. They were equil-
ibrated in 7%, 15% and 30% sucrose (diluted with 1X PBS) before inclusion in Tissue-Tek in nitrogen Azote vapor. Eight um cryo-
sections (Micron HM560) were collected on Superfrost Plus slides and stored at —20° C. For hematoxylin & eosin staining, sections
were incubated in PBS and then distilled water before incubation in hematoxylin for 1 min, followed by tap water (3 min), 90% ethanol
(30 s), eosin (45 s), 90% ethanol (1 min), 100% ethanol (3 minutes) and xylene (3 minutes) before mounting on Mercoglass. For neutral
lipid staining, sections were washed in distilled water and immersed 30 minutes into freshly prepared Oil Red O solution (40% of Oil
Red O stock solution (5 mg Oil Red O/ml of 60% triethylphosphate) in distilled water). Sections were then washed in tap water and
mounted with mowiol. For glycogen staining, the Periodic Acid-Schiff (PAS) kit (Sigma #395B) was used and sections treated
following the manufacturer’s instructions.

For lipid droplet visualization in hMADS cells, cells were fixed and stained with 0.5% Oil Red O in isopropanol and visualized by
fluoresence microscopy using an aqueous mounting medium containing DAPI.

Immunostaining

Frozen sections were rinsedin 1XPBS andincubated 15 min in 0.5% Triton X-100 (diluted with 1X PBS). They were washed in IXPBS
and blocked 45 min in 5% horse serum (diluted in 1X PBS) before overnight incubation at 4°C with primary antibodies diluted in the
same blocking buffer. Sections were washed in 1X PBS and then incubated 45 min with Alexa fluor secondary antibodies (Life tech-
nologies), Dapi, and/or Bodipy in the blocking buffer at room temperature. They were washed in 1X PBS and mounted with Dako
Mounting Medium. Samples were examined with a LSM880 confocal laser-scanning microscope (Carl Zeiss, Thomwood, NY)
and the number of lipid droplets was quantified using Fiji software.

Whole Mount In Situ Hybridization

The design of RNA probes is based on the insertion of the sequence encoding the T7 promoter (TAATACGACTCACTATAGGGC)
upstream of the reverse primers. A classical PCR with a pair of primers is first carried out, followed by in vitro transcription with
this matrix. The list of primers used for the identification of brown adipocytes in the embryo was as follows:

Fw Rev
Pparg CACAATGCCATCAGGTTTGG TAATACGACTCACTATAGGGCGTGAAGGCTCATGTCTGTCT
Cebpa GGAGTTGACCAGTGACAATG TAATACGACTCACTATAGGGCCATTCTCCATGAACTCACCC
Fabp4 GTGTGATGCCTTTGTGGGAAC  TAATACGACTCACTATAGGGCACTCTTGTGGAAGTCACGCC
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Ten ng of DNA obtained by PCR or by digestion of plasmids containing the sequence encoding the antisense probe under the con-
trol of T7, T3 or SP6 promoters, was purified by gel extraction (QIAGEN) and in vitro transcription was carried out with the DIG RNA
labeling Mix kit (Roche), following the instructions of the manufacturer. Probes were then precipitated in ethanol, 4M LiCl ovemight
and were resuspended in 100ul of hybridization buffer (50% Formamid, 1.3X SSC pH5, 5mM EDTA pH8, 50 ug/ml yeast RNA/0.2%
Tween20/ 0.5% CHAPS- 100 ug/ml heparin). This stock solution was stored at —20°C.

After dissection, embryos were fixed in 4% PFA for 24h, at4°C. They were transfered progressively into 100% methanol and stored
at —20°C. Progressive rehydratation was performed in PTW (0.1% Tween-20 in 1X PBS) before proteinase K treatment (10 ug/mlin
PTW). Embryos were then post-fixed 20 minutes in PTW/4% formaldehyde/0.1% glutaraldehyde solution. They were progressively
equilibrated in hybridization buffer and incubated for 1h at 68°C. Hybridization buffer containing RNA probes (1 png/ml) was pre-
warmed at 68°C before overnight incubation with embryos at 68°C. Three rinses were then carried out in MABT (100 mM maleic
acid/150 mM NaCl pH7.5/0.1% Tween20). Embryos were blocked for 1 h in MABT/2% Blocking Reagent (BBR) (Roche), 1 h in
MABT/2% BBR/2% fetal calf serum (FCS) and incubated overnight in MABT/2% de BBR/2% FCS/anti-DIG antibody (Roche)
(1/20,000). They were then rinsed for 3 days in MABT and incubated 2 times for 15 minutes in NTMT solution before visualization
with BM purple (Roche). Reactions were stopped by the addition of Tris 0.1% pH7.5 solution and embryos were stored in 4% PFA.

Transcriptomic Analysis
For each condition, 3 BATs from independent embryos were pooled. RNAs extraction was performed with RNeasy Microkit (Quiagen)
and Affymetrix Mouse Gene 2.1 ST was used for the generation of transcriptomic data.

