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Résumé scientifique

Résumeé scientifique

L’étude des processus de réparation tissulaire constitue, de nos jours, un axe majeur de recherche
dans le domaine biomédical. En effet, la capacité d’un tissu a régénérer aprés une lésion a été
progressivement perdue au cours de I’évolution, laissant place au développement d’un tissu fibrotique
associé a une perte de fonction, aussi appelé cicatrisation. L'étude de la régénération chez les espéces
encore dotées de cette capacité, comme chez I'hydre, le poisson zébre ou encore la salamandre, a
permis de mettre en évidence le réle substantiel du systeme immunitaire et de I'innervation. En
revanche, la nature du verrou mis en place au cours de I'évolution, empéchant la régénération d’avoir
lieu chez le mammifére reste tres peu documentée. Des résultats publiés précédemment par mon
laboratoire montrent qu’il est possible de déclencher les processus de régénération chez une souris
C57BL/6 qui n’en n’est pas capable spontanément, grace a I'administration d’un antagoniste des
récepteurs aux opioides, la Naloxone Méthiodide. Les opioides exogénes comme la Morphine, en plus
des opioides sécrétés de facon endogéne apres une lésion, sont utilisés depuis tres longtemps pour
prendre en charge la douleur péri-opératoire. Par ailleurs, les opioides sont décrits comme étant i) de
puissants immunosuppresseurs et ii) capables d’agir sur les fibres sensorielles a I'origine de la
perception douloureuse, en inhibant I'activité de ces derniéeres. Lors de ma these nous avons donc
proposé que les opioides puissent constituer un verrou au processus de régénération chez les
mammiféres en empéchant la mise en place d’une réponse inflammatoire adéquate et/ou I'activation
efficace des fibres sensorielles suite a une Iésion. D’une part, nos résultats montrent, i) que la signature
cellulaire (neutrophiles, monocytes, macrophages) et moléculaire (cytokines, chémiokines et
médiateurs lipidiques) des phases précoces de l'inflammation post-lésionnelle permet de prédire
I'issue de la réparation tissulaire (i.e cicatrisation versus régénération), ii) que les neutrophiles sont la
source cellulaire d’espéces actives de I'oxygene (EAOs) requises pour permettre la régénération et iii)
gue les macrophages dérivés de I’"hématopoiése endogéne du tissu adipeux sous cutané permettent
au tissu de régénérer grace a leur haut potentiel d’élimination des neutrophiles (aussi appelé
efférocytose), contrairement aux macrophages d’origine médullaire qui, eux, favorisent la mise en
place d’une cicatrice. D’autre part, nous montrons grace a l'utilisation i) du test comportemental Von
Frey classiquement utilisé dans le domaine de la douleur et ii) d’un outil développé au laboratoire basé
sur la mesure de la pupille, que la régénération induite aprés un traitement a la Naloxone Méthiodide
est associée a une perception douloureuse significativement augmentée. La douleur pouvant étre un
reflet de I’activation des fibres sensorielles, nous avons donc spécifiquement détruit ces dernieres.

Cette dénervation des fibres sensorielles inhibe la régénération induite apres un traitement a la






Résumé scientifique

Naloxone Méthiodide. Enfin, les fibres sensorielles semblent étre indispensables en raison de leur
sécrétion locale du neuropeptide CGRP, qui contrdlerait i) la mise en place de la réponse inflammatoire
requise a la régénération et ii) le remodelage tissulaire en activant la migration des cellules
mésenchymateuses vers le site de lésion. L’'ensemble de ces résultats nous permet aujourd’hui de
proposer comme traitement péri-opératoire/post-lésionnel, la co-administration de Morphine et de
CGRP, permettant ainsi a la régénération tissulaire d’avoir lieu tout en gérant la douleur, chez le

mammifére adulte.

English version :

Inhibition of regeneration mechanisms and induction of tissue fibrosis are classic outcomes of tissue
repair in adult mammals. Because fibrosis leads to loss of tissue function, studying the processes of
tissue repair remains a major issue in regenerative medicine. Studying regeneration in species with
this ability, such as hydra, planarian, zebrafish or salamander, has highlighted the substantial role of
immune system and innervation during regeneration processes. The nature of the locks developed
during the evolution that prevent regeneration in mammals remains poorly documented. Previously
published results from my laboratory showed that administration of an opioid receptor antagonist,
also called Naloxone Methiodide, can induce tissue regeneration in a non-regenerative strain of mice
(C57BI/6). Exogenous opioids such as morphine, in addition to those being endogenously secreted
after injury, have been used for decades in the management of perioperative pain. Opioids are also
described as i) potent immunosuppressors and ii) able to act on the sensory fibers to silence electrical
activity of these fibers. During my thesis, we hypothesized that opioids could be a lock for regeneration
processes by preventing an acute and intense inflammatory response and/or the activation of sensory
fibers after injury. On one hand, our results demonstrate for the first time in mice, i) that the cellular
(neutrophils, monocytes, macrophages) and molecular (cytokines, chemokines and lipid mediators)
signature of the early phases of post-lesional inflammation can predict the outcome of tissue repair
(i.e scar healing versus regeneration), ii) granulocytes are the cellular source of reactive oxygen species
required for regeneration, and iii) that, unlike classical macrophages derived from medullar
hematopoiesis which promote scar formation after injury, macrophages derived from endogenous
hematopoiesis of subcutaneous adipose tissue allow tissue regeneration thanks to their high
neutrophil clearance potential after Naloxone methiodide treatment. On the other hand, by using the
behavioral Von Frey test and the measurement of pupil diameter in order to assess pain perception,
we also show that the regeneration induced after Naloxone Methiodide treatment is strongly
correlated with an increase in pain perception. As pain depend on harmful signals detection by sensory
fibers, we specifically destroyed these peripheral neurons. This denervation leads to the inhibition of

previously induced tissue regeneration. Moreover, these sensory fibers appear to act through their
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Résumé scientifique

peripheral secretion of the CGRP neuropeptide. This molecule could control the establishment of
adequate inflammatory response and initiate efficient tissue remodeling by activating mesenchymal
cells migration to the injured area. Altogether, our results allow us to propose co-administration of
Morphine with CGRP as a perioperative/post-lesional treatment allowing tissue regeneration and pain

management.
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Résumé grand public

Résumeé grand public

s 77z 7

La capacité a régénérer a été progressivement perdue au cours de I'évolution au profit de la
cicatrisation qui, bien que beaucoup plus rapide, conduit a une perte fonctionnelle du/des tissu(s)
|ésé(s). Limiter la mise en place d’un tissu cicatriciel en identifiant et promouvant les mécanismes de
régénération constitue donc I'enjeu majeur de la médecine régénérative. Sur un modele murin
d’agression tissulaire massive, nous montrons que i) une réponse inflammatoire importante mais
transitoire est requise pour permettre la régénération de I'organe lésé et ii) le signal douloureux
généré au niveau du site de lésion, permet la sécrétion locale de molécules pro-régénérantes. Ces
résultats originaux nous permettent de proposer une stratégie thérapeutique pour prendre en charge

la douleur apres une lésion, tout en permettant la régénération chez le mammifére.

English version :

The ability to regenerate has been lost during evolution since organisms such as hydra or salamander
are able to rebuild an entire organ after ablation while the mammal is not. Instead, the adult mammal
displays scar healing, a much faster repair process but that leads to an irreversible loss of tissue
functions. Using a model of induced-regeneration after massive resection in rodents, we demonstrate
that i) an acute (massive but transient) inflammatory response is essential for a complex tissue
regeneration and ii) the detection of pain signal by sensory fibers within the injured tissue induce the
local secretion of pro-regenerative molecules. These original results allow us to propose a therapeutic

strategy allowing tissue regeneration and efficient pain management.
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Invertébrés Vertébrés
1 |

Mammiferes

Néonatal adulte

Figure 1. Especes capables de régénérer : des invertébrés aux vertébrés.

De gauche a droite : Capacité de régénération chez les invertébrés (I’hydre, le ver planaire et I'étoile de
mer), les vertébrés non mammaliens (le poisson zébre et la salamandre), et chez les mammiferes (la souris
et ’'homme). Les capacités de régénération sont décroissantes au cours de I'évolution et décroissantes au
cours de la vie chez le mammifere. (Adapté de Forbes et coll. 2014)
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Introduction

Chapitre I. De la régénération a la cicatrisation.

Tous les étres vivants sont capables a des degrés divers, de pouvoir, en réponse a une agression,
réparer la partie du corps lésée. L'organisme peut étre atteint a différents niveaux (tissus, organes,
membres) et I'intensité de la Iésion peut étre variable (Iésion superficielle, ablation partielle, ablation
totale d’un organe ou d’'un membre entier). Quel que soit le niveau auquel I'organisme est atteint et
I'intensité du dommage, deux types de réparation littéralement opposés peuvent se mettre en place :

une régénération ou une cicatrisation.

Selon I'Encyclopédie Universalis, la régénération désigne les phénoménes de réparation au cours
desquels un individu retrouve son intégrité ; elle permet la récupération a l'identique de la forme et
de la fonction de la partie |ésée. Par exemple, chez le poisson zebre, la régénération de la nageoire
caudale apres section permet de reformer les rayons osseux ainsi que la peau, les vaisseaux et les
nerfs, et donc de récupérer une nageoire intégre et fonctionnelle?. Ce processus de régénération peut
s’appliquer non seulement aux tissus, aux organes ou a un membre entier, comme la patte chez la
salamandre, mais également de maniere encore plus impressionnante, a I'organisme entier comme
c’est le cas chez le ver planaire qui est capable de régénérer son corps a partir d’'un fragment. Cette
capacité de régénération a progressivement disparu au cours de I'évolution des especes, jusqu’a
devenir quasiment nulle chez les mammiféres adultes®® (Figure 1). Aprés une Iésion, on assiste chez
ces derniers, a la mise en place de fagon précoce et trés rapide, d’un tissu conjonctif fibreux qui permet
de refermer la plaie rapidement. Cette réponse a une Iésion tissulaire correspond a la cicatrisation,
qui aboutit systématiquement a la perte de fonctionnalité du tissu Iésé, ainsi qu’a une incapacité a

récupérer sa morphologie initiale.

Dans ce chapitre, nous allons successivement présenter i) les organismes / tissus modeles utilisés dans
le domaine de la régénération, ii) les grandes étapes cellulaires et moléculaires des processus de
réparation qui opposent la régénération a la cicatrisation et iii) les rares exceptions subsistant chez le

mammifére adulte ou la régénération persiste.
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B Régénération épimorphique
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Figure 2. Régénération morphallactique et épimorphique chez I’hydre.
(A) La régénération morphallactique aprés amputation de la téte de I’hydre comprend un processus de
remodelage des cellules restantes sans prolifération cellulaire ni apoptose. (B) La régénération
épimorphique aprés amputation mi-gastrique de I'hydre met en jeu une prolifération de cellules
progénitrices pour former un bourgeon précurseur du membre/organe.
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| Régénération : modeles d’étude et étapes précoces

A Généralités
Depuis plusieurs décennies, les études permettant d’identifier les étapes et les éléments clefs
nécessaires a la régénération sont menées sur des organismes de complexité variable, allant des
invertébrés (I’hydre, le ver planaire ou encore I'étoile de mer) aux vertébrés non mammaliens (tels
gue le poisson zebre, et les amphibiens urodeles comme la salamandre, le triton ou I'axolotl). Si les
mammiféres sont capables de régénérer certains tissus au stade foetal et néonatal, ils en sont en

revanche majoritairement incapables au stade adulte (Figure 1).

La régénération est un phénoméne complexe, initié lors d’'une agression de I'organisme, et qui fait
intervenir plusieurs acteurs cellulaires et moléculaires, coordonnés dans le temps et I'espace.
Historiquement, deux types de régénération ont été définis par Thomas Hunt Morgan en 1901 : la
morphallaxie et I’épimorphose? (lllustré en Figure 2A et 2B avec I'amputation de la téte et du corps de
I’hydre respectivement). La morphallaxie se définit comme une régénération tissulaire en I'absence de
prolifération et d’apoptose cellulaire. Cette régénération se fait par remaniement des tissus restants
via des étapes de dédifférenciation et de re-différenciation cellulaire pour former des tissus nouveaux
par métaplasie (Encyclopédie Universalis). L'épimorphose, elle, se définit comme une régénération au
cours de laquelle les tissus régénérés se mettent en place a partir d’un bourgeon cellulaire appelé
blasteme (que nous définirons mieux dans le paragraphe C). Ce blasteme est formé par la prolifération
et I'accumulation de cellules multipotentes indifférenciées a partir desquelles se remettront en place

les différents tissus (Encyclopédie Universalis).

B Les especes modeles servant a I’étude de la régénération
1 Les invertébrés
i L’hydre
L’hydre appartient a la famille des cnidaires. Depuis plus de deux cents ans, elle constitue un modéle
d’étude de larégénération. Dans les années 1740, Trembley et collaborateurs (coll.) ont découvert que
couper une hydre en plusieurs morceaux conduisait a la formation de plusieurs petites hydres (Figure
3A). Le corps de I’hydre est composé d’'une téte avec des tentacules a une extrémité, et d’un pied a
I'autre extrémité, reliés par une colonne creuse ou se situe le systeme digestif. L’hydre ne contient que
3 populations cellulaires principales qui « s’auto-renouvellent » : Les cellules épithéliales de
I’ectoderme, les cellules épithéliales de I'endoderme et les cellules souches interstitielles provenant
majoritairement de I’ectoderme®®. De nombreuses études montrent que tout fragment isolé du corps

de I'hydre, pour peu gu’il soit composé de quelques centaines de cellules épithéliales, peut régénérer
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Figure 3. Especes capables de régénérer : les invertébrés.

(A) Régénération de I’hydre aprés amputation de la téte, du tronc ou du pied (Adapté de Rottinger et coll.
2017) La partie rose correspond a la partie qui régénére. (B) Régénération du ver planaire aprés amputation
dans divers plan le long de I'axe antéro-postérieur. Ce dernier peut régénérer un nouvel organisme en entier
avec la méme orientation antéro-postérieure en une semaine (Kiyokazu 2003).
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en une version miniature de I'animal”®°. De méme que la dissociation des cellules qui composent
I’hydre sont capables de donner naissance a une nouvelle hydre aprés réagrégation et réorganisation
et ce, en seulement 4 a 7 jours®°.

La régénération se met en place de deux fagons différentes chez I'hydre ; par morphallaxie apreés toute
amputation a distance du milieu du tube gastrique, et par épimorphose lorsque le plan de coupe est
situé en position mi-gastrique (Figure 2). Dans le cas de I'épimorphose, les cellules situées sur le plan
de coupe rentrent en apoptose et sécrétent le facteur Wnt3all. L’activation de cette trés conservée
voie de signalisation Wnt permettra notamment de stimuler la prolifération compensatoire des
cellules situées a proximité, pour permettre la régénération de la téte I'hydre. Cette voie de
signalisation est controlée par une autre famille de génes trés conservée ; la famille des genes
Homéobox (Hox). Bien que le nombre d’études soit trés limité concernant la réelle fonction de ces
derniers au cours des processus de régénération, leur expression est augmentée chez I'hydre apres
amputation de la téte'?.

La capacité fascinante qu’a I’hydre a régénérer aprés amputation est aussi diie a un remaniement
drastique de la matrice extracellulaire (MEC) dans les heures suivant 'amputation. Tres rapidement,
les composants de la MEC se rétractent pour permettre aux cellules de I'endoderme et de I’ectoderme
de communiquer directement les unes avec les autres. Ces cellules vont alors sécréter activement des
composés de la MEC et permettre aux cellules de migrer et reconstituer la partie manquante du corps
de I'hydre®®. Toute perturbation pharmacologique de la synthése de cette MEC ou des interactions

entre les cellules et la MEC, conduit a I'inhibition de la régénération de I'hydre?3.

i Le ver planaire

La capacité de régénération exceptionnelle du ver planaire a été découverte il y a plus de cent ans par
Thomas Hunt Morgan qui a observé que cet animal pouvait générer un nouveau ver a partir d’un
simple fragment de son corps* (Figure 3B). Ceci est possible grace a la présence de cellules souches
réparties le long de I'axe antéro-postérieur du ver planaire, les néoblastes, qui sont capables de se
différencier en cellules matures spécifiques d’un tissu en fonction de leur position sur cet axe'>®. La
meilleure illustration de I'importance de ces néoblastes est I'impossibilité pour un ver préalablement
irradié (les néoblastes étant alors majoritairement détruits), de régénérer. L'injection d’une dizaine de
néoblastes dans un ver planaire irradié suffit a ce dernier pour qu’il récupére ses capacités de
régénération’. Aprés lésion, les néoblastes sont recrutés aux abords du site de lésion et proliférent,
formant ainsi un amas de cellules indifférenciées (appelé blastéme, que nous décrirons plus loin dans
ce chapitre) qui permettront de reformer la partie manquante par épimorphose.

A I'échelle moléculaire certains facteurs de croissance de la famille des EGFs (Epidermal Growth

Factors) régulent la prolifération des cellules souches (néoblastes) lors de la régénération du ver®’.
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C'est notamment la fixation de la Neuregulin7 sur son récepteur EGFR3 qui régule la division
asymétrique des néoblastes et donc la taille du blastéme pro-régénérant®®; et I'utilisation d’ARN
interférant codant pour Egfr3 supprime la capacité de régénération du ver planaire!®. La voie de
signalisation de ces facteurs de croissance peut se superposer a la signalisation Wnt et Hedgehog (Hh),
qui sont, elles, requises pour maintenir la polarité antéro-postérieure, aussi bien pour le maintien de
I’'homéostasie qu’au cours de la régénération. Il a notamment été rapporté que la voie Wnt était
requise pour la spécialisation de la partie postérieure du ver lors de sa régénération®?°. La production
de Wnt est assurée par les cellules souches sous le contréle d’'un gene appartenant a la famille des
génes Hox : Dijslet?.

Le ver planaire ne fait pas figure d’exception concernant I'implication de la MEC au cours des processus
de régénération. Quatre génes codant pour des métalloprotéases (MMP : enzymes protéolytiques
spécialisées dans la dégradation de la MEC) ont été identifiés chez le ver (contre plus de 20 chez le

mammifére), et I'inhibition de ces génes inhibe la régénération spontanée du ver planaire?2.

iii L’étoile de mer

L’étoile de mer est un échinoderme composé d’un disque central d’ou partent 5 bras ou plus?®. La
cavité corporelle est constituée d'un ccelome complexe formé de trois composantes principales : le
systeme digestif et gonadique, le systeme périhémal correspondant aux appareils vasculaire et
lymphatique, et enfin un systéme hydraulique pour permettre la locomotion?. Cet animal est capable
de régénérer aux stades larvaire et adulte. Chez I'adulte, une régénération est observée lors de la
reproduction asexuée qui se fait par auto-amputation (phénomene de fission au cours duquel chaque
partie redonne une étoile de mer entiére) ou aprés une attaque par un prédateur?®. Selon les équipes
scientifiques mais aussi selon la classe d’étoile de mer utilisée, ce sont les mécanismes de régénération
du bras, du systeme nerveux (SN), ou encore du systeme gastrique qui sont étudiés. L'étude de la
régénération du bras de I'étoile est la plus courante et permet clairement de mettre en évidence trois
phases lors de la régénération : i) une phase de fermeture de la plaie (que I'on pourrait assimiler a
I’épithélium de fermeture, que nous présenterons plus loin dans ce chapitre), ii) une premiére phase
de régénération précoce et iii) une seconde phase de régénération, dite tardive. La fermeture de la
plaie correspond successivement a I’hémostase, la ré-épithélialisation et la formation d’un tissu de
granulation provisoire formant un cedéme. Aprés une a deux semaines, alors qu’aucun tissu régénéré
n’est visible, la 2°™® phase intervient pour permettre de reconstruire le bras a proprement parler. Enfin,
trois a quatre mois post-amputation, le SN et les systémes de locomotion se différencient pour finaliser
la formation du bras?.

Les études s’intéressent, désormais, a I'aspect moléculaire de cette régénération. Elles montrent ainsi

une activation transitoire du gene Srap (pour starfish regeneration associated protease) ainsi que
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Figure 4. Espéeces capables de régénérer : les vertébrés non mammaliens.

(A) Cinétique de régénération de la queue du poisson zébre: de la mise en place du wound épithélium, en
passant par la formation du blastéme jusqu’a la régénération (Sehring et coll. 2019). (B) cinétique de
régénération du membre aprés amputation chez la salamandre a différents temps post-amputation (Goss

1969).
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252627 syggérant de nouveau, un

d’une dizaine de genes Hox, que ce soit au stade larvaire ou adulte
role clef pour ces génes. Cependant, ces études restent encore descriptives chez I'étoile de mer et ne
permettent pas de mettre en évidence de véritables liens de cause a effet entre ces genes et les

processus de régénération.

Malgré des outils pharmacologiques et moléculaires limités pour étudier ces invertébrés, et bien que
ces animaux soient éloignés de nous sur I’échelle de I’évolution, ils nous permettent d’aborder les
grands principes de la régénération (morphallaxie et épimorphose), ainsi que les changements
morphologiques qui s’opérent au cours des grandes étapes de cette derniére. Au-dela de la capacité
exceptionnelle qu’ont I’hydre et le ver planaire a régénérer I'entiéreté de leur corps en seulement
quelques jours, les différentes études sur ces organismes modeles mettent en lumiére I'implication
de voies de signalisation trés conservées au cours de I’évolution (Wnt, Hh et génes Hox). Ces voies
de signalisation et génes ont également des roles déterminants au cours du développement de
I'organisme, et il n’est donc pas surprenant de les voir impliqués au cours des phénomeénes de
régénération. Aussi, des événements de remodelage tissulaire ont commencé a étre identifiés chez
ces especes, parmi lesquels le remodelage de la MEC, qui en étant « permissive », accompagne la

migration et la prolifération des progéniteurs au cours de la régénération.

2 Les vertébrés non mammaliens
Méme si cette capacité incroyable de régénération de I'organisme entier n’est pas retrouvée dans les
groupes zoologiques plus évolués, certaines especes au sein des vertébrés ont gardé cette rare

aptitude a régénérer, a I'échelle des tissus, des organes ou d’'un membre entier.

i Le poisson zebre

Les modeéles classiques d’étude de la régénération chez le poisson zebre sont des Iésions de |la nageoire
dorsale, pectorale ou caudale. La nageoire pectorale, par exemple, repousse totalement par
épimorphose en 20 jours aprés son amputation (Figure 4A). Chez cet organisme modele, un autre
organe fait 'objet de nombreuses études depuis quelques années : le cceur?®?. Ces modéles ont
permis de décrypter, de nouveau, le réle pivot joué par les génes Hox et nous révelent aussi
I'implication de deux grands systémes dans la régénération, le systeme nerveux (SN) et le systeme
immunitaire (SI).

Chez le poisson zebre, I'origine des cellules qui participent a la régénération est variable en fonction
de I'organe ou du tissu Iésé. Ces cellules sont issues i) soit d’une prolifération de cellules initialement

différenciées (c’est le cas lors de la régénération cardiaque, les cardiomyocytes se dédifférencient et
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proliférent pour participer a la régénération cardiaque®’), ii) soit d’ une trans-différenciation de cellules
différenciées (Lu et coll. décrivent une trans-différenciation des cellules o en cellules B dans le
pancréas, aprés lésion de cet organe®!) ou encore iii) d’'une différenciation de précurseurs et/ou de
cellules souches résident(e)s en cellules spécialisées spécifiques des différents tissus (comme c’est le
cas pour les cellules souches satellites Pax7* lors de la régénération du muscle3?).

Les nombreux outils génétiques disponibles chez cette espéce facilitent grandement I'identification
des acteurs moléculaires clefs ; ainsi, des expériences de gain et perte de fonctions ont montré

notamment I'implication des voies de signalisation du FGF (Fibroblast Growth Factor) et de Wnt333*

sous contréle de I'acide rétinoique.

i Les amphibiens : exemple des urodeles
Les amphibiens de I'ordre des Urodéles, auquel appartiennent la salamandre, le triton et I'axolotl, sont
les vertébrés qui ont gardé la capacité de régénérer la plus fascinante puisqu’ils sont capables de
régénérer entierement et en 70 jours, une patte amputée (Figure 4B). Ces animaux sont également
capables de régénérer, leur queue, leur moelle épiniere, leur cristallin, ainsi qu’'une partie du
coeur3>337 || est intéressant de noter que chez les urodéles, cette capacité de régénération existe au
stade larvaire comme au stade adulte alors que chez les amphibiens de I'ordre des anoures, comme
par exemple le Xénope, cette capacité disparait lors de la métamorphose3®. La régénération du
membre reste le meilleur exemple pour étudier un phénoméne complexe de régénération. Les
différents apports scientifiques de ce modele seront développés ultérieurement dans ce chapitre, mais

aussi dans les chapitres 2 et 3 portant sur le SN et le Sl.

Les études menées chez ces espéces « pionnieres » ont permis de clarifier les grandes étapes du
processus de régénération, ainsi que les principaux acteurs cellulaires et moléculaires fondamentaux

que nous allons présenter dans la partie suivante.

C Les étapes précoces des processus de régénération
1 Mise en place de ’lhémostase
On désigne sous le nom d’hémostase, I'ensemble des phénomenes grace auxquels I'organisme permet
I'arrét d’'une hémorragie (Encyclopédie Universalis). La rupture de l'intégrité tissulaire suite a une
|ésion entraine systématiquement des breches vasculaires. La formation d’un caillot au niveau de ces
dernieres est donc indispensable pour stopper ’hémorragie. L’hémostase se déroule en trois temps

gue sont I’'hémostase primaire, secondaire et tertiaire, grace a un équilibre trés complexe faisant
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Figure 5. Schéma illustrant les processus d’hémostase post Iésionnelle.

Suite a une lésion tissulaire, une breche vasculaire va se créer. Une accumulation de collagéenes et de
plaguettes va venir combler cette breche, formant ainsi le clou plaquettaire lors de ’lhémostase primaire.
Lors de I’hémostase secondaire, la thrombine va permettre la production de fibrine, pour consolider le clou
plaguettaire. Enfin, dans la phase d’hémostase tertiaire, le clou plaquettaire sera désagrégé,
majoritairement sous l'effet de la plasmine.



Introduction

intervenir les plaquettes, des facteurs coagulants, des inhibiteurs de coagulation et le systeme
fibrinolytique (Figure 5).

L’'hémostase primaire a lieu dans les premiéres minutes apres la lésion et s’accompagne d’une
vasoconstriction locale visant a diminuer le flux sanguin et concentrer le nombre de plaquettes. Ces
dernieres vont adhérer a la MEC sous-endothéliale accessible, ce qui conduit a la formation d’un « clou
plaquettaire »3%40,

L’'hémostase secondaire consiste en la consolidation du premier thrombus par agrégation de globules
rouges dans un réseau de fibrine. Cette étape de coagulation résulte de la sécrétion en grande
quantité, du facteur lll. A terme cela entraine, via I'activation de la thrombine, le clivage du fibrinogéne
(soluble) en fibrine (insoluble).

L’'hémostase tertiaire consiste en la fibrinolyse du caillot de fibrine précédemment formé. Pour cela,
le plasminogéne (qui circule sous forme inactive) est activé par le tPA (tissue-type Plasminogen
Activator) ou par I'uPA (urokinase-type Plasminogen Activator). Cette activation conduit a la formation
de plasmine, capable de couper et dégrader le réseau de fibrine*!. Cette étape permet de restaurer le
flux sanguin a I’endroit de la Iésion. De plus, 'adhésion des plaquettes a la fibrine est inhibée assurant
ainsi la résolution du clou plaquettaire associé*>**44, (Figure 5).

Si la résultante de cette hémostase est I'arrét des écoulements par fermeture de la plaie, elle permet
aussi I'arrivée des cellules immunitaires sur le site de lésion et leur adhésion a I'endothélium vasculaire
(cet aspect sera développé dans le chapitre 3, dédié au Sl).

Suite a cette phase d’hémostase, la plaie est définitivement fermée grace a la formation d’un

épithélium de fermeture.

2 Formation de I'épithélium de fermeture
Il est aussi plus communément appelé « Wound Epithelium » et fait partie des événements précoces
requis pour permettre la régénération dans la majorité des contextes de lésion, et ceci chez la majorité
des espéeces capables de régénérer (le corps de I’'hydre et du ver planaire, la nageoire du poisson zébre,
le membre de la salamandre). La formation de cet épithélium de fermeture consiste en la migration
de kératinocytes le long du plan d’amputation ou de Iésion. Ces cellules prendront alors une identité
transitoire et spécialisée. Méme si la fonction principale de cet épithélium de fermeture est encore
mal comprise, nous pouvons affirmer que ce dernier permet au moins la fermeture de la zone lésée
pour contenir les liquides et mettre les tissus intérieurs potentiellement exposés a I’environnement
extérieur « a I'abri » d’agressions extérieures. Notons que cet épithélium se met également en place
lors d’agression interne a I'organisme : par exemple dans le cadre de la régénération du coeur chez le
poisson zébre, ou I'épicarde joue le réle d’épithélium de fermeture®. Son caractére indispensable a

été démontré relativement tot, puisque des expériences réalisées par Mescher et coll. en 1976,
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Figure 6. Etapes précoces de la régénération : formation de I’épithélium de fermeture, mise en place de la
cape épithéliale et formation du blastéme au cours des processus de régénération ; exemple du membre

chez I'axolotl.
(Adapté de McCusker et coll. 2015)
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montrent que si on empéche la formation de cet épithélium de fermeture en greffant un bout de peau
saine sur la zone amputée, cela conduit a la cicatrisation de la patte, sans régénération de cette
derniére?®. Cet épithélium de fermeture se transforme ensuite en plusieurs couches de cellules qui
vont participer activement a la régénération. C’est grace a I'activation, entre autres, de différentes
voies de signalisation émanant de cet épithélium de fermeture, que la cape épithéliale va se mettre en

place (Figure 6).

3 Mise en place de la cape épithéliale

Dans la plupart des cas, que ce soit apres Iésion du corps chez I’hydre ou le ver planaire, de la nageoire
chez le poisson zébre, ou encore de la patte chez la salamandre, une cape épithéliale se met en place
rapidement et transitoirement, autour de la zone endommagée.

La mise en place de cette cape a été bien étudiée dans le cadre de la régénération de la patte chez Ia
salamandre et I'axolot|*’. Elle dérive de I’épiderme de la peau. Les cellules de I’épithélium de fermeture
vont proliférer pour former les trois couches cellulaires constituant la cape épithéliale*®*° : la couche
cornée la plus externe, la couche basale la plus interne et une couche de cellules cuboides située entre
les deux®. L’absence de derme et de lame basale sous la cape épithéliale, rend le mésenchyme sous-
jacent « permissif » pour la mise en place du blastéme, dont nous parlerons dans le paragraphe
suivant. Il a été mis en évidence chez I'axolotl, qu’aprés amputation d’un membre, les cellules
constituant les trois couches cellulaires de la cape sont immuno-positives pour la laminine et le
collagene de type IV suggérant une sécrétion abondante de ces facteurs par les cellules de la cape. Ce
marquage est fortement diminué chez des mutants incapables de régénérer®. Les raisons de cette
corrélation entre la présence de ces deux facteurs de la MEC et la capacité a régénérer, reste encore a
explorer.

Comme ['épithélium de fermeture, la formation de la cape épithéliale est indispensable a la
régénération. Ceci est tres probablement d{i a sa capacité a envoyer des signaux de prolifération et de
différenciation aux cellules environnantes situées dans le mésenchyme. Parmi ces signaux, on peut
citer le FGF-10 qui a fait I'objet de plusieurs études®®®!, Les cellules de la cape sécrétent aussi des MMP
qui vont permettre un remaniement de la MEC pour faciliter la mise en place du blastéme®2. Enfin, la
cape va progressivement disparaitre pour laisser place au blastéme et toute intervention empéchant
cette transition entrainera la mise en place d’une cicatrisation. Par exemple, l'inhibition
pharmacologique des MMP empéche la formation du blasteme et donc la régénération spontanée du

membre?3.
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4 Formation du blasteme
Le blasteme se forme sous la cape épithéliale. Il est constitué d’un amas de cellules multipotentes,
capables de proliférer et de se différencier en plusieurs types cellulaires, aboutissant in fine a la
régénération de la zone de l'organisme endommagée (Figure 6). Empécher la formation de ce
blastéme, inhibe la régénération®*. Inversement, la transplantation d’un blastéme & un endroit non
Iésé du corps de la salamandre, déclenche la formation d’'un nouveau membre ectopique a I'endroit
de la greffe®>°®. Enfin, si on préléve le blastéme formé quelques jours aprés I'amputation d’'un membre
chez la salamandre, et qu’on le place dans une bofte de culture, celui-ci formera une patte « ex-vivo »’.
Les cellules qui composent ce blastéme peuvent étre i) des cellules souches déja présentes dans le
tissu (c’est le cas chez les invertébrés), ii) des cellules indifférenciées (cellules mésenchymateuses
dermales et périsquelettiques) ou encore iii) des cellules issues de la dédifférenciation de cellules
différenciées pré-existantes (c’est le cas chez les vertébrés). Les cellules du blastéme proliferent puis
se redifférencient majoritairement dans le lignage cellulaire dont elles sont issues. A noter que la
position des cellules a I'intérieur du blastéme est cruciale et conditionne la voie de différenciation dans
laquelle elles vont s’engager. Cette régionalisation du blastéme est sous le contrdle du gradient de

concentration de I'acide rétinoique et du gradient d’expression du géne de son récepteur Prod1®.

Bien que différents genes et voies de signalisation conservés au cours de I’évolution (Hox, acide
rétinoique, Hh, Wnt) aient été identifiés comme étant impliqués a la fois dans le développement et dans
la régénération, ces éléments ne seront pas développés dans le reste du manuscrit. En effet, a cété de
ces molécules étroitement associées aux processus développementaux et présentées succinctement
dans les paragraphes précédents, d’autres acteurs cellulaires et moléculaires « plus généraux » sont
impliqués dans la mise en place de I'épithélium de fermeture, de la cape épithéliale et la formation du
blastéeme. Ces acteurs appartiennent au SN et au SI, qui feront chacun I'objet d’un chapitre spécifique

(chapitres 2 et 3 respectivement).

