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L’axe PPARY-GDF3 dans

les macrophages controdle

la fusion myogénique au cours
de la régénération musculaire

Rémi Mounier, Bénédicte Chazaud

Les macrophages sont des acteurs
essentiels de la réparation tissulaire
post-lésionnelle

La réponse inflammatoire a un dommage
tissulaire — exempt d’infection bacté-
rienne ou virale — est une réaction de
I’organisme visant a limiter les dégats
Iésionnels et permettre la réparation du
tissu ou, quand cela n’est pas possible,
sa cicatrisation. La réponse inflamma-
toire comporte une phase dite (pro)
inflammatoire, suivie de la résolution
de I'inflammation, qui permet I’engage-
ment d’une phase anti-inflammatoire de
réparation/cicatrisation. Il a été montré
dans de nombreux tissus que les macro-
phages jouent des réles essentiels dans
les deux phases de la réponse inflam-
matoire et qu’ils sont également impor-
tants dans étape clé de résolution de
I’inflammation. Ceci est possible grdce
a la grande versatilité phénotypique et
fonctionnelle de ces cellules. €n effet,
dans tous les tissus étudiés jusqu’a
présent, les macrophages inflamma-
toires dérivés des monocytes circulants
qui infiltrent le tissu lésé, modifient
leur profil inflammatoire au moment
de la résolution de I'inflammation. Ils
acquierent alors un phénotype anti-
inflammatoire et participent activement
a la phase de reconstruction du tissu.

Le muscle strié squelettique adulte est
capable de se régénérer ad integrum.
Apres une lésion, les cellules souches, une
fois activées, deviennent des progéni-
teurs capables d’expansion cellulaire puis
de différenciation selon un programme
de myogenese permettant la recons-
truction de nouvelles fibres musculaires
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fonctionnelles. Les macrophages accom-
pagnent ce processus tres étroitement
[1] (=P). Trés rapi-
dement apres la

(=») Voir la Synthese
de S. Dufresne et al,
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2016, page 591

lésion musculaire,
les monocytes cir-
culants inflammatoires (de phénotype
Ly6CP®s, positifs pour [ymphocyte antigen
6 complex) infiltrent le muscle lésé et
deviennent des macrophages inflamma-
toires qui stimulent la prolifération des
progéniteurs myogéniques. A la suite
de divers signaux, encore largement
inconnus, mais au rang desquels la pha-
gocytose des débris tissulaires semble
jouer un rdle important, les macrophages
inflammatoires réorientent leur statut
inflammatoire pour acquérir un statut
anti-inflammatoire ou de type répara-
teur (de phénotype Ly6C"®8). Ces der-
niers stimulent les étapes suivantes de
la myogenese, a savoir I’engagement
dans la myogenese terminale et la fusion
des cellules en structures plurinucléées
qui préfigurent les nouvelles myofibres
[2, 3]. D’autres études ont montré que
les macrophages contrdlent également
la population de précurseurs fibrogé-
niques responsables du renouvellement
de la matrice extracellulaire au cours de
la phase de réparation du muscle strié
squelettique [4].