Raw transcriptomic data from Affymetrix microarrays were normalized using the Partek® Flow® software (version 7.0 Copyright ©;
2018 Partek Inc., St. Louis, MO, USA), using background correction by Robust Multi-array Average (RMA), quantile normalization and
summarization via median-polish. RMA values from different probes matching to the same gene were averaged. Genes with different
temporal expression profiles were identified using the Short Time-series Expression Miner (STEM v1.3.11) (Ernst and Bar-Joseph,
2006). Parameters were set at 2 for “max unit change in model profiles between time points,” 1 for “minimum absolute expression
change” and FDR for “Correction method.” Pathway enrichment analyses were performed using ToppCluster(Kaimal et al., 2010).

GSEA was performed using the GSEA software (v3.0) developed at the Broad Institute (Subramanian et al., 2005). We used 1000
gene-set permutations and the following settings: “weighted” as the enrichment statistic and “Diff_of_Classes” as the metric for
ranking genes. High-throuput GSEA analyses were performed using BubbleGUM (GSEA Unlimited Map v1.3.19) 2 with similar param-
eters. The “MousePath_GO_gmt.gmt” set of genes from the Gene Set Knowledgebase (GSKB) was used (Lai et al., 2016).

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction

RNAs of embryonic BAT and explants were obtained using RNeasy Microkit (Quiagen). cDNA were obtained with a reverse transcrip-
tion Kit (High-capacity cDNA reverse transcription Kit, Life Technologies) and quantitative gqPCR was performed using Brillant Il SYBR
Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies). Results were analyzed with the standard delta Cycle Threshold (CT) method and
nomalized to the expression of Ppia (Cyclophiline A) or 36B4. The list of primers used is given in Table S2.

High Resolution Respirometry

Freshly isolated BATs (3-5mg) were placed into the chambers of the high resolution respirometer O2K (Oroboros Instruments, Inns-
bruck, Austria) to measure the oxygen consumption either linked to ATP production or UCP1 uncoupling. In the first protocol, cham-
bers were filled with MiRO5 media (0.5mM EGTA, 3mM MgCl. 3, 60mM lactobionic acid, 20 mM taurine, 10mM KH-PO., 20mM
HEPES, 110mM D-sucrose, 1g/L BSA essential fatty acid free, pH 7.0) at 37°C. After permeabilization with digitonin (2ug/mL),
leak respiration was obtained. Then state 2 respiration was obtained by sequential addition of octanoyl-carnitine (0.2mM), pyruvate
(5mM), malate (2mM) and glutamate (10mM). Coupling between respiratory chain and ATP synthase was obtained by the injection of
1mM ADP, leading to state 3 (I). Respiratory control ratio (RCR), which is the ratio state 3 (|) to state 2, was calculated. A RCR = 1
indicates the absence of coupling between respiration and ATP synthesis. Subsequent addition of succinate (10mM), maximizing
complex Il activity, gave state 3 (I+1l) respiration. Finally, oligomycin (2.5uM) was added to inhibit FoF 1 ATPase and measurement
of state 40 was achieved. This allowed the calculation of the coupling control ratio (CCR), which is the state 40 to state 3 (I+ll) ratio,
as previously described (Porter et al., 2016). The lower the ratio, the higher the coupling. In the second protocol, tissues were placed
in the uncoupling buffer, consisting in 1220mM KCI, 5mM HEPES, 1mM EGTA and 0.1% BSA. After permeabilization, carboxyatrac-
tyloside (5uM, inhibitor of the Adenine Nucleotide Transporter), oligomycin (2.5uM) were added in both chambers. Then, one received
pyruvate (5mM) and malate (2mM), the other received rotenone (0.5uM, complex | inhibitor) and succinate (10mM). Once a steady
state was obtained, GDP (3mM) was added in order to measure oxygen consumption when UCP1 is inhibited. The ratio comparing
the oxygen consumption in the presence and in the absence of GDP, called Leak Control Ratio, was informative for an effective un-
coupling mediated by UCP1 (uncoupling when ratio < 1).

Glycogen Measurement
The dosage of glycogen was done using the Glycogen Assay Kit (#MAK016, Sigma) according to the manufacturer’s instructions.
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Transmission Electron Microscopy (TEM) and Immunogold Experiments

Embryonic BAT and explants were fixed in 2% PFA, 0.2% picric acid, 1% glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer at 4°C, for 3 days
to 1 week. Samples were washed in 0.1M PO, and post-fixed in 1% osmic acid in 0.1M PO, buffer for 1 h at RT. Dehydration was then
performed by serial incubation in 50%, 70%, 80%, 95% and 100% ethanol before incubation in propylene oxide for 30 minutes. Sam-
ples were impregnated by incubation in propylene oxide/araldite (1:1 v/v) for 60 to 90 min, then propylene oxide/araldite (1:2 v/v) 1h
and in 100% araldite overnight at 4°C. The samples were finally incubated in Araldite which was allowed to polymerize for 24h at
56°C. Ultrathin sections (85nm) were cut with a ultracut Leica EM UC. Sections were contrasted 8 min with uranyl acetate 2%
and 8 min with lead citrate (Reynolds).