En conclusion, la régénération permet de retourner a un état initial avec restauration de la forme et
de la fonction de la partie Iésée de I'organisme, ce qui est un avantage considérable. Cette capacité
de régénérer reste hétérogene chez les invertébrés comme chez les vertébrés non mammaliens. Par
exemple, alors que I’hydre et le ver planaire sont capables de régénérer la totalité de leur corps, les
données de la littérature ne permettent pas de savoir si ces capacités régénératrices concernent tous
les organes chez les poissons et les amphibiens. De plus, les amphibiens urodeéles sont capables de
régénérer a tous les stades développementaux, alors que les amphibiens anoures n’en sont capables

gu’avant la métamorphose. La disparité de la capacité a régénérer se retrouve donc au sein du regne
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animal de maniere générale, mais également au cours du développement et dépend peut-étre de

I'organe concerné pour un animal donné.
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1 De la perte de la capacité de régénération a la cicatrisation : cas du

mammifere adulte

Chez le mammifere adulte, une partie de la littérature s’intéresse a la « régénération physiologique »
de I'épithélium intestinal, pancréatique ou dermique. Ce n’est pas de cette régénération dont nous
parlerons puisque nous avons défini la régénération comme étant la capacité aprés une lésion
importante, de régénérer un tissu, un organe, un membre entier ou encore un organisme dans sa

totalité.

A La régénération chez le mammifere
1 Régénération au stade foetal et/ou néonatal
Des capacités de régénération semblables a celles retrouvées chez les invertébrés et vertébrés non
mammaliens peuvent étre observées in utero. On assiste notamment a la régénération des bourgeons

des membres au stade feetal®®

et plusieurs études ont mis en évidence qu’au stade post natal, le coeur
est capable de régénérer chez la souris et ce, jusqu’au 7°™ jour apreés la naissance?®.

Il est également intéressant de noter que la MEC de la peau du feetus et du nouveau-né, ressemble en
de nombreux points a la MEC de la « souris » Acomys adulte capable de régénérer (et dont nous
parlerons un peu plus loin). Il s’agit d’une MEC riche en collagéne de type lll, pauvre en collagéne de
type | et présentant une quantité de MMP9 supérieure a celle retrouvée dans une MEC de mammiféres

adultes®®t16283 Ces données, en constante augmentation, ne font qu’appuyer le fait que la MEC soit

un élément clef de la régénération tissulaire.

2 « Régénération » spontanée chez I’adulte
i Le foie
Il est souvent dit que le foie régénére : apres hépatectomie, on observe des phénomenes d’hyperplasie
et d’hypertrophie compensatoires par les hépatocytes des lobes hépatiques restants qui permettent
de compenser la perte de volume et de récupérer la fonction du foie®. Lorsque I'hépatectomie est
massive (si elle concerne au moins 2 lobes), cette « régénération » du foie met en jeu, en plus des
hépatocytes, des précurseurs ductulaires (issus des canaux de Hering) qui sont a 'origine de cellules
ovales capables de se différencier en hépatocytes et en cellules biliaires ; toutes ces cellules étant sous
le contréle de plusieurs signaux inflammatoires (notamment des cytokines pro-inflammatoires)®.

Méme si le foie ne retrouve pas complétement sa morphologie d’avant I’ablation (tous les lobes ne

sont pas reformés), cette compensation contribue a la récupération fonctionnelle du tissu.
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ii Le muscle
Le muscle fait également figure d’exception puisque des micros lésions (touchant quelques fibres
musculaires) donne lieu a une régénération de ces derniéres (c’est notamment ce qu’il se passe lors
d’un effort physique intense, ou les fibres endommagées sont remplacées). En revanche, I'ablation
d’une partie du muscle ou une Iésion massive de ce dernier, conduira, comme pour le reste des organes
chez le mammifere adulte, a une cicatrisation de ce dernier par la création d’un tissu fibreux de
comblement. Dans le cas de micro Iésions, le muscle subit deux phases succinctes : une premiéere phase
de dégénérescence des fibres musculaires et une seconde, dite de régénération. Ces deux phases
dépendent a la fois de la présence de cellules immunitaires (surtout la phase de dégénérescence) et
de cellules souches musculaires ; les cellules satellites. S’opére également une phase de remodelage
pour permettre la régénération, avec un role central de la MEC dans ce processus. Notons finalement,

que dans ce modéle de régénération, le Sl et le SN s’avérent indispensables®®®,

iii L’extrémité du doigt

Chez la souris ou le rat, on peut observer une régénération compléte et rapide de I'extrémité du doigt
aprés une amputation au niveau de la phalange terminale®. Dans ce contexte lésionnel, Reginelli et
coll. ont mis en évidence la mise en place d’'un blasteme et une augmentation significative de
I’expression de différents génes homéobox, dont Msx1, au niveau de celui-ci. Msx1 est exprimé par les
cellules mésenchymateuses et inhibe les processus de différenciation®. Son réle déterminant a été
confirmé par des expériences d’invalidation qui se traduisent par l'inhibition de la régénération®.
L'utilisation de Noggin (un inhibiteur des BMPs (Bone Morphogenetic Protein) avant amputation,
montre que I'effet du gene Msx1 dans la régénération passe par le controle de I'expression du facteur
de croissance BMP4%. Notons que Msx1 est aussi impliqué lors de la régénération de la queue de la
larve de Xénope et du poisson zébre’®"%,

Chez ’'homme, une capacité de régénération du doigt et de I'ongle associé, est également observée
lorsque I'amputation ne concerne que la phalange terminale et qu’elle se produit au cours des
premiers jours aprés la naissance’2. De nouveau, 'expression du géne homéobox Msx1 est augmentée
dans les phases précoces de régénération dans un modeéle de culture ex vivo d’extrémités de doigts

issus de foetus humains’.
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3 jours post lésion cutané 30 jours post lésion cutané

E Nombre de jours apres perforation de l'oreille

Figure 7. Mammiféres adultes capables de régénérer.

(A) « Souris » Acomys intacte ou (B) aprés perte d’une partie de sa peau au niveau dorsal (mécanisme de
défense). (C) Plaies dorsales 3 jours aprés lésion cutanée de toutes les couches de la peau. (D) Parfaite
régénération de la peau et des follicule pileux 30 jours aprés lésion cutanée dorsale. (A-D: Seifert et coll.
2012). (E) Photos de la régénération apreés une perforation de I'oreille chez la souris C57BL/6 (haut, souris
noire) et chez la souris MRL (bas, souris blanche) a différents temps post |ésion (Clark et coll. 1998).
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3 Les modéles exceptionnels de régénération chez I’adulte
Alors que la souris C57BL/6 classiquement utilisée en laboratoire est incapable de régénération au
stade adulte, certains rongeurs font figure d’exceptions comme la « souris » Acomys ou la souris MRL

(Murphy Large Roth).

i La « souris » Acomys
De récentes études menées depuis moins de 10 ans, s’intéressent a un rongeur appelé, a tort, souris
Acomys ou souris épineuse du désert (Acomys cahirinus) ; il s’agit en fait d’'un rongeur proche des
gerbilles (Figure 7A), inféodé aux milieux désertiques et subdésertiques. Chez cet animal et
contrairement a la souris Mus musculus classique (dont fait partie la C57BL/6), I'épiderme, le derme,
le follicule pileux, les glandes sébacées ainsi que les muscles érecteurs des poils (c’est-a-dire toute
I'épaisseur de la peau) sont capables de régénérer aprés une blessure profonde de la peau’®. Cette
capacité de régénération a été initialement observée au niveau de la peau du dos. En effet, la « souris »
Acomys présente la particularité, lorsqu’elle se fait attraper, de pouvoir abandonner jusqu’a 60% de
sa fourrure a son prédateur afin de lui échapper : la peau du dos céde a une simple traction ; on parle

d’autotomie évasive’® (Figure 7B).

Les capacités exceptionnelles de régénération de la souris Acomys ont été principalement étudiées
dans le cadre de Iésions cutanées profondes (Figure 7C et 7D) et ont été initialement attribuées a des
différences i) de réponse immunitaire post-lésionnelle, ii) de composition de la MEC et iii) d’enzymes
de régulation de la synthése et de la dégradation de la MEC, en comparaison avec une souris Mus
musculus classique.

Concernant le Sl, deux études montrent que les cellules immunitaires présentent des différences
fonctionnelles avec celles d’une souris Mus musculus’® et que la production d’espéces actives de
I’oxygéne (EAOs) par certaines de ces cellules (les macrophages), déja décrite comme étant requise
pour la régénération chez les invertébrés’” et le poisson zébre’, est indispensable a la régénération
chez la souris Acomys’®.

Concernant les caractéristiques de la MEC, il a été démontré que chez la « souris » Acomys en
comparaison avec la souris Mus musculus, i) le dép6t post-lésionnel de MEC est plus lent a se mettre
en place, ii) les fibres de collagéne ne sont pas orientées parallelement au derme, limitant ainsi sa
rigidité, iii) la MEC est tres riche en collagéne de type 3 et pauvre en collagene de type 1 et iii)
I’expression génique des métalloprotéases Mmp2 et Mmp9, augmente significativement’>#°, Toutes
ces caractéristiques ont pour conséquence de générer une MEC plus « souple », permettant un afflux

accru de cellules immunitaires puis de progéniteurs qui joueront un role dans la régénération.
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En conclusion, la réponse inflammatoire et la composition de la MEC different entre la « souris »
Acomys capable de régénération spontanée et la souris Mus musculus mettant en place une

cicatrisation apres lésion.

i La souris MRL

Historiquement, la MRL/MpJ-Fas® (MRL, pour Murphy Roth Large) dont la souche parentale MRL/Mp)
estissue du croisement de 5 fonds génétiques différents, est étudiée pour sa propension a développer
spontanément un lupus érythémateux (maladie auto-immune). La MRL/MpJ-Fas®™ est lympho-
proliférative, c’est-a-dire qu’elle accumule une grande quantité de lymphocytes T produisant une trés
grande quantité d’auto-anticorps®l. Ces problémes immunitaires sont dus a une mutation du géne Fas
ligand et de son récepteur, impliqués dans les processus d’apoptose®?. Ce S| défaillant associé au
développement du lupus érythémateux conduit a la mise en place de problemes vasculaires,
d’arthrose articulaire, de pathologies rénales, et a pour conséquence de causer la mort de la souris de
facon prématurée®®. De plus, cette souris est aussi caractérisée par une organomégalie®.

Les capacités de régénération de cette souris ont été découvertes de maniére fortuite lorsqu’une
perforation de l'oreille a été effectuée afin d’identifier les différents individus® (Figure 7E). La souris
MRL/Mpl-Fas® est effectivement capable de refermer intégralement le trou fait par
I’expérimentateur, avec un tissu fonctionnel et semblable a celui d’origine (peau, muscle, fibres
nerveuses etc...). Pour les études des mécanismes sous-jacents a la régénération, les différentes
équipes scientifiques utilisent la souche parentale MRL/MpJ (MRL) qui, tout en conservant cette
capacité a régénérer, ne présente que plus tardivement les problémes liés a la mutation du géne Fas ;
sa durée de vie est donc plus longue. Il a ainsi été montré que la souris MRL est capable de régénérer
le coeur, le SN central (SNC), ou encore le cartilage aprés une lésion. Cette capacité de régénération
des MRL est actuellement attribuée & une activité importante et précoce des MMPs®. Par exemple
apres une lésion de l'oreille (perforation), une augmentation significative de I'activité des MMP2 et
MMP9 a été rapporté chez les souris MRL en comparaison a une souris C5BL7/6 ne régénérant pas®’.
La MEC serait ainsi, comme chez la « souris » Acomys, plus « permissive » a la migration cellulaire pour
permettre la formation d’un blastéme®.

De plus, il a été montré que l'innervation est indispensable a la régénération de I'oreille chez cette
souris. En effet, une dénervation chirurgicale préalable a la perforation de I'oreille, empéche la

88,89

formation de la cape épithéliale et du blasttme au niveau de la zone |ésée®**°, empéchant la

régénération de se mettre en place.
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Figure 8. Cicatrisation : exemple de la peau.

La cicatrisation de la peau inclut différentes phases parmi lesquelles, I'hémostase (comprenant la phase de
coagulation), la réépithélialisation et le remodelage tissulaire qui conduit a un dép6t de matrice
extracellulaire excessif, dense et rigide et donc a la formation d’une cicatrice, ne permettant pas de revenir
a I'état d’homéostasie tissulaire. MEC : Matrice Extracellulaire.
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Pour I'heure, aucune étude ne s’est intéressée a la potentielle implication du Sl au cours des processus
de régénération de la souris MRL. En revanche, nous pouvons tout a fait imaginer que son Sl particulier

puisse avoir une part de responsabilité dans la capacité qu’a la souris MRL a régénérer.

En conclusion, l'utilisation de la souris MRL caractérisée par un Sl particulier, dans I'étude des
processus de régénération, confirme I'importance de la gestion du remodelage de la MEC post

Iésionnel, et pointe du doigt le role clef du SN au cours des processus de régénération.

B La cicatrisation

Hormis les exceptions présentées ci-dessus, la trés grande majorité des organes chez le mammifere
cicatrise apres lésion. Cette cicatrisation conduit a la formation d’un tissu cicatriciel, riche en MEC, peu
cellularisé et conduisant a la perte de la fonction du tissu, puisque les unités fonctionnelles de ce
dernier ne sont pas remplacées (Figure 8). Il apparait alors que les différentes étapes et facteurs
associés a la mise en place de la régénération dont nous avons parlé dans ce chapitre soient
globalement les mémes en condition de cicatrisation, mais que i) les sous types de molécules, ii) leurs
cinétiques d’implication, iii) leurs localisations au sein de la lésion, ainsi que iii) leur quantité, ne
permettent pas d’autre issue que la cicatrisation.

Par exemple, La MEC est également impliquée dans les processus de cicatrisation, mais les différences
de concentrations, de localisation et de nature des composants de la MEC (on trouve différents types
de protéoglycanes, de glycoprotéines et de collagenes) ont un impact drastique sur l'issue de la
réparation tissulaire aboutissant a la cicatrisation versus la régénération. Alors que les collagenes
impliqués dans la régénération de la peau chez le foetus font intervenir le collagene de type lll, les
fibroblastes retrouvés dans la peau des mammiféres adultes, sécrétent principalement des fibres de

collagéne de type |, qui lui, confére un aspect rigide et moins permissif a la migration des cellules®*°,

L'hypothese actuelle qui prévaut pour expliquer la prédominance de la cicatrisation comme
mécanisme de réparation tissulaire est son moindre "co(t" par rapport a celui de la régénération : en
effet, sila régénération permet de récupérer la forme et la fonction de I'organe 1ésé, c’est un processus
tres lent : il faut au minimum 70 jours pour la salamandre pour régénérer une patte, et jusqu’a 4 mois
pour I'étoile de mer pour faire repousser un bras. Pendant le temps nécessaire a cette régénération,
I’animal reste vulnérable vis-a-vis de ses prédateurs. Ce processus peut donc a terme, mettre en péril
la survie de I'espece. Ainsi, 'ensemble de la communauté scientifique s’accorde a dire qu’au cours de
I’évolution, la régénération a laissé place a la cicatrisation qui, elle, offre I'avantage d’une fermeture

rapide de la plaie mais est associée a la formation d’un « tissu de comblement » fibreux conduisant a
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la perte de fonction du tissu préalablement Iésé. Néanmoins d’autres hypotheses sont aussi avancées

telles que la complexification du Sl sur laquelle nous reviendrons dans le chapitre 3.

Points importants a retenir :

- En réponse a une agression, deux modes de réparation tissulaire peuvent se mettre en place
: la cicatrisation ou la régénération.

- Méme si elle permet un retour des tissus/organes/membres/organismes endommagés, a leur
forme et a leur fonction initiale, la régénération n’a pas été sélectionnée au cours de I'évolution.
Néanmoins, cette capacité n’est pas complétement perdue chez les mammiferes.

- La présence de certains acteurs cellulaires ou moléculaires communs dans les phénoménes
de régénération, des invertébrés les plus simples aux mammiferes et ce jusqu’a I’homme, laisse penser
gu’il est possible d’identifier et de lever les verrous mis en place au cours de I'évolution, dans le but
d’orienter définitivement la réparation tissulaire vers une régénération, plutét que vers une
cicatrisation.

- Bien que peu développée dans ce chapitre, I’étude de la régénération chez ces espéces
modeles pointe du doigt I'importance probablement fondamentale des systemes immunitaire et

nerveux, qui fait I'objet des deux chapitres suivants.
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motrices acheminent I'information du SNC vers la périphérie (tissu/organe cible). GRD : ganglion de la

racine dorsale.



Introduction

Chapitre Il.Innervation et Régénération

Comme nous I'avons présenté dans le chapitre 1, la régénération d’un tissu, d’un organe, d’'un membre
ou encore d’'un organisme entier aprés lésion, nécessite I'articulation d’éléments moléculaires et
cellulaires. Parmi les éléments clefs, figure le systéme nerveux (SN). Il est un des premiers a détecter
la blessure et initie les différentes phases de mise en place de la régénération. Nous allons dans cette
partie présenter |'organisation de ce SN ainsi que les différentes études démontrant son implication

dans les processus de régénération, chez les invertébrés jusqu’aux mammiferes adultes.

| Organisation du systéeme nerveux

Le SN est un systeme de communication extrémement complexe impliqué de maniere substantielle
dans le contréle des fonctions vitales de I'organisme. |l se développe a partir de régions spécialisées
du neuro-ectoderme pendant la gastrulation. Les différentes structures anatomiques du SN sont
classiquement subdivisées en deux, selon qu’elles appartiennent au SN central (SNC) ou au SN
périphérique (SNP). Constitué du cerveau et de la moelle épiniere, le SNC représente le lieu
d’intégration des informations périphériques ; il permet ainsi leur analyse, leur interprétation et
I'initiation de réponses (comportementales et/ou viscérales) adaptées. Le SNP comprend les parties
du SN qui sont extérieures au cerveau et a la moelle épiniére et inclut les nerfs craniens et spinaux.
Dans un environnement en perpétuel changement, ce SNP permet la perception d’informations
internes et externes a I'organisme, grace aux voies afférentes dites « sensorielles », permettant la
remontée d’informations de la périphérie vers le SNC. D’autre part, les voies efférentes dites
« motrices » acheminent les réponses du SNC vers les tissus cibles en périphérie®. La complémentarité
entre le SNP afférent et efférent permet a I'organisme de s’adapter aux stimuli internes et externes et
de fonctionner de fagon optimale dans les nouvelles conditions (Figure 9).

Chez les animaux les plus simples, le SN est formé de quelques centaines de neurones plus ou moins
spécialisés et répartis de maniere assez diffuse dans la totalité de I'organisme. Au cours de I’évolution,
le SN se complexifie fortement, avec des neurones en nombre de plus en plus important, qui
s’organisent en plexus, ganglions, réseaux etc et assurent des fonctions de plus en plus spécialisées.
Nous présenterons donc dans le paragraphe suivant, les grands traits de I'organisation du SN, en se

basant sur celle des vertébrés.
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Figure 10. Les fibres sensorielles afférentes.

(A) Présentation des différents sous-types de fibres nerveuses sensorielles du systeme nerveux
périphérique : Aa et A; A8 et C. (B) Vitesse de transmission de I'information par les différents sous-types
de fibres sensorielles apres un stimulus douloureux (haut), générant une perception douloureuse rapide ou

plus tardive (bas). (Adapté de Julius et coll., 2001).
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A Le systéme nerveux périphérique afférent ou sensoriel
1 Les neurones sensoriels

Les neurones sensoriels se mettent en place au cours du développement a partir des cellules des crétes
neurales. Celles-ci sont exposées a une multitude de signaux, de facon différentielle dans le temps et
I'espace, ce qui géneére entre autres, différents sous-types de fibres nerveuses sensorielles®3, Tous
les neurones sensoriels sont bipolaires, ils comprennent deux axones se projetant respectivement vers
le SNC d’un c6té et vers 'organe/tissu cible en périphérie de "autre coté (Figure 9). Ils peuvent donc
libérer des neurotransmetteurs au niveau central (moelle épiniére, cerveau) et au niveau périphérique
(tissu cible).

Les neurones sensoriels permettent a I'organisme de percevoir les stimuli externes (lumiére, sons,
odeurs, go(ts, pression et température) et internes (stimuli chimiques, thermiques, mécaniques)®*%.
Chaque sous-type de fibres nerveuses sensorielles possede des caractéristiques moléculaires propres,
lui permettant de répondre a un ou plusieurs types de stimuli. Ces fibres sensorielles ont des vitesses
de conduction de I'influx nerveux variables, cette vitesse étant dépendante du diametre de I'axone et
de la présence ou non de gaine de myéline.

On distingue ainsi des fibres de type C, Ad, Aa. et AB (Figure 10A). Les fibres C sont de petit diamétre
(0,5 um) et majoritairement non myélinisées. Elles sont donc a conductance lente. Ces fibres C sont
principalement sensibles aux stimuli intenses douloureux et sont appelées « nocicepteurs ». Dans une
moindre mesure, certaines fibres C sont sensibles au toucher et a la lumiere mais dans une gamme de
stimuli dits « inoffensifs ». Les fibres A3 sont de diamétre moyen (4 um) et peu myélinisées. Etant
sensibles aux stimuli intenses douloureux, ce sont aussi des nocicepteurs. Enfin, les fibres Aa et AR
sont des fibres de gros diameétre (8 a 20 um respectivement) et myélinisées. Ce sont donc les fibres qui
conduisent les informations sensorielles le plus vite. Elles sont spécifiques d’un stimulus sensoriel

donné (mécanique, thermique, lumineux...) et possédent des seuils d’activation faibles.

Suite a une agression entrainant une rupture de l'intégrité tissulaire, les nocicepteurs sont tres
probablement en « premiere ligne », puisqu’impliqués dans la détection de divers stimuli générés

localement et signalant un « danger ».

2 Les nocicepteurs
i Neuro-anatomie et différents sous types de nocicepteurs
La nociception est le processus par lequel une stimulation thermique, mécanique ou chimique intense
est détectée par une sous-population de fibres nerveuses sensorielles spécialisées appelées

nocicepteurs®93%,
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Figure 11. Signatures moléculaires des
nocicepteurs.

(A) Les fibres C peptidergiques
sécretent de la substance P et du CGRP.
Elles portent les récepteurs TrkA, P2Xs,
TRPMS, IB4, TRPV1, TRPA1 et ASICs. (B)
Les fibres C non peptidergiques portent
les récepteurs c-Ret, P2X;, IB4, TRPMS,
ASICs, TRPV1, TRPA1, TACAN et Mrgpr.
(C) Les fibres A8 peuvent sécréter de la
substance P et du CGRP et portent les
récepteurs TrkA et Piezo2.

ASICs : acid sensing ion channels, CGRP
: calcitonin gene related peptide, IB4 :
isolectine B4, Mgrpr : Mas-related G-
protein coupled receptor, NGF : neural
growth factor, P2X; : purinergic
receptor, TH ; tyrosine hydroxylase

TH ; tyrosine hydroxylase, TrkA : tyrosine receptor kinase A, Trpal : transient receptor potential
cation channel subfamily A member 1, Trpm8 transient receptor potential cation channel subfamily
M member 8, Trpv1l : transient receptor potential cation channel subfamily V. member 1. (Adapté

de Pichon et coll. 2014).
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Comme énoncé dans le paragraphe ci-dessus, il existe deux classes majeures de nocicepteurs : les
fibres C et les fibres Ad .

Les fibres de type C sont spécialisées dans le relais de douleurs diffuses, secondaires et plutot lentes
(Figure 10B). Elles sont hétérogenes et dites polymodales car elles répondent a différents types de
stimuli®>%. Certaines sont activées a la fois par des stimuli thermiques et mécaniques intenses,
d’autres le sont uniquement par des stimuli mécaniques intenses” et d’autres encore, uniquement
par des stimuli chimiques notamment produits lors d’'une réponse inflammatoire (par exemple la
bradykinine ou le médiateur lipidique pro-inflammatoire prostaglandine E2 ; PGE,). Les fibres A9, elles,
relaient des informations nociceptives aigués, tres localisées et immédiates (Figure 10B). Parmi les
fibres Ad nous retrouvons deux principales classes : les fibres de type | qui sont des nocicepteurs
mécaniques et thermiques a seuil de détection élevé (elles détectent par exemple des températures
supérieures a 53°C), et les fibres de type Il qui ont un seuil de sensibilité plus bas.

Les axones « centraux » des fibres sensorielles nociceptives projettent de maniére structurée dans la
moelle épiniére au niveau des « laminae ». Ces « laminae » sont des couches dans lesquelles on trouve
les terminaisons synaptiques de populations spécifiques de neurones sensoriels. Au niveau des
« laminae » | et V convergent les informations nociceptives véhiculées par les fibres AS et certaines
fibres C. Les neurones dont le corps cellulaire se trouve dans ces 2 régions constituent la voie majeure

de remontée de ces informations vers le cerveau.

i Signatures moléculaires des nocicepteurs

La caractérisation moléculaire des nocicepteurs révele une trés grande hétérogénéité en termes de
neurotransmetteurs, de canaux membranaires ou encore de récepteurs membranaires a des facteurs
de croissances et hormones®.

Les fibres de type C sont majoritairement des fibres qui sécretent des neuropeptides tels que le CGRP
(Calcitonin Gene Related Peptide) et la substance P. Comme dans beaucoup de neurones, les vésicules
synaptiques de ces nocicepteurs renferment de I’ATP, qui peut donc étre aussi libéré par les fibres C,
en plus des peptides. Ces fibres expriment notamment le récepteur TrkA, récepteur de forte affinité
du NGF (Nerve Growth Factor) (Figure 11A). D’autres fibres de type C, « non peptidergiques »
(immuno-négatives pour le CGRP et la Substance P), se distinguent des fibres de types C
« peptidergiques » notamment par I'expression du récepteur c-Ret au GDNF (Glial-Derived
Neurotrophic Factor), des récepteurs couplés aux protéines G de la famille des Mrgpr®® ainsi que du
mécanorécepteur TACAN®® (Figure 11B). Le/les neurotransmetteurs libérés par cette sous-population
de fibres C n’est/ne sont pas encore identifié(s). Les nocicepteurs de maniére générale peuvent

également étre distingués sur la base de I'expression différentielle de canaux ioniques qui leur confere
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Figure 12. Systéme nerveux périphérique efférent.

Le SNP efférent est divisé en deux : le systeme nerveux somatique composé de neurones cholinergiques qui
innervent les muscles squelettiques, et le systeme nerveux autonome composé de fibres
orthosympathiques et parasympathiques qui innervent les visceres. Les neurones pré-ganglionnaires des
fibres ortho- et parasympathiques sont cholinergiques. Les neurones post-ganglionnaires des fibres
orthosympathiques sont noradrénergiques tandis que les neurones post-ganglionnaires des fibres
parasympathiques sont cholinergiques. Ach : Acétylcholine, ortho : Orthosympathique, para
Parasympathique, SNP : Systeme Nerveux Périphérique.
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une sensibilité spécifique a un stimulus : TRPV1 (chaleur), TRPMS8 (froid), ASICs (acidité), TRPA1

(composé chimique, par exemple I’éthanal)'®.

Les fibres A sont des nocicepteurs sensibles a différents types de stimuli (thermiques, mécaniques)
et peuvent étre subdivisées en 2 sous-groupes selon leurs seuils d’activation, sur la base d’expériences
d’électrophysiologie : Les fibres AS a faible seuil d’activation (LTMs pour Low Threshold
Mechanoreceptors) et les fibres A5 a seuil d’activation élevé (HTMs pour High Threshold
Mechanoreceptors)'®L. Seules les fibres AS-HTMs sont considérées comme des nocicepteurs®®. 50%
d’entre elles sécretent de la Substance P et un peu plus de 40% d’entre elles sécrétent du CGRP. Jusqu’a
présent, les études s’intéressant aux récepteurs portés par les nocicepteurs AS, ont permis d’identifier
2102

entre autre le récepteur TrkA et le canal ionique sensible aux déformations mécaniques Piezo

(Figure 11C).

B Le systéme nerveux périphérique efférent ou moteur

Le SNP efférent ou « moteur » est subdivisé en deux : le SN somatique et le SN autonome (Figure 12).

1 Le systéme nerveux somatique
Le SN somatique innerve les muscles squelettiques et est responsable des mouvements conscients et
volontaires, de nos jambes et bras par exemple. Il est formé de motoneurones cholinergiques dont le
corps cellulaire est localisé dans la corne ventrale de la moelle épiniere, principalement.
L'acétylcholine (ACh) libérée au niveau des jonctions neuromusculaires, entraine la contraction
musculaire apres sa fixation sur les récepteurs nicotiniques (Figure 12). L’activation de ces
motoneurones est sous le contrdle de voies nerveuses descendantes prenant naissance dans le cortex

moteur primaire.

2 Le systeme nerveux autonome
Le SN autonome, contrairement au SN somatique, régule le fonctionnement des visceres permettant
le maintien de 'homéostasie. Les fibres nerveuses qui le composent, sont constituées de deux
neurones consécutifs : un neurone préganglionnaire et un neurone postganglionnaire ; le passage de
I'information de I'un a I'autre se faisant au niveau d’un ganglion. Le SN autonome est sous-divisé en
SN orthosympathique (aussi appelé sympathique) et le SN parasympathique, qui se distinguent
notamment par les neurotransmetteurs libérés par le neurone post-ganglionnaire au niveau du
tissu/organe cible (Figure 12). Les fibres orthosympathiques libérent de la Noradrénaline (NA) alors

que les fibres parasympathiques libérent de I’Ach'®. A noter, que les neurones post-ganglionnaires du
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Figure 13. Arc réflexe polysynaptique.

Exemple d’un réflexe impliquant le muscle squelettique. Larc réflexe fait intervenir une fibre afférente
sensorielle sensible a I'étirement du muscle, qui rejoint la moelle épiniere par la racine dorsale, et une fibre
efférente motrice qui émerge de la moelle épiniere par la racine ventrale et innerve le muscle cible. Dans le
cas du reflexe polysynaptique, un ou plusieurs interneurones (ici en gris) font un relais entre la fibre
afférente et la fibre efférente au niveau de la substance grise de la moelle épiniere (gris). GRD : Ganglion de
la Racine Dorsale.
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SN orthosympathique peuvent également libérer des neuropeptides comme le neuropeptide Y ou la
somatostatine alors que les fibres post-ganglionnaires du SN parasympathique peuvent sécréter du
neuropeptide Y ou du CGRP®, Dans les deux sous-divisions du SN autonome, le neurone pré-

ganglionnaire est cholinergique.

C Les boucles sensori-motrices

L'activation d’une fibre nerveuse efférente (somatique ou autonome) résulte soit de la mise en jeu
d’un arc réflexe local, soit de I'intégration d’une ou plusieurs informations sensorielles au niveau du
cerveau.

L'arc réflexe permet un traitement de I'information « localement » (i.e ne passant pas par le cerveau)
et met en jeu une communication entre un neurone sensoriel et un neurone moteur (Figure 13). Cette
communication est alors extrémement rapide et est automatique (elle échappe a la conscience). Le
réflexe le plus simple ne fait intervenir qu’une seule synapse directement entre la fibre sensorielle et
la fibre motrice ; on parle alors de réflexe monosynaptique comme dans le cas du réflexe conduisant
a I'extension du genou®. La fibre sensorielle rejoint la moelle épiniére par la racine dorsale et fait
synapse indirectement sur le neurone moteur dont I'axone sort de la moelle épiniére par la racine
ventrale. Il existe aussi des réflexes polysynaptiques, mettant en jeu plusieurs synapses en raison de la
présence d’un ou plusieurs interneurones situés entre la fibre afférente sensorielle et la fibre efférente
motrice (Figure 13).

A c6té de ces réflexes mono- et polysynaptiques, de multiples informations sensorielles peuvent étre
intégrées au niveau cérébral apres avoir emprunté des voies ascendantes distinctes et plus ou moins
longues. De cette intégration découlent une ou plusieurs commandes motrices qui sont alors
acheminées vers des neurones moteurs localisés a différents étages du SNC, par des voies
descendantes souvent multiples et complexes, que nous ne développerons pas dans cette

introduction.
Aprés avoir fait état des différents sous types de fibres composant le SNP, de leur anatomie, des

facteurs sécrétés par ces derniéres ainsi que de leurs fonctions associées, nous allons nous intéresser

a I'implication du SNP au cours des processus de réparation tissulaire.
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Figure 14. Systeme nerveux et régénération de I’hydre.

(A) Présentation du systeme nerveux de I’hydre. Au cours de la croissance de I’hydre, les cellules souches
interstitielles se différencient en précurseurs de cellules nerveuses qui elles-mémes se différencient en
cellules neuronales qui se localisent au niveau de la téte et du pied. (B) Régénération de I’hydre aprés
amputation en condition contréle (ARN interférant Kazall) (Les tétes de fléches indiquent les zones en
cours de régénération) (C) Absence de régénération de I’hydre apres injection d’'un ARN interférant dirigé

contre Cnox2 (C) (Miljkovic et coll., 2007).
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1 Le systéeme nerveux controle la régénération chez les espéeces non

mammaliennes

A Ce que nous apprennent les invertébrés
1 L’hydre

L’hydre est le métazoaire le plus simple possédant un SN. Celui-ci est diffus et organisé sous forme
d’un réseau dérivant des cellules interstitielles majoritairement d’origine ectodermique!®® (Figure
14A). ll contient deux types cellulaires distincts que sont les mécanorécepteurs sensoriels aussi appelés
nématocytes et les neurones a synapse classique'®’. Pour étudier I'importance de I'innervation au
cours des processus de régénération, les deux modeles de lésion les plus communément utilisés chez
I’hydre ont été i) la section transversale du corps de I’hydre au milieu de la partie gastrique (donc une
section du corps) et ii) la section de la téte (partie haute du corps).

Des outils pharmacologiques comme la colchicine ou I’hydroxyurée permettent I’élimination des
cellules interstitielles entrainant, entre autres, I’élimination du réseau nerveux. On obtient alors une

% ’amputation de la téte ou du corps d’une hydre « épithéliale »

hydre dite « épithéliale »*
(dépourvue de cellules nerveuses) entraine un retard dans la régénération®'%. Ce retard (et non
I'absence totale) de régénération des hydres « épithéliales » est expliqué par une redondance
cellulaire : selon ce modele, les cellules épithéliales seraient capables de se transdifférencier en
cellules interstitielles et de restaurer ainsi les capacités de régénération de la téte et du corps de
I'Hydre%1 plus récemment il a été montré que la régénération de I’hydre est orchestrée par Cnox-
2 (un géne homéobox), qui permet i) la différenciation des cellules interstitielles en cellules neurales
et ii) la prolifération de ces cellules nerveuses lors des étapes précoces de la régénération de la téte!®.
L'utilisation d’'un ARN interférant codant pour Cnox-2, induit un retard de régénération de la téte apres

amputation, comme chez une hydre « épithéliale » (Figure 14B et 14C).