Les voies métaboliques cellulaires
controlent le statut inflammatoire

des leucocytes

Le contréle du changement de phé-
notype des macrophages et des fonc-
tions des macrophages anti-inflamma-
toires réparateurs est tres important
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afin que le tissu retrouve son intégrité.
Des études de plus en plus nombreuses
indiquent que les voies de régulation du
métabolisme cellulaire participent a la
régulation du statut inflammatoire des
cellules de immunité [5], faisant émer-
ger la notion « d’immunométabolisme ».
Dans ce contexte, il a été montré qu’un
des principaux senseurs énergétiques
de la cellule, ’AMP kinase, qui s’active
lorsque que le ratio AMP/ATP est trop
élevé, est indispensable a la régénéra-
tion musculaire en contrélant le chan-
gement phénotypique des macrophages
[6]. A Vinverse, le principal senseur de
I’oxygene, le facteur induit par I’hypoxie
HIF (hypoxia-inducible factor), n'est
pas nécessaire dans les macrophages au
cours de la régénération musculaire [7].
Plus globalement, le profil métabolique
des populations macrophagiques Ly6CP
et Ly6C"®8 est altéré au cours de la régé-
nération musculaire, avec, d’une fagon
générale, une augmentation des voies
métaboliques mitochondriales [8]. Le
métabolisme lipidique est également
modifié dans les macrophages au cours
de ce processus. Par ailleurs, il a été
montré que le facteur de transcription
régulé par les lipides, le PPARY! (peroxi-
some proliferator-activated receptor
gamma), est fortement exprimé par les
macrophages anti-inflammatoires Ly6C-
"€€ qu cours de la régénération muscu-
laire post-lésionnelle [2]. PPARy a été
impliqué dans I'acquisition de certains

1 PPARy est un récepteur nucléaire qui agit comme facteur
de transcription apres liaison de ses ligands lipidiques, et qui
joue un réle majeur dans le métabolisme et I'adipogenese.
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Figure 1. Réle de I’axe PPARY-GDF3 dans la myogenése adulte. A gauche, in vivo, des photos de
section de muscle en régénération (coloration hémalun-éosine), 8 jours aprés une lésion induite
par une toxine. €n haut le muscle sain régénere normalement, avec la formation de nouvelles
myofibres (structures violettes avec un ou plusieurs noyaux au centre). €n bas le muscle déficient
pour PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) dans les macrophages montre un
défaut majeur de la régénération avec la persistance de myofibres nécrotiques (larges structures
rose pdle) et d’une inflammation importante (petites structures violet foncé). Barre = 100 um.
A droite, in vitro, en haut, des cellules myogéniques primaires de souris en culture forment des
myotubes (structures multinucléées) qui préfigurent les nouvelles myofibres. €n bas, les mémes
cellules traitées par du GDF3 (growth differentiation factor 3) recombinant montrent la formation
de trés larges myotubes contenant de nombreux noyaux, indiquant un effet stimulant du GDF3

sur la fusion des myoblastes. Les noyaux sont bleus et les cellules myogéniques sont marquées en

rouge pour la desmine, un constituant du cytosquelette spécifique du muscle.

phénotypes anti-inflammatoires par les
macrophages in vitro [9, 10], mais son
role dans les phases de régénération/
cicatrisation tissulaire n’a jamais été
documenté in vivo.

PPARY dans les macrophages est

requis pour la régénération musculaire
Afin de déterminer le rGle du PPARY dans
les macrophages, nous avons étudié la
lignée de souris LysM-Cre;PPARYfl/fl (Mac-
PPARYKO, pour knock-out pour PPARy
dans les macrophages), dans laquelle le
géne PPARY est spécifiquement invalidé
dans la lignée myéloide. La régénération
musculaire post-lésionnelle est retardée
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et altérée durablement chez ces souris
déficientes pour PPARy dans les macro-
phages par rapport aux souris témoins.
Des foyers inflammatoires sont observés
21 jours apres la lésion et la taille des
nouvelles fibres musculaires est sensi-
blement réduite, indiquant une mauvaise
régénération musculaire (Figure 1). Des
résultats similaires ont été obtenus avec
des animaux chimeres dont le systeme
hématopoiétique a été reconstitué avec
de la moelle osseuse provenant d’animaux
déficients pour le géne PPARY.