Forimmunogold experiments, sections were pemrmeabilized in 10% H,0, and rinsed before incubation in Tris 0.1M, NaCl 0.15M, BSA
1% pH 7.5. Blocking was performed in0.1M Tris, 0.15M NaCl, 1% BSA, 1% NGS, pH7.5 for 30 min and the primary antibody was added
in this buffer and incubated 48 hours at 4°C. Sections were washed in 0.1M Tris, 0.15M NaCl 1% BSA, 1% NGS and then in 0.1M Tris,
0.5M NaCl, 1% BSA 1% NGS. Sections were then incubated with Gold 18nm Goat anti-rabbit diluted 1/20 in 0.1M Tris containing 0.5M
NaCl, 1% BSA, 1% NGSfor 1hat RT. Sections were washedin 0.1M Tris, 0.5M NaCl, 1% BSA, 1% NGS and thenindistilled water before
contrasted 8 min with 2% uranyl acetate and 8 min with lead citrate (Reynolds). Finally, sections were rinsed and dried.

All pictures were taken with the Zeiss EM 900 microscope and a GATAN camera (Orius SC 1000). For quantification of the percent-
age of glycogen cluster occupancy, areas of 100 glycogen clusters and their respective inner lipid droplets were quantified by Fiji
(NIH, Bethesda, MD, USA) from E18.5 embryos TEM images.

Lipidomic

Lipids corresponding to a few mg of adipose tissue were extracted using a method adapted from Bligh and Dyer (1959) in dichloro-
methane/methanol (2% acetic acid) / water (2.5:2.5:2 v/v/v), in the presence of the internals standards (Cer d18:1/15:0 16 ng; PE 12:0/
12:0 180 ng; PC 13:0/13:0 16 ng; SM d18:1/12:0 16 ng; PI 16:0/17:0 30 ng; PS 12:0/12:0 156.25 ng, 4 ng of stigmasterol, 4 ug of
cholesteryl heptadecanoate and 8 g of glyceryl trinonadecanoate). The solution was centrifuged at 1500 rpm for 3 min. The organic
phase was collected and dried under nitrogen, then dissolved in 20 uL of ethyl acetate for neutral lipid analysis and then in 50 uL of
MeOH for main phospholipids and sphingolipids profiling. The extract was then stored at —20°C prior to analysis.

Phospholipids were profiled using an Agilent 1290 UPLC system coupled to a G6460 triple quadripole spectrometer (Agilent Tech-
nologies) and using Agilent MassHunter Work-station Quantitative Analysis (version B.06.00) for data acquisition and analysis. A Ki-
netex HILIC column (Phenomenex, 50 X 4.6 mm, 2.6um) was used for LC separations. The column temperature was controlled at
40°C. The mobile phase A was acetonitrile; and B was 10 mM ammonium formate in water at pH 3.2. The gradient was as follows:
from 10% to 30% B over 10 min; 100% B for 2 min; and then back to 10% B for 1 min re-equilibrium prior to the next injection.

The flow rate of mobile phase was 0.3 mL/min and the injection volume was 5 uL. An electrospray source was employed in positive
(for PE and PC analysis) and negative ion mode (for Pl and PS analysis). The collision gas was nitrogen. Needle voltage was set at +
4000 V. Several scan modes were used. First, to obtain the naturally different specie’s mass, we analyzed cells lipid extracts with a
precursor ion scan of 184 m/z and 241 m/z to PC and P, respectively; and a neutral loss scan of 141 and 87 to PE and PS, respec-
tively. The collision energy optimums for PE, PC, SM, PI, PS were 20 eV, 30eV, 45 eV, and 22 eV respectively. Data were treated using
QgQ Quantitative (vB.05.00) and Qualitative analysis software (vB.04.00).

1ul of the lipid extract was analyzed by gas-liquid chromatography on a FOCUS Thermo Electron system using an Zebron-1 Phe-
nomenex fused silica capillary columns (5 m X 0.32mm i.d, 0.50 um film thickness)(Barrans et al., 1994). Oven temperature was pro-
grammed from 200°C to 350°C at a rate of 5°C per min and the carrier gas was hydrogen (0.5 bar). The injector and the detector were
at 315°C and 345°C respectively.

Protein Extraction and Immunoblotting

Embryonic BAT was homogenized in protein lysis buffer RIPA (Sigma). Fifty ng of proteins was run on a 4%-12% acrylamide gel and
transferred to a nitrocellulose membrane with the iBlot 2 system (Invitrogen). Immunoblotting was performed with antibodies
described in the the key resources table. The LI-COR Biosciences apparatus was used to acquire and analyze the pictures.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Results are expressed as means + standard error of the mean (s.e.m). To determine significance, Mann-Whitney Test was used to
compare two groups for samples lower than 8 and one-way Anova were made to compare more than 2 groups with Bonferroni
correction. p < 0.05 was considered significant. Concerning primary cell experiments, paired t test were used to compare the results
of treated cells with siRNA Control or Gys 1, obtained from the same preparation of a pool of embryos, in independent experiments.

DATA AND CODE AVAILABILITY

The transcriptomic datasets generated during this study are available with GEO accession GSE122395 at https://www.ncbi.nlm.ninh.
gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE122395
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