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>Le Prix Master de la Société Francaise de
Myologie (SFM) est une des actions marquantes
de cette société savante. Créé depuis 2006,
ce prix récompense chaque année un(e) jeune
chercheur(euse) pour la qualité de son travail de
Master en Biologie en recherche clinique, physio-
pathologique ou fondamentale dans le domaine
de la Myologie. <

Contexte et hypothéses

Le muscle squelettique possede de grandes capa-
cités d’adaptation lui permettant de détecter et de
s’accommoder aux changements d’activité contractile.
Cette plasticité du tissu musculaire répond de maniére
spécifique a différents changements ou conditions tels
que I’exercice physique, les facteurs de croissance, les
apports nutritionnels, le stress et certaines pathologies.
Cette plasticité est possible par la complémentarité
de deux phénomenes : la myogenese et I’angiogenese,
toutes deux essentielles pour le maintien de I’homéos-
tasie du muscle squelettique [1]. Ce tissu contient
en effet une population de progéniteurs musculaires,
également nommés cellules satellites, présents dans
un microenvironnement particulier, la niche satellitaire
[2]. Les cellules satellites sont localisées entre la lame
basale et le sarcolemme et sont majoritairement a
I’état quiescent dans un muscle sain. A la suite d’une
lésion musculaire, les cellules satellites s’activent,
proliféerent puis se différencient et fusionnent pour
former de nouvelles fibres musculaires (Figure 1A,
1B). Une partie des cellules satellites activées (i.e.
myoblastes) ne se différencient pas mais retournent
en position satellite, permettant ainsi de reconstituer
le pool de cellules souches [2]. La cellule musculaire
et son microenvironnement sont perturbés en cas de
pathologies neuromusculaires, qu’elles soient acquises
(inflammatoires/dysimmunitaires ou toxiques) ou non-
acquises (génétiques). Les myopathies inflammatoires
et dysimmunitaires (DIMs) idiopathiques résultant d’un
dysfonctionnement du systeme immunitaire sont clas-
sées en quatre groupes selon des critéres histopatholo-
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giques : (1) polymyosites (PM) / myosites & inclusion (inclusion body
myositis, IBM), (2) dermatomyosites (DM), (3) myopathies nécro-
santes auto-immunes (immune-mediated necrotizing myopathies,
IMNM) et (4) myosites de chevauchement comprenant le syndrome
anti-synthétase (antisynthetase myopathy, ASM) (Tableau I) [3].

Les signatures interférons dans le sang et dans le muscle permettent
de mieux analyser les mécanismes physiopathologiques a I'origine des
lésions musculaires au cours des DIMs. Ainsi, la DM se distingue des
autres DIMs par une signature interféron (IFN) de type 1 (IFNa et 3)
corrélée a la sévérité de la maladie [4]. A Pinverse, le syndrome anti-
synthétase (ASM) et les myosites a inclusions (IBM) se caractérisent
par une signature IFN de type 2 (IFNy) [5]. Dans le cas des PM/IBM, les
complexes majeurs d’histocompatibilité de types 1 et 2 (CMH1 ; CMH2)
sont surexprimés dans les fibres musculaires tandis que les fibres mus-
culaires de sujets sains n’expriment pas le CMH [6]. L'IFNy est un puis-
sant inducteur du CMH2 par I'intermédiaire du transactivateur ClITA via
la phosphorylation de STATL [7].

Les effets de IFNy sur les cellules musculaires squelettiques sont mal
connus, les effets réels sur la régénération musculaire restant encore
controversés. Aprés une Iésion musculaire, I'inflammation induite est
associée a une production d’IFNy. L'IFNy est essentielle pour obtenir
une réparation efficace du muscle squelettique grace a son implica-
tion dans la régulation du systeme immunitaire telle que I'activation
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Myopathies inflammatoires
et dysimmunitaires

Myopathies nécrosantes auto-
immunes (IMNM)

Dermatomyosites (DM)

Myosites de chevauchement dont
le syndrome anti-synthétase

Caractéristiques
histopathologiques

- Nécrose myocytaire de répartition
aléatoire, sans inflammation (ou minime)
« Inflammation polymorphe a
prédominance septale et périvasculaire

« Atrophie périfasciculaire, myosinolyse,
micro-infarctus

+ Microangiopathie avec activation du
complément

« Inflammation a prédominance périmysiale
et endomysiale périfasciculaire
- Lésions myocytaires périfasciculaires