Ainsi, les travaux réalisés chez I’hydre suggéerent que les progéniteurs neuraux, les cellules neurales

et les génes homéobox jouent un rdle crucial au cours des processus de régénération.

2 Le ver planaire
Les planaires sont parmi les animaux les plus simples possédant un SNC et un SNP. Leur SNC est formé
d’un cerveau antérieur (aussi appelé ganglion céphalique) et d’une paire de cordons nerveux en
position ventrale innervant I'intégralité du vers le long de ’axe antéro-postérieur 112113 (Figure 15A).
Les cellules nerveuses composant le SNC du vers planaire ont des morphologies tres variables et
peuvent étre divisées en deux groupes distincts : les cellules nerveuses ganglionnaires, retrouvées au

centre du ganglion céphalique et les cellules nerveuses a granules retrouvées en périphérie du ganglion
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Figure 15. Systeme nerveux et régénération du ver planaire.

(A) Les synapses des neurones sont marquées a l'aide de la synapsine, mettant en évidence les ganglions
céphaliques du cerveau, les cordons nerveux ventraux, les branches latérales, et le réseau nerveux
pharyngé. Le systeme nerveux périphérique y compris les axones, s'étendant a travers les cordons nerveux
ventraux, sont marqués a l'aide de I"'anticorps 1H6. Barre d’échelle= 200 um. (B) La corde nerveuse ventrale
du ver planaire est une source majeure d’Hedgehog (Hh) nécessaire pour la mise en place de I'axe antéro-
postérieur au cours des processus de régénération (Yazawa et coll., 2009).

A : antérieur, CNS : systeme nerveux central, P : postérieur. SNC : systeme nerveux central, SNP : systeme
nerveux périphérique.
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céphalique®®. En plus du SNC, des plexus nerveux constituant le SNP sont retrouvés autour du systéme
digestif, des muscles, des organes reproducteurs ou encore du pharynx!®>. Ces plexus sont diffus et
composés de fibres sensorielles et motrices.

L'une des caractéristiques du vers planaire est sa capacité a régénérer « a I'infini », quelle que soit la
zone ou région d’amputation. Comme précisé dans le chapitre 1, ceci est majoritairement da a la
présence de morphogénes et de néoblastes, graduellement présents le long de I’axe antéro-postérieur
qui permettent i) de maintenir cet axe et ii) d’orienter correctement la régénération du vers (par
exemple, qu’une téte repousse a I'endroit ou la téte se trouvait avant amputation)**®.

De rares études expérimentales s’intéressent a I'importance et I'implication du SN au cours des
processus de régénération du ver planaire. Oviedo et coll. ont pu montrer qu’aprés perturbation de la
position des cordons nerveux, le ver planaire régénere de facon anormale, engendrant la formation de
tétes ectopiques, de pharynx et protubérances anormales au niveau des différentes zones

116 || est intéressant de noter qu’ils obtiennent le

d’amputation le long de I'axe antéro-postérieur
méme type de résultat lorsque la communication entre les cellules via les jonctions GAP
communicantes est bloquée a I'aide d’un agent pharmacologique. Les auteurs en concluent que la
présence de cordons nerveux en position ventrale et/ou la présence de jonctions communicantes sont
nécessaires pour que le blastéme recoive des informations moléculaires lui permettant d’orienter la
régénération dans I'espace.

Parmiles molécules impliquées dans le maintien de I’axe antéro-postérieur, Wnt et Hedgehog (Hh) ont
fait I'objet de nombreuses études que ce soit sur le développement ou la régénération du ver
planaire'’, Yazawa et coll. ont ainsi démontré que les cordons nerveux ventraux sont une source
majeure de production de Hh le long de I'axe antéro-postérieur (Figure 15B). Leurs résultats suggérent
que le réle primordial du SN au cours des processus de régénération chez le ver planaire serait

dépendant de I'activation des voies Wnt et Hh, bien qu’aucune étude a ce jour ne I'ait clairement mis

en évidence.

En conclusion, il apparait que chez le ver planaire, comme chez I’hydre, un SN fonctionnel est requis
pour permettre la régénération aprés amputation. Cette nécessité d’avoir un SN fonctionnel semble
notamment dépendante du fait que les voies de signalisations Wnt et Hh, qui maintiennent I'axe
antéro-postérieur, soient majoritairement exprimées au niveau des cordons nerveux en position

ventrale.

3 L’étoile de mer
On peut diviser le SN de I’étoile de mer en deux parties. Un SN dit profond (ou hyponeural) de type

moteur!®®, comprenant les nerfs de Lange et les nerfs latéraux, et un SN superficiel (oral), de type
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Figure 16. Systeme nerveux et régénération de I'étoile de mer.

(A) Systeme nerveux sensoriel de I'étoile de mer incluant un anneau nerveux oral duquel émanent les 5
nerfs radiaux des bras. (Image : Kumar et coll., 2011). (B) La régénération des tentacules au niveau des bras
(entourées en rouge) est inhibée aprés dénervation par irradiation du nerf radial (Huet 1975).
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sensoriel'’®, comprenant un anneau nerveux autour de |'orifice oral d’ou rayonnent cinq nerfs radiaux
innervant chacun des 5 bras (Figure 16A). Il est important de noter que la plupart des expériences de
dénervation chez I'étoile de mer concernent les nerfs radiaux (appartenant au systeme dit
« sensoriel »).

Il a initialement été observé qu’aprés amputation d’un bras, la régénération de ce dernier se déroule
de maniére concomitante a la régénération du nerf radial innervant ce méme bras. La suppression de
ce nerf avant 'amputation du bras inhibe complétement la régénération'?® (Figure 16B). En effet, le
nerf radial est indispensable a la différenciation des cellules de type mésenchymateux ainsi qu’a la
croissance et au maintien du blastéme. Bien que I'importance de la présence d’un SN fonctionnel lors
de la régénération chez I'étoile de mer ait fait I'objet de nombreuses observations macroscopiques,
les mécanismes moléculaires a I'origine de cette dépendance restent peu étudiés. Une étude rapporte
qgue, comme pour I’hydre, I'expression d’un géne homéobox, ArHox1, est retrouvée au niveau du nerf
radial en condition basale et est augmentée apres une lésion du bras de I'étoile de mer. Les auteurs
suggerent que cette expression d’ArHox1 permettrait d’induire les processus de dédifférenciation et

de prolifération cellulaire durant la régénération du bras'?..

De 'hydre a I'étoile de mer, les nombreuses études s’intéressant au role du SN nous permettent
d’en apprécier le role au cours des processus de régénération. L'implication dans ces processus des
progéniteurs neuraux et des voies de signalisation Wnt et Hh, semble étre conservée au cours de
I’évolution, de méme que les genes de la famille des homéobox. Cependant, le manque d’outils,
conjugué a I'éloignement des rangs taxinomiques entre les invertébrés et les vertébrés limite le
paralléle entre les connaissances acquises chez ces invertébrés et ce qu’il se passe chez les vertébrés
non mammaliens ou les mammiféres, quant au réle de I'innervation au cours des processus de

régénération.

B Ce que nous apprennent les vertébrés non mammaliens.
Nous présenterons les données acquises a partir des modeles amphibiens avant celles acquises a partir
du poisson zebre. En effet, méme si d’un point de vue phylogénique les amphibiens sont plus proches
des mammiferes que les poissons, ils constituent les modeles d’étude de la régénération par
excellence avec le modele de lésion de la patte chez la salamandre et ont été historiquement, étudiés

plus tot.
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Figure 17. Systeme nerveux et régénération du membre chez la salamandre.

Régénération de la patte chez la salamandre 40 jours aprés amputation bilatérale, le membre de droite
ayant été préalablement dénervé. Les animaux ont recu (photo de droite) ou non (photo de gauche), une
injection de nAG du c6té du membre dénervé. L'étoile jaune indique I'emplacement de la dénervation

chirurgicale (Kumar et coll., 2007).
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1 Les Amphibiens
i Organisation et role du systéeme nerveux au cours des processus de
régénération

Chez les amphibiens, les structures nerveuses telles que le SNC et le SNP incluant les afférences
sensorielles et les efférences motrices sont en beaucoup de points, similaires a celles retrouvées chez
les mammiferes (paragraphe A de ce chapitre). Chez les amphibiens, le modeéle « classique » de Iésion
consiste en I'ablation du membre antérieur et plus exceptionnellement en I'ablation de la queue.
La nécessité de la présence de I'innervation pour permettre la régénération a été décrite pour la
premiére fois grace aux observations de Tweedy John Todd en 1823, chez la salamandre?2. |l rapporte
gue suite a une dénervation chirurgicale du nerf sciatique, la salamandre perd sa capacité a régénérer
son membre postérieur'?2, |l a fallu attendre presque un siécle, avec les travaux de Wolff et coll. en
1902, pour confirmer que la suppression des fibres nerveuses périphériques empéche la régénération
du membre amputé chez le triton'%. Aprés ces travaux pionniers, il est désormais admis qu’un membre
préalablement dénervé est incapable de régénérer aprés amputation, que ce soit chez la salamandre
(Figure 17), 'axolotl ou le triton123124125126,127,128125 || axjste néanmoins une situation exceptionnelle
dans laquelle la régénération du membre ne nécessite pas la présence d’'une innervation
fonctionnelle : le membre aneurogénique®. Au stade larvaire, le retrait d’'une infime partie du tube
neural de la salamandre conduit au développement d’'un membre dépourvu de nerfs, dit

« aneurogénique ». Dans ce cas-la, la régénération est indépendante du nerf.

ii Molécules clefs de la régénération, d’origine nerveuse
Le newt anterior gradient (nAG) est un peptide identifié chez la salamandre, synthétisé et libéré par
les fibres nerveuses. Il joue un réle au cours du développement et est nécessaire a la régénération 5828,
Au cours du développement du membre, la mise en place des nerfs induit une diminution significative
et progressive de la synthése du nAG par les glandes dermales®*!. Une fois en place, les nerfs
deviennent alors la source principale de nAG. La régénération du membre devient alors dépendante
des nerfs. Dans le contexte du membre aneurogénique (membre dépourvu d’innervation), le nombre
de glandes dermales exprimant le nAG reste élevé car non réprimé par la mise en place des nerfs, et
permet ainsi une régénération indépendante des nerfs, grace a la simple source de nAG par les glandes
dermales. Apres amputation d’un membre normal (non aneurogénique), une augmentation de
I’expression du nAG est observée spécifiguement au niveau des cellules de Schwann entourant les
axones des nerfs périphériques repoussant aux abords du moignon. L’électroporation d’un plasmide

contenant la séquence d’ADN codante pour le nAG, au niveau du moignon préalablement dénervé,

permet de restaurer I'expression du nAG au niveau de I'épithélium de fermeture (présenté dans le
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chapitre 1) et d’induire a nouveau la régénération du membre (Figure 17). Le nAG réverse donc
I'absence de régénération de la patte aprés dénervation. Le nAG agit entre autres, en se fixant sur
Prod1 (qui est un acteur moléculaire clef de la mise en place du blastéme, que nous avons présenté
dans le chapitre 1)3%%, Prod1, en activant la voie des MAPK, conduira a I'induction entre autres a
I'activation de la MMP9, qui pourra alors dégrader la MEC pour la rendre plus permissive a la migration
des cellules lors de la mise en place du blastéme®33,

L’ensemble de ces données indique que I'expression de nAG par les nerfs est requise pour permettre
I’expression du nAG par les glandes dermales de I'épithélium de fermeture et ainsi déclencher la
régénération de la patte chez la salamandre. Au regard du réle spectaculaire joué par nAG au cours
des processus de régénération chez les amphibiens, la recherche d’'une molécule équivalente chez les

mammiféres a mobilisé la communauté scientifique du domaine mais reste toujours d’actualité.

D’autres candidats moléculaires sécrétés par les fibres nerveuses parmi lesquels, la transferrine ou le
Fibroblast Growth Factor (FGF), font également I'objet de quelques recherches.

La transferrine, protéine plasmatique permettant I'apport de fer aux cellules des vertébrés, est, elle
aussi, nécessaire a la régénération du membre chez la salamandre et I'axolot|*3#13>, Au cours des stades
trés précoces de régénération, une production de transferrine par les neurones vient compléter celle
du foie qui diffuse a partir des capillaires au niveau du moignon. Ces deux sources fournissent une
concentration de ce facteur suffisante pour maintenir la prolifération et la différenciation des cellules
mésenchymateuses du blastéme comme I'ont montré in vitro et in vivo Mescher et coll. en 199136,
Lors d’'une dénervation, I'apport vasculaire d’origine hépatique seul ne peut maintenir un niveau
suffisant de transferrine et les cellules ne peuvent pas proliférer de maniere adéquate pour former le
blasteme, rendant, d’une autre facon, la régénération dépendante des nerfs.

Une autre étude montre que le FGF produit par les nerfs chez I'axolotl est indispensable a I'activation
du géne homéobox DIx-3'. Si le membre est dénervé avant amputation, la concentration de FGF
détectée post-amputation s’effondre et donc I'activation de DIx-3 n’a pas lieu, ce qui entraine

I’absence de prolifération des cellules du blastéme nécessaire a sa formation.

L’étude de la régénération chez les amphibiens a permis la découverte d’un nouveau facteur clef, le
nAG, sécrété par les nerfs et indispensable a la régénération épimorphique du membre antérieur.
D’autres acteurs moléculaires, aussi présents chez les mammiféres, commencent a émerger chez ces
espéces, comme la transferrine, le FGF, les génes homéobox et il est tres probable que d’autres
molécules apparaissent encore dans le futur. Il reste évidemment, a hiérarchiser I'implication de ces

molécules au cours de la régénération.
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Figure 18. Systeme nerveux et régénération chez le poisson zebre.

(A) Régénération de la nageoire pectorale du poisson zébre 5 jours aprés amputation et dénervation ou non
du plexus brachial innervant la nageoire (Simoes et coll., 2014). La partie régénérée est indiquée par les
traits rouges. (B) Régénération de I'extrémité du cceur 30 jours aprés amputation chez des poissons zébres
contréles ou transgéniques dont l'innervation cardiaque a été spécifiguement détruite (Animaux
cmlic2:sema3aa : la sémaphorine3aa répulsive pour les nerfs, est surexprimée au niveau cardiaque)
(Mahmoud et coll., 2015). (C) Régénération de la nageoire caudale du poisson zebre 3 jours apres
amputation et dénervation chirurgicale uniquement du c6té dorsal (double fleche). dpa: jours post
amputation. (Meda et coll., 2016).
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2 Le poisson zébre
Bien que le poisson zebre soit plus éloigné des mammiferes, leur utilisation dans le domaine de la
régénération est croissante et commence a prendre le pas sur celle des modeles amphibiens. En effet,
pour 1150 références publiées entre 1945 et 2020 sur la salamandre, on comptabilise 2200 références
publiées entre 1991 et 2020 sur le poisson zébre. Cette augmentation exponentielle des études sur Le
poisson zebre s’explique par la disponibilité d’un tres large éventail d’outils moléculaires et cellulaires,

faciles et rapides a mettre en ceuvre.

En plus des similarités neuro-anatomiques avec les mammiferes, bon nombre de facteurs de
croissance et neurotransmetteurs libérés par le SN sont retrouvés chez le poisson zébre®*®3°. Comme
beaucoup d’espéces capables de régénération spontanée, la régénération de la nageoire (caudale ou
pectorale) ainsi que de I'extrémité du coeur est dépendante de I'innervation40:141:142,

La dénervation chirurgicale du plexus brachial composé de fibres afférentes et efférentes, entraine
ainsi une inhibition de la régénération de la nageoire pectorale'®® (Figure 18A). Dans une autre étude
s’intéressant a la régénération cardiaque, les auteurs ont utilisé un poisson zebre transgénique, sur-
exprimant la sémaphorine 3a au niveau cardiaque®l. Cette surexpression inhibe la mise en place
correcte du réseau nerveux cardiaque (le réseau résiduel représente environ 30% du réseau normal).
Chez ces animaux, la régénération de I'extrémité du cceur est inhibée et laisse place a la formation
d’un tissu cicatriciel caractérisé par la présence en grande quantité de fibrine et de collagene (Figure
18B). Dans cette méme étude, les auteurs ont aussi procédé a une « dénervation » pharmacologique
spécifique des fibres parasympathiques, en inhibant les récepteurs cholinergiques. Cette dénervation
conduit a une diminution de la prolifération des cardiomyocytes, pouvant induire une inhibition de la
régénération cardiaque, mais les auteurs n’ont pas poussé I'exploration jusque-la. Notons que ces
auteurs observent également une diminution significative de I'expression des génes de la réponse
inflammatoire aprées suppression des fibres autonomes, ce qui pourrait aussi participer a une altération
de la régénération cardiaque.

Enfin, I'équipe de Vriz et coll. montre que la dénervation chirurgicale de la nageoire caudale avant
amputation entraine la perte de régénération spontanée de cette derniére’®° (Figure 18C). Le site
d’amputation étant exclusivement innervé des fibres sensorielles, les auteurs suggérent que seul ce
type de fibres est nécessaire a la régénération de la nageoire caudale. lls démontrent également
gu’une production d’EAOs est indispensable a la régénération de la nageoire et que celle-ci est
attribuée aux fibres sensorielles'®, plus précisément aux cellules de Schwann retrouvées autour des

fibres sensorielles.
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En conclusion chez le poisson zébre, le SN apparait de nouveau comme un élément indispensable a
la régénération, notamment grace a la sécrétion de différents facteurs. En revanche, seules deux
études ont cherché a identifier le type de fibres nerveuses impliqués et arrivent a des conclusions
différentes. Ces résultats suggerent que la dépendance nerveuse des processus de régénération
pourrait reposer sur un type de fibre différent selon la nature de I'organe/du tissu lésé. La nature

des fibres requises pour permettre la régénération reste donc une question ouverte.

Il Le systéme nerveux controle la réparation chez le mammifére

Les capacités de régénération tissulaire ayant été perdues au cours de I'évolution jusqu’a devenir
qguasiment nulle chez le mammifére adulte (chapitre 1), les modeles d’étude pour étudier le role de
I'innervation au cours des processus de régénération chez ces vertébrés sont extrémement limités ;
les connaissances accumulées sur ce sujet le sont donc aussi. Ce n’est qu’a I'aide d’études portant sur
les quelques espéces dotées de capacités de régénération spontanée et/ou sur les stades postnataux
qgue des débuts de réponse, que nous développerons dans cette partie, peuvent étre apportés. Les
données relatives a I'implication des fibres nerveuses étant plus abondantes dans le cadre des
processus de cicatrisation tissulaire chez le mammifere que dans le domaine de la régénération, nous

nous intéresserons aussi a cet aspect-la.

A Le systéme nerveux contréle la régénération au stade néonatal.
Une seule étude datant de 2015, permet d’apprécier le réle de I'innervation au cours des processus de
régénération cardiaque au stade post-natal chez la souris®®. En effet, dans cette étude (qui a aussi
étudié le role de I'innervation chez le poisson zébre et dont nous avons précédemment parlé), les
auteurs montrent que la dénervation chirurgicale vagale du coeur ainsi que [linhibition
pharmacologique des récepteurs cholinergiques inhibent notamment la prolifération des
cardiomyocytes®!, Ces résultats suggérent donc que I'innervation parasympathique via la libération
d’acétylcholine est importante dans la régénération du cceur chez la souris au moins a un stage

postnatal. Aucune autre étude connue a ce jour n’a confirmé ou infirmé ces résultats.

B Le systéme nerveux contréle la régénération chez le mammifere adulte
1 Le foie
Les conséquences d’une dénervation sur la régénération compensatoire du foie a fait I'objet de
plusieurs études** 1%, Dans la plupart des cas, il s’agit d’une vagotomie (touchant le SN autonome)**

et celle-ci inhibe la régénération du foie. Chez le rat, la dénervation par vagotomie bilatérale,

préalablement a I'amputation partielle du foie, conduit a l'inhibition de la prolifération des

40






Introduction

hépatocytes alors que la suppression de I'innervation splanchnique a I'effet inverse®®. Par ailleurs, une
augmentation significative de la quantité de neuropeptide CGRP a été mesurée dans les jours qui
suivent une hépatectomie'®’, or les fibres sensorielles sont capables de libérer par leur extrémité
périphérique, différents neuropeptides directement dans les tissus ; pourtant, aucune étude a I’heure
actuelle, ne s’est intéressée a I'implication éventuelle de ces fibres sensorielles au cours des processus

de régénération hépatique.

2 Le muscle

Les premiéres études s’intéressant a I'implication du SN au cours des processus de régénération
musculaire remontent aux années 1960%¢, Dans la série d’expériences menées par Mufti et coll. en
1977, la régénération du muscle gastrocnémien chez la souris a été évaluée apres section des trois
branches du nerf sciatique!*®. Cette dénervation des fibres afférentes et efférentes innervant le
muscle, n’affecte pas les phases précoces de la régénération de ce dernier. En revanche, les phases
plus tardives de différenciation et de maturation des fibres musculaires sont complétement inhibées
et la fonctionnalité du muscle n’est pas récupérée. Ainsi, I'absence d’innervation conduit a
I'avortement du processus de régénération musculaire et conduit a la mise en place d’une fibrose
caractérisée par une surexpression de TGFP1 et a un dépdt excessif de collagéne de type 120131152,
D’autres études s’intéressent au contréle des cellules satellites (cellules souches musculaires) par les
fibres nerveuses. Ces études montrent que la dénervation affecte la reconstruction tissulaire en
diminuant drastiquement le pool de cellules satellites disponibles pour permettre la régénération®>3.

A ce jour, aucune cible moléculaire associée a I'innervation n’a été identifiée comme étant essentielle

a la régénération musculaire chez le mammifere.

3 L’extrémité du doigt
La capacité de régénération de I'extrémité du doigt aprés amputation est le seul exemple de véritable
régénération chez le rat et la souris adulte. Il permet d’apprécier le role crucial des nerfs périphériques
puisqu’aprés dénervation, la régénération de cette partie du corps est retardée®*. Sur le plan
mécanistique, les travaux de Takeo et coll. montrent une augmentation significative du facteur de
croissance FGF2, trois semaines aprés une amputation de la phalange terminale de I'extrémité du
doigt. Cette augmentation est inhibée chez les souris si le nerf sciatique a été retiré une semaine avant
amputation. Par I'utilisation de plusieurs modeles de souris transgéniques, les auteurs proposent
gu’apres la lésion, la production de sémaphorine 5a par les cellules épithéliales de I'ongle stimule

I'attraction et donc la repousse des nerfs. Cette ré-innervation déclencherait la surexpression de FGF2
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Figure 19. Systeme nerveux et régénération chez le mammifere adulte.

(A) Photos de la régénération de la phalange terminale du doigt, 4 semaines aprés amputation chez une
souris préalablement dénervée ou non. Photos de l'os (images du haut) et de I'ongle (images du bas)
(Johnston et coll., 2016). (B) Régénération de l'oreille chez la souris MRL/MpJ, 5 et 50 jours apres
amputation, et dénervation préalable ou non (Buckley et coll., 2011).
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par les cellules épithéliales, et le FGF2, libéré, activerait la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses en cellules osseuses runx2* >,

Johnston et coll. en 2016, ont mis en lumiere un réle des précurseurs de cellules de Schwann associées
aux nerfs dans la régénération de I'extrémité du doigt chez la souris'®®. Ils démontrent notamment,
gu’apres amputation, les précurseurs des cellules de Schwann immunopositifs pour Sox2 sécretent du
PDGF-AA (Platelet-Derived Growth Factor-AA) et de l'oncostatine M (OSM) qui stimulent Ia
prolifération des cellules souches mésenchymateuses formant le blasteme. La dénervation chirurgicale
ou I'élimination des précurseurs des cellules de Schwann a I'aide de souris transgéniques conduit au
méme résultat, a savoir I'absence de sécrétion de PDGF-AA et OSM par ces cellules et I'échec de la
régénération de I'extrémité du doigt (Figure 19A). De maniere intéressante, les auteurs suggerent que
la régénération ne soit finalement due qu’a la présence de cellules de Schwann autour des nerfs et a
leur dédifférenciation.

Rappelons que ces mémes cellules de Schwann sont a 'origine de la production i) de nAG, facteur
indispensable a la régénération chez la salamandre®® et ii) des EAOS indispensables a la régénération

de la nageoire caudale du poisson zébre'®°. C’est pourquoi I'implication des cellules de Schwann dans

un contexte de régénération chez le mammifere mériterait de plus amples investigations.

4 La souris MRL
Seules deux études portant sur I'implication de I'innervation dans la régénération de I'oreille ont été
menées chez la souris MRL a ce jour. Des travaux de 2012, basés sur des observations macroscopiques,
montrent que la dénervation chirurgicale de I'oreille de la souris MRL empéche la formation d’une
structure similaire a un blastéme et inhibe la régénération®® (Figure 19B). Les auteurs de cette étude
suggerent que la densité neuronale pourrait étre un facteur déterminant pour permettre la
régénération de l'oreille, la souris C57BL/6 incapable de régénération spontanée présentant
significativement moins de nerfs aux abords de la Iésion que la souris MRL®. Néanmoins les auteurs

de cette étude ne précisent pas les molécules potentiellement impliquées dans ces processus.

C Le systéme nerveux controle la cicatrisation chez le mammifére adulte
Comme présenté dans le chapitre 1, la cicatrisation se met en place aux dépends de la régénération
chez le mammifére adulte aprés Iésion d’un tissu ou d’un organe, ou ablation d’'un membre. Cette
réparation tissulaire fait I'objet de nombreuses études, et certaines se sont intéressées en particulier
a I'impact d’une dénervation sur le « wound healing », c’est-a-dire sur la cicatrisation de la peau. Les
tissus cutanés sont richement innervés, d’une part, par des fibres autonomes qui régulent le tonus

vasculaire et I'activité des muscles pauciers, des adipocytes et des glandes (cutanées par exemple), et
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d’autre part, par des fibres sensorielles (toucher, pression, température, somesthésie), parmi
lesquelles des nocicepteurs'>’/1%8,

Les premiéres observations permettant de mettre en lumiére le réle du SN au cours des processus de
cicatrisation de la peau, font état d’'un défaut de réparation cutanée chez des patients atteints de

159 ’implication potentielle

paraplégie ou quadriplégie apres une compression de la moelle épiniére
des fibres sensorielles nociceptives a particulierement attiré I'attention de quelques équipes de
recherche. Les premiéres expériences réalisées par Kjartansson et coll. en 1987 montrent que
I'injection locale de CGRP aprés une lésion de la peau du dos chez le rat, entraine une accélération
significative de la fermeture de la plaie!®®. Des résultats similaires ont été retrouvés en 1998 par
I’équipe de d’Engin et coll. toujours chez le rat!®!. D’autres études rapportent que suite a une lésion
cutanée, les fibres sensorielles activées engendrent la sécrétion de substance P et/ou de CGRP a
I'origine d’une importante vasodilatation, qui pourrait prendre part aux processus de réparation post-
|ésionnel®*1%3_ Allant dans ce sens, les travaux de Carr et coll. montrent que la destruction des nerfs
sciatique et saphéne (nerf purement sensoriel) induit un retard dans la cicatrisation de la plaie
indirectement via une atténuation des processus vasodilatateurs et inflammatoires!®*. Il faut
néanmoins attendre 2002 et les travaux de Peter G Smith et coll. pour apprécier les conséquences
d’une destruction spécifique des fibres sensorielles nociceptives sur la réparation tissulaire. Cette
dénervation sensorielle est réalisée a I'aide de la capsaicine, molécule dérivée du piment et qui est un
agoniste des canaux cationiques TRPV1 présents sur la plupart des nocicepteurs (Figure 11). Utilisée a
forte dose, elle entraine la mort des neurones TRPV1* par excito-toxicité. Les auteurs montrent ainsi
gue la diminution significative du nombre de fibres CGRP* entraine un retard de réépithélialisation et
donc de la fermeture de la plaie!®.

Plus récemment, une autre étude conduite avec un modeéle assez similaire attribue le retard de
fermeture de la plaie a une moindre sécrétion de substance P. L’administration de ce neuropeptide
apres dénervation permettant de restaurer une fermeture de la plaie semblable a celle observée chez

des animaux non dénervés'® 167,
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Points a retenir :
Grace aux nombreuses études chez les especes non mammaliennes et aux quelques études menées
chez les mammiferes, nous pouvons retenir les points suivants :

- L'innervation est nécessaire a la régénération ; son absence entraine un retard ou une absence
de régénération du tissu/organe/membre ou organisme lésé.

- Plusieurs facteurs moléculaires d’origine nerveuse semblent jouer un role fondamental au cours
des processus de réparation tissulaire, incluant la cicatrisation et la régénération. Parmi ceux-ci, on
note des facteurs de croissances (nAG, PDGF-AA, oncostatine, FGF), des neuropeptides (substance P
et CGRP), des génes homéobox ou encore des molécules de signalisation telles que Wnt et SHh.

- Les approches de dénervation chirurgicale majoritairement utilisées, ne permettent pas, le plus
souvent, de distinguer I'implication des fibres nerveuses efférentes de celle des fibres afférentes dans
la régénération. Le sous type de fibres impliqué semble dépendre de la nature du tissu |ésé et nécessite
de plus amples études.

- Les cellules nerveuses dites « de soutien », comme les cellules de Schwann, jouent

probablement un réle important au cours des processus de régénération.

A noter que les mécanismes cellulaires étudiés dans ces études s’intéressent majoritairement a

I'impact du SN sur le remodelage cellulaire, c’est-a-dire aux phases tardives de la régénération.
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Chapitre lll. Systeme immunitaire et Régénération

Les organismes vivants sont exposés tout au long de la vie a un large éventail de perturbations contre
lesquelles ils doivent se défendre. lls ont ainsi développé au cours de I'évolution, des systémes
spécialisés leur permettant de détecter les modifications de leur environnement et de s’y adapter.
Parmi ces systemes spécialisés, outre le SN présenté dans le chapitre 2, le systeme immunitaire (SI)
assure un réle prédominant. Il permet une surveillance permanente de I'organisme, et constitue la
premiere ligne de défense suite a une agression qui peut étre le fait d’'un agent pathogene mais aussi
d’une rupture de l'intégrité tissulaire. Il est donc logique de s’intéresser a lui dans un contexte de
réparation tissulaire ; en témoigne le nombre grandissant d’études scientifiques sur son implication
dans le domaine de la régénération (Figure 20).

Le Sl est composé d’un large éventail de cellules appartenant a différents lignages et assurant des
fonctions diverses. En réponse a une agression, le SI met en place, de maniére quasi-immédiate une
réponse inflammatoire qui va mobiliser différents types cellulaires sur une échelle de temps tres
variable. Certaines de ces cellules sont déja sur le site de I'agression, d’autres vont devoir étre
recrutées et arriver par la circulation sanguine. En fonction des interactions qu’elles établissent avec
les autres cellules qu’elles rencontrent, du Sl ou du microenvironnement, la plupart de ces cellules ont
la capacité de changer de phénotype (sécrétoire, métabolique, migratoire...), ce qui se traduit par des
modifications de leurs marqueurs de surface. Une méme cellule peut, ainsi, avoir des fonctions assez
différentes voire opposées au cours de l'inflammation.

Dans une premiére partie, nous allons aborder I'organisation générale du Sl et dans un second temps,
nous présenterons les données de la littérature concernant son implication dans la réparation

tissulaire.

| Organisation générale et roles du systeme immunitaire

Le SI fonctionne comme un « tampon multi-organes ». En conditions physiologiques, il surveille
I’organisme dans le but de maintenir I’homéostasie et a la suite d’une agression, il orchestre la mise
en place d’une réponse inflammatoire appropriée dans le but de revenir a ’homéostasie. La détection
de I'agression par le Sl est possible grace a la production de DAMPs (Damaged Associated Molecules
Pattern) (pouvant étre des protéines intracellulaires comme HMGB1 (High-Mobility Group Box 1), des
protéines de la MEC, de I’ATP ou encore de I’ADN), par les cellules Iésées, et/ou de PAMPs (Pathogen
Associated Molecules Pattern) par les pathogenes. Il s’agit de signaux d’alarme, aussi appelées
« alarmines » qui sont reconnus par des récepteurs spécifiques présents a la surface de quasiment

toutes les cellules du Sl (neutrophiles, monocytes, mastocytes, macrophages...). A la suite de cette
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détection de I'agression, le SI met en place une réponse inflammatoire comprenant une phase
inflammatoire (aussi appelée inflammation) et une phase de résolution de cette inflammation. Dans
le cas ou I'agression conduit a une breche vasculaire, la réponse inflammatoire débute par une phase

d’hémostase que nous avons décrite dans le chapitre 1.

Les cellules du SI, caractérisées par I'expression du marqueur de surface CD45, appartiennent a deux
lignages hématopoiétiques distincts : le lignage myéloide, constituant principalement le Sl inné et le
lignage lymphoide, constituant majoritairement le S| adaptatif. Lors de mes travaux de thése, nous
nous sommes exclusivement intéressés aux événements trés précoces de la réponse inflammatoire.
Ces derniers faisant intervenir le Sl inné, nous ne développerons pas en détail dans ce chapitre les
différents événements et éléments appartenant au Sl adaptatif, bien que le réle de ce dernier au cours

des processus de réparation tissulaire (cicatrisation et/ou régénération) ne doive pas étre écarté.

A Le systéme immunitaire inné
Le Sl inné est, par définition, non spécifique de I'identité de I'agression/lI'agresseur et a longtemps été
cantonné a sa fonction de phagocytose découverte par le Prix Nobel de physiologie, Elie
Metchnikoff!®®, Ce mécanisme permet aux cellules qui en sont capables, d’internaliser et dégrader des
agents pathogénes ou des débris cellulaires. Le Sl inné détecte les signaux compromettant
I’'homéostasie tissulaire a I'aide de récepteurs spécialisés et y répond en cherchant a éliminer la source
de I'agression par la production et la sécrétion de nombreuses molécules. Ce systeme est constitué de

cellules nucléées (leucocytes) circulantes et/ou résidentes dans différents tissus de I’organisme.