'analyse des sous-populations macro-
phagiques Ly6CP* et Ly6C"®8 chez les sou-
ris sauvages et Mac-PPARYKO au cours

de la régénération musculaire, indique
que le facteur PPARy n’est pas requis
pour le changement phénotypique des
macrophages. Des expériences in vitro
ont également montré que la déficience
pour PPARY n’altere pas les propriétés
de phagocytose des macrophages. €n
revanche, les macrophages déficients pour
PPARy ont perdu certaines de leurs pro-
priétés spécifiques vis-a-vis des progé-
niteurs myogéniques. €n effet, alors que
des macrophages normaux activés vers un
statut anti-inflammatoire (traitement par
les cytokines IL[interleukine]4 ou IL10)
stimulent la myogenese et la fusion myo-
génique, les macrophages dépourvus de
PPARY ont complétement perdu ces pro-
priétés et ne sont plus capables de stimu-
ler la myogenése.

GDF3, cible de PPARY dans les
macrophages anti-inflammatoires
LPanalyse comparée de la signature
moléculaire des sous-populations de
macrophages isolés du muscle de souris
témoins ou invalidées pour PPARy (Mac-
PPARYKO), a différents temps de régé-
nération, a permis d’identifier le gene
growth differentiation factor 3 (gdf3),
comme étant fortement sous-exprimé
dans les macrophages anti-inflamma-
toires (Ly6C"€) des souris Mac-PPARYKO.
In vitro, la synthése de GDF3 est activée
par des ligands lipidiques synthétiques
classiques de PPARy (comme la rosigli-
tazone) dans les macrophages Ly6C" €. /n
vivo, I'analyse de 'expression des lipides
eicosanoides’ au cours de la régéné-
ration musculaire montre que la phase
inflammatoire est caractérisée par la
présence d’eicosanoides inflammatoires
(PG[prostaglandine]€2, PGF2a), qui sont
ensuite remplacés, pendant la phase
réparatrice, par des médiateurs lipidiques
comme 12-HETE (acide 12-hydroxyeico-
satétraénoique) et 15-HETE. Ces deux
médiateurs lipidiques sont produits par
la 12/15-lipoxygénase (Alox15), caracté-
ristique de la phase anti-inflammatoire.

2 Famille de lipides dérivés d’acides gras polyinsaturés & 20
atomes de carbone.
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Figure 2. Schéma général de ’action des macrophages sur les cellules souches musculaires au cours de la régénération musculaire. Dés les premiéres
étapes de la régénération, les monocytes Ly6CP* (positifs pour [ymphocyte antigen 6 complex) de la circulation entrent dans la zone Iésée et se
transforment en macrophages inflammatoires, caractérisés par une signature inflammatoire spécifique. Ces macrophages Ly6CP°* stimulent la proli-
fération et I’expansion des cellules souches musculaires (MuSC). La phagocytose des débris tissulaires et cellulaires, en association avec I'activation
de la kinase AMPKal (AMP kinase atl), permet d’enclencher la résolution de P'inflammation et I’acquisition par les macrophages d’un phénotype
anti-inflammatoire Ly6C"®8 (négatifs pour [ymphocyte antigen 6 complex). Ceci s’accompagne de changements métaboliques dans ces cellules. Les
macrophages Ly6C"8 anti-inflammatoires ou réparateurs proliférent et stimulent les derniéres étapes de la myogenese adulte, a savoir la différen-
ciation myogénique et la fusion des cellules en myotubes/myofibres. Ceci est contrdlé par I'expression de PPARY (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) dans les macrophages Ly6C" qui induit la sécrétion de GDF3 (growth differentiation factor 3). A son tour, GDF3 stimule spécifique-
ment la fusion des cellules myogéniques. Ainsi, la régénération musculaire suit une séquence coordonnée débutant par une phase inflammatoire suivie
d’une phase de réparation. Au cours de ces phases, les macrophages exercent des rles distincts grdce a 'acquisition de phénotypes inflammatoires
spécifiques contrdlés par des régulateurs majeurs du métabolisme cellulaire. VEGF : vascular epidermal growth factor ; IL1B/IL6 : interleukine 13/6 ;
TNFou-e/f : tumor necrosis factor alpha, taux élevé/taux faible ; TGFJ : transforming growth factor-3; 1GF-1 : insulin growth factor.