Caractéristiques
immunopathologiques

- Activation du complément avec dépots
sarcolemmiques

- Dépot de C5b9 dans les capillaires

- Infiltrat périvasculaire (lymphocytes B,
D4+, CD8+)

- Signature Inferféron de type | (IFNaL et 3)

- Expression diffuse du CMH-I et
périfasciculaire du CMH-1
- Infiltrats inflammatoires de lymphocytes

(ASM) (atrophie, nécrose)

- Collagénolyse septale

« Infiltrat inflammatoire endomysial
- Agression myocytaire focale par des

cellules inflammatoires

Polymyosites (PM) Pour I’1BM :
Myosites & inclusion (IBM)
mitochondriales

- Vacuoles bordées

T cytotoxiques CD8+ et de macrophages
- Signature Interféron de type Il (IFNY)
- Auto-anticorps anti-synthétase

- Expression diffuse du CMH-1 et CMH-II

- Infiltrats inflammatoires de lymphocytes
T cytotoxiques CD8+ et de macrophages

- Signature Interféron de type Il (IFNY)

- Atrophie myocytaire et anomalies

« Accumulations protéiques et inclusions

filamentaires de 15-18 nm

Tableau I. Principales caractéristiques immuno-histopathologiques des myopathies inflammatoires et dysimmunitaires.

des macrophages [8]. In vitro, I'IFNy stimule la prolifération des
cellules myogéniques murines [9] et inhibe leur différenciation [7,9].
Dans les ASM et les IBM, le niveau d’expression d’IFNy pourrait avoir
un effet direct sur les cellules myogéniques, et/ou indirect par I'acti-
vation des cellules inflammatoires résidentes, et ainsi contribuer a la
physiopathologie de ces maladies.

Caractérisation de I’effet de I’IFNY dans la physiopathologie
musculaire

Mon travail de thése a pour objectif d’étudier le role de I"IFNy sur la
biologie des cellules musculaires a I’état normal et dans les myopa-
thies inflammatoires. La premiére partie du travail est 'analyse in
vitro des effets de I'IFNy sur la prolifération et la différentiation des
myoblastes (Figure 14, 1B) (cultures primaires humaines et murines).
Des cultures primaires de cellules myogéniques humaines ont été
obtenues a partie de biopsies musculaires de patients avec un muscle
histologiquement normal ou présentant une DIMs. Apres dissociation
mécanique, digestion enzymatique et tri sur billes magnétiques, la
myogénicité de la population cellulaire isolée a été déterminée par
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I’expression de desmine (Figure 1C). Les myoblastes
isolés ont été exposés a I’IFNy humain (exposition
unique ou répétée) en condition de prolifération ou de
différenciation. Nos résultats préliminaires montrent
que le traitement par IFNy active fortement la voie de
signalisation de I'IFNy (Figure 1D). Uexposition & une
dose unique d’IFNy (>1ng/ml) induit également une
réponse cellulaire des 24 h avec une induction génique
encore présente 72 h apres traitement pour une dose
supérieure a 5ng/mL. Ces protocoles nous permettent
de caractériser I'effet sur la prolifération et la différen-
ciation des cellules myogéniques.

La seconde partie de mon travail portera sur Iétude in
vivo de différents modeles murins de pathologie mus-
culaire en analysant notamment I'effet de I"IFNy endo-
gene. En particulier, je réaliserai I’étude qualitative et
quantitative des effets de I"IFNy sur le développement
musculaire en analysant notamment les facteurs de
régulation myogénique : Pax7 pour les cellules satel-
lites, MyoD pour les myoblastes et myogénine (MyoG)
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Figure 1. A. Schématisation des principales étapes de la différenciation musculaire et expression des facteurs de transcription myogénique corres-

pondants. B. Immuno-marquages de myotubes (8 jours de culture primaire de cellules musculaires murines issues du modéle murin transgénique

Pax7-GFP) in vitro marqués pour les noyaux au Hoesch (bleu), myogénine MyoG (rose) et la myosine (rouge). C. Immuno-marquage de myoblastes

humains aprés un double tri CD56+ (n = 4), desmine (vert), ki67 (rouge) : 96,7 % des cellules triées étaient desmine-positives, ce qui suggere une

prépondérance de progéniteurs musculaires dans nos cultures primaires de muscles humains. D. Quantification par qPCR de I’expression de CIITA

par les cellules myogéniques humaines suite au traitement d’IFNy & JO (n = 1 en triplicat. hTBP utilisé comme geéne de référence).

pour les myocytes, puis les deux chaines lourdes de myosine pour les
myotubes (Figure 1A, 1B).