1 Les différentes cellules
Le Sl inné comprend les monocytes (cellules circulantes relativement immatures et se différenciant en
macrophage une fois dans les tissus), les macrophages (cellules phagocytaires par excellence), les
granulocytes (neutrophiles, basophiles et éosinophiles), les lymphocytes cytotoxiques NK (pour
Natural Killer ; capables de tuer des cellules infectées ou des cellules tumorales et d’orienter les
réponses du Sl adaptatif), les mastocytes (impliqués dans les phénomeénes d’allergies) et les cellules
dendritiques (a la fois capables de phagocytose et de présentation d’antigenes). Toutes ces cellules
peuvent étre distinguées les unes des autres a I'aide i) d’'une combinaison de marqueurs de surface et
ii) de caractéristiques morphologiques et fonctionnelles qui leur sont spécifiques (Figure 21). Chacune
de ces cellules n’intervient pas systématiquement dans tous les contextes inflammatoires (infection,
allergie, agression tissulaire ...). Leur intervention au cours de la réponse inflammatoire se fait toujours

de maniére différentielle dans le temps et selon une cascade d’événements bien orchestrée!®,
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Nous nous intéresserons plus particulierement aux neutrophiles et aux monocytes/macrophages dans
ce chapitre, puisque ces types cellulaires sont les plus représentés au sein du Sl inné et jouent un réle
déterminant dans [linitiation et la résolution de l'inflammation dans un contexte de lésion
tissulairet’0171172173 pe plus, ce sont, actuellement, les seules cellules faisant I'objet d’études dans le

contexte de la régénération tel que défini dans le chapitre 1.

i Les neutrophiles
Les leucocytes polynucléaires neutrophiles ont un phénotype CD45*/CD11b*/F4/807/Ly6C*/Ly6G* et
sont générés en continu dans la moelle osseuse a partir des précurseurs myéloides. Alors qu’un faible
pool de neutrophiles circule en conditions physiologiques, leur nombre augmente drastiquement suite
a une agression/infection tissulaire, grace a la mobilisation de leurs précurseurs présents dans la
moelle osseuse. Ce sont les leucocytes les plus abondants au sein du Sl et les premiers a arriver sur le
site de lésion pour gérer I'agression par de multiples mécanismes!’®. En effet, ils sont capables de
phagocyter les agents pathogenes et de produire des EAOs notamment par la NADPH oxydase (NOX)
ancrée a la membrane plasmique. Par ailleurs, ces cellules sécrétent des protéines aux roles-clefs dans
la gestion des différentes agressions. Trois types de molécules sont séquestrées dans des granules
sécrétoires cytoplasmiques différentes : i) la myélopéroxydase (MPO, responsable de la formation
d’acide hypochloreux) ii) des protéines antibactériennes telles que la cathepsine, la défensine, la
lactoferrine et le lysozyme (servant a détruire la paroi des bactéries Gram positives), iii) des MMP, dont

175 ’élimination des agents pathogénes par les

la MMP9 qui a fait I'objet de nombreuses études
neutrophiles est favorisée par la formation des NETs (Neutrophil Extracellular Traps) qui servent a la
fois d’ancrage aux différentes enzymes et protéines sécrétées et de « filet » pour piéger I'agent
pathogene a éliminer. Notons que ces cellules jouent aussi un role d’amplificateurs de la réponse
inflammatoire ; une fois dans le tissu et par le biais de la sécrétion de cytokines et/ou de chimiokines,
elles activent les macrophages et mastocytes résidents et stimulent I’arrivée des monocytes sur le site
de lésion ainsi que leur différenciation en macrophages. Enfin, une fois dans le tissu, le neutrophile a

une durée de vie extrémement courte (de I'ordre d’a peine quelques heures) puisque sa production

d’EAOs est trés intense et entraine sa mort.

ii Les monocytes / macrophages
Les monocytes (identifiés par la combinaison de marqueurs de surface CD45*/CD11b*/F4/80
/Ly6C*/Ly6G™ et les macrophages (de phénotype CD45*/CD11b*/F4/80%/Ly6C/Ly6G’) dérivent d’un
progéniteur commun appelé « monoblaste » retrouvé dans la moelle osseuse. Le monoblaste se

différencie en monocyte, qui quitte la moelle osseuse pour devenir circulant. Apres une
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lésion/infection, les monocytes circulants sont les premiers a étre recrutés et a rejoindre le site de
lésion/infection, dés la premiére heure. Par la suite, les monocytes de la moelle osseuse sont recrutés
pour entretenir I'inflammation et deviennent les monocytes majoritairement présents a I’'endroit du
dommage dans les heures qui suivent la Iésion/infection.

Le monocyte est le type cellulaire intermédiaire avant sa différenciation en macrophage dans le tissu
cible (on parlera alors de macrophages dérivés des monocytes, provenant de I’hématopoiese
médullaire). Par ses sécrétions de cytokines pro-inflammatoires IL-6 (InterLeukine 6) et TNFo (Tumor
Necrosis Factor alpha) et de chimiokines, il amplifie le recrutement des neutrophiles et active les
macrophages résidents (ne provenant pas de monocytes circulants) déja présents dans le tissu'’,
notamment par sa production d’EAOs. Enfin, ces monocytes sont aussi capables de phagocytose.

Les macrophages, contrairement aux monocytes, ont une espérance de vie relativement longue
pouvant aller de quelques jours a plusieurs semaines dans un contexte inflammatoire. Ces cellules
constituent une population trés hétérogéne et peuvent avoir des origines distinctes. En effet, les
macrophages sont décrits comme provenant de la différenciation des monocytes circulants produits
par I'hématopoiese adulte médullaire. Toutefois depuis quelques années, il est admis que les
macrophages résidents dans les tissus proviennent de précurseurs embryonnaires présents dans le sac
vitellin. Ces macrophages au contraire de ceux provenant de la moelle osseuse, sont capables de

177178 - Ces macrophages résidents provenant de

proliférer dans des conditions physiologiques
précurseurs embryonnaires ne colonisent pas tous les tissus de la méme maniére, et semblent étre
remplacées par des macrophages issus de monocytes circulants avec I'age ou a la suite d’une agression
tissulaire importante’.

Les macrophages présentent différents phénotypes en fonction de leur activation. On a longtemps
considéré que les macrophages étaient divisés en 2 classes, les M1 pro-inflammatoires et les M2 anti-
inflammatoires, le M1 pouvant se transformer en M2 et vice versa en fonction des conditions
physiopathologiques. Cette catégorisation simplifiée des macrophages a petit a petit été remise en
cause. Aujourd’hui, on considére qu’il existe plutot un continuum dans lequel le macrophage peut
adopter graduellement différents phénotypes plus ou moins inflammatoires.

Une des fonctions principales des macrophages est la phagocytose, comme I'a décrit il y a plus d’un
siecle Elie Metchnikoff'®®. C’est d’ailleurs de 1a que prend naissance I’origine du mot macrophages ; en
grec, macro veut dire « large » et phage « manger », donnant ainsi « cellules larges qui mangent »*°,
Les macrophages phagocytent les débris issus des cellules endommagées et des pathogenes, ce qui
permet de les éliminer. Lorsque les macrophages phagocytent des cellules apoptotiques, on parle
d’efférocytose. Le macrophage reconnait les débris a efférocyter via différents récepteurs scavenger

parmi lesquels le CD36 ou encore TIM-4 (ce processus d’efférocytose est détaillé plus loin dans le ce

chapitre 3). L'efférocytose entraine la transition du phénotype du macrophage d’un statut pro-

48






Introduction

inflammatoire vers un statut anti-inflammatoire, pro-résolutif, dans le but d’amorcer la phase de
résolution de I'inflammation.

Ainsi, il semblerait que les macrophages puissent avoir des phénotypes tres différents selon leur
origine, mais aussi selon le tissu dans lequel ils se trouvent, le type d’infection ou encore le moment

de la réponse inflammatoire.

2 Les acteurs moléculaires
La réponse inflammatoire est orchestrée par de nombreux messagers qui sont sécrétés par les cellules
du Sl inné et du microenvironnement et sont capables d’agir sur ces mémes cellules. Parmi ces
molécules, nous retrouvons principalement des cytokines, des médiateurs lipidiques, et des EAOs. Ces
messagers sont qualifiés de pro- ou anti-inflammatoires s’ils interviennent, respectivement, lors de la

phase d’inflammation ou de sa résolution.

i Les cytokines
« Cytokines » est le terme général utilisé pour désigner les protéines sécrétées, ayant un réle clef dans
la communication entre cellules du SI*®. Elles appartiennent majoritairement a 2 groupes distincts
(cytokines de type | et I1) sur la base de leur structure chimique et ont des récepteurs associés®2. On
retrouve ainsi 6 classes de récepteurs (récepteurs aux cytokines de type |, de type Il, au TNF, a I'lL-1,
des récepteurs a tyrosine kinase (RTK) et des récepteurs aux chimiokines)!®3. Les cytokines initient leur
cascade de signalisation par dimérisation ou oligomérisation de leurs différents récepteurs et
déclenchent la plupart du temps I'activation de voie de signalisation impliquant la kinase Jak et des

facteurs de transcription appartenant a la famille des facteurs STAT®®2,

Un tres grand nombre de cellules produisent des cytokines pro-inflammatoires, parmi lesquelles les
macrophages, les monocytes ou encore les mastocytes. Ces cytokines peuvent également étre
produites par d’autres types cellulaires ne faisant pas partie du SI, comme les fibroblastes, les cellules

184185 Elles participent activement a la mise en place de

endothéliales ou encore les adipocytes
I'inflammation, a son amplification et a son maintien sur une durée plus ou moins longue. Cette
amplification est nécessaire pour neutraliser complétement la source de I'infection ou de I'agression.
Les principales cytokines pro-inflammatoires sont I'lL-13, I'lL-6, L’IL-8, le TNFa. ou encore I'IFNy
(interféron gamma). Elles augmentent la perméabilité vasculaire et I'expression de protéines

d’adhésion par les cellules endothéliales afin de faciliter le recrutement, sur le site de I'agression, les

différents leucocytes circulants, notamment les neutrophiles. Elles entrainent aussi 'activation en
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cascade d’autres cellules immunitaires, qui, a leur tour, sécretent d’autres médiateurs de
I'inflammation®®.

D’autres cytokines ont un effet anti-inflammatoire en limitant la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires générées en amont. Les principales cytokines anti-inflammatoires sont I'lL-1ra
(antagoniste du récepteur a I'interleukine 1), I'lL-4, I'lL-6, I'IL-10, I'lL-11, I'IL-13 ou encore le TGFB. Par
exemple, I'lL-4, I'IL-6, I'IL-10 et I'IL-13 inhibent la synthése d’IL-15 (pro-inflammatoire) et stimulent la
synthese d’IL-1ra qui conduit a l'inactivation de la voie de signalisation de I'IL-1B. L'IL-4 permet
d’inhiber la sécrétion par les monocytes, de I'lL-1pB, I'IL-6, I'IL-8 ou encore du TNFo'87-188,

Finalement, toutes les cytokines présentent une certaine pléiotropie (activités biologiques multiples)
et une certaine redondance (actions biologiques partagées avec plusieurs autres cytokines), rendant
la distinction pro- vs anti-inflammatoire plus complexe que cela. En effet, de nombreux parametres
peuvent modifier les propriétés d’'une méme cytokine : la quantité et le moment auquel la cytokine
est sécrétée, la nature de la cellule cible, la nature du signal qui entraine sa sécrétion, ou encore le
contexte inflammatoire étudié. C’est notamment le cas pour I'IL-6, le TNFa ou encore le TGF qui
peuvent étre pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires en fonction du contexte cellulaire et

moléculaire environnant®.

i Les médiateurs lipidiques

Comme les cytokines, les médiateurs lipidiques peuvent étre pro-inflammatoires en participant a la
mise en place et au maintien de I'inflammation, ou anti-inflammatoires, en participant activement a
I'arrét de la réponse inflammatoire et a sa résolution. Ces médiateurs, aussi appelés éicosanoides
constituent une famille de dérivés d’acides gras polyinsaturés oxydés a 20 atomes de carbones dont
fait partie I'acide arachidonique (AA), et au sein de laquelle on distingue trois sous-catégories : les
prostanoides (dont font partie les prostaglandines, les thromboxanes et les prostacyclines), les
leucotrienes-lipoxines-marésines et les acides époxyeicosatriénoiques.

L’AA est le précurseur principal des éicosanoides et est synthétisé a partir de I'acide linoléique ou libéré
a partir des phospholipides membranaires grace a I'action de la phospholipase A2. Une fois dans le
cytosol, I’AA est métabolisé par trois voies distinctes : la voie des cyclooxygénases (COXs) qui conduit
a la formation des prostanoides (eicosanoides cycliques), la voie des lipoxygénases (LOXs) permettant
la synthése des leucotrienes, lipoxines, marésines et la voie du cytochrome P450-époxygénase
générant les acides époxyeicosatriénoiques'®® (Figure 22).

Il existe deux isoformes de cyclooxygénase : i) la COX1, qui est constitutive et majoritairement
responsable de la production de thromboxane (TXAz) et ii) la COX2, rapidement induite dans un

contexte inflammatoire. Les COXs transforment I’AA en PGH, (prostaglandine H2), elle-méme
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précurseur de 5 autres prostanoides : PGD,, PGE,, PGF;, PGl, (prostacycline) et TXA2 (thromboxane).
La PGE,, majoritairement produite par les macrophages, est connue pour son puissant role pro-
inflammatoire!192, Aprés fixation sur un de ses récepteurs membranaires de la famille EP (il existe 4
isoformes, EP1 a EP4) elle permet linduction de I'expression génique de cytokines pro-
inflammatoires!®®. De maniére générale, elle intervient dans tous les processus classiques conduisant
a I'inflammation : la rougeur, le gonflement et la douleur. En effet, elle augmente la perméabilité
vasculaire pour permettre le recrutement des leucocytes (neutrophiles et monocytes) sur le site de
Iésion tissulaire et augmente la perception douloureuse en agissant sur les neurones nociceptifs
présent aux abords du site inflammatoire!¥#1%1% | 3 PGD,, elle, est une prostaglandine aux propriétés
anti-inflammatoires impliquée dans la résolution de I'inflammation. Apreés fixation sur son récepteur
membranaire DP1 ou sa liaison (apres transformation ou non en 15-dPGJ,) au facteur nucléaire PPARY,
elle peut en effet, stimuler la synthése et la sécrétion d’IL-10, interleukine anti-inflammatoire et pro-
résolutive'”’.

D’un autre c6té, un des premiers médiateurs lipidiques produit lors d’une infection ou d’une Iésion est
le leucotriéne B4 (LTB4). Il est issu de la métabolisation successive de I’AA en LTA4 par la 5-LOX puis
en LTB4 par la LTA4 hydrolase. Ce LTB4 est un puissant facteur chémoattractant qui attire les
neutrophiles sur le site d’infection/Iésion via sa fixation sur 'un de ses deux récepteurs (BLT1) portés
par les neutrophiles. Le LBT4 peut également stimuler la production d’EAOs et la phagocytose par les
neutrophiles®® et dans une moindre mesure, activer les monocytes et les macrophages, lors de la

phase d’inflammation.

iii Les especes actives de |'oxygéne (EAOs)

Les EAOs sont soit des radicaux libres hautement réactifs, soit des molécules. Alors qu’ils ont
longtemps été considérés comme toxiques et délétéres pour les cellules, il est maintenant clairement
admis que ces EAOs sont des molécules a haut potentiel de diffusion a travers les membranes et les
divers compartiments intracellulaires, faisant d’eux de réels seconds messagers.

Les EAOs les plus connus sont I'anion superoxide (0;*"), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), et le radical
hydroxyle (*OH). Les sources de d’EAOs sont multiples tant par leur localisation subcellulaire
(membrane plasmique, réticulum endoplasmique, peroxysomes, cytoplasme et mitochondries) que
par leur mécanisme de production : en effet, les EAOs sont produites par des enzymes telles que la
NADPH oxydase (NOX), les cytochromes P450, la myéloperoxydase ou la xanthine oxydase, ou par des
réactions d’oxydo-réduction (cycle redox des xénobiotiques, oxydo-réduction du fer, chaine
mitochondriale de transport des électrons). Les NOXs constituent une famille regroupant 7 isoformes

différentes (les NOX 1 a 5 et DUOX 1 et 2). L’'enzyme responsable de la production de la majorité des
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EAOs par les cellules immunitaires (et particulierement les neutrophiles et les macrophages) est la
NOX2%%°, Cette derniére est constituée de plusieurs sous-unités localisées, en condition basale, au
niveau de la membrane plasmique (gp91°"* et p22°"*, constituant le cytochrome b558) et du cytosol
(p40Phox pa7PMx p67PMo%). Aprés stimulation, les sous-unités cytosoliques migrent a la membrane ou
elles s’associent au cytochrome b558 pour former une NOX2 active par I'intermédiaire de la petite
GTPase Rac, et produisant de I'0O,"” en grande quantité (Figure 23).

Quelle que soit son origine, I'0O,"" est rapidement dismuté en H,O, et oxygene par la superoxyde
dismutase (SOD). L'H,0, ainsi généré est beaucoup plus stable et présente une bien plus grande
capacité de diffusion dans les milieux aqueux et lipidiques que I'anion superoxyde. Par réduction
monoélectronique, I'H,0, donne alors naissance a un des radicaux les plus réactifs : le radical hydroxyle
*OH, permettant aux cellules qui le produisent de tuer les pathogenes présents lors d’une infection.
A moindre dose, ces EAOs jouent aussi un role de second messager, et sont ainsi capables d’activer et
de moduler l'activité des différentes cellules immunitaires présentes ou arrivant sur le site de
lésion/infection®2%2, Leur implication dans des voies de signalisation passe par i) I'oxydation des
résidus cystéines des protéines, ii) la régulation redox de I'activité de protéines kinases et
phosphatases et iii) la régulation redox de facteurs de transcription. Il a ainsi été montré que les EAOs,
principalement I'H,0,, stimulent une entrée de calcium IPs-dépendante dans les cellules immunitaires
conduisant a leur différenciation, prolifération et/ou activation!®. Enfin, ces EAOs ont également un
role clef dans les processus de chimiotaxie, en permettant une mobilité et une attraction des

neutrophiles plus élevée au site de lésion/infection par exemple2%,

3 Autres molécules de signalisation du systéme immunitaire inné
i HMGB1
Parmi les autres molécules qui jouent des réles importants au cours des processus d’inflammation,
nous trouvons HMGB1 (High-Mobility Group Box 1), originalement identifiée comme une protéine
nucléaire ayant un réle architectural dans la chromatine. Elle facilite I'accessibilité et la liaison de
facteurs de transcription et des nucléosomes a I’ADN. Elle peut aussi diffuser de maniere passive dans
le milieu extracellulaire aprés la mort de la cellule par nécrose, ou encore étre sécrétée de maniére
active?®. Au cours de la réponse inflammatoire, elle peut ainsi agir i) comme une alarmine et
déclencher la réponse inflammatoire, ii) de maniére similaire a une cytokine, en modulant I'activité de
différentes cellules immunitaires, ou, enfin, iii) comme une chimiokine, en attirant certaines cellules
(comme les monocytes et les neutrophiles) sur le site de Iésion/infection?°>2%,

Dans le noyau, HMGB1 est sous forme réduite. Dans le milieu extracellulaire, et d’autant plus dans le

cadre d’une inflammation, HMGB1 est principalement sous forme oxydée par la formation d’un pont
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disulfure. Une fois dans le milieu extracellulaire, HMGB1 peut, en fonction de son statut redox (plus
ou moins réduit ou oxydé), agir en tant que molécule pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire en se
fixant a différents récepteurs. La forme réduite d’"HMGB1 peut se lier au CXCL12 (chimiokine de type
CXC, aussi appelée SDF-1) et faire office de chimiokine?”’. La forme oxydée, elle, peut se lier au TLR4
(Toll Like Receptor 4), récepteur clef de I'inflammation, ainsi qu’au récepteur RAGE et activer la voie
Nf-kB ainsi que la transcription de nombreux facteurs pro-inflammatoires?°*2%,

Suite a une lésion tissulaire, HMGB1 peut recruter les neutrophiles et monocytes circulants sur le site
de Iésion et activer ces derniers pour leur permettre de sécréter des facteurs pro-inflammatoires ou
pro-angiogéniques (comme le VEGF)?®. Toutes ces caractéristiques conférent a HMGB1 un réle
probablement déterminant dans la mise en place de I'inflammation aprés une lésion tissulaire?®®. Enfin,
certaines études commencent a s’intéresser a son role anti-inflammatoire au cours de la résolution de
I'inflammation?1%211,

Notons que les activités chémoattractantes d'HMGB1 ne se limitent pas aux seules cellules du Sl.
HMGB1 est, en effet, capable de recruter des cellules musculaires lisses, des cellules souches
endothéliales, diverses cellules d’origine fibroblastique ainsi que des cellules souches

mésenchymateuses, suggérant qu'HMGB1 pourrait jouer un véritable réle d’alarmine lors d’une Iésion

tissulaire, mais également prendre une part active a la reconstitution des tissus |ésés?°,

ii PPARYy

Les peroxisome proliferator activated receptors (PPARs) sont une famille de récepteurs nucléaires
constitués de trois isoformes, PPARo., PPAR et PPARy. PPARYy participe a des fonctions multiples, telles
que la régulation de la synthese des acide gras, le stockage et le métabolisme du glucose, I'activation
de I'adipogeneése ou encore I'inhibition de I'inflammation par I'inhibition de NF-xB. PPARy est exprimé
par de nombreux types cellulaires dont les cellules du Sl parmi lesquelles, les monocytes/macrophages,
les cellules dendritiques ou encore les lymphocytes.

La plus grande partie de son activité anti-inflammatoire est due a son expression par les
monocytes/macrophages. Un grand nombre de ligands de PPARy a été identifié, parmi lesquels les
thiazolidinediones (a action anti-diabétique), la PGD, ainsi que son métabolite, le 15d-PGJ; et d’autres
eicosanoides. PPARy régule I'expression de multiples genes en se fixant soit sur des séquences PPRE
(PPARy response elements) quand il est sous la forme d’un hétérodimere avec RXRa (Retinoid X
Receptor a), soit sur des séquences cibles de NF-kB quand il est associé a ce dernier. Dans les
neutrophiles, la fixation de PGD, a PPARy entraine une diminution i) de I'expression du TNFq et ii) de
la production d’EAOs via l'inhibition de la synthése de la myéloperoxydase (MPO) ce qui conduit a

I'arrét de I'inflammation et a sa résolution®®’.
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Il a aussi été rapporté a plusieurs reprises que PPARy joue un réle prépondérant dans la phagocytose
des corps apoptotiques par les macrophages, notamment en augmentant I'expression du récepteur
scavenger CD36 a la membrane plasmique des macrophages?*2.

Enfin, PPARy permet la conversion des macrophages d’un phénotype pro-inflammatoire vers un
phénotype anti-inflammatoire, caractérisé par la sécrétion de différentes cytokines anti-
inflammatoires comme I'lL-10 ou I'lL-13, ou par I’expression de marqueurs de surface caractéristiques

comme le CD206 ou I'arginase 1'%,

B Le systéme immunitaire adaptatif
Contrairement au Sl inné, le Sl adaptatif élabore une réponse plus lente a se mettre en place (5a 6
jours) mais qui est spécifique en raison de la présence, a la membrane des cellules, de récepteurs
spécifiques de I'antigéne cible. Le précurseur cellulaire commun du lignage lymphoide peut se
différencier en lymphocytes B (LB), lymphocytes T (LT), cellules NK et en cellules NK-T. Comme pour le
Slinné, on distingue les cellules du Sl adaptatif les unes des autres par un certain nombre de marqueurs
de surface. Apres leur maturation dans les organes lymphoides primaires que sont la moelle osseuse
(pour les LB) et le thymus (pour les LT), ils circulent jusqu’aux organes lymphoides secondaires (rate et

les ganglions lymphatiques).

La réponse immunitaire adaptative se déroule en trois phases. La premiere consiste en la
reconnaissance et la présentation des antigenes aux LT par les cellules présentatrices d’antigéne,
principalement les cellules dendritiques (mais aussi les macrophages). La deuxieme phase correspond
a I'activation des LT. Enfin, lors de la troisieme phase, les LB sont activés. C'est principalement grace
aux cellules du Sl inné capables de phagocyter les agents pathogénes, que la réponse immunitaire
adaptative est amorcée. Lors de la phagocytose, les cellules présentatrices d’antigénes vont
accumuler, apres digestion enzymatique, des antigénes microbiens ou des fragments peptidiques de
I'agent pathogéne et les présenter aux LT. Par ailleurs, les fragments d’agents microbiens circulants
dans le sang pourront aussi rentrer directement en contact avec les LB et LT situés dans les organes
lymphoides secondaires via la circulation sanguine et le systeme lymphatique. La présentation de
I’antigéne induit alors I'activation des LT qui vont se multiplier de maniére clonale (les LT produits sont
strictement identiques et spécifiques de I’antigene présenté) sous l'influence de I'lL-2 et se
différencier. De maniére simplifiée, les LT peuvent se différencier i) en LT Thl caractérisés par la
production d’IFNy pro-inflammatoire et ayant un réle clef dans I'activation des macrophages, ii) en LT
Th2 caractérisés par la production d’IL-4 anti-inflammatoire, iii) en LT Th17 caractérisés par la

production d’IL-17 ou encore iv) en lymphocytes Treg, exprimant le facteur de transcription Foxp3 et
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Figure 24. La réponse inflammatoire suite a une lésion tissulaire.
(A) Cinétique de mobilisation des différentes cellules immunitaires appartenant au Sl inné et SI adaptatif au
cours du temps, apres une lésion tissulaire. (B) Vue d’ensemble de la réponse inflammatoire précoce aprés

2

une lésion tissulaire. Brievement, les neutrophiles sont parmi les premiers a étre recrutés sur le site
Iésionnel avec les monocytes. lls sécrétent des cytokines pro-inflammatoires qui participent a I'activation
des macrophages. La présence de débris cellulaire dis a la lésion, et la gestion de ces débris par les
macrophages via le processus d’efférocytose conduit a leur transition phénotypique. Ils passent alors d’un
statut pro-inflammatoire a un statut anti-inflammatoire et produisent des cytokines anti-inflammatoires

(Julier et coll. 2017).
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participant a I'arrét de la réponse immunitaire adaptative. Lors de la troisieme étape de la réponse
adaptative, les LB naifs (n’ayant jamais rencontré d’antigéne) sont activés par les LT et se mettent a
produire des anticorps spécifiques de I’'agent pathogéne dans le but de I’éliminer. Finalement, une
partie des LB et LT activés lors de cette réponse immunitaire deviennent des lymphocytes mémoires,

qui sont sollicités rapidement lors de rencontres ultérieures avec I'agent pathogéne.

Si la réponse adaptative est trés spécifique et gagne en efficacité a chaque nouvelle exposition, il ne
faut pas croire qu’elle est plus importante ou qu’elle peut agir indépendamment du Sl inné. Le
développement d’une réponse adaptative compléte et efficace est, en effet, étroitement dépendant
des réponses précoces du Sl inné. Il existe ainsi, une véritable collaboration entre ces deux systemes,
secondée par un recouvrement considérable de cellules et mécanismes impliqués a la fois dans

I'immunité innée et dans I'immunité adaptative.

C Les différentes phases de la réponse inflammatoire au cours des processus de
réparation

Suite a une rupture de l'intégrité tissulaire, une réponse inflammatoire aigiie est orchestrée par

différents types cellulaires et engendre la sécrétion de divers facteurs dont nous venons de faire

brievement I'exposé dans les parties précédentes. Ces derniers vont intervenir au cours des trois

phases que sont I’hémostase (que nous avons présenté dans le chapitre 1), I'inflammation et la

résolution de I'inflammation que nous allons présenter dans cette partie et qui est illustré sur les

Figures 24 et 25.

1 Inflammation

La réaction inflammatoire est nécessaire pour combattre I'infection par un agent pathogéne et/ou
pour éliminer les nombreux débris cellulaires générés par une lésion tissulaire (Figure 24A). L'initiation
de I'inflammation est associée a la perméabilisation des vaisseaux, notamment grace a la sécrétion de
bradykinine, d’histamine, de certains médiateurs lipidiques ou encore de la substance P par les
mastocytes et macrophages résidents ainsi que par I'endothélium lui-méme.

La mobilisation des neutrophiles depuis la moelle osseuse est due a la sécrétion du facteur
chémoattractant hématopoiétique, le G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) par les
macrophages résidents et a la suppression des mécanismes de rétention (axe SDF-1/CXCR4) de ces
cellules au niveau médullaire?!3. Une fois dans la circulation sanguine, les neutrophiles sont attirés vers

le site de lésion par la combinaison de 3 molécules produites par les cellules immunitaires résidentes

(mastocytes, macrophages) : le LTB4, I'lIL-1f et la chimiokine CXCL1.
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Etapes successives de la réparation tissulaire incluant 'hémostase, I'inflammation (précoce faisant
intervenir le systéme immunitaire inné et tardive faisant intervenir le systeme immunitaire adaptatif), une
phase de prolifération cellulaire puis de remodelage. Zoom sur les étapes successives de la réponse
inflammatoire précoce orchestrée par le systeme immunitaire inné, comprenant une phase d’inflammation
et une phase de résolution de I'inflammation.
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Le passage des neutrophiles du compartiment sanguin au site méme de lésion nécessite 3 étapes
successives : i) une étape du « rolling » au cours de laquelle les neutrophiles roulent sur I’'endothélium
et s’y accrochent via des sélectines exprimées a la membrane des cellules endothéliales, ii) une étape
d’adhésion via les intégrines retrouvées a la membrane des neutrophiles et enfin iii) une étape de
transmigration des neutrophiles entre les cellules endothéliales vers le tissu cible grace a PECAM-1
(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1)*74,

Une fois dans le tissu, ces derniers produisent des EAOs et phagocytent les débris cellulaires générés
par la Iésion et la mort cellulaire induite par ce burst oxydatif (Figure 25). D’autre part, les neutrophiles
participent activement au recrutement des monocytes circulants en induisant la sécrétion de la
chimiokine CCL2 (aussi appelé MCP-1) par les cellules endothéliales.

Une fois arrivés dans le tissu cible, les monocytes se différencient en macrophages pro-inflammatoires
qui phagocytent, a leur tour, les débris cellulaires et sécretent de tres grandes quantités de cytokines
et prostaglandines pro-inflammatoires (IL-1p3, IL-6, TNFa, TGFf, PGE>) qui vont constituer une véritable
« soupe inflammatoire ». lls sécretent aussi du M-CSF (Macrophages Colony Stimulating Factor)
capable d’augmenter la différenciation et la survie des monocytes/macrophages ainsi que leur activité
phagocytaire. Finalement, pour pouvoir assurer toutes ces activités (sécrétoire, phagocytaire) sur un
temps court, ces cellules utilisent un métabolisme glycolytique leur permettant de générer de I’ATP le
plus rapidement possible. Les macrophages M1 amplifient donc I'inflammation générée initialement
par les cellules résidentes (mastocytes, macrophages résidents) et les neutrophiles. Cette amplification
de la réponse inflammatoire par les macrophages M1 est d’autant plus importante qu’ils entretiennent

le recrutement des neutrophiles et augmentent un peu leur survie (Figure 24B).

2 Résolution de I'inflammation

Si I'inflammation permet d’éliminer les cellules Iésées et ainsi de nettoyer la zone, elle ne doit en aucun
cas perdurer sous peine de conduire a une inflammation chronique pouvant avoir des conséquences
dramatiques sur le tissu Iésé (ulcéres, cicatrices hypertrophiques). La résolution de I'inflammation est
classiquement caractérisée par i) la clairance des facteurs inducteurs d’inflammation (majoritairement
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires), ii) I'arrét des signaux intracellulaires pro-
inflammatoires, iii) 'apoptose des neutrophiles iv) leur efférocytose par les macrophages, v) le switch
phénotypique des macrophages induit par cette efférocytose et vi) la contribution des macrophages a
la réparation tissulaire (Figure 25).

Un des types cellulaires clefs de cette étape de résolution de I'inflammation est une fois encore le
macrophage. Durant la phase d’inflammation, la mort des cellules environnantes (principalement celle

des neutrophiles suite a leur burst oxydatif) va générer des corps apoptotiques. La libération de
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signaux « find me » (par exemple la Sphingosine 1 phosphate ; S1P) et la présence a la surface des
corps apoptotiques de signaux « eat me » (phosphatidylsérine) permettent leur reconnaissance par les

macrophages a 'aide de récepteurs spécialisés parmi lesquels CD36 ou TIM-4214215

et leur phagocytose
via I'efférocytose?!®. D’autres récepteurs tel que MARCO reconnaissent des composés bactériens??.
L'activation des voies en aval de ces récepteurs scavenger est en partie responsable de la transition
phénotypique des macrophages, d’un phénotype pro-inflammatoire vers un phénotype anti-
inflammatoire. Au cours de cette transition phénotypique, les macrophages opérent un switch
métabolique, ils passent alors d’un statut glycolytique a oxydatif (Figure 26)8.

Lors de I'efférocytose proprement dite, les macrophages opérent un changement phénotypique et
deviennent anti-inflammatoires/pro-résolutifs. lls expriment alors des molécules de surface
différentes parmi lesquelles le CD206, sécretent des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-4,
I'IL-10, I'lL-13 ou le TGFP dont la fonction principale est I'arrét de la synthese de cytokines pro-

inflammatoires?%22°,

Le macrophage anti-inflammatoire sécréte des médiateurs dits anti-
inflammatoires comme les lipoxines ou les marésines, qui empéchent notamment le recrutement de

neutrophiles supplémentaires sur le site de Iésion??’.

De plus, au cours de cette phase de résolution de I'inflammation, les macrophages sont capables de
sécréter des molécules chémoattractantes (CCL5, CXCL13) pour attirer les LB et LT sur le site de
lésion??t, Suite a la résolution de I'inflammation et aprés que la réponse adaptative se soit mise en
place (a partir de 5 a 7 jours apres le début de I'inflammation), une longue étape d’intense remodelage

tissulaire se met alors en place et aboutit soit a la cicatrisation, soit a la régénération.

D Implication du systéme immunitaire au cours de la réparation
1 Réle clef du systéeme immunitaire dans la régénération
Dans cette partie, nous passerons en revue les données de la littérature sur le/les réle(s) joué(s) par
des cellules et/ou des acteurs moléculaires du Sl dans la régénération. Ces études utilisent des modeéles
animaux « relativement simples » tels que les invertébrés ou les vertébrés non mammaliens et se sont
logiquement focalisées sur I'immunité innée car cette derniére est présente chez tous les organismes

et est extrémement rapide a mettre en place aprés une Iésion tissulaire aigué (section, ablation...).

i Les espéces actives de |'oxygene (EAOs) et la régénération
Il a été rapporté ala fois chez la drosophile aprés une lésion de I'intestin, chez I’hydre aprés une section
au niveau gastrique (Figure 27A), chez le planaire apres fragmentation, chez le poisson zébre apres

|ésion de la nageoire (Figure 27B) ou encore chez le gecko aprés amputation de la queue (Figure 27C),
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Figure 27. La production d’EAOs est indispensable aux processus de régénération.

(A) Production d’EAOs apres amputation de la téte de I’hydre, détectée par fluorescence (DMPO : rouge)
(Vriz et coll. 2014). (B) Production d’EAOs aux abords du site d’amputation détectée par la sonde
fluorescente H,DCFDA (verte) a 0, 6 et 24h post amputation de la nageoire caudale chez le poisson zebre
(Gauron et coll. 2013). (C) Production d’EAOs aux abords du site d’amputation détectée par la sonde
fluorescente H,DCFDA (verte), 0, 1, 3, 7 et 14 jours post amputation de la queue chez le gecko (Zhang et
coll. 2016).
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gu’une production massive d’EAOs dans les premiéres heures suivant la Iésion, est indispensable a la
régénération’”#2%223,

Au laboratoire, nous avons montré, a I'aide d’une approche pharmacologique (utilisation d’apocynine,
inhibiteur de la translocation des sous-unités cytosoliques de NOX2 a la membrane), que la production
d’EAOs est indispensable a la régénération du tissu adipeux sous-cutané inguinal chez la souris
C57BL/6, la production maximale étant observée 6 a 8h aprés la lésion?*. Enfin, chez la « souris »
Acomys, capable de régénération spontanée, une production significativement augmentée d’EAOs a
été mise en évidence au cours de la régénération de l'oreille’. Dans ces deux études chez le
mammifére, une origine immunitaire des EAOs produites est avancée bien que non encore démontrée
de maniére irréfutable. Notons qu’en 2019, les travaux de Yang et coll. font état de la nécessité d’'une

225 Méme

production d’EAOs par les neutrophiles pour permettre la réparation du foie chez la souris
si dans le cas du foie, il ne s’agit pas de régénération au sens propre comme nous I'avons présenté
dans le chapitre 1, mais plutot d’une réparation compensatoire, ces résultats sont cohérents avec ceux
obtenus au laboratoire et par I’équipe de Simkin et coll??*7°,

Chez le poisson zébre, c’est 'enzyme DUOX1, une autre isoforme de la NADPH oxydase, qui est
responsable de la production d’EAOs observée au cours de la régénération de la nageoire caudale??2.
Cependant, contrairement aux études chez le mammifere, la trés grande rapidité de production des
EAOs dans ce modele (a peine 15 minutes), laisse suggérer une origine plutot épithéliale et non
leucocytaire???. Sur ce méme modeéle expérimental, une autre étude montre une production d’H,0,
par les cellules de Schwann*,

Pour évaluer le réle des EAOs dans la régénération, on peut s’appuyer sur les études sur la régénération
d’un épithélium (pancréas) et la régénération compensatoire observée aprés lésion du foie. La
réparation tissulaire de I'épithélium de I'intestin, n’est pas comparable a un cas de régénération apres
une ablation massive d’un organe/tissu/membre, puisque dans ce cas, seule la régénération d’une
couche cellulaire est évaluée. Il est cependant intéressant de noter que dans le contexte de lésion
mécanique des deux couches les plus superficielles de I’épithélium intestinal, I'utilisation d’une souris
dont les neutrophiles ont été déplétés a I'aide d’un anticorps bloquant contre Ly6G, entraine la perte
d’expression de protéines d’adhésion comme FAK et p-Cas au niveau de I'épithélium??®. Ces protéines
sont sensibles au statut redox intracellulaire et I'utilisation d’une souris transgénique incapable de
produire des EAOs conduit au méme résultat que la déplétion de cellules Ly6G®. Les auteurs suggérent
donc que les neutrophiles sont a I'origine de la production d’EAOs permettant la phosphorylation des
protéines FAK ou p-Cas. En revanche, les auteurs n’expliquent pas en quoi ces protéines FAK et p-Cas
sont importantes pour la régénération de I'épithélium. Une autre étude s’intéressant a la réparation

compensatoire du foie, montre que la production d’EAOs NOX2-dépendante par les neutrophiles

permet la transition phénotypique des macrophages d’un statut pro-inflammatoire a un phénotype
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anti-inflammatoire/pro-résolutif et conditionne la réparation du foie aprés hépatectomie au profit

d’une régénération compensatoire plutdt que d’une fibrose 2%,

Si 'ensemble de ces données montre des divergences sur les cellules et/ou les systemes
enzymatiques capables de produire des EAOs, il n’en reste pas moins qu’une production rapide,
importante et transitoire d’EAOs est indispensable pour permettre la régénération. Il reste a
identifier précisément, la ou les enzymes ainsi que les cellules responsables de cette production chez
le mammiféere pour pouvoir envisager d’orienter lI'issue de la réparation tissulaire vers une

régénération plutot qu’une cicatrisation.

i Les neutrophiles et macrophages et la régénération
. Les neutrophiles
Alors que le réle des neutrophiles au cours des processus de cicatrisation fait I'objet de nombreuses
études, leur implication au cours des processus de régénération reste peu étudiée.
Chez le poisson zebre a I'état larvaire, Niethammer et coll. mettent en évidence un recrutement

précoce de neutrophiles sur le site de lésion de la nageoire caudale?”’

. lls démontrent que ce
recrutement est déclenché par la production d’H,0, puisqu’une inhibition pharmacologique de la
production d’EAOs entraine I'absence de neutrophiles sur le site de lésion et I'absence de
régénération. Notons que ce modéle a été récemment utilisé dans le but de cribler de nouvelles
molécules capables de favoriser la résolution de I'inflammation en essayant de diminuer le temps de
présence des neutrophiles au niveau Iésionnel, non pas en induisant leur mort mais en stimulant leur
retour vers la circulation sanguine, aussi appelée migration inverse??, Aucune de ces deux études
n’établit néanmoins de lien direct entre la présence des neutrophiles et la régénération.

Une seule étude sur le mammifére parue en 2019, a comparé la population de neutrophiles de la
« souris » Acomys capable de régénérer a celui de la souris Swiss non compétente pour la
régénération’®. 1l est important de noter que cette comparaison a été menée en condition
physiologique, hors d’un contexte lésionnel. La quantité de neutrophiles est identique chez ces deux
mammiféres, de méme que la quantité d’EAOs produites par cellule. En revanche, les neutrophiles
issus de la «souris » Acomys présentent une capacité de phagocytose supérieure a celle des
neutrophiles de la souris Swiss. Dans un contexte Iésionnel suite a une perforation de l'oreille, il a été
montré que le nombre de neutrophiles est supérieur chez la souris classique (Mus Musculus) en
condition de cicatrisation par rapport aux souris Acomys capables de régénérer spontanément?%.

Cependant, cette différence est mesurée 1 jour post perforation de I'oreille, alors que les neutrophiles
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sont recrutés dans les minutes suivant la lésion. Cette étude ne permet donc pas d’établir de facon
définitive le réle des neutrophiles dans les phases précoces du processus de réparation tissulaire.

A coté de leur implication dans l'initiation de la réponse inflammatoire, les neutrophiles peuvent
exercer d’autres effets favorables a la régénération d’un tissu Iésé, notamment via une action sur la
MEC. Les neutrophiles sont, en effet, présentés comme une source trés importante de MMP9, une
métalloprotéase spécialisée dans la dégradation de la MECY”>. Les travaux de Lebert et coll. montrent
I'importance de la production de MMP9 par les neutrophiles dans la régénération de la nageoire
caudale chez la larve de poisson zébre?°. Or, de nombreuses études s’intéressent de plus en plus a la

rigidité de la MEC au cours des processus de régénérationt’123!

et montrent que la composition de la
MEC oriente la réparation tissulaire vers une cicatrisation plutét que vers une régénération. Ainsi, on
peut imaginer que les neutrophiles favorisent la régénération via la dégradation de la MEC par la
production de métalloprotéases comme MMP9, facilitant la migration des cellules

mésenchymateuses.

En conclusion, a ce jour, les données dont nous disposons sont les suivantes : i) Chez le poisson zébre,
les neutrophiles sont recrutés en réponse a une premiére production d’EAOs par les cellules
épithéliales et produisent a leur tour des EAOs indispensables a la régénération ; ii) chez la souris,
les neutrophiles sont indispensables a la réparation de I’épithélium intestinal et du foie via leur

226225 . mais rien n’a été démontré dans un contexte de

capacité a activer les macrophages
régénération ; iii) deux études réalisée chez la « souris » Acomys suggérent que la capacité de
phagocytose des neutrophiles est déterminante pour la régénération, et que le nombre de
neutrophiles est moins important 24h post-lésion chez une souris qui régénére que chez une souris

qui cicatrise.

Il est donc important de déterminer précisément les processus cellulaires et moléculaires a I'origine
du recrutement des neutrophiles, les mécanismes moléculaires par lesquels ils contrélent I'initiation
et le maintien de I'inflammation notamment leurs réles dans la polarisation des macrophages et le

déclenchement de I'efférocytose, au cours des processus de régénération chez les mammiféres.

° Les macrophages
De nombreuses études menées chez le poisson zebre, la salamandre, I'axolotl, la souris au stade post-
natal ou encore la « souris » Acomys démontrent que les macrophages sont des cellules indispensables
a la régénération. En effet, la déplétion de cette population cellulaire a I'aide de liposomes de

clodronate, inhibe la régénération spontanée 232233234,
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Figure 28. Expression d’IL13 au cours de la régénération de la moelle épiniére chez le poisson zébre.
Représentation schématique des résultats obtenus dans I'étude de Tsarouchas et coll. suggérant qu’une
expression intense, transitoire et au moment adéquat, d’IL1[3, permet la régénération de la moelle épiniére
chez le poisson zeébre. Une expression plus précoce d’IL1f et/ou prolongée dans le temps altére cette
régénération. (Adapté de Tsarouchas et coll. 2018).
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Bien que la présence de ces macrophages soit indispensable a la régénération, leur mécanisme
d’action demeure encore mal compris. Chez le Xénope au stade larvaire, il est montré que ces cellules
permettent la régénération en contrélant le remodelage de la MEC et le recrutement et I'apoptose
d’une population cellulaire particuliere, les cellules ROCs (Regeneration Organizing Cells) ; Identifiées
en 2019, elles sont naturellement présentes a I'état basal au niveau de I'épiderme de la queue du
Xénope et s’activent pour former I'épihtélium de fermeture, étape clef de la formation du blasteme,
comme nous I'avons présenté dans le chapitre 13723,

En comparant la souris « Acomys » a la souris Swiss, les travaux de Simkin et coll. montrent i) que le
nombre total de macrophages est similaire quel que soit le type de réparation, ii) que ces macrophages
persistent durant toute la période de régénération comme de cicatrisation, iii) que la souris Swiss
présente au niveau de la lésion une forte augmentation du nombre de macrophages de type pro-
inflammatoire, trois jours apres la Iésion par rapport a la souris Acomys, et iv) que ces macrophages
sont répartis dans toute I'oreille chez la souris Swiss, alors qu’ils se concentrent autour du blastéme
chez la « souris » Acomys’®. Cependant, cette étude descriptive ne permet pas de définir le role des
macrophages au cours de la régénération.

L'importance des macrophages a également été décrite chez la souris C57BL/6, dans un modéle de
lésion de l'extrémité du doigt (qui pour rappel, régénere spontanément). La déplétion des
macrophages entraine une inhibition de la réépithélialisation de I'extrémité du doigt, empéchant la
mise en place du blasteme et la régénération. Dans cette étude, il est également intéressant de noter
que l'augmentation du nombre de monocytes/macrophages sur le site de lésion suite a
I’administration de la chimiokine MCP1, ne modifie pas 'issue de la réparation, suggérant que le
nombre de macrophages n’est pas un élément déterminant?%.

Par ailleurs I'idée générale selon laquelle la réponse inflammatoire doit étre contrélée dans le temps
pour éviter qu’elle ne cause des dommages tissulaires supplémentaires, est de plus en plus présente
dans les discussions d’articles sans qu’elle ne soit réellement appuyée par des expériences précises
dans un contexte de régénération. Une seule étude menée chez le poisson zébre au stade larvaire s’est

attaquée a cette problématique?®. I’

utilisation de mutants confirme que I'absence de macrophages
diminue fortement la régénération de la moelle épiniere aprées section (la repousse neuronale reste
partielle et ne permet pas au poisson de récupérer une capacité de nage optimale). Chez ces mutants,
la cinétique d’expression des cytokines pro- et anti-inflammatoires est fortement perturbée. A 'aide
d’un jeu subtil d’outils pharmacologiques et d’approches moléculaires, combiné a [l'utilisation
d’animaux transgéniques, les auteurs démontrent que le controéle par les macrophages de l'intensité,

de la cinétique et de la durée du pic d’expression d’IL-13 par les neutrophiles conditionne la

régénération (Figure 28).
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En conclusion, méme si ces données restent encore trés descriptives, il ne fait aucun doute que les
macrophages sont nécessaires a la régénération chez les vertébrés, bien que les mécanismes n’aient

pas encore été décrits.

. La collaboration entre neutrophiles et macrophages
Bien gu’elle soit fortement suggérée dans différents travaux expérimentaux, une seule étude s’est
réellement intéressée a la collaboration entre les neutrophiles et les macrophages au cours des
processus de régénération. La collaboration la plus connue entre ces cellules au cours de
I'inflammation est la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages, aussi appelé
phénoméne d’efférocytose, dont nous avons parlé un peu plus haut dans ce chapitre. En 2016,
Horckmans et coll., ont suggéré que ce cette efférocytose pouvait intervenir lors de la régénération
cardiaque que I'on peut observer chez la souris quelques jours aprés la naissance!’®. Dans cette étude,
la déplétion de la population des neutrophiles inhibe i) le recrutement des monocytes sur la zone Iésée,
ii) la prolifération des cardiomyocytes et iii) in fine, la réparation cardiaque qui se traduit par la mise
en place d’une fibrose altérant fortement les capacités fonctionnelles de I'organe. In vitro, le
traitement des macrophages murins avec du surnageant issu de cultures de neutrophiles murins et
humains augmente les capacités d’efférocytose des macrophages. Des expériences complémentaires
in vivo et in vitro sont nécessaires pour mieux décrypter les mécanismes moléculaires sous-jacents a
cette collaboration et pouvoir éventuellement les cibler pour permettre la régénération aprés une

lésion chez le mammifére adulte.

iii Les médiateurs lipidiques et la régénération
Etant donné I'importance des médiateurs lipidiques dans la mise en place de I'inflammation et sa
résolution, il est intéressant d’évoquer les travaux récemment publiés par FitzSimons et coll. en 2020
sur la régénération cardiaque chez le poisson zébre?®. Une augmentation significative de la quantité
de PGE2 72h aprés lésion est nécessaire a la régénération cardiaque. En effet, I'inhibition
pharmacologique de la COX2 qui se traduit par une diminution de la quantité de PGE2 produite,
entraine l'inhibition de la prolifération des cardiomyocytes. L'effet bénéfique de cette prostaglandine
est aussi rapportée lors de la régénération de la queue chez le Gecko ainsi que lors des processus de
réparation du colon, du rein et du foie chez la souris®®’. Cibler sa synthése et/ou sa dégradation
pourrait donc se révéler une piste intéressante pour améliorer I'issue de la réparation d’un tissu ou

organe.
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2 Role clef du systeme immunitaire dans la cicatrisation

Les acteurs moléculaires et cellulaires impliqués lors des processus de cicatrisation sont
fondamentalement les mémes que ceux qui sont impliqués dans les processus de régénération.
Cependant, comme évoqué précédemment, quelques hypothéses commencent a émerger dans le but
d’expliquer pourquoi la réaction inflammatoire qui met en jeu les mémes molécules/cellules peut
aboutir a une cicatrisation ou a une régénération. La cinétique des événements et leur intensité
pourraient étre des éléments déterminants.

De plus, depuis plusieurs années il est proposé que la perte de la capacité a régénérer soit
concomitante a la complexification du SI, tant a I’échelle du régne animal ou a celle de la vie d’un
organisme (Figure 29). Cette complexification confére au Sl une performance incroyable, mais
également une certaine redondance qui participe a « verrouiller » son fonctionnement, dans le but de

réparer rapidement et efficacement tout dommage tissulaire, ce qui correspond a la cicatrisation.

En conclusion, suite a une lésion tissulaire, une réponse inflammatoire se met en place quelle que
soit I'issue de la réparation. La plupart des études suggéere que les acteurs moléculaires et cellulaires
impliqués au cours de la réponse inflammatoire (de sa mise en place a sa résolution) sont les mémes
dans les deux types de réparation tissulaire (cicatrisation, régénération). Ainsi, si I'implication de
nombreux éléments cellulaires et/ou moléculaires de la réponse inflammatoire a été étudiée de
maniére indépendante, il devient désormais absolument nécessaire de les étudier de maniere
beaucoup plus intégrée. Par ailleurs, chez le mammifere, il est nécessaire de prendre en compte la
présence d’un Sl adaptatif et son interaction avec le Sl inné, dans I'orientation de la réparation

tissulaire vers la régénération.

E Dialogue entre systéme nerveux et systéme immunitaire
Brievement dans cette derniere partie, il apparait important de souligner le fait que le SN et le Sl soient
guasiment indissociables, notamment au regard de leur constante communication bidirectionnelle,
aussi bien dans des conditions d’homéostasie, que lors d’une inflammation?3®. Le SN et le Sl sont de

véritables « senseurs » des changements.

1 Du systéeme nerveux vers le systéeme immunitaire
Les organes lymphoides et la moelle osseuse, siege de production et de maturation de nombreuses
cellules immunitaires, sont innervés par des fibres sympathiques adrénergiques. Cette innervation
régule les processus d’hématopoiése, comme la production et éventuellement la libération de cellules

progénitrices dans la circulation.
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Dans le cadre d’une lésion, et donc de la mise en place d’une réponse inflammatoire, il est clairement
décrit que les neuropeptides sécrétés en périphérie par les fibres sensorielles nociceptives,
majoritairement la substance P et le CGRP, qui, en agissant sur les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses, ont un effet vasodilatateur et permettent le recrutement de cellules immunitaires
au site de 1ésion'®*%° Ces neuropeptides peuvent également moduler directement I'activité des
cellules immunitaires. En effet, le CGRP a un effet immunosuppresseur, puisqu’aprés fixation de ce
dernier sur son récepteur CGRPRL associé a son co-récepteur Rampl, il entraine I'inhibition de la

sécrétion de TNFa et I'activation e la sécrétion d’IL-10 par les macrophages®*.

2 Du systeme immunitaire vers le systéeme nerveux
L'exemple le plus parlant est celui de la « soupe inflammatoire », générée par la production de diverses
molécules pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (que nous avons décrites plus haut dans ce
chapitre) par les cellules du Sl, au niveau du site de lésion. Ces molécules se fixent sur leurs récepteurs
présents notamment sur les terminaisons périphériques des fibres sensorielles. Cet aspect sera
développé plus loin dans le chapitre 4 : « La « soupe inflammatoire » générée lors d’'une inflammation

module I'activité des nocicepteurs ».

Il est donc important, lorsque nous focalisons notre attention sur I'inflammation mise en place au
cours des processus de régénération, de garder en téte son interaction avec la composante nerveuse,
et plus particulierement avec les nocicepteurs. Inversement, il est important lorsque I’on considére
le role du SN au cours des processus de régénération, de prendre en compte I'impact des cellules

immunitaires sur son activité.
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Points a retenir :

- En réponse a une agression tissulaire, trois phases se succedent : une phase d’hémostase, une
phase inflammatoire, une phase de résolution de I'inflammation. Ces étapes font intervenir de
nombreux acteurs cellulaires et moléculaires finement régulés et coordonnés dans le temps et
dans I'espace.

- 'ensemble de cette réponse inflammatoire repose sur le Sl inné et est déterminante dans
I'issue de la réparation (cicatrisation versus régénération).

- Parmi les acteurs de la réponse inflammatoire, I'identification de plusieurs éléments-clefs
impliqués a la fois dans les processus de régénération et de cicatrisation permet d’envisager de
manipuler ces « cibles » chez les especes incapables de régénérer, afin de promouvoir la

régénération.

A noter que la complexification du Sl au cours de la vie d’un individu ou au cours de I’évolution
au sens large est corrélée avec une perte de capacité de régénération, en faveur d’une

cicatrisation.
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Figure 30. Voies centrales (supra spinales) de la douleur.

Les nocicepteurs acheminent I'information nociceptive jusqu’a la moelle épiniére. Une sous-population de
neurones présente dans la moelle épiniere relaie cette information jusqu’au cortex somatosensoriel via le
thalamus. D’autres projections stimulent des neurones qui projettent vers le gyrus cingulaire et le cortex
insulaire via le noyau parabrachial (PB) et 'amygdale, impliqués dans la composante affective/émotionnelle
de la douleur (Fibres oranges). Les voies descendantes émanent de la substance grise périaqueducale (PAG)
et du rostral ventro medulla (RVM) (Adapté de Scherrer et coll. 2009)
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Chapitre IV. opioides

Suite a un dommage plus ou moins important de I'organisme, la prise en charge de la douleur qui y est
associée est un enjeu majeur. Parmi les molécules disponibles pour le corps médical, une famille
s’avere trés efficace et largement utilisée ; celle des opioides dont la molécule la plus connue est la
morphine?*24294 | es personnels soignants y ont en effet recours dans le monde entier pour minimiser
la douleur, qu’elle soit aiglie, chronique ou post-opératoire. Cependant, malgré I’administration quasi-
systématique des opioides, leur impact sur la réparation tissulaire aprés une lésion ou une ablation n’a
fait I'objet que de tres peu d’études. Dans ce chapitre, nous aborderons dans les grandes lignes i) les
mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu lors de la perception douloureuse, ii) le mode
d’action des opioides lors de la prise en charge de la douleur, et iii) les quelques études traitant de

I’effet des opioides sur les processus de réparation tissulaire.

| Nociception et douleur

La nociception correspond a I'’encodage de I'ensemble des signaux qui menacent I'intégrité du corps
et a leur transmission pour analyse, vers le cerveau. La détection de ces signaux d’alarme par les
nocicepteurs déclenche des réponses réflexes et comportementales (réflexes défensifs, réflexes
d’échappement afin de soustraire I'organisme au stimulus nocif, réflexes viscéraux) qui permettent la
sauvegarde de l'intégrité de I'organisme et qui sont généralement associées a la perception d’une
douleur.

Lors d’une agression tissulaire importante, il est donc logique d’envisager qu’un ou plusieurs messages
nociceptifs soient générés au niveau de la lésion et acheminés, par des voies nerveuses ascendantes,
jusgu’au cortex somatosensoriel du cerveau ou ils sont traduits en perception douloureuse. Certaines
des projections émanant des nocicepteurs engagent d’autres régions cérébrales, parmi lesquelles le
noyau parabrachial, 'amygdale, I’hypothalamus ou encore le thalamus, toutes impliquées dans la
composante émotionnelle de la douleur (Figure 30). Des voies nerveuses descendantes inhibitrices
issues du cerveau (émanant de la substance grise périaqueducale et du rostral ventro medulla : Figure
30), peuvent moduler localement la transmission des informations nociceptives au niveau médullaire

(Figure 31).
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Figure 31. Voies ascendantes et descendantes impliquées dans la sensibilité nociceptive.

CGRP, calcitonin gene-related peptide; DRG, dorsal root ganglion; DOPR, delta opioid receptor; DYN,
dynorphin; END, B-endorphin; ENK, enkephalin; KOPR, kappa opioid receptor; MOPR, mu opioid receptor;
MrgD, Mas-related G protein—coupled receptor member D; NF, neurofilament; NOC, nociceptin/orphanin
FQ; NOPR, nociceptin opioid receptor; Ret, Ret proto-oncogene; TrkC, tropomyosin receptor kinase C;
TRPV1, transient receptor potential cation channel subfamily V. member 1 (Scherrer et coll. 2018).
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A Mécanismes moléculaires a I’origine de la nociception
1 Genése d’'un message nociceptif au niveau des nocicepteurs
Pour rappel, les nocicepteurs sont des fibres afférentes de type Ad ou C répondant a différents stimuli
mécaniques, thermiques ou chimiques, avec des seuils de sensibilité variables mais élevés. Les
nocicepteurs Ad sont spécialisés dans la détection d’un seul stimulus alors que les fibres C sont, elles,
polymodales. La détection des différents stimuli nocifs est assurée par des canaux ioniques, nombreux
et variés, présents au niveau des terminaisons des nocicepteurs. Ces canaux sont en général des
canaux cationiques, appartenant a différentes familles telles que les canaux TRPV, TRPM, TRPA, TREK,

ASICs etc (Figure 32)24372%,

Malgré toute cette hétérogénéité, les mécanismes moléculaires a I’origine de la création d’'un message
nociceptif sont les mémes. L’activation de ces canaux conduit a leur ouverture et a une entrée de
cations ayant pour conséquence la dépolarisation de la membrane et la génération d’un potentiel de
récepteur. On a longtemps pensé que ces canaux ioniques étaient spécifiques d’un stimulus. En réalité,
ils sont trés souvent capables de détecter plusieurs stimuli (notamment les stimuli chimiques) et
peuvent étre activés par des ligands endogénes « non nocifs » (tels que la N-acyl-Taurine ou 'acide
arachidonique...)**®¥7_ Enfin, ces canaux ont la capacité i) de s’hétéromériser et ii) d’interagir avec des
récepteurs couplés a des protéines G, interaction qui peut conduire a I'activation du canal en absence
du stimulus nocif, ou du moins en quantité inférieure au seuil ; ce type d’interaction joue un role
fondamental lors de I'inflammation a laquelle est associée la douleur inflammatoire.

Si I'amplitude du potentiel de récepteur généré est suffisante, elle entraine par la suite I'ouverture de
canaux sodiques et potassiques voltage-dépendants aboutissant a la génération d’un potentiel
d’action et a la remontée de I'information nociceptive le long de I'axone du nocicepteur jusqu’a la
moelle épiniére (Figure 32B)***%2, Parmi les nombreux canaux sodiques voltage-dépendants présents
dans les neurones sensoriels, les canaux Nav1.8 et Nav1.7 jouent un role important dans la genése de
messages nociceptifs. En effet, en raison de mutations dans le géne codant pour le canal Navl.7,
certaines personnes sont insensibles a la douleur?®%%° ; ce phénotype a été retrouvé chez la souris
apres invalidation de ce canal. De la méme facon, des souris invalidées pour le canal Nav1.8 présentent

une réponse extrémement atténuée 3 une stimulation mécanique intense?*%2°1,
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Figure 32. Canaux ioniques et activation des nocicepteurs.

(A) Tableau récapitulatif des différents canaux ioniques et leur sensibilité aux différents types de stimuli
nociceptifs (températures extrémes, pressions intenses, produits chimiques irritants. (B) Activation des
voies de signalisation en aval des différents canaux ioniques, générant un potentiel de récepteur, puis un
potentiel d’action aprés activation de canaux voltages dépendants (Hwang et coll. 2007).
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2 La « soupe inflammatoire » générée lors d’'une inflammation module
I’activité des nocicepteurs

Suite a une agression tissulaire, la courbe de l'intensité inflammatoire se superpose a celle de la
perception douloureuse. Les cellules Iésées et les cellules immunitaires a I'origine de la réponse
inflammatoire générent en effet de nombreuses molécules qui peuvent agir sur les terminaisons
nerveuses périphériques des nocicepteurs. L'ensemble de ces molécules constitue ce qu’on appelle
communément la « soupe inflammatoire » (Figure 33) qui comprend les PAMPs et les DAMPs, les
EAOs, I'histamine, la bradykinine, les médiateurs lipidiques tels que la PGE; ou le LTB4, des cytokines
(TNFa,, 'IL-1B, I'IL-6...), 'adénosine, 'ATP, les protons ou encore le NGF?*,
De maniére générale, les molécules de cette « soupe inflammatoire » entrainent une diminution du
seuil d’activation des canaux sensibles aux stimuli nocifs et dong, in fine, augmentent la sensibilité du
nocicepteur. Ces nocicepteurs portent entre autres, le récepteur EP1-4 a la PGE;, le récepteur gp130
al'lL-6, ou encore le récepteur IL-1R a I'lL-13. Par exemple, L’IL-6, en se fixant sur son récepteur gp130
induit I'augmentation de I'expression des canaux TRPA1 et TRPV1%522%3, |’activation de I IL-1R par I'IL-
1B, entraine, elle, la phosphorylation de la voie p38 MAPK en aval des canaux sodium Nav1.8, induisant
une augmentation du nombre de potentiels d’action, et cette activité neuronale intense génére une
hyperalgésie mécanique et thermique®*. Aussi, notons que leurs seuils de sensibilité a ces différents
stimuli peuvent étre plus faible, si I’exposition est prolongée.
La sensibilisation des nocicepteurs par ces molécules peut se faire de différentes facons : Les EAQS, les
protons et les lipides sont capables d’interagir directement avec les canaux sensibles aux stimuli nocifs
et modifier leur fonctionnement. Ainsi, la production d’EAOs ou la libération de médiateurs lipidiques
active les canaux ASICs et TRPV1. D’autres molécules agissent sur les nocicepteurs en se liant a leurs
récepteurs membranaires présents sur les terminaisons nerveuses. Une interaction directe entre le
récepteur membranaire activé et un canal sensible aux stimuli nocifs peut étre aussi possible (par

exemple, entre le récepteur B2 a la bradykinine et le canal TRPA1)?®,

B Méthodes d’évaluation de la douleur
Beaucoup d’outils ont été développés pour évaluer la perception douloureuse chez I'animal. Parmi
ceux-ci, la méthode la plus classique est le test de Von Frey. Celui-ci consiste en I'application avec une
force constante, d’un filament de diametre croissant au niveau de la patte d’une souris préalablement
placée sur une grille (Figure 34A). Chaque retrait de la patte par la souris lorsque le filament est
appliqué, est comptabilisé, et donne accés a un score de douleur. Plus la souris est sensible a la

douleur, plus le nombre de retraits est important.
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Figure 33. Action des médiateurs périphériques de I'inflammation sur les terminaisons des nocicepteurs.
Une lésion tissulaire conduit a la sécrétion de différents médiateurs inflammatoires. Ces médiateurs se
fixent sur leurs récepteurs spécialisés, localisés sur les terminaisons nerveuses périphériques des
nocicepteurs. lls modulent l'activité des nocicepteurs, ce qui peut conduire a I'induction d’'un message
nociceptif (Adapté de Scherrer et coll. 2009).
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Il est également possible de se baser sur I'expression faciale des souris pour évaluer leur perception
douloureuse (Grimace Scale)?®®. Pour cela, les animaux sont généralement placés dans des cubes
équipés d’une caméra qui enregistre leurs expressions faciales. Des logiciels de reconnaissance faciale
permettent une analyse non biaisée de I'image, prenant en compte différents parametres tels que la
fermeture des yeux, le renflement du nez, le renflement des joues, la position des oreilles et le
changement de position des moustaches. Cette analyse permet de calculer un score, allant de 0 a 2;
le score de 0 correspond une expression faciale inchangée, reflétant une absence de douleur, le score
de 1 correspond a une modification limitée de I'expression faciale, reflétant une douleur modérée et
enfin le score de 2 correspond a une modification importante de I'expression faciale, reflétant une
perception douloureuse intense (Figure 34B).

D’autres tests peuvent étre utilisés en complément pour évaluer la douleur, comme la plaque
chauffante ou I'open field. Dans le test de la plaque chauffante, deux parametres sont mesurés : la
latence avec laquelle la souris se léche pour la premiere fois et la latence avec laquelle la souris essaie
de sauter de la plague pour échapper au stimulus douloureux. Plus la douleur est intense, plus les
temps de latence pour ces deux comportements sont courts. Dans le test de l'open field, des
détecteurs de mouvement évaluent sur une durée donnée, la locomotion de la souris ainsi que le
nombre de fois ol elle se leche (ce comportement reflete la douleur ressentie par la souris). Ainsi, plus
la douleur est intense, plus le nombre de Iéchages de la souris est élevé et moins sa locomotion est
active.

Chez ’lhomme, la douleur est évaluée a I'aide d’une échelle scorée, sur laquelle le patient positionne
sa douleur. Il existe aussi des méthodes qui permettent de s’affranchir de la subjectivité du patient en
utilisant les réflexes physiologiques mis en jeu lors d’une perception douloureuse. C’est le cas de la
pupillométrie qui consiste a prendre en photo, a I'aide d’'une caméra infrarouge, la pupille de I'ceil et
d’en calculer le diametre (Figure 34C) ; le changement du diamétre pupillaire étant sous le contréle du
SNP autonome. Plus la douleur et intense, plus la pupille du patient est dilatée (mydriase), et
inversement, une absence de douleur est reflétée par une pupille rétractée (myosis) (Figure 34D). Ce
dispositif est notamment utilisé pour ajuster les doses de morphine en période post-opératoire. Il
permet de prendre en compte la variabilité interindividuelle de sensibilité aux molécules de la famille
des opioides ; il évite ainsi leur surdosage et in fine, limite les phénoménes d’accoutumance a ces
produits. Notons que cette méthode peut également étre utilisée chez la souris chez qui la douleur
entraine a l'inverse de I’'homme, une rétractation de la pupille, tandis qu’une analgésie provoque une

dilatation de la pupille (Figure 34D).

La prise en charge de la douleur aprés une lésion tissulaire ou ablation d’un organe est assurée,

depuis des décennies, par des molécules de la famille des opioides. Nous allons succinctement
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Figure 34. Méthode d’évaluation de la sensibilité nociceptive.