Des analyses épigénomiques et géno-
miques, couplées a des expériences
de CHIP-seq® ont montré que le fac-
teur PPARY et le récepteur RXR (reti-
noid X receptor) peuvent se lier sur 5
régions amplificatrices (enhancers)

¥ CHIP-seq est une méthode de séquencage (seq) de la
chromatine (CH) immunoprécipitée (IP) par des anticorps
spécifiques. Cette méthode permet de connaitre les zones
d’interaction des protéines sur I’ADN.
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au locus du gene gdf3. La régulation
de I’expression de gdf3 par PPARYy est
confirmée par un niveau quasi-nul de
I’expression de gdf3 dans les macro-
phages issus du muscle des souris Mac-
PPARYKO. De plus, I’analyse comparée
de divers types cellulaires isolés de
muscle normal en régénération montre
une expression exclusive de gdf3 par les
macrophages.

GDF3 sécrété par les macrophages
anti-inflammatoires stimule la fusion
myogénique

In vivo, des souris chimeres possédant
un systéme hématopoiétique provenant
de donneurs invalidés (KO) pour gdf3
montrent un défaut de régénération pro-
noncé avec I'apparition de structures
lipidiques en remplacement de certaines
fibres et une taille réduite des nouvelles



myofibres. Linjection intramusculaire du
facteur de différenciation GDF3 recom-
binant restaure les défauts observés
chez ces mémes animaux. Ces résultats
indiquent que le GDF3 secrété par les
macrophages joue un role important dans
la régénération musculaire. Afin d’en
explorer les mécanismes, chaque étape
de la myogenese a été analysée en pré-
sence de GDF3 in vitro. U'ajout de GDF3
diminue légerement la prolifération des
précurseurs myogéniques et n’altére pas
leur entrée dans le programme de dif-
férenciation terminale. €n revanche, le
facteur GDF3 stimule trés fortement la
derniere étape de la myogenése, c’est-a-
dire la fusion des précurseurs différenciés
en structures multinucléées ou myotubes,
qui préfigurent les nouvelles myofibres
(Figure 1).

Lensemble de ces travaux [11] montre
que PPARy contrdle Iexpression du fac-
teur de différenciation GDF3 dans les
macrophages dés le début de la phase
anti-inflammatoire de la régénération

musculaire (Figure 2). Le GDF3 secrété
stimule spécifiquement la fusion des cel-
lules myogéniques requise pour la forma-
tion de nouvelles myofibres. Ces données
montrent un nouveau rdle d’un régulateur
majeur du métabolisme cellulaire dans le
controle des fonctions des macrophages
anti-inflammatoires réparateurs, au cours
de la régénération musculaire. ¢

PPARY transcription factor controls

in anti-inflammatory macrophages

the expression of GDF3 that stimulates
myogenic cell fusion during skeletal
muscle regeneration
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Lymphomes T périphériques
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majorité des LTP non cutanés sont des
maladies agressives, souvent résistantes
aux polychimiothérapies classiques et
ont un mauvais pronostic vital, avec une
survie a 5 ans de moins de 30 %.

La pathogenése des LTP est multifacto-
rielle et complexe. Au plan génétique,
jusqu’il y a peu, un trés petit nombre de
translocations ou de mutations récur-
rentes étaient connues. Récemment,
’analyse de ces tumeurs par différentes
techniques de séquengage a haut débit

a mis en évidence de nombreuses et
diverses anomalies génétiques récur-
rentes, confirmant I’hétérogénéité molé-
culaire de ces maladies et mettant aussi
en évidence I'implication de caractéris-
tiques communes. Parmi les mutations les
plus fréquentes, citons celles touchant
différents modulateurs épigénétiques
impliqués dans la méthylation de I’ADN,
TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2),
DNMT3A (DNA [cytosine-5]-methyltrans-
ferase 3A) et IDH2 (isocitrate dehydro-
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