Cette approche vise a caractériser les effets de "IFNy sur les myo-
blastes et les fibres musculaires, en conditions normale et patholo-
gique. Ceci est d’autant plus important que pour certaines myopathies
il n'existe pas de thérapie efficace sur le long terme. De plus, le rdle
des interférons est de plus en plus étudié dans la physiopathologie
des maladies auto-immunes [10] incluant des approches spécifiques
basées sur leur neutralisation in vivo. ¢

RESUME

Les myopathies inflammatoires et dysimmunitaires (DIMs) touchent
14/100000 personnes dans le monde. Ces pathologies sont classées par
des critéres immunopathologiques en quatre groupes : (1) polymyosites
(PM)/ myosites & inclusions (IBM), (2) dermatomyosites, (3) myopa-
thies nécrosantes auto-immunes et (4) myosites de chevauchement
comprenant le syndrome anti-synthétase (ASS). Les ASS et PM/IBM sont
caractérisées par la présence d’infiltrats inflammatoires mononucléés.
Récemment, nous avons mis en évidence une expression myocytaire du
complexe majeur d’histocompatibilité de type 2 (CMH2) dans les muscles
de patients atteints d’ASS et d’IBM. L'expression du CMH2 est connue
pour étre induite par I’interféron-gamma (IFNy) dans les cellules myo-
géniques. Or, les lymphocytes T CD8 (LTCD8), cellules productrices d’IFNy
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sont retrouvés a proximité des fibres musculaires CMH2
positives. Cette cytokine inhibe la différenciation mus-
culaire in vitro par I'interaction ClITA-myogénine (CIITA
major histocompatibility complex class Il transactiva-
tor). Les mécanismes impliquant une toxicité musculaire
médiée par les lymphocytes dans les DIMs restent incon-
nus. Les objectifs de ce projet sont dans un premier temps
de caractériser les effets de I'IFNy sur la biologie des
cellules musculaires par des approches morphologiques,
moléculaires et cellulaires. Puis, d’identifier le role de
I'IFNy dans ces myopathies et son impact au cours de la
régénération musculaire. Des études préliminaires in vitro
ont été réalisées sur des myoblastes humains et murins
exposés ou non a I'IFNy. Nos résultats devraient permettre
d’obtenir de meilleures connaissances sur la physiopa-
thologie des DIMs et d’identifier de potentielles nouvelles
cibles thérapeutiques. ¢

SUMMARY

Dysimmune and inflammatory myopathies (DIMs) affect
around 14/100,000 people worldwide. Based on immu-
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nopathological criteria, DIMs are divided in four groups: (1) poly-
myositis (PM)/inclusion body myositis (1BM), (2) dermatomyositis
(DM), (3) immune-mediated necrotizing myopathies (IMNM) and (iv)
overlapping myositis including anti-synthetase syndrome (ASS). ASS
and PM/IBM are characterized by the activation of inflammation with
lymphocytic infiltrations. Recently, we showed that an expression
of the major histocompatibility complex class 2 (MHC2) was present
in myofibers from ASS and IBM muscle biopsies. Interestingly, MHC2
expression is known to be stimulated by Interferon-gamma (IFNy) in
myogenic cells. LTCD8 cells, which are well-known producers of IFNy,
are commonly found in close vicinity to MHC2 positive myofibers.
This inflammatory cytokine also inhibits myogenic differentiation in
vitro by ClITA-myogenin interaction. The mechanisms involved in the
lymphocyte-driven muscle toxicity in DIMs are unclear. The objectives
of this project are to characterize IFNy effects on the biology of human
myogenic cells by morphological, molecular and cellular approaches.
Then, we aim to investigate the role of IFNY in these myopathies and its
impact during muscular regeneration. In vitro preliminary studies have
been performed using human and mouse myoblasts treated or not with

[FNy. Our results should lead to a better understanding
of the role of IFNy in the pathophysiology of DIMs, and
would hopefully help identify new therapeutic targets. ¢
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