(A) Dispositif du test de von Frey. (B) Echelle d’évaluation de I'expression faciale chez la souris. Score O:
expression faciale inchangée = absence de douleur, score 1: modification de I'expression faciale limitée =
douleur modérée, score 2: modification importante de I'expression faciale = douleur intense (Matsumiya et
coll. 2012). (C) Dispositif Neurolight (IDMED) permettant de mesurer la pupillométrie. (D) lllustration de la
variation de la taille de la pupille chez la souris et chez 'homme.
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présenter ce systeme, en évoquant les différents ligands, les récepteurs et les voies de signalisation

moléculaire associées.

Il Les opioides
A Opioides endogénes et exogénes

Il existe 4 familles d’opioides endogenes : les endorphines, les enképhalines, les dynorphines et les
nociceptines/orphanines?*3,%’. Dans tous les cas, il s’agit de peptides plus ou moins longs,
principalement synthétisés et libérés par des populations neuronales bien identifiées au niveau du
SNC%’. A c6té de cette production neuronale, les cellules immunitaires, notamment dans un contexte
inflammatoire, peuvent synthétiser des opioides et les libérer dans le milieu extracellulaire?®®, En effet,
lors d’une inflammation, les neutrophiles qui arrivent les premiers sur le site de lésion constituent la

premiére source d’opioides endogénes®®.

Par la suite, les monocytes, les macrophages et les
lymphocytes T et B peuvent également sécréter des opioides?°. Par leur fixation & des récepteurs
présents sur les terminaisons périphériques des nocicepteurs, ces opioides endogénes exercent un
effet analgésique dans un contexte inflammatoire?%%°, La déplétion spécifique de la population de

260259 " entraine une

granulocytes ou de monocytes/macrophages dans un contexte d’inflammation
diminution significative de I'analgésie post-inflammatoire, alors que I'injection locale de ces cellules
) o 261 , s ) . e . . .

permet de restaurer |'effet analgésique®*. Cette sécrétion d’opioides par les cellules immunitaires
souligne leur caractere ambivalent car ce sont elles qui produisent les molécules de la soupe
inflammatoire « pro-analgésique ».

Les opioides endogénes sont tous issus de pro-peptides, clivés par des enzymes spécifiques pour
générer les 4 formes actives différentes d’opioides endogénes connus. Toutes ces molécules

contiennent la séquence pentapeptidique opioide Tyr-Gly-Gly-Phe-X en position N terminale

responsable de leur activité analgésique.

1 Les endorphines
Les endorphines sont générées a partir d’'un grand précurseur peptidique de 267 acides aminés, la
POMC (pro-opiomélanocortine). Le gene codant pour la POMC est exprimé par deux populations
neuronales localisées dans le noyau arqué (hypothalamus) et dans le noyau du tractus solitaire (tronc
cérébral), ainsi que par les cellules hypophysaires corticotropes et mélanotropes et certaines cellules
du SI (parmi lesquelles les neutrophiles, les monocytes et les macrophages)?*°. La POMC est clivée en
plusieurs peptides, dont la B-endorphine (1-31), I'a-endorphine (B-endorphine 1-16), et la y-
endorphine (B-endorphine 1-17). Ces peptides ont des séquences peptidiques trés proches et

contiennent tous la séquence pentapeptidique opioide avec un résidu méthionine en position 5. La -
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endorphine est I'endorphine la plus stable et présente le plus fort pouvoir analgésique. Elle se fixe
préférentiellement sur les récepteurs p (aussi appelé MOR pour mu opioid receptor), et dans une
moindre mesure aux récepteurs d (aussi appelé DOR pour delta opioid receptor) et k (aussi appelé KOR

pour kappa opioid receptor)*2,

2 Les enképhalines
Les enképhalines sont issues de la pro-enképhaline synthétisée dans plusieurs régions du SNC (comme
I’hypothalamus, 'amygdale et la moelle épiniere), mais également au niveau du SNP, (par exemple
dans le tractus digestif), ou au niveau du systéme endocrinien, ou encore des cellules du SI
(notamment par les neutrophiles, monocytes et macrophages)?%2*°, Le clivage de la pro-enképhaline
génere différents peptides tous de petite taille (5 a 8 acides aminés) : la Met-enképhaline, la Leu-
enképhaline, I'octapeptide et I'heptapeptide. Ces enképhalines exercent leurs effets principalement
via les récepteurs 5 et 1 (avec un peu moins d’affinité) et ont une trées faible affinité pour les récepteurs
k*%. En plus de leurs effets analgésiques, ces enképhalines présentent de nombreuses autres
propriétés. En effet, elles peuvent intervenir au cours des processus d’angiogenese, de régulation de
la pression artérielle, de I'appétit, de I’'hypoxie, de l'inflammation ou encore de la réparation
tissulaire?64224285 Notons que la met-enképhaline (contenant 5 acides aminés) peut également jouer

le réle de facteur de croissance : on I'appelle alors OGF (Opioid Growth Factor)?®®.

3 Les dynorphines
Les dynorphines sont issues du clivage de la pro-dynorphine synthétisée quasi-exclusivement dans le
cerveau. On distingue la dynorphine-A, la dynorphine-B et I'a-néoendorphine qui différent des
endorphines et de la [Met]-enképhaline par un résidu leucine en position 5 de la séquence

pentapeptidique opioide. Les dynorphines se lieront préférentiellement aux récepteurs 1>’

4 La nociceptine
La nociceptine, aussi appelée orphanine FQ, est dérivée de la pré-pro-nociceptine synthétisée par les
neurones du SNC, mais aussi par les cellules du S| (au moins par les neutrophiles)?®,2°, Ce peptide a
été identifié en 1995, comme étant le ligand endogéne du dernier récepteur aux opioides découvert,
le récepteur ORL1 (pour opioid receptor like 1). Ce dernier est présent dans différentes régions du
cerveau et de la moelle épiniére, ainsi qu’au niveau des cellules musculaires lisses et des cellules
immunitaires (parmi lesquels, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages)?’°. La séquence
pentapeptidique N-terminale de la nociceptine est la méme que celle des autres opioides mais contient

un résidu thréonine en position 5. Notons que si la nociceptine est trés affine pour le récepteur
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ORL1?"%, elle peut aussi se fixer sur les récepteurs p, 8 et k avec, néanmoins, une affinité plus faible

gue les autres opioides endogenes.

5 Les opioides exogénes
L’opioide exogéne le plus connu, la morphine, a été isolé pour la premiére fois en 1805 par Serturner?’2,
La morphine est un alcaloide dérivé de I'opium, utilisé depuis des décennies dans le cadre de la prise
en charge de douleurs aiglies, chroniques et péri-opératoires. L’action de la morphine est complexe ;
cette molécule agit a la fois sur les terminaisons nerveuses des nocicepteurs au niveau du SNP ainsi
gue dans le SNC au niveau de la moelle épiniére, du tronc cérébral et du cerveau. Son action principale
passe par les récepteurs p, bien qu’elle soit également capable de se fixer aussi sur les récepteurs d et
K. Alors que son administration est quasi systématique pour la prise en charge de la douleur chez
I’'hnomme, la morphine présente une liste conséquente d’effets secondaires. En effet, elle peut
entrainer des dépressions respiratoires, des troubles digestifs (nausées, constipation), ou encore de
I’hypotension?’>%4!, De plus, il est rapporté une forte désensibilisation a cette molécule qui conduit a
la diminution de son effet analgésique pour une méme dose donnée, et donc a la nécessité
d’augmenter les doses administrées?’®. Au-dela de tous ces effets, I'effet secondaire majeur lié a la
prise de morphine, est la dépendance. Celle-ci nécessite la mise en place d’un sevrage bien encadré
afin d’éviter I'apparition de troubles physiques et psychiques associés a I'arrét de I'administration de
morphine. Enfin, la morphine peut agir sur les cellules immunitaires dotées de récepteurs aux opioides

(c’est-a-dire quasiment toutes les cellules immunitaires) et avoir un effet immunosuppresseur?”.

B Récepteurs aux opioides et signalisation intracellulaire
1 Historique et présentation des récepteurs aux opioides
Alors que la présence de récepteurs aux opioides a été suspectée dés les années 1950, seules des
expériences de liaison de ligands radioactifs sur des homogénats de cerveaux de rongeurs réalisées
par Snyder et coll en 1973 ont véritablement démontré leur existence?’®. Les récepteurs aux opioides
appartiennent tous a la super famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires, aussi appelés
récepteurs couplés a une protéine G (RCPG). Il en existe 4 isoformes codées par des genes localisés sur
des chromosomes différents : le récepteur L codé par le géne Oprm1, le récepteur & codé par le gene
Oprd1, le récepteur k codé par le gene Oprkl et le récepteur ORL1 codé par le géne Oprll. Ces
récepteurs restent trés conservés au cours de I'évolution?’”. La similarité structurale entre les
récepteurs L, d et k est significativement plus importante chez les invertébrés que chez les vertébrés,

suggérant que ces récepteurs sont devenus plus sélectifs d’un ligand donné au cours de I’évolution.
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Figure 35. Signalisation moléculaire de la nociception.

(A) Effets pré- et post-synaptiques des opioides lors de la transmission de I'information nociceptive. A
Gauche, le stimulus nociceptif déclenche un potentiel d’action le long du nocicepteurs du ganglion dorso
rachidien entrainant le relargage de neurotransmetteurs vers le neurone spinal. A droite, I'activation des
récepteurs aux opioides au niveau du nocicepteur inhibe le relargage de neurotransmetteurs et entraine
une hyperpolarisation de la membrane du neurone spinal. (B) Signalisation et internalisation du récepteur
aux opioides via la voie des B-arrestines (Scherrer et coll. 2018).
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Au-dela de ces similarités, il existe de nombreux variants d’épissage de ces 4 récepteurs. Chez la souris
par exemple, plus d’une vingtaine de variants différents a été identifiée pour le récepteur p?%? 27,

Les génes codant pour ces récepteurs sont exprimés en grande majorité par des neurones localisés
dans le SNC, notamment dans le noyau accumbens et la moelle épiniére, et dans le SNP. Les
nocicepteurs sont ainsi pourvus de ces récepteurs au niveau des terminaisons axonales spinales et
périphériques. En plus de cette localisation dans le SN, il est maintenant bien décrit que les cellules
immunitaires (neutrophiles, monocytes, macrophages ou encore lymphocytes) ou encore des cellules

mésenchymateuses, sont porteuses des récepteurs aux opioides?’®,%,

2 Cascades de signalisation mises en jeu aprés activation des récepteurs aux

opioides.

i Généralités
L'activation des récepteurs aux opioides que ce soit au niveau périphérique ou central, a pour
conséquences d’inhiber la perception douloureuse (Figure 35A). Les trois types de récepteurs aux
opioides sont majoritairement couplés a des protéines G de type o, ou . Leur activation entraine
donc une inhibition de I'adénylate cyclase, empéchant ainsi i) la génération d’AMPc intracellulaire et
ii) I'activation de la protéine kinase A (PKA). Les récepteurs aux opioides peuvent également engager
la voie de signalisation des MAPK aprés activation de la phospholipase C%!. Enfin, I'activation de la
protéine kinase B (Akt) et de ses effecteurs, dont fait partie ERK, conduit également a la modulation
de la signalisation opioides en aval des récepteurs aux opioides?2,
Par ailleurs, les RCPGs de maniere générale sont connus pour se désensibiliser tres rapidement, en
réponse a une action prolongée ou répétée de I'agoniste sur son récepteur. Cette désensibilisation se
traduit par l'internalisation du récepteur et sa dégradation ou son ré-adressage a la membrane
plasmique. Les récepteurs aux opioides ne dérogent pas a cette régle via des mécanismes ubiquitaires
tels que la phosphorylation par une GRK (G protein-coupled Receptors Kinase) et I’association avec
une P-arrestine®®®. La fixation de cette derniére au récepteur provoque un découplage
récepteur/protéine G associée, et I'internalisation du récepteur dans des vésicules, aprés recrutement
de la clathrine ou encore du complexe AP-2. Les récepteurs séquestrés dans les vésicules sont ensuite

dirigés vers les lysosomes pour étre dégradés ou vers des endosomes pour étre recyclés (Figure 35B).

i Conséquences cellulaires sur le nocicepteur
La fixation des opioides sur leurs récepteurs conduisant a I'inhibition de la voie AMPc/PKA (voie
principale), elle modifie par conséquent la régulation (ouverture/fermeture) des canaux calciques et

donc lactivité du nocicepteur. A terme, cela engendre une inhibition de I'ouverture de canaux
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calciques voltage-dépendants et/ou une augmentation de I'ouverture de canaux potassiques GIRK (G
protein-regulated Inward Rectifying K* channels), conduisant dans les deux cas a I’hyperpolarisation
de la cellule®®*. Pour le nocicepteur, cela se traduit par une diminution voire I'arrét de la transmission
de l'information douloureuse au niveau spinal et une inhibition du relargage de neuropeptides
(substance P et/ou CGRP) au niveau des terminaisons neuronales périphériques?> (présenté dans le
chapitre 2). Chez le chat par exemple, I'administration intraveineuse de morphine aprés stimulation
des nerfs de la pulpe dentaire (au niveau du SNP), inhibe la libération de substance P par la terminaison
nerveuse périphérique des nocicepteurs?®. Par ailleurs, il a été proposé que l'inhibition du relargage
du CGRP, soit liée a I'inhibition de la voie de la PGE; (pro-inflammatoire) par la morphine, étant donné
gue le traitement de ganglions rachidiens dorsaux in vitro avec de la morphine, inhibe a la fois la voie

de signalisation du récepteur a la PGE; et le relargage de CGRP?’.

Les cellules immunitaires, et notamment les macrophages®®, peuvent elles aussi sécréter de la
substance P et du CGRP. En effet, Ma et coll. montrent que le traitement in vitro des macrophages
avec du LPS (Lipopolysaccharide), qui les oriente vers un profil pro-inflammatoire, stimule la sécrétion
de CGRP%8, || a également été démontré que les cytokines pro-inflammatoires de maniére générale
(par exemple IL-1B, IL-6) peuvent induire la sécrétion de ces neuropeptides par les macrophages'®'.
Ces derniers portant aussi des récepteurs aux opioides, ceux-ci peuvent donc moduler la sécrétion de
neuropeptides par les macrophages de la méme facon que sur les nocicepteurs.

Ainsi, apres une lésion, I'administration d’opioides exogenes (morphine) doit modifier la quantité de

neuropeptides libérés en périphérie par les nocicepteurs et/ou les cellules immunitaires.

Apres cette revue succincte des différents opioides, de leurs récepteurs ainsi que de leurs modes
d’actions, nous allons nous intéresser a leurs interactions avec le Sl dans un contexte inflammatoire

post-lésionnel.

C Effets des opioides sur la réponse inflammatoire
En 1979, Wybran et coll, font état, pour la premiére fois, d’un effet immunosuppresseur des opioides,
en montrant que l'administration de morphine inhibe la formation de « rosettes immunes »
(association entre des lymphocytes T humains et des globules rouges de moutons préalablement
incubés avec des antigénes), reflétant I'incapacité des lymphocytes a produire des anticorps?892%°,
Cette inhibition disparait avec I'administration de Naloxone, un inhibiteur pharmacologique des

récepteurs aux opioides. Depuis cette premiére étude, la liste des effets immunosuppresseurs des

opioides s’est allongée, incluant des effets inhibiteurs sur le recrutement des cellules du Sl inné, sur la
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production d’EAOs, et une stimulation de la polarisation des macrophages vers un profil anti-

inflammatoire?®12%2,

1 Effet sur le recrutement de cellules immunitaires
L'une des actions principales des opioides sur la réponse inflammatoire consiste en I'inhibition du
recrutement des cellules immunitaires au site de Iésion. En effet, dans un modéle de lésion dorsale
cutanée chez la souris, un traitement prolongé avec de la morphine inhibe le recrutement de
neutrophiles et par conséquence entraine une diminution du nombre de macrophages dérivés des
monocytes circulants, au site de lésion 2°3. Plus précisément, certaines études révélent que l'utilisation
d’agonistes spécifiques des récepteurs aux opioides 6 et/ou p, portés par les cellules immunitaires
entraine I'inhibition du recrutement des neutrophiles, monocytes et macrophages humains et murins,

29429 |3 morphine entraine ainsi

par une inhibition des voies de signalisation chimiotactique
I'inhibition de I'expression de différents facteurs chémoattractants sécrétés par les cellules
immunitaires résidentes aux abords du site de lésion, nécessaires au recrutement des neutrophiles et

les monocytes?®.

2 Effet sur la production d’espéces actives de I’'oxygéne (EAOs)
Les neutrophiles, qui sont les producteurs majoritaires d’EAOs lors de I'inflammation, expriment les
trois sous-types de récepteurs aux opioides, p, O et Kk, chez 'homme comme chez la souris. Le
traitement in vitro de neutrophiles humains avec des fragments d’E.Coli entraine une forte production

297 Méme si les mécanismes moléculaires précis ne

d’EAOs qui peut étre inhibée par de la Morphine
sont pas décrits, il est envisageable que la signalisation en aval du récepteur aux opioides puisse
moduler directement l'adressage de la NOX a la membrane plasmique. En effet, des facteurs
moléculaires sont communs aux voies de signalisation des récepteurs aux opioides et de la NOX (PKB,
Akt/ERK). Nous pouvons donc imaginer que I'inhibition de la voie Akt/ERK induite par la fixation des
opioides sur leurs récepteurs puisse étre a I'origine de I'inhibition de I'adressage des sous unités de la
NOX2 séquestrées dans le cytoplasme a I'état inactif (normalement adressées a la membrane
notamment par cette voie Akt/ERK). Appliqué a un contexte de régénération, méme si cela ne montre
pas un effet direct des opioides sur les cellules immunitaires, nous avons été les premiers a montrer
gu’un agoniste des récepteurs aux opioides, le Tramadol, est capable d’inhiber la production d’EAOs
post-lésionnelle in vivo tandis que I'administration post-lésionnelle d’un antagoniste des récepteurs
aux opioides, la Naloxone-Méthiodide, induit une production massive d’EAOs, et ceci chez la souris

adulte?®.
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3 Effet sur la phagocytose
Il a été montré, in vitro et in vivo, que les opioides (morphine, leu-enképhaline et met-enképhaline)
peuvent inhiber I'activité de phagocytose des macrophages et que cet effet est réversé par la
naltrexone, un antagoniste non spécifique des récepteurs aux opioides?*®3%, Plus précisément, des
expériences réalisées in vitro, révélent que la fixation de la morphine sur les récepteurs p et y portés
par les macrophages, bloque I'activité du récepteur Fcy qui est directement impliqué dans

I'internalisation des pathogénes extracellulaire3’l.

Une autre étude a confirmé I'implication du
récepteur pdans le contréle des processus de phagocytose, puisque contrairement a des macrophages
classiques, des macrophages invalidés pour le récepteur pL sont capables de phagocytose lorsqu’ils sont

traités a la morphine in vitro3®,

Il Implication des opioides au cours des processus de réparation tissulaire

La plupart des études relatives a I'effet des traitements opioides sur la réparation tissulaire a été
réalisée dans des modeéles de cicatrisation de la peau. Seules trois études s’intéressent a I'effet des
opioides sur les processus de régénération. Deux d’entre elles concernent la régénération de
I’épithélium pancréatique dans le cas d’une pancréatite induite chez la souris®® et dans ces deux
études, la morphine empéche la régénération. La troisieme étude, qui date de 1973, montre qu’un
traitement avec la Naloxone (antagoniste des récepteurs aux opioides) chez la salamandre accélére la
régénération de la patte a la suite d’une amputation, suggérant un effet délétére des opioides
endogenes sur la régénération. A ce jour, aucune autre étude ne s’est intéressée a l'impact des
opioides sur la régénération, que ce soit chez la salamandre ou chez d’autres especes capables de

régénération spontanée.

Dans un modele murin de lésion cutanée (donc de cicatrisation de la peau), une étude, parue en 2010,
montre que I'administration chronique de Morphine entraine un retard dans la fermeture de la plaie.
Les auteurs suggérent que cet effet soit dii a une inhibition du recrutement des cellules immunitaires
sur le site de lésion, notamment de la migration des neutrophiles, suite a I'activation du récepteur p
porté par les cellules immunitaires?®. En effet, un traitement a la morphine inhibe la migration des
neutrophiles in vitro, tandis qu’il n’entrave pas les processus de cicatrisation chez une souris invalidée
pour le récepteur L.

Toujours dans le contexte de lésion cutanée, quelques études se sont intéressées a I'impact d’un
traitement a la morphine chez la souris en considérant un acteur supplémentaire : les neuropeptides

sécrétés par les fibres sensorielles afférentes®®30330% par exemple, aprés une lésion cutanée dorsale
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chez le rat, I'administration topique de morphine retarde significativement la fermeture de la plaie3®
alors que I'ajout de substance P dans le gel d’application permet de récupérer une vitesse de fermeture
semblable a celles des souris contréles non traitées. Le méme groupe a aussi montré que i) la
destruction des nocicepteurs TRPV1* par un traitement a la capsaicine entraine un retard de
cicatrisation, ii) I'ajout de morphine ne potentialise pas I'effet de cette dénervation, suggérant que
I'effet de la morphine sur la cicatrisation cutanée est dépendant des nocicepteurs, iii) la morphine
inhibe I'expression des récepteurs a la substance P par les cellules immunitaires, qui sont
indispensables a la régénération (présenté dans le chapitre 3)3%.

Enfin, une étude visant a évaluer I'impact des traitements opioides sur la vitesse de guérison de plaies
chroniques, a été réalisée sur 450 patients en 2017%%*. || est apparu que les patients traités avec une
dose de morphine supérieure a 10mg/kg, ont une cicatrisation des plaies cutanées significativement
retardée?®®, comme cela avait été observé dans les différents modéles animaux?®*.

De nouveau, il est important de rappeler que la fermeture d’une plaie cutanée ne peut étre considérée

comme une régénération a proprement parler, niles poils ni les glandes dermales n’étant reconstitués.

Points a retenir :

Lors d’une agression tissulaire, le tissu ou I'organe lésé subit une stimulation sensorielle intense. Cette
stimulation, couplée a la sécrétion des facteurs liés a la réponse inflammatoire, active les nocicepteurs
du SNP, qui initient un message nociceptif a I'origine de la perception douloureuse au niveau du SNC.
Cette douleur est communément prise en charge par I'administration de morphine qui présente un
pouvoir analgésique tres puissant. Cet opioide agit principalement sur :

- Les nocicepteurs. La morphine, en induisant leur hyperpolarisation, bloque la transmission
du signal nociceptif au niveau spinal et inhibe la sécrétion périphérique de neuropeptides tels que la
substance P et le CGRP qui participent normalement a la mise en place de la réponse inflammatoire.

- Les cellules immunitaires. La morphine a un effet immunosuppresseur, elle inhibe i) le
recrutement des cellules immunitaires sur le site de lésion/infection, ii) la production d’EAOs
responsable de la mort des neutrophiles et iii) et I'’efférocytose des neutrophiles par les macrophages.

- La cicatrisation. Un nombre limité d’études indique que la morphine, administrée localement

ou en systémique, retarde la fermeture des plaies cutanées.

Considérant le réle primordial de I'innervation et des cellules immunitaires au cours des processus de
régénération (chapitre 2 et 3 respectivement), nous avons voulu évaluer dans quelle mesure les
opioides agissent sur ces deux systéemes, pour inhiber les processus de régénération chez le

mammifére.
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Etude expérimentale

OBJECTIFS DE L’ETUDE EXPERIMENTALE
L'identification des mécanismes inhibiteurs de la régénération représente un enjeu majeur dans le
domaine de la médecine réparatrice. Alors que l'utilisation des opioides faisait déja I'objet de

305273 ‘nous avons récemment publié

nombreuses critiques dues a leurs nombreux effets secondaires
des résultats novateurs révélant leurs effets inhibiteurs sur la régénération tissulaire et ce, quelle que
soit leur origine, endogéne ou exogéne??*, En effet, nos travaux montrent que la régénération tissulaire
spontanée observée chez la souris MRL est inhibée lorsque les animaux sont traités avec du Tramadol,
un agoniste des récepteurs P aux opioides. A linverse, chez la souris C57BL/6 incapable de
régénération spontanée, I'administration de Naloxone Meéthiodide (NalM), un antagoniste non
spécifique des récepteurs aux opioides, permet de déclencher la régénération. Dans ce modéle de
régénération induite (souris C57BL/6 traitée a la NalM), nous montrons qu’une production importante
d’EAOs a lieu dés les premieéres heures apres la lésion et que celle-ci est indispensable a la
régénération, comme c’est le cas chez I'hydre et le poisson zébre’”’8, Ces résultats ont été obtenus
dans un modele d’ablation massive du tissu adipeux sous-cutané chez la souris adulte et retrouvés
dans le modele caractéristique de lésion de la nageoire caudale du poisson zébre, suggérant donc tres

fortement I'universalité de I'effet inhibiteur des opioides sur la production post-lésionnelle, précoce,

intense et bréve d’EAOs, indispensable a la régénération tissulaire.

Historiquement, les opioides sont connus pour leurs puissants effets analgésiques. Outre cet effet, de
plus en plus d’études montrent que les récepteurs aux opioides sont présents a la membrane de
nombreuses cellules immunitaires, modulant ainsi I'activité de celles-ci?’. Les opioides exercent alors
un effet immunosuppresseur, inhibant notamment le recrutement des cellules immunitaires sur le site
de lésion dans un contexte de cicatrisation cutanée?3, ou encore la production de cytokines pro-
inflammatoires par des cellules immunitaires?’92°%2%_ Or, comme nous I'avons présenté dans le
chapitre 3 de I'introduction, la participation active du systeme immunitaire est absolument essentielle
ala mise en place des processus de régénération aprés une Iésion/ablation. C’est pourquoi nous avons
émis une premiere hypotheése selon laquelle les opioides seraient un frein a la mise en place d’une

réponse inflammatoire adéquate pour permettre la régénération chez le mammifeére adulte.

Par ailleurs, au niveau du systéme nerveux périphérique, I'activation des récepteurs aux opioides

situés sur les terminaisons nerveuses des nocicepteurs, conduit notamment a l'inhibition de I'activité
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de ces derniéres (chapitre 4 de [lintroduction). Cette inhibition affecte la libération des
neurotransmetteurs peptidiques (substance P et CGRP) i) au niveau médullaire, empéchant ainsi la
remontée du message nociceptif vers les centres supérieurs et ii) au niveau périphérique directement
dans le tissu Iésé. Considérant que les opioides inhibent d’une part la régénération tissulaire et d’autre
part l'activité des nocicepteurs, nous avons émis une seconde hypothése selon laquelle les

nocicepteurs seraient essentiels pour permettre la régénération.
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Figure 36. Innervation efférente et afférente du TAsc.

(A) Visualisation de fibres afférentes sensorielles (immunopositives pour le CGRP, rouge) et de fibres
efférentes autonomes sympathiques (immunopositives pour la TH, vert) sur une coupe épaisse de TAsc
murin. Les noyaux sont marqués au DAPI (bleu). Les images de droite correspondent a I'agrandissement des
zones indiquées en pointillé. (B) Séparation des canaux rouge (CGRP) et vert (TH). Barre d’échelle : 50 um.
CGRP : Calcitonin-Gene Related Peptide, TH : Tyrosine Hydroxylase.
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| Modeéle d’étude des processus de cicatrisation et de régénération chez le

mammiféere adulte : le tissu adipeux inguinal sous cutané (TAsc) murin.

Comme développé dans l'introduction, les études des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-
jacents a la régénération ont été réalisées majoritairement sur des organismes modeéles capables de
régénération spontanée de leur organisme en entier ou bien d’une partie de celui-ci (hydre, planaire,
étoile de mer, poisson zébre, salamandre...). Les données de la littérature sur les mammiféres
suggerent qu’au cours du développement postnatal, des mécanismes inhibiteurs de la régénération se
sont mis en place au profit de la cicatrisation. L'espoir d’identifier un jour ces verrous afin de les lever
et ainsi permettre la régénération d’un tissu voire d’un organe apres une lésion, nécessitait la mise en
place d’'un modele d’étude chez le mammifére adulte. Dans ce contexte, le laboratoire STROMALab a
développé un modele de lésion du tissu adipeux chez la souris adulte.

Le choix du tissu adipeux comme modele d’étude des mécanismes sous-jacents a la régénération
tissulaire peut paraitre, a priori, surprenant. Néanmoins, au-dela de son réle primordial dans la gestion
et le maintien de I'homéostasie énergétique, le tissu adipeux sous-cutané (TAsc) posséde des
caractéristiques qui font de ce tissu, un modele d’étude intéressant et facilement manipulable pour

étudier les processus de réparation post-lésionnelle.

Le TAsc, qui est un dép6t adipeux dit « blanc », est majoritairement composé d’adipocytes blancs
capables i) de stocker I'énergie sous forme de triglycérides, ii) de libérer cette énergie sous forme
d’acide gras libres et de glycérol lorsque les dépenses énergétiques sont supérieures aux apports et iii)
de participer a la thermogenéese de non-frisson grace a leur capacité a se convertir en adipocytes dits
« beiges », immuno-positifs pour la protéine découplante, UCP1 (UnCoupling Protein 1), qui est
normalement caractéristique des adipocytes bruns3°¢. UCP1 est un canal a proton dont la présence au
niveau de la membrane interne mitochondriale permet de découpler I'activité de 'ATP synthase de

celle de la chaine de phosphorylations oxydatives, et ainsi de produire de la chaleur.

A Innervation du TAsc
Comme la majorité des organes, Le TAsc recoit une double innervation a la fois efférente et

afférente3?’

, respectivement, une innervation autonome relativement dense ainsi qu’une
innervation sensorielle moins dense (Figure 36). L'innervation autonome sympathique,
révélée par un immunomarquage dirigé contre la Tyrosine Hydroxylase (enzyme de synthese

de la noradrénaline), est retrouvée chez toutes les espéces étudiées (lapins, chat, rats, souris,
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hamster, homme...). Elle est abondante et se localise a la fois entre les adipocytes blancs et
beiges et autour des vaisseaux sanguins. La présence de fibres parasympathique reste encore
controversée car démontrée par une seule équipe et uniquement chez la souris3%.
L'innervation sensorielle, beaucoup moins étudiée, est constituée de fibres immuno-positives

pour le CGRP et la substance P3% et se localise principalement autour des vaisseaux.

Les fibres sympathiques assurent plusieurs roles dans le TA : par leurs effets vasoconstricteurs,
elles contrélent le tonus vasculaire et ainsi I'apport en nutriments et oxygene dans le tissu. Au
niveau des adipocytes, la noradrénaline stimule la lipolyse (hydrolyse des triglycérides via
I’activation de la lipase hormono-sensible), participe a I'apparition d’adipocytes beiges au sein
du TAsc (en induisant notamment I’expression d’"UCP1) et inhibe I’expansion du dép6t adipeux
en contrélant a la fois la prolifération de progéniteurs adipocytaires et leur différenciation.
Notons que, comme dans d’autres tissus, ces fibres peuvent sécréter d’autres
neurotransmetteurs tels que le neuropeptide Y ou I’ATP, qui modulent aussi la biologie du
TA37,

Mises en évidence dans le TA les fibres sensorielles CGRP* sont des fibres non myélinisées de type C31°.
Elles constituent donc probablement aussi des nocicepteurs (cf chapitre 2) dans le TA, bien que cette
fonction de « détecteur de signaux dangereux » n’ait jamais été étudiée dans ce tissu. La seule
information dont nous disposons dans ce domaine est le qualificatif de « douloureux » qui est associé
a I'acte de liposuccion (discussion personnelle avec des chirurgiens plasticien du CHU de Toulouse). A
notre connaissance, la présence d’autres types de fibres Aa, AP et AS n’a pas été recherchée et ne doit
donc pas étre écartée. D’un point de vue neuro-anatomique et grace a des expériences de marquages
rétrograde et antérograde, I'équipe de Bartness montre que ces fibres sensorielles projettent a
différents niveaux du SNC (moelle épiniére, bulbe rachidien ou encore hypothalamus) et peuvent
moduler directement 'activité des voies efférentes sympathiques31=313, Les fibres sensorielles du TA
sont décrites comme faisant remonter des informations sur le statut métabolique/énergétique du
dépot de TA jusqu’au SNC. En effet, I'activité électrique de ces fibres sensorielles est modulée par
I"application de leptine ou de produits de la lipolyse tels que du glycérol, ou des acides gras tels que
des prostaglandines. Méme si aucune étude sur le TA n’est disponible sur ce sujet, il est possible
d’envisager, comme cela est rapporté dans d’autres tissus, que ces fibres sensorielles modulent le flux
sanguin et/ou contrélent les populations de cellules immunitaires présentes ou arrivant dans ce tissu,

via la libération locale de substance P et/ou de CGRP314315,

81






Etude expérimentale

B TAsc et cellules immunitaires

Le TAsc héberge une population importante de cellules immunitaires CD45*, myéloides et lymphoides,
les cellules myéloides étant majoritaires. Ces cellules immunitaires se localisent de maniere dispersée
entre les adipocytes ou regroupée en clusters plus ou moins gros, comme les figures de Crohn
(regroupements de macrophages autour d’un adipocyte nécrotique dans le TA d’un animal ou d’une
personne obése), ou les FALCs (Fat-Associated Lymphoid Cluster) riches en cellules ILC2 (Innate
Lymphoid Cells type 2). Ces dernieres sont des cellules de type lymphoide appartenant au systeme
immunitaire inné31®,

Le rble des cellules immunitaires du TA a été largement décrit dans des contextes tant physiologiques
gue physiopathologiques. Par exemple, en condition physiologique, le SI peut moduler la sécrétion de

317 et participer a I'émergence d’adipocytes beiges au sein

noradrénaline par les fibres sympathiques
du dépot adipeux lors de la mise au froid3'8. Comme dans d’autres tissus, il est trés probable qu’une
part importante des molécules libérées par les cellules immunitaires (médiateurs lipidiques, cytokines,
...) puissent moduler I'activité des fibres sensorielles entrainant I'apparition d’'un message nerveux a
destination du SNC et une libération périphérique de CGRP et/ou de substance P. L'implication du Sl
dans des conditions physiopathologiques telles que I'obésité, fait aussi I'objet de nombreuses études.
Celles-ci cherchent a mieux comprendre le réle des cellules immunitaires dans la mise en place et le
maintien de l'inflammation « a bas bruit » caractéristique des maladies métaboliques dites de
surcharge. Il est notamment décrit que, dans ce contexte, les cellules immunitaires ont un phénotype
plutét pro-inflammatoire et participent a la mise en place de I'insulino-résistance des adipocytes
conduisant a I'apparition du diabéte de type Il bien souvent associé a I'obésité31°.

Par ailleurs, et de facon inattendue, le laboratoire STROMALab a démontré la présence de véritables
cellules souches hématopoiétiques (CSH) dans les TA chez la souris comme chez ’homme, ces CSH
étant a l'origine d’une production endogéne de cellules immunitaires?°. Cette hématopoiese
endogene produit majoritairement des cellules du lignage myéloide, appartenant au systéme
immunitaire inné, telles que des monocytes/macrophages et des mastocytes. Le TA renferme donc

une population de cellules immunitaires hétérogenes sur le plan de leur origine (médullaire et

adipeuse).

C Les cellules souches/stromales mésenchymateuses du TAsc
Le parenchyme des différents dépots adipeux est constitué d’adipocytes, qui assurent les fonctions
principales de ce tissu, notamment ses fonctions métaboliques. Le renouvellement de ces adipocytes
a hauteur de 5 a 10% par an est possible grace a la présence dans les TA de progéniteurs, initialement

appelés pré-adipocytes. Il est maintenant admis que ces progéniteurs sont des cellules souches
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Figure 37. Nombre de publications scientifiques sur le theme « Cellules mésenchymateuses du TA et
médecine régénérative» (Base bibliographique Pubmed, 1°" juillet 2020)
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mésenchymateuses (CSMs) au méme titre que les CSMs classiquement étudiées et retrouvées dans la
moelle osseuse. En effet, elles sont dotées de multipotence, sont capables de soutenir ’'hématopoiese
et ont des capacités d’immuno-modulation3?1322323 py fait de leur localisation dans le TA, ces
progéniteurs sont désormais appelés ASCs (pour Adipose-derived Stem/Stromal Cells). Les ASCs bien
gue tres hétérogeénes dans leur ensemble, sont classiquement caractérisées par I'immuno-phénotype
CD457/CD317/CD34*. Ces ASCs ont pour fonction principale de permettre le renouvellement et/ou la
formation d’adipocytes via un phénomeéne d’hyperplasie en cas de surcharge métabolique et grace a
leur haut potentiel de différenciation en adipocytes blancs. Par ailleurs, le sécrétome trés riche des
ASCs a fait I'objet de nombreuses études. Celui-ci contient notamment des cytokines qui régulent

I’activité des cellules immunitaires, et assurent notamment le role immuno-modulateur des ASCs323.

D ASCs et médecine régénératrice
Le TA est un tissu de premier choix comme source de CSM pour leur utilisation en médecine
régénératrice. En effet, le TA est présent en grande quantité dans I'organisme (I’ensemble des dépo6ts
peut représenter jusqu’a 40% du poids corporel), il est facile d’acces (au moins au niveau sous-cutané)
et il contient un grand nombre d’ASCs. Ces derniéres représentent en effet 10% des cellules totales du
TA alors qu’au niveau de la moelle osseuse, les CSMs ne représentent que 0,001 a 0,01% des cellules
nucléées totales de la moelle osseuse324. Ces ASCs font I'objet d’'un nombre exponentiel d’études et
d’essais clinique associés, y compris dans le laboratoire STROMALab (Figure 37). Elles sont notamment
utilisées, aprés amplification, dans le cadre de pathologies inflammatoires et/ou articulaires, ou suite
a des ischémies3?°. En effet, I'injection locale d’ASCs est notamment associée a des effets bénéfiques
tels que i) une immuno-modulation bénéfique dans le cadre de pathologies inflammatoires, ii) une
meilleure récupération/réparation tissulaire et iii) une diminution de la douleur pergue par les patients

bien qu’on n’en connaisse pas actuellement la raison326:323:327,

Comprendre la régénération du TAsc peut s’avérer intéressant dans le domaine de la médecine
reconstructrice. En effet, la transplantation de TA autologue est devenue de plus en plus populaire ces
dernieres années, non seulement pour redonner des volumes, mais également pour améliorer la
qualité des tissus, tant en chirurgie plastique reconstructrice qu'esthétique3?®. En effet, I'utilisation du
TA comme un matériau de remplissage naturel pour réaliser des modifications structurelles est
aujourd'hui considérée comme une procédure slre et bien tolérée et est utilisée dans un grand
nombre de cas, notamment l'augmentation mammaire primaire, le remodelage des seins, le
rajeunissement du visage ou le traitement des cicatrices32°. Toutefois, le succes clinique de la greffe

de TA est limité par le taux de survie des cellules greffées variable et imprévisible, et ceci quelle que
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Figure 38. Présentation du tissu adipeux sous-cutané et de la lipectomie.

(A) Localisation du TAsc chez la souris. (B) LP (35-40%) effectuée sur le TAsc droit. L'index de régénération
est calculé 1 mois aprés LP et permet de quantifier la régénération. LP : Lipectomie, TAsc : Tissu adipeux
sous-cutané
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soit sa localisation et sa quantité, ce qui entraine la nécessité de multiples injections et, dans certains
cas, un résultat esthétique médiocre. Parallélement, l'ingénierie tissulaire qui offre une technique
alternative pour produire de nouveaux tissus autologues, ne génére pas un volume suffisant pour
réparer de grands volumes. L'amélioration de la reconstruction tissulaire est donc un véritable défi
pour les médecins. Le potentiel régénérateur du (TA) pourrait étre une alternative efficace pour
surmonter la morbidité du site donneur et I'imperfection esthétique du site receveur observées apres

une greffe de TA.

En conclusion, le TAsc renferme une innervation fonctionnelle dense et complexe, ainsi qu’une
population importante et hétérogene de cellules immunitaires. En plus de cette complexité et
hétérogénéité cellulaire marquée, ce tissu constitue un véritable réservoir de cellules « souches »
mésenchymateuses, au potentiel « reconstructeur » indéniable. Chacun de ces trois éléments, que ce
soient les nerfs, les cellules immunitaires ou les cellules stromales mésenchymateuses, est connu et
décrit comme étant indispensable a la régénération (cf introduction de ce manuscrit). Il apparait donc
gue le TAsc constitue un modéle de choix pour I'étude des mécanismes permettant la régénération
chez le mammifére adulte. Par ailleurs, les trois éléments mentionnés ci-dessus étant également
présents dans la plupart des tissus/organes, les résultats obtenus avec le modéle de Iésion du TAsc
pourraient donc étre tout a fait transposables a d’autres organes. Rappelons que les résultats publiés
par Labit et coll. vont dans ce sens, puisque les mécanismes controlant la régénération et identifiés
dans le modele murin de lésion du TA (production d’EAOs et inhibition par les opioides) ont été

retrouvés dans le modéle de Iésion de la nageoire chez le poisson zébre?24,

Le modele de Iésion développé au laboratoire STROMALab consiste ainsi en une ablation massive du
tissu adipeux inguinal sous cutané (TAsc), appelé lipectomie (LP), chez la souris adulte. Il s’agit ainsi
d’une ablation partielle unilatérale (35% d’un des deux dépots adipeux est ainsi retiré) réalisée en
condition stérile (Figure 38). Grace aux repéres anatomiques que sont la vascularisation en forme de
« T » et le ganglion lymphatique (Figure 38), la résection est bien reproductible (Figure 39A). Aprés
avoir vérifié que les résultats obtenus étaient identiques quel que soit le coté opéré et que le dépot
contro-latéral n’évoluait pas au cours du temps apres la chirurgie (données non montrées, These
Elodie Labit), les lipectomies ont été systématiquement réalisées a droite. La présence ou pas de
régénération du TAsc est évaluée a la fois par observation macroscopique et par un index de
régénération (IR) calculé en faisant le rapport du poids du TAsc lipectomié sur le poids du TAsc contro-
latéral (Figure 39). Ainsi, chez une souris non opérée, ce ratio est égal a 1 alors qu’'immédiatement
apres LP (a t0), le ratio est de 0,65. Nous considérons que le TAsc lipectomié régénere lorsque, 1 mois

apres la LP, I'IR est de I'ordre de 0,85 a 0,90 et que I'observation macroscopique du tissu montre une
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Figure 39. Modele de régénération induite du TAsc.

(A) poids des fragments de TAsc qui ont été retirés le jour de la LP. (B) Mesure de I'index de régénération 1
mois aprés LP. (C) Photos représentatives du TAsc lipectomié de souris C57BL/6 traitées au NaCl, a la
Morphine ou a la NalM, 1 mois post-LP. Toutes les données sont présentées en + écart standard a la
moyenne (ESM). *** p < 0,001. LP : Lipectomie, NalM : Naloxone Méthiodide, TAsc : Tissu adipeux sous
cutané.
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repousse au niveau de la LP similaire a la morphologie initiale (tissu avec un certain volume, vascularisé
et rempli d’adipocytes donnant cette couleur nacrée). Inversement, un TAsc qui cicatrise, présente un
IR aux alentours de 0,70-0,75 et I'espace laissé par la lipectomie est rempli par une enveloppe
transparente entierement dépourvue d’adipocytes. L’augmentation de I'IR dans les TAsc cicatriciels
par rapport au ratio mesuré a t0, est due a la mise en place d’un tissu conjonctif fibreux, dense, au
niveau du front de lésion.

Etant donné que les opioides sont au centre de notre hypothése de travail, nous avons mis en place
un protocole d’expérimentation animale, validé par le comité d’éthique, dans lequel les animaux n’ont
pas d’antalgique en traitement post-opératoire. Les animaux lipectomiés regoivent une injection sous-
cutanée de NaCl, ou de NalM, 1 fois par jour pendant 4 jours. Dans les études sur I'implication des
fibres nociceptives, le NaCl sera remplacé par de la morphine. La figure 39B montre qu’aprés un mois,
le TAsc de souris traitées avec de la NalM pése plus de 85% du poids du dépot control-latéral alors que
les animaux traités qui ont recu du NaCl ou de la morphine ont un IR de l'ordre de 0,75.
Macroscopiquement, le TAsc souris traitées avec de la NalM montre une régénération alors que celui

des souris « contréles » (NaCl ou morphine) cicatrise (Figure 39C).

Avec ce modele, nous avons donc évalué i) si les opioides s’opposaient a la mise en place d’une
réponse inflammatoire adéquate pour permettre la régénération et ii) si les fibres sensorielles
nociceptives étaient essentielles a la régénération. La présentation des résultats obtenus se fera

donc en deux grandes parties.
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1 Effet(s) des opioides sur la réponse inflammatoire aigué au cours des

processus de régénération tissulaire.

A Contexte scientifique
De plus en plus d’études font état du réle substantiel du systeme immunitaire dans l'issue de la
réparation tissulaire suite a une lésion comme nous l'avons présenté dans le chapitre 3 de
I'introduction. Plus particulierement, les neutrophiles et les macrophages sont décrits comme étant
des acteurs clefs de la régénération ; cependant leurs modes d’action respectifs dans ce processus
restent peu documentés.
Alors que I'effet immunosuppresseur des opioides a fait I'objet de nombreuses études?’?, les travaux
précédents du laboratoire ont montré leur effet délétere sur la régénération chez la souris adulte. Cet
effet anti-régénérant passe par une inhibition de la production massive d’EAOs, production
indispensable pour permettre la régénération mais dont I'origine reste a déterminer.
De plus, et comme nous l'avons aussi présenté dans le Chapitre 3 de l'introduction, les cellules
immunitaires d’un tissu peuvent provenir des cellules circulantes dérivées de la moelle osseuse ou étre
résidentes. Des travaux publiés par le laboratoire STROMALab montrent que les cellules myéloides du
TAsc proviennent principalement d’une hématopoiése endogene3?C. Ces cellules ont une fonction
différente de celle des cellules myéloides dérivées de I'hématopoiese classique médullaire dans un
contexte de diabéte de type Il induit par I'alimentation33C. En effet, un régime riche en lipides entraine
la production, par I’hématopoiése du TAsc de macrophages pro-inflammatoires participant activement
a la mise en place du diabéte de type Il chez la souris. Par ailleurs, dans un contexte d’infarctus du
myocarde chez la souris, des mastocytes issus de I’'hématopoiese du TA et retrouvés au niveau du
coeur, et améliorent significativement le remodelage cardiaque post infarctus33!.
Nous avons donc émis I’hypothése selon laquelle chez le mammifére adulte, les opioides endogénes
inhiberaient la mise en place d’une réponse inflammatoire adéquate a la régénération tissulaire,
c’est-a-dire une réponse inflammatoire intense mais breve, se traduisant par un pic important et
transitoire d’EAOs. Dans ce contexte, les EAOs seraient produits par les neutrophiles dont
I’élimination efficace par les macrophages permettrait ce pic d’EAOs d’étre transitoire ; Le contrdle
de l'issue de la réparation tissulaire par les opioides passerait ainsi par un controle des capacités
d’efférocytose des macrophages. Finalement, concernant l'origine des cellules immunitaires
orchestrant la réponse inflammatoire requise pour permettre la régénération, nous avons émis
I’hypothése selon laquelle les cellules résidentes dérivées de I'hématopoiese du TAsc seraient
bénéfiques a la régénération.
Pour aborder ces questions, nous avons i) déterminé les fonctions spécifiques des neutrophiles et des

macrophages au cours de la réponse inflammatoire qui a lieu lors de la régénération du TAsc, ii) étudié
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Figure 40. Résumé Graphique des résultats de l'article 1.

(1) Signature cellulaire et moléculaire des phases précoces de l'inflammation post-lésionnelle. (2) Les
neutrophiles produisent les EAOs nécessaires a la régénération. (3) Les macrophages classiques dérivés de
I’'hématopoiese médullaire favorisent la cicatrisation et les macrophages dérivés de I’hématopoiese
endogéne du TA permettent la régénération via leur potentiel d’efférocytose.

EAOs : Especes Actives de I'Oxygene, LP : Lipectomie, MO : Moelle osseuse, MOR : Mu Opioid Receptor.



Etude expérimentale

dans quelle mesure I'origine des macrophages peut influencer I'issue de la réparation tissulaire apres

|ésion.

B Démarche expérimentale
Dans un premier temps, nous avons comparé les phases précoces de la réponse inflammatoire post-
Iésionnelle en condition de régénération et de cicatrisation (c’est-a-dire apres traitement ou pas, 1 fois
par jour pendant 4 jours, avec de la NalM). Nous avons évalué la présence de différentes populations
cellulaires immunitaires classiquement impliquées dans la réponse inflammatoire (neutrophiles,
monocytes et macrophages) a différents temps post-lésion par cytométrie en flux. L'identification des
molécules pro- et anti-inflammatoires exprimées et sécrétées au cours des 72 premiéres heures apreés
la LP a été réalisée par RT-qPCR (sur le front de lésion) et cytométrie de flux. L'importance des
neutrophiles et des macrophages pro-inflammatoires sur la capacité du TAsc a régénérer a été
déterminée grace a des expériences de déplétion de ces populations cellulaires et la fonction des
macrophages a été évaluée par des tests d’efférocytose in vivo. L'inhibition de I'efférocytose grace a
I'utilisation d’anticorps bloquants in vivo a également permis de déterminer I'importance de ce
processus dans l'issue de la réparation tissulaire. Enfin, I'origine (médullaire ou adipeuse) des

macrophages efférocytiques a été explorée a I'aide de chimeres hématopoiétiques.

L’ensemble des résultats obtenus fait I'objet d’un article actuellement soumis a PLoS Biology (
, Ci-apres). Je présenterai ces résultats ainsi que quelques résultats complémentaires a la suite de

Iarticle.

C Résultats et Interprétations
Les résultats obtenus et présentés dans l'article 1, mettent en évidence pour la premiére fois chez la
souris, i) que la signature cellulaire et moléculaire des phases précoces de l'inflammation post-
lésionnelle permet de prédire I'issue de la réparation tissulaire (cicatrisation versus régénération), ii)
gue les neutrophiles constituent la population cellulaire produisant les espéces actives de I'oxygéne
(EAOs) nécessaires a la régénération et iii) que, contrairement aux macrophages classiques dérivés de
I’'hématopoiese médullaire qui favorisent une réparation de type cicatricielle, les macrophages dérivés
de I'hématopoiese endogéne du TA permettent au tissu de régénérer grace a leur haut potentiel

d’élimination des neutrophiles (aussi appelé efférocytose) ( , Résumé graphique, Figure 40).
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ABSTRACT

Tissue repair after lesion usually leads to scar healing and thus loss of function in adult mammals. In
contrast, other adult vertebrates such as amphibians have the ability to regenerate and restore
tissue homeostasis after lesion. Understanding of the control of the repair outcome is thus a
concerning challenge for regenerative medicine. We recently developed a model of induced tissue

regeneration in adult mice allowing the comparison of the early steps of regenerative and scar healing



processes. By using studies of gain and loss of function, specific cell depletion approaches, and
hematopoietic chimeras we demonstrate here that that tissue regeneration in adult mammals
depends on an early and transient inflammatory phase, and requires a tight collaboration between
granulocyte producing reactive oxygen species and highly phagocytic resident macrophages. These
findings highlight key and early cellular pathways that can drive tissue repair towards regeneration in

adult mammals.

INTRODUCTION

Repair processes following tissue injury results either in regeneration or in scar formation. Whereas
scar healing commonly leads to the loss of functional tissue and fibrous scar development,
regeneration completely recapitulates the original tissue architecture and function. The
understanding of the control of the repair outcome is therefore a concerning challenge for

regenerative medicine (Gurtner et al, 2008).

Regeneration has mostly been studied in lower vertebrates and in newborn mammals, since adult
mammals do not regenerate, and instead heal tissue damages with a scar except in specific strains
such as the spiny mouse (Seifert et al, 2012) or the MRL mouse that bears a defective immune
system (Steinberg, 1994). Most of the studies dealing with tissue repair in adult mammals thus
recapitulate healing process and not regeneration. In a recently developed model of tissue lesion,
relying on massive resection of subcutaneous fat pad, we have been able to induce adipose tissue
(AT) regeneration in adult mice. By using this model to compare the regenerative and scar healing
processes, we demonstrated that regeneration is controlled through the generation of an early, large
and transient peak of reactive oxygen species (ROS) (Labit et al, 2018). Because ROS act as both
signaling molecules and mediators of inflammation (Mittal et al, 2014), our findings suggested a
potential role of the inflammatory process in tissue regeneration in adult mammals as it has been

demonstrated in lower vertebrates (Mescher et al, 2017).

At a cellular scale, granulocytic neutrophils and macrophages are the key players of the inflammatory
process. In both lower vertebrates and mammals, no studies have yet demonstrated the role of
neutrophils in regeneration. In contrast, macrophages have been involved in regeneration in
salamander (Godwin et al, 2013), neonatal mice in a myocardial infarction model (Aurora et al, 2014),
as well as in adults in a digitip amputation context or in Acomys mice (Simkin et al, 2017).
Importantly, in vivo cooperation between neutrophils and macrophages has not been established in
the context of tissue regeneration in adult mammals. In physiological conditions, the phagocytosis of

apoptotic neutrophils by macrophages via a process called efferocytosis, is one of the main
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mechanisms that contribute to the resolution of inflammation in physiological situatins (Soehnlein &
Lindbom, 2010). This overall process is partly orchestrated by pro-and anti-inflammatory cytokines as
well as eicosanoids such as prostaglandins and leukotrienes that therefore contribute to control

tissue repair (Serhan et al, 2008).

Recent studies have highlighted the complexity of the macrophage population, by identifying the
roles of functionally distinct macrophage subsets in tissue homeostasis and tissue repair (Duffield et
al, 2005; Lech & Anders, 2013; Munoz-Canoves & Serrano, 2015; Murray & Wynn, 2011). Indeed,
bone marrow (BM) derived monocytes recruited after tissue lesion are pro-inflammatory and exhibit
tissue-destructive activity, whereas tissue resident populations are pro-resolutive and drive tissue
repair (Wynn & Vannella, 2016). Like other adult tissues, the AT hosts distinct populations of
macrophages that display unique tissue distributions, transcriptional profiles, and functions and have
distinct origins (Hassnain Wagqas et al, 2017; Schulz et al, 2012). Among the origins, we have
demonstrated that in adult mice, AT-macrophages belong to a specific and quantitatively significant
hematopoietic process, relying on the presence of peculiar hematopoietic stem cells inside the AT
(Poglio et al, 2010; Poglio et al, 2012). Interestingly, disruption of endogenous AT hematopoiesis
leads to the production of inflammatory macrophages that specifically contribute to chronic
inflammation and AT dysfunction in contrast to macrophages derived from the BM (Luche et al,
2017). These results suggest that in the AT, macrophages may exhibit beneficial or detrimental

effects on tissue homeostasis depending on their local or medullar origin.

We thus hypothesized here that the early inflammatory phase following injury is crucial in the tissue
repair outcome and we thus investigated the precise role of granulocytes and macrophages in tissue
regeneration in adult mammals with a focus on macrophage origin. By using in vivo gain or loss of
function studies, we show here that a rapid and transient peak of ROS-producing-granulocytes is
required for regeneration. In addition, macrophages derived from AT-hematopoiesis direct repair
process towards regeneration due to their efficient efferocytosis, in contrast to medullar

macrophages that nurture inflammation and thus promote scar healing.

RESULTS

Regenerative healing is characterized by an early and transient inflammation. To analyze the role of
the inflammatory response in the outcome of tissue lesion, we used the previously validated model
of subcutaneous AT (scAT) resection (Labit et al, 2018). Massive resection of scAT followed by
treatment with NaCl or Naloxone Methiodide (NalM), an antagonist of opioid receptors, resulted

respectively in scar healing or regeneration one month post-resection as previously described (Labit
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et al, 2018). Indeed, compared to NaCl (control) mice that exhibit scar healing, NalM treatment
induced macroscopic scAT regeneration (Fig. 1A) associated with an increased weight ratio between

the resected scAT and its contralateral uninjured counterpart (Fig. 1B).

We first determined the temporal and dynamic inflammatory response to surgical tissue resection in
both scar (NaCl) and regenerative (NalM) healing conditions. Compared to scar healing, regenerative
condition was characterized by a significant and transient increase in the expression of pro-
inflammatory cytokines such as interleukins (1)1, 6 and tumor necrosis factor alpha (Tnfa) as well as
anti-inflammatory cytokines such as transforming growth factor beta (Tgff}) and 1110, 6 hours post-
resection, in the resection plane (Fig. 1C). This upregulation of pro- and anti-inflammatory cytokines
was associated with a significant increase in expression of enzymes involved in the production of pro-
inflammatory lipid mediators (Cox-2, pge2 synthase), and to a lesser extent in pgd2 synthase but not
in the expression of enzymes involved in the leukotriene production (Alox5, Ltadh) (Fig. 1D). The
induction of Cox-2 and Pge2 synthase expression was reflected by an increased ratio between
prostaglandins (PG) E2 and D2 12 hours post-resection (Fig. 1E). We then used heatmap visualization
(Fig. 1F) and principal component analysis (PCA) (Fig. 1G-1) to determine whether regenerative and
scar healing conditions can be characterized by a global gene signature. When looking at the
heatmap of the expression of 12 genes (cytokines and lipid mediator synthesis enzymes) 6 hours
post-resection (Fig. 1F), an expression pattern emerges between regenerative and scar healing
conditions. PCA was then used to reduce the dimensionality of the dataset while retaining most of its
original variability. Consequently, we reduced a set of correlated variables (the gene expressions)
into fewer uncorrelated variables (the dimensions). The projection of the data into this new set of
dimensions revealed a clear clustering between the two groups on the first and second dimensions 2
and 6 hours post-resection (Fig. 1G, 1H), although the discrimination is clearer at 6 hours than at 2
hours post-resection between regenerative and scar healing conditions, as revealed by the principal
components that account for 67% of the variability of the data at 2 hours post-resection while it
accounts for 75% at 6 hours post-resection (Fig. 1G, 1H). Interestingly this clustering completely
disappears 12 hours post-resection (Fig. 11). We thus demonstrated here that an early but transient
inflammation is associated with regeneration, and that a specific pattern of gene expression 6 hours

post-resection may be predictive of the regenerative outcome.

Regenerative healing depends on ROS production by neutrophils. The early inflammation was
associated with an infiltration of the resection plane by small round leukocytes, of typical
granulocytic neutrophil morphology (segmented or ringform nucleus with condensed chromatin and
pale cytoplasm) (Fig. 2A, zoom). The granulocytic infiltration was observed both in the connective

tissue and in the scAT (mainly as intravascular leukostasis and perivascular cuffings) in the resection
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plane (Fig. 2A), as demonstrated by histological evaluation. The nature of infiltrating leukocytes was
confirmed by flow cytometry. Both neutrophils and monocytes were identified as
CD45"/CD11b*/F4/807/Ly6G*/Ly6C and CD45'/CD11b*/F4/807/Ly6G/Ly6C" respectively (Fig. 2B).
Neutrophils, but not monocytes, increased in the resection plane 6 hours post-resection in
regenerative compared to scar healing conditions (Fig. 2A, 2B). Moreover the expression of Cxcll, a
chemokine that in parallel to TNFa induces the infiltration of neutrophils (Souza-Almeida et al, 2018),

was significantly and transiently increased in the injured scAT during regeneration (Fig. 2C).

To unravel the role of granulocytes in the NalM-induced regeneration process, their specific
depletion was undertaken in vivo using anti-Grl blocking antibody. We first verified that anti-Gr-1
injection induced a drastic and specific depletion in granulocyte (Ly6GC’) population in the scAT in
vivo from 24 to at least 72 hours after injection (Appendix Fig. S1A, S1B). ScAT resection was thus
performed 24 hours after anti-Grl injection. In these conditions, ROS production quantified 6 hours
post-resection was significantly decreased in the injured scAT (Fig. 2D, 2E) and was associated to an
inhibition of regeneration quantified 4 weeks post-resection (Fig. 2F). Indeed, the weight ratio
between resected and contralateral scAT returned to values observed in scar healing conditions (Fig.
2G). These data demonstrate for the first time that ROS required for regeneration are produced by
granulocytes. In addition, ROS production was quantified in vivo by using luminol that enables
bioluminescence imaging of myeloperoxidase activity (Gross et al, 2009) suggesting that ROS

production post-resection depend mainly from neutrophils.

In parallel, ROS production was quantified in vitro in scAT-Gr1* and Gr1 sorted from mice treated or
not with NalM, 6 hours post-resection. In contrast to scAT-Gr1 cells (data not shown), scAT-Gr1" cells
were able to produce ROS (Fig. 2H). In addition, when sorted from NalM treated mice, scAT-Gr1" cells
exhibited a significantly higher ROS production than scAT-Grl" cells sorted from NaCl treated mice
(Fig. 2H) thus confirming the results obtained in vivo. NalM being an antagonist of 1 opioid receptors,
Gr1" cells were treated with DAMGO (a selective u opioid receptor agonist). In this condition, the
ROS production by Gr1" cells sorted from NalM mice was inhibited (Fig. 2H) suggesting a direct effect
of opioids on granulocytes through p opioid receptors. These data suggest that in control mice,
endogenous opioids inhibit ROS production by granulocytes through u receptors, and that NalM
reverses this effect. To confirm this result, mice knock out for the p opioid receptor (UKO mice), and
therefore unable to respond to endogenous opioids through activation of this receptor subtype,
were subjected to scAT resection before Grl® cell sorting from resection plane 6 hours post-
resection. ROS production was significantly higher in scAT-Gr1" cells sorted from pKO mice compared
to NaCl treated mice and similar to the production quantified in scAT-Gr1" cells sorted from NalM

treated mice (Fig. 2H). Interestingly, this ROS production is associated with a spontaneous scAT-
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regeneration after resection in pKO mice (Fig. 2l), the weight ratio between resected and
contralateral scAT being similar in uKO and NalM treated mice and significantly higher than in NaCl-
treated mice (Fig. 2J). Altogether, these results demonstrate that through a direct effect on u opioid

receptors, NalM-induced ROS production by granulocytes determines tissue repair outcome.

Efficient efferocytosis of neutrophils by CD11c” macrophages is required for regeneration. One of the
mechanisms by which granulocytes (neutrophils and monocytes) are involved in tissue repair is their
transition to apoptosis followed by their clearance by macrophages (Soehnlein & Lindbom, 2010).
We thus focused on the resolution phase of inflammation following scAT resection with or without
NalM treatment, and performed a time-course study of the inflammatory cell populations during 72
hours following resection, focusing on neutrophils (CD45°/CD11b*/F4/80/Ly6C/Ly6G’) and
monocytes (CD45/CD11b*/F4/807/Ly6C*/Ly6G’). The resection led to an early peak (6 hours) of
neutrophils followed by a rapid return to basal values in the resection plane in regenerative
condition, whereas the increase in neutrophils number was delayed (24 hours) and persisted for 72
hours post-resection in scar healing condition (Fig. 3A). The monocyte number remained low in
regenerative conditions while it increased in scar healing mice 24 hours post-resection and returned
to basal values thereafter (Fig. 3A). The difference in neutrophil and monocyte numbers 24 hours
post-resection between regenerative and scar healing conditions suggests a divergence in the
handling of granulocyte population based on the tissue repair outcome. Granulocyte clearance may
result from apoptosis and/or phagocytosis (efferocytosis) by macrophages (Soehnlein & Lindbom,
2010). Thus, apoptosis was quantified in neutrophil and monocyte populations by flow cytometry
using Annexin V and DAPI staining. No significant difference in the percentage of apoptotic cells was
observed 24 hours post-resection between regenerative and scar healing conditions (Fig. 3B),
indicating that the difference in granulocyte numbers between scar healing and regenerative
conditions 24 hours post-resection was not due to an enhanced apoptosis. We thus characterized the
macrophage population 24 hours post-resection in regenerative and healing conditions. We
observed no significant difference in the total macrophage number (identified as
CD45"/CD11b*/F4/80%) between the two conditions (Fig. 3C, 3D). Focusing on their phenotype, we
observed that a significant proportion of macrophages in the resection plane express the pro-
inflammatory cell surface marker CD11c and a small proportion of express the anti-inflammatory
CD206 marker, although no difference in these proportions was observed between regenerative and
scar healing conditions (Fig. 3E, 3F). Consistent with this phenotype, most of the macrophages in the
resection plane 24 hours post-resection were producing IL-6 (Fig. 3G, 3H), and a smaller proportion
was producing TNFo and IL-10 (Fig. 3G, 3H). The percentage of IL-6 producing macrophages was

significantly lower in regenerative than in scar healing condition, while the opposite was observed for



TNFa producing macrophages (Fig. 3H). To uncover the role of CD11c” macrophages in tissue repair,
we used CD11c-DTR mice, in which, CD11c" cells can selectively be depleted by injection of
diphtheria toxin (DT) as previously described (Patsouris et al, 2008). The toxin was injected at 24
hours before surgery, and regeneration was analyzed 4 weeks later. As controls, we used CD11c-DTR’
mice injected with DT. As expected, DT treatment efficiently decreased the number of CD11c"
macrophages (CD45/CD11b*/F4/80%) present in the resection plane 24 hours post-resection
(Appendix Fig. S2A, S2B) and this resulted in a significant accumulation of neutrophils (Fig. 31, 3J),
suggesting an altered efferocytosis. Depletion of CD11c" macrophages also prevented NalM-induced
tissue regeneration (Fig. 3K), and decreased the weight ratio between resected and contralateral
ScAT to values obtained in scar healing (NaCl) condition (Fig. 3L). To confirm the importance of
efferocytic process in the control of tissue repair outcome, macrophage efferocytosis capacity was
assessed in vivo in regenerative or scar healing condition. To this end, isolated and CMTMR-labeled
neutrophils were injected in vivo 3 hours before resection. Macrophages having or not engulfed
neutrophils were then visualized (Fig. 3M) and quantified in the resection plane 17 hours post-
resection, a time-point corresponding to the progressive decrease in neutrophil number (Fig. 3A). As
expected, the percentage of efferocytic macrophages was significantly higher in regenerative than in
scar healing condition (Fig. 3N). To test whether efficient efferocytosis was required for regeneration,
inhibition of efferocytosis was performed in regenerative condition by using anti-TIM4 blocking
antibody that disrupts the interaction between apoptotic cells and macrophages (Nishi et al, 2014).
Treatment with anti-TIM4 antibody in regenerative condition induced a drastic decrease in the
percentage of efferocytic macrophages that returned to basal values (Fig. 3N), suggesting that
efferocytosis was mainly mediated through TIM4 receptor in these conditions. This disruption of
TIM4 mediated efferocytosis prevented NalM-induced regenerative healing, as demonstrated by
both macroscopic observations (Fig. 30) and scAT weight ratio that returned to values obtained in
scar healing (NaCl) conditions (Fig. 3P). We also investigated the expression of CD36, another major
receptor involved in efferocytosis. Neither the percentage of macrophages expressing CD36, nor the
expression of CD36 in sorted macrophages differed between scar and regenerative healing
conditions, 24 hours post-resection (Appendix Fig. S3A, S3B, S3C), suggesting that this receptor was
not involved in the differential efferocytic activity. Altogether, these data demonstrate for the first
time that an efficient TIM4-mediated efferocytosis of apoptotic neutrophils by CD11c” macrophages

is a crucial mechanism required for tissue regeneration.

AT resident macrophages but not classical BM derived macrophages are required for tissue
regeneration. We previously demonstrated that scAT myeloid populations mainly originate from AT

hematopoiesis rather that BM hematopoiesis in physiological conditions (Poglio et al, 2012). We thus



investigated the origin of the macrophages involved in regeneration. Chimeric mice were generated
by using standard repopulation assays as previously described (Poglio et al, 2012) by injecting 2.10°
sCAT-LSK or BM-LSK sorted from tdTomato mice mixed with 2.10° BM cells isolated from C57BI/6
mice (Fig. 4A). Injection of BM cells ensured the survival of the recipient, as previously described
(Miller et al, 2008). Chimeric mice were then subjected to surgery 6 weeks after transplantation once
the reconstitution was complete. The total chimerism and the origin of macrophages were
determined by flow cytometry 24 hours post-resection. Total chimerism in the AT of chimeric mice
reached 50 to 70%, and all the macrophages present in the resection plane derived from the BM in

BM-chimeric mice or from the scAT in AT-chimeric mice (Fig. 4B).

In order to compare BM and scAT-macrophage function, efferocytosis was assessed by in vivo
efferocytosis assays. Interestingly, flow cytometry analysis demonstrated a significant increase in
phagocytic macrophages in the resection plane 24 hours post-resection in AT- compared to BM-
chimeric mice in regenerative conditions (Fig. 4C, 4D) associated with a significant decrease number
of neutrophils (Fig. 4E). On the contrary, in BM-chimeric mice there was no difference in the
percentage of phagocyting macrophages in vivo or in neutrophil numbers between scar and
regenerative healing conditions (Fig. 4C-4E). Then, to demonstrate that these differences in
efferocytosis capacity drive tissue repair outcomes towards regeneration or scar healing,
regeneration was assessed 4 weeks later. Macroscopic observations showed that AT-chimeric mice
were able to regenerate but not BM-chimeric mice that instead displayed scar healing (Fig. 4F). In
addition, we observed a significant difference in the weight ratio between resected and contralateral
scAT in NalM versus NaCl treated AT-chimeric mice, while no difference was observed in BM-
chimeric mice (Fig. 4G). These results suggest that macrophages play distinct role in healing process
according to their origin. Altogether, these results show that macrophages originating from both the
BM and the AT contribute to scar healing. However, in contrast to BM macrophages, scAT
macrophages are the only ones able to exhibit efficient efferocytosis and rapid clearance of

neutrophils and thus to drive tissue regeneration.
DISCUSSION

In this study, we compared the early cellular mechanisms that drive tissue healing or regeneration in
adult mammals. By using a newly developed model of tissue regeneration in a commonly used strain
of mice (Labit et al, 2018), we demonstrate that a transient and early peak of neutrophils and their
ROS production, as well as their rapid elimination by resident macrophages through an efficient

efferocytosis are required for regeneration in adult mice.



Tissue injury classically leads to an early pro-inflammatory step, characterized by the production of
pro-inflammatory mediators (Eming et al, 2017). Here, the increase in pro-inflammatory cytokines in
regenerative conditions shortly after scAT resection is consistent with the role of acute inflammation
in proper restorative response. Indeed, cytokines such as IL-6 and TNFa have been shown to control
tissue regeneration in mammals and zebrafish (Karin & Clevers, 2016; Nguyen-Chi et al, 2017). In
addition, our results showing an early and transient upregulation of IL-10 and TGF[3 in regenerative
conditions are in line with the anti-inflammatory/pro-repair activities of these cytokines (Wynn &
Vannella, 2016). Among the other signaling molecules released during inflammation are the
prostaglandins. PGE2 and D2 are indeed produced in a time-dependent fashion, and actively
contribute to tissue repair (Esser-von Bieren, 2019; FitzSimons et al, 2020). In agreement with our
data, the inhibition of PGE2-degrading enzyme, thus leading to an increase in PGE2 levels, has been
shown to promote tissue repair in a mouse model of liver injury (Zhang et al, 2015). When analyzed
together through PCA, our results show that the global gene expression discriminates between
regenerative and scar healing conditions, but only very early after tissue lesion, suggesting that
temporal cues are critical for the tissue repair outcome. This is in agreement with a previous work
showing that cytokines such as IL-6 are protective and limit host damage in the short term, but can
also be pathogenic when chronically elevated (Fontes et al, 2015). It has to be noted however, that
unlike our work, most of the studies on tissue regeneration do not focus on the earliest steps of

tissue repair.

The early pro-inflammatory stage following tissue injury is dominated by innate immune cells such as
neutrophils and macrophages. The accumulation of granulocytes and especially neutrophils
immediately after tissue damage has been largely documented (Kolaczkowska & Kubes, 2013), and is
supported by the upregulation of Cxcll, a chemokine that contributes to attract neutrophils on the
lesion site (Souza-Almeida et al, 2018). Neutrophils have been described as critical players in injury
and repair although, it was unclear whether they have beneficial or detrimental healing functions
(Peiseler & Kubes, 2019). In addition, ROS production was shown to either directly induce tissue
damages (Mittal et al, 2014) or to be involved in regeneration process in diverse species including
mammalian ones (Labit et al, 2018; Rampon et al, 2018). Here, our data clearly identify granulocytes
as responsible for ROS production required for regeneration in mammals. Moreover, we
demonstrated that through a direct effect on W opioid receptor, NalM, an antagonist of this receptor
induces production of ROS by granulocytes. The p opioid receptor has already been described on
granulocytes, and in agreement with our results, it is suggested that its activation inhibits the

inflammatory response (Eisenstein, 2019).



Our results highlight the involvement of macrophages in regeneration. This is in agreement with
previous studies performed in different vertebrates among which Acomys or newborn mice and
showing that macrophage depletion inhibits regeneration (Aurora et al, 2014; Godwin et al, 2017;
Petrie et al, 2014; Simkin et al, 2017; Yang et al, 2019). However, how macrophages initiate this pro-
regenerative response remains unclear. Gain and loss of efferocytic function have shown that the
timely clearance of apoptotic cells is required to induce healing in various mammal tissues (Arnold et
al, 2007; Perdiguero et al, 2011; Yang et al, 2019). Here, we propose that this mechanism is required
for regeneration. In addition, efferocytosis is mediated through TIM4, a receptor shown to be
expressed in various resident macrophages including peritoneal macrophages, and required for their
efferocytic activity (Nagata, 2018). Moreover, we identified CD11c* macrophages as crucial actors in
this context. In the AT, CD11c" macrophages have been identified as pro-inflammatory and involved
the clearance of senescent cells (Lumeng et al, 2008; Vianello et al, 2016). The expression of CD11c
has also been associated with both tissue resident macrophages that play a central role in non-
inflammatory apoptotic cells clearance required for the maintenance of tissue homeostasis (Baratin
et al, 2017; Soroosh et al, 2013) and monocyte-derived macrophages involved in tissue repair (Yrlid

et al, 2019).

Finally, one of our most striking results reveals that AT-resident macrophages derived from AT-
endogenous hematopoiesis, but not BM-derived macrophages, are necessary for enabling
regeneration. Indeed, using chimeric mice, we demonstrated that pro-regenerative efferocytotic
macrophages originated from AT. This result emphasizes the beneficial role of myeloid cells deriving
from endogenous AT hematopoiesis in tissue repair in contrast to medullar-originating cells, as
already proposed in the context of cardiac remodeling after infarction (Ngkelo et al, 2016). In
addition, these data are in line with the concept that the contribution of macrophages to tissue
regeneration following injury depends on their lineage and/or developmental origin. Indeed,
evidences in liver suggest that monocyte-derived macrophages can accelerate resolution of fibrosis
(Ramachandran et al, 2012) while a more recent study showed that resident dermal macrophages
contribute to axon regeneration after nerve injury (Kolter et al, 2019). In the heart, resident
macrophages derived from primitive yolk sac and fetal progenitors are involved in tissue remodeling
and cardiac regeneration while macrophages originating from definitive hematopoietic progenitors

participate in the initiation of inflammation (Lavine et al, 2014; Leid et al, 2016).

Altogether, our findings indicate that an early and transient recruitment of granulocytes producing
ROS concomitant with an early inflammation is required for tissue regeneration in adult mice. Also,
we elucidated the main role of CD11c" resident macrophages in the clearance of neutrophils to

promote regeneration. This work highlights a cellular pathway that can drive tissue repair towards
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regeneration in adult mammals, and highlights potential targets that could be manipulated to induce
regeneration in the context of tissue injury. Further studies characterizing the intrinsic phenotype of
pro-resolutive resident macrophages will advance our understanding of their precise roles in driving

tissue repair towards regeneration rather than scar formation.
MATERALS AND METHODS

Animals: Experiments were performed on 5 to 7 weeks-old male C57BL/6 mice (Envigo) and congenic
male B6.129(Cg)-Gt(ROSA)26Sorm(AcTEtdTomato£GFPILIo /) (3156 known as mTmG mice; (Jackson
Laboratories). Animals were group-housed in a controlled environment (12-hour light/dark cycles at
21°C) with unrestricted access to water and a standard chow diet in a pathogen-free animal facility.
Granulocytes depletion was achieved by i.p. injection of 200ug of anti-mouse Gr-1 blocking antibody
(clone RB6-8C5, BioXCell, West Lebanon, NH, USA) 24 hours before surgical AT resection. For CD11c*
cell depletion, transgenic CD11c-DTR mice were injected i.p. with 20ng/kg of diphtheria toxin the day
before tissue resection as previously described (Luche et al, 2017).

Before tissue removal, mice were killed by cervical dislocation. All experiments were carried out in
compliance with European Community Guidelines (2010/63/UE) and approved by the French ethics
committee (protocol reference: 10691-201802091153445-v1).

Sub-cutaneous AT (scAT) resection: Animals were anesthetized by inhalation of isoflurane (2.5%), and

subjected to a single incision on the abdomen to access and resect 35 to 40% of the right scAT
between lymph node and groin. The skin was then closed with three suture points. Mice were then
injected subcutaneously at the surgery site, once a day from dO to d3 post-resection with Naloxone
Methiodide (NalM) (17mg/kg, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) or NaCl 0,9% to induce
respectively regenerative or scar healing, as previously described (Labit et al, 2018). ScAT
regeneration was assessed by morphological observations and calculating the weight ratio between

the right (resected) and the left (contralateral) fat pads.

In vivo ROS imaging: Mice were briefly anesthetized by inhalation of isoflurane (2.5%) and injected

i.p. with 5mg of luminol (5-amnio-2,3-dihydro-1,4-Phtalazinedione, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
USA). In vivo bioluminescence was imaged using an IVIS Spectrum 200 (Caliper Life Science,
Hopkinton, MA, USA) during 2 min exposure at different times after luminol injection. Image analyses
were performed using Living Image 3.0 Software (Caliper Life Science, Hopkinton, MA, USA). The
color intensity of the pictures was calibrated from 30 (min) to 330 (max). For each animal, the sham

surgery area signal was subtracted to resected area photon flux.
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Isolation of bone marrow and adipose derived stromal vascular cell fraction (SVF): At necropsy, bone

marrow cells (BM) were immediately flushed from the sampled femurs with a-MEM medium (Life
Technologies). Resection planes were carefully dissected, mechanically dissociated and digested at
37°C with collagenase (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for 30 minutes. Cells from the scAT
SVF were collected by centrifugation after elimination of undigested fragments by filtration as
previously described (Poglio et al, 2012). Red blood cells were removed by incubation in hemolysis
buffer (140mM NHA4Cl and 20mM Tris, pH 7.6). Cells were then counted and used for flow cytometry,

cell sorting in vitro ROS quantification or Real-Time PCR.

Competitive repopulation assays: Competitive repopulation assays were conducted as described

previously (Poglio et al, 2012). Briefly, 2.10° Lin-/Sca-1+/ c-Kit+ (LSK) cells sorted from the scAT or the
BM of donor mice were mixed with 2.10° competitor BM total cells. Donor mice were mT/mG mice
expressing Tomato ubiquitously. In all the experiments, control and experimental LSK cells were
sorted from animals of equal age. The mixed population was injected i.v. into lethally irradiated
(10Gy, 137Cs source) recipient mice of equal age. Mice reconstituted with AT- or BM-LSK (AT-or BM-
mice) were then allowed to recover during 6 weeks. Chimerism was assessed by quantifying Tomato”

(dT") cells among total CD45" cells in the SVF.

RNA Extraction and Real-Time PCR: Total RNA was isolated from SVF by RLT:ethanol 100% extraction

and purified using Microprep kit (Zymo). 250ng of total RNA was reverse-transcribed using the High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life Technologies/Applied Biosystem), SYBR Green PCR
Master Mix (Life Technologies/Applied Biosystem), and 300 nmol/L primers (Appendix Table S1) on
an Applied Biosystem StepOne instrument. All relative gene expression was determined using the

AACT method and normalized to 36B4 level.

ELISA cytokines titration: At necropsy, exudates were collected at the resection plane 6 and 12 hours

post-resection (400pL). The release of PGD2 and PGE2 was determined with a commercially available

OptiEIA kit (BD Biosciences) according to the manufacturer’s instructions.

Flow cytometry analysis and cell sorting: Freshly isolated SVF cells were stained in PBS containing

FcR-blocking reagent for 30 minutes on ice with fluorochrome-conjugated antibodies. Phenotyping
was performed by immunostaining with conjugated rat anti-mouse Abs and compared with isotype-
matched control Abs (Appendix Table S2). Cell apoptosis was assessed by AnnexinV (eBioscience) and

DAPI staining according to the manufacturer’s instructions. Cells were then analyzed on a Fortessa
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flow cytometer (BD). Data acquisition and analysis were performed using Diva (Becton Dickinson)
and Kalusa version 1.2 (Beckman Coulter) softwares respectively.

For LSK cell-sorting experiments, SVF cells were stained with Ly-6A/E (Sca-1), CD117 (c-Kit)
antibodies, and Lineage Panel (Lin). Cells negative for lineage markers were gated, and Sca-1 and
CD117 double-positive cells were sorted. Enrichment of the LSK was determined by flow cytometry
and varied between 92% and 97%. A similar strategy was used to sort macrophage on the basis of

CD45, CD11b and F4/80 expression (Appendix Table S2).

In_vivo efferocytosis assay: Neutrophils from C57Bl/6 mice were isolated from the BM using

neutrophil isolation kit according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi). Neutrophils were
then stained with 2.5uM of CellTrace CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester (CFSE; Molecular Probe)
or 5uM of chloromethyl-benzoyl-aminotetramethyl-rhodamine (CMTMR; Molecular Probe). Three
hours before scAT resection, 2.5.10° neutrophils were injected i.v. into wild-type, AT- or BM-chimeric
mice. The resection plane was removed 17 hours after resection and the proportion of macrophages
CFSE" or CMTMR" was visualized and quantified by Image flow cytometry and flow cytometry
respectively, as described previously (Morioka et al, 2018).

Efferocytosis inhibition was achieved by 3 successive i.v. injections of anti-mouse TIM4 blocking
antibody (TIM4 Ab; 0.5mg/mice/injection) (BioXCell, West Lebanon, NH, USA) 12 hours before and 3

hours and 24 hours after surgery.

Image Flow Cytometry: Individual cell images were acquired using IDEAS software (Amnis Merck

Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) on a 3-laser 6-channel imaging flow cytometer (Image
Stream X Mark Il, Amnis Merck Millipore) with 40x magnification. For each data file, at least 50 000
single cells were acquired - debris and doublets were excluded based on their area and aspect ratio.
Single-stain controls were acquired (all channels on, no brightfield and no side scatter image), a
compensation matrix was calculated and then applied to the data files using IDEAS software (Amnis
Merck Millipore). Briefly, focus cells were identified using gradient RMS feature of the brightfield
channel (Ch04). Single cells were then identified from debris and cell clusters using a plot of aspect
ratio vs. area of the brightfield channel. Finally we analyzed single cells with plot based on intensity

of CMTMR and F4/80 staining (Ch03 and CHO6 respectively).

Histological evaluation: 3 hours after surgical resection, resection planes were sampled at necropsy,

fixed in 10% neutral buffered formalin and paraffin-embedded. Three um thick paraffin sections

were stained with hematoxylin and eosin, and microscopically evaluated by a pathologist.
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In_vitro ROS quantification: The oxygen-dependent respiratory production was measured by

chemiluminescence in the presence of luminol (66uM, Sigma-Aldrich) using a thermostatically
monitored luminometer (37°C) (210410A EnVision Multilabel Reader) on 14x10* Gr1l or Grl* cells
sorted from SVF. DAMGO ([D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5 -ol]-Enkephalin acetate salt, Sigma Aldrich) was
added 5 minutes before luminescence measure. The luminol detects both reactive oxygen and
nitrogen intermediates (02.-, ONOO-, OH.). Chemiluminescence was continuously monitored for 1
hour. The ROS level was quantified and compared between different conditions using the area under

the curve.

Statistical analyses: The number of animals used in each study is indicated in the figure legends.

Studies were not randomized and investigators were blinded to analyses. All results are given as
means = SEM. Variance between groups was compared. Data were analyzed using an ANOVA test
(when there were more than 2 groups) and variance between groups was compared. Statistical
differences were measured using an unpaired two-sided Student's t-test, or a nonparametric test
(Mann—-Whitney) when data did not pass the normality test, or when variances between groups were
different. All statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 5.0 software and a two-
tailed P value with 95% confidence interval was acquired. p<0.05 was considered as significant. The
following symbols for statistical significance were used throughout the manuscript: *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.

For gene expression at 6 and 12 hours, a principal component analysis (PCA) was also performed as
an unsupervised dimension reduction method. R software 3.6.3 with the “factoextra” 1.0.6 and

“FactoMineR” 2.3 packages were used.
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FIGURE TITLES AND LEGENDS

Fig. 1: Regenerative healing is characterized by an early and transient inflammation.

19



(A) Representative pictures of scAT 1 month post-resection and NaCl (scar healing condition) or NalM
(regenerative condition) treatment (Scale bar: 0.5cm). (B) Weight ratio between resected and
contralateral scAT 1 month post-resection in NaCl or NalM treated mice (n=5-10 per group).
Quantification by RTgPCR at 2h, 6h, and 12h post-resection of mMRNA encoding cytokines (Interleukin
1B, 6 (1186, 1I6), Tumor Necrosis Factor a (Tnfa), Transforming Growth Factor B (Tgf8) and interleukin
10 (/110)) (€) and enzymes involved in lipid mediator synthesis (Cyclooxygenase 2 (cox2),
Prostaglandin E2 synthase (Pge2 synthase), Prostaglandin D2 synthase (Pgd2 synthase), Arachidonate
5-lipoxygenase (Alox5) and Leukotriene A4 Hydrolase (Lta4h)) (D) in SVF isolated from the injured
scAT of NaCl or NalM treated mice (n=4-6 per group). (E) Quantification of PGD2 and PGE2
metabolites in the exudate of the resection plane of NaCl or NalM treated mice, 6h and 12h post-
resection. Results are expressed as a ratio between PGD, and PGE, metabolites (n=5-7 per group). (F)
Heatmap performed on 14 standardized gene expressions, 6 hours post-resection. The dendrogram
performed according to the Ward method was able to cluster between scar and regenerative healing
conditions. Principal component analysis performed at 2 hours (G) 6 hours (H) and 12 hours (l) post-
resection on standardized gene expression. Individuals with scar healing and regenerative healing
signatures were colored in red and green, respectively. Data are represented as mean  SEM.
(*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 between scar and regenerative healing conditions). NalM:
Naloxone Methiodide, scAT: subcutaneous Adipose Tissue, SVF: Stromal Vascular Fraction, wt:

weight.

Fig. 2: Neutrophils depletion impairs ROS production and inhibits scAT regeneration in NalM

treated mice.

(A) Representative comparative microscopic aspects of the resection plane of scAT 8h post-surgery in
NaCl and NalM treated mice. The microscopic analysis highlights on the one side the slight diffuse
granulocytic infiltration of scAT (left, NaCl or scar healing condition) and in the opposite side (right,
NalM or regenerative healing condition), the severe granulocytic infiltration of both the peri-adipose
conjunctival lining and the scAT parenchyma (neutrophilic leucostasis and perivascular cuffing)
(Hemalun & eosin staining). (B) Representative histograms and dot plot analyses of SVF cells isolated
from NaCl (red curve) or NalM (green curve) treated mice 6h post-resection, showing the percentage
of CD45" cells and granulocytes (neutrophils: CD45"/Ly6G*/ Ly6C/CD11b" and monocytes CD45"/
Ly6G/Ly6C’/CD11b") in the resection plane. (C) Gene expression quantification by RT-qPCR of the
chemokine Cxcl1 in SVF isolated from the resection plane of NaCl or NalM treated mice 2, 6 and 12h
post-resection, (n=4 per group). (D) Representative in vivo imaging of ROS production 6 hours post-
resection in NalM treated mice, treated or not with anti-Grl blocking antibody (Ab o-Grl).

(E) Quantification of ROS production in vivo from 0 to 72 hours post-resection in NalM treated mice,
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treated or not with Ab a-Grl (n=5 per group). (F) Representative pictures of scAT 1 month post-
resection, in NalM treated mice treated or not with Ab a-Grl (Scale bar: 0.5cm). (G) Weight ratio
between resected and contralateral scAT 1 month post-resection in NalM treated mice, treated or
not with Ab a-Grl (n=5 per group). The dotted line show values obtained in scar healing (NaCl)
conditions (H) In vitro quantification of ROS production by Grl* populations sorted from scAT of
NaCl, NalM mice treated or not with the selective p-opioid receptor agonist DAMGO, or uKO mice 6h
post-resection (n=3-6 per group). (I) Representative pictures of scAT 1 month post-resection, in NaCl
or NalM treated mice and in NaCl treated mice knock out for the u opioid receptor (uKO) (Scale bar:
0.5cm). (J) Weight ratio between resected and contralateral scAT 1 month post resection in in NaCl,
NalM-treated and pKO mice (n=9-16 per group). Data are represented as mean + SEM. (*p <0.05,
*** p<0.001 between scar and regenerative healing conditions). AT: Adipose Tissue, A.U: Arbitrary
Units, DAMGO: [D-Ala 2, N-MePhe 4, Gly-ol]-enkephalin, NalM: Naloxone Methiodide, scAT:
subcutaneous Adipose Tissue, SVF: Stromal Vascular Fraction, ROS: Reactive Oxygen Species, wt:

weight.

Fig. 3: Efficient efferocytosis of apoptotic neutrophils by CD11c’ macrophages is required for
regeneration.

(A) Time course study of the number of neutrophils (CD45'/CD11b*/F4/807/Ly6C/Ly6G") and
monocytes (CD45"/CD11b"/F4/807/Ly6C"/Ly6G’) assessed by flow cytometry in the scAT of NaCl and
NalM treated mice (n=5-13 per group). (B) Percentage of apoptotic neutrophils and monocytes
assessed by flow cytometry with Annexin V and DAPI staining 24h post-resection (n=5 per group). (C)
Representative dot plots of flow cytometry analyses showing macrophages (CD45°/CD11b*/F4/80")
24h post-resection in scAT of NaCl or NalM treated mice. (D) Quantification of macrophages in NaCl
and NalM treated mice 24h post-resection, (n=10-13 per group). Percentage of macrophages CD11c"
(E) and CD206" (F) assessed by flow cytometry in NaCl and NalM treated mice 24h post-resection
(n=5 per group). (G) Representative histogram of IL-6, TNFa. and IL-10 staining (grey histogram) or
isotype (white histogram) on macrophages in resection planes 24h post-resection. (H) Percentage of
IL-6, TNFa and IL-10 producing macrophages in NaCl or NalM treated mice 24h post-resection (n=5
per group). (I) Representative dot plots of flow cytometry analyses showing neutrophils
(CD45*/CD11b*/F4/807/Ly6C /Ly6G") 24h post resection in scAT of CD11c-DTR" and CD11c-DTR™ mice
treated with NalM and diphtheria toxin (DT). (J) Quantification of neutrophils 24h post-resection in
CD11c-DTR* and CD11c-DTR™ mice treated with DT and NalM. (K) Representative pictures of scAT 1
month post-resection in CD11c-DTR* and CD11c-DTR™ mice treated with NalM and DT (Scale bar:
0.5cm). (L) Weight ratio between resected and contralateral scAT in CD11c-DTR* and CD11¢ DTR

mice treated with NalM and DT (n=4). The dotted line shows values obtained in scar healing (NaCl)

21



conditions. (M) Examples of the imaging flow cytometry channels of macrophages stained with F4/80
(pink) and having engulfed (lower panels) or not (upper panels) CMTMR stained apoptotic
neutrophils (yellow) in scAT of NaCl-treated mice 17h post-resection. (N) Quantification of efferocytic
macrophages by flow cytometry in the scAT of NaCl and NalM treated mice with or without TIM4
blocking antibody. (O) Representative pictures of of scAT 1 month post-resection, in mice treated
with NalM and with or without blocking TIM4 antibody (Scale bar: 0.5cm). (P) Weight ratio between
resected and contralateral scAT 1 month post-resection in mice treated with NalM and with or
without blocking TIM4 antibody (n=7) The dotted line show values obtained in scar healing (NaCl)
conditions. Data are represented as mean+SEM. (*p<0.05, **p<0.01 between scar and
regenerative healing conditions). Ab: Antibody, NalM: Naloxone Methiodide, CMTMR: 5-(and-6)-(((4-

chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine, scAT: subcutaneous Adipose Tissue, wt: weight.

Fig. 4: AT Resident macrophages but not classical BM derived macrophages are required for tissue

regeneration.

(A) Hematopoietic chimera strategy: 2.10° LSK cells sorted from the scAT or the bone marrow (BM) of
mTmG mice were co-injected with 2.10> total BM cells of C57BI6 into lethally irradiated C57BI6
recipients. Two months after hematopoietic reconstitution, scAT resection was performed and
chimeric mice were treated with NaCl or NalM. (B) Representative histograms showing chimerism
(tdTomato staining) in total immune cells (CD45") and macrophages (CD45"/CD11b*/Ly6G /F4/80") in
NalM treated AT- and BM-chimeric mice, 24h post-resection. (C) Representative histograms of CFSE
staining in macrophages 24h post-resection in NaCl and NalM treated chimeric mice, corresponding
to the percentage of macrophages having engulfed CFSE® neutrophils. (D) Quantification of
efferocytic macrophages 24h post-resection in NaCl and NalM treated chimeric mice (n=6). (E)
Quantification of neutrophil number by flow cytometry 24h post-resection, in NaCl or NalM treated
mice (n=7-9 per group). (F) Representative pictures of scAT 1 month post-resection, in BM- and AT-
chimeric mice treated or not with NalM (Scale bar: 0.5cm). (G) Weight ratio between resected and
contralateral scAT in AT- and BM-chimeric mice 1 month post-resection (n=5-8 per group). Data are
represented as mean +SEM. (*p <0.05, **p<0.01, *** p<0.001 between scar and regenerative
healing conditions). AT: Adipose Tissue, BM: Bone Marrow, LSK: Lin"/c-Kit"/Sca-1* cells, NalM:

Naloxone Methiodide, scAT: subcutaneous Adipose Tissue, wt: weight.
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FIGURE 4

A
tdTomatomice
\ 6 weeks
«B———»C§:§ — —
HSC sortedfrom lethally Chimeric sScAT partial
AT orBM irradiated mice resection
recipient (AT or BM mice)

B [CD457] [CD45-/CD11b~/Ly6G/F4/80°] [CD45°] [CD45-/CD11b~/Ly6G/F4/80°]
oM 54% 4+ 98% 3 97% |
gl | - :

2 {
S|« .

3

el

——) SRS

- v »

BM-Chimeric mice

AT-Chimeric mice

% Max
>~

NalM treated
AT-Chimeric mice

[CD45-/CD11b*/Ly6G/F4/80°] D
NaCl
Efferocytic macrophages
- 24h post-resection
NaIM P 160 *
[=]
5 —
—= £5 1201
2
¢ i3 " e 2
Eo
Mau o 8-
=N
4
I — = 40
NalM Eg
—_— o
ES 0
R BM-mice AT4mice
CFSé
F
BM Mice AT Mice
NaCl NalM NaCl NalM

NalM treated tdTomato

BM-Chimeric mice

E
Neutrophil number
24h post-resection
T NaCl 5o
o Nzl g
g=]
T 120
N
©
g 80
=
b x
g 404
=
8 -
BM-mice AT4mice
1.0
*
EEQ&
e S
$o
2 Z03
SE
=
g o7
o

O BMmice AT mice

26



SUPPLEMENTAL INFORMATION TITLES AND LEGENDS

Supplemental Figure S1: In vivo treatment with anti-Gr-1 antibody depletes neutrophil population.

(A) Representative cytometry overlay of SVF cells isolated from NalM (grey histogram) or NalM +
anti-Grl blocking antibody (Ab a-Grl) (hatched histogram) treated mice 72h post-injection, showing
Grl® cells gated in CD45%/CD11b" population in the front lesion area. (B) Quantification of CD45"/Gr1*
cells in scAT 24, 48 and 72h after treatment with or without Ab a-Grl in NalM treated mice (n=3).
Data are represented as mean + SEM. (¥*p <0.05). Ab: Antibody, NalM: Naloxone Methiodide, SVF:

Stromal Vascular Fraction.

Supplemental Figure S2: In vivo treatment with diphtheria toxin depletes CD11c” macrophages in
ScAT.

(A) Representative histogram of flow cytometry analysis showing CD11c’ macrophages in scAT 24h
post-resection in CD11c-DTR" (light grey) or CD11c-DTR™ (dark grey) mice under regenerative
condition (NalM) and DT treatment. (B) Quantification of CD11c* macrophages 24h post-resection in
CD11c-DTR* and CD11c-DTR mice treated with DT and NalM. Data are represented as mean + SEM.

DT: Diphteria Toxin, NalM: Naloxone Methiodide, scAT: subcutaneous Adipose Tissue.

Supplemental Figure S3: Macrophage CD36 expression is similar in scar and regenerative healing

conditions

(A) Representative dot plots of CD36 staining on macrophages 24h post-resection in scar (NaCl) and
regenerative (NalM) healing conditions. (B) Quantification of CD36" macrophages 24h post-resection
in scar (NaCl) and regenerative (NalM) healing conditions (n=7-8 per group). (C) Quantification by RT-
gPCR at 24h post-resection of mMRNA encoding cd36 in macrophages sorted from the resection plane
of scar (NaCl) or regenerative (NalM) conditions (n=5 per group). Data are represented as

mean + SEM. NalM: Naloxone Methiodide, scAT: subcutaneous Adipose Tissue.
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Supplemental Table 1: Murine primer sequences used in g°PCR analyses

Gene Forward primer Reverse primer
36b4 AGTCGGAGGAATCAGATGAGGAT GGCTGACTTGGTTGCTTTGG
Pge2 synthase ATGAGGCTGCGGAAGAAGG GCCGAGGAAGAGGAAAGGATAG
Cox2 AACCGAGTCGTTCTGCCAAT CTAGGGAGGGGACTGCTCAT
Alox5 GTGCTGCTTGAGGATGTGAA CTACGATGTCACCGTGGATG
Pgd2 synthase TGGGAAGACAGCGTTGGAG AGGCGAGGTGCTTGATGTG
Ltadh CGTGCCCTTAGTTCCACATT GTTGACAGCTGAACCCCAGT
16 TTCCTCTCTGCAAGAGACTTC CTGCAAGTGCATCATCGTTGT
g TGCCACCTTTTGACAGTGATG TTGGAAGCAGCCCTTCATCTT
Tnfa GGCGGTGCCTATGTCTCA CGATCACCCCGAAGTTCAGTA
Tgfp TGATACGCCTGAGTGGCTGTCT CACAAGAGCAGTGAGCGCTGAA
o CGGGAAGACAATAACTGCACCC CGGTTAGCAGTATGTTGTCCAGC
Cxcl1 CCGAAGTCATAGCCACACTCA CTCCGTTACTTGGGGACACC
cd36 GATGTGGAACCCATAACTGGATTCAC GGTCCCAGTCTCATTTAGCCACAGTA

Supplemental Table 2: Anti-mouse antobodies used in flow cytometry analyses

Antibody Clone Manufacter
CD45 30F11 BD Bioscience
CD117 2B8 BD Bioscience
CD11b M1/70 BD Bioscience
CD11c N418 eBiosciences
CD206 MRGF3 eBiosciences
F4/80 BMS eBiosciences
Lin 145-2C11 BD Bioscience
Ly6G 1A8 BD Bioscience
Ly6C AL-21 BD Biosciences
Gr-1 RBE6-8C5 BD Biosciences
Sca1 D7 eBiosciences
IL6 MP5-20F3 BD Biosciences
IL10 JES5-16E3 BD Biosciences
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Etude expérimentale

1 La régénération est caractérisée par une inflammation intense associée a
un recrutement précoce et transitoire de neutrophiles producteurs
d’EAOs.

Suite a une lésion massive du TAsc, la régénération tissulaire (avec le traitement a la NalM ; ,
Figures 1A et B) est associée a une inflammation intense et transitoire. En effet, I'expression génique
des cytokines classiquement décrites comme pro-inflammatoires telles que I'IL-1j, I'IL-6 et le TNFo. et
anti-inflammatoires comme le TGF et I'IL-10 est significativement plus importante dans la condition
de régénération que dans celle de cicatrisation, 6 heures apres la lipectomie (LP) ( , Figure 1C).
De la méme facon, I'expression des génes codant pour la cyclo-oxygénase 2 (Cox2) et I'’enzyme de
synthése de la PGE; (Pge2s) est stimulée 6h post-lésion aprés traitement avec la NalM, conduisant a
une augmentation de la quantité de PGE; sécrétée par rapport a celle de la PGD,, prostaglandine plutot
anti-inflammatoire ( , Figures 1D et E). En revanche, aucune modification concernant la voie de
synthése des leucotriénes n’est observée au cours du temps et entre les conditions cicatrisation versus
régénération ( , Figure 1D). L’analyse en composante principale permet de séparer nos deux
conditions expérimentales (cicatrisation versus régénération) au temps 2 et 6 heures post-LP, avec une
plus forte probabilité a 6h ( , Figures 1F et I). L’absence de « clusterisation » a 12h renforce
I'idée selon laquelle I'issue de la réparation du TAsc apres lésion est dictée par une signature

inflammatoire précoce et transitoire ( , Figures 1F et 1).

Nous nous sommes alors intéressés a l'identification des populations cellulaires pouvant étre
responsables de cette réponse inflammatoire précoce et intense. La coloration hématoxyline de
coupes de TAsc quelques heures post-LP suggére une infiltration du front de lésion par des leucocytes
granulocytaires de type neutrophile, plus importante dans les conditions de régénération versus
cicatrisation ( , Figure 2A). Cette observation a été quantifiée par cytométrie de flux et montre
que, 6 heures post-LP, les neutrophiles représentent 20.5% de la population de cellules CD45* aprés
traitement a la NalM alors qu’en condition cicatrisante, ils ne représentent que 12% au méme temps
( , Figure 2B). Cette quantité de neutrophiles au niveau du site de Iésion, plus importante en
condition de régénération, s'accompagne d’'une augmentation significative de I'expression de la
chimiokine CXCL1, connue pour favoriser le recrutement de neutrophiles33? ( , Figure 2C).
Contrairement aux neutrophiles, la population de monocytes est présente en proportions similaires
dans les deux conditions expérimentales, 6h aprés la lésion ( , Figure 2B).

Afin de déterminer le réle de ce recrutement significatif de neutrophiles dans la production massive
d’EAOs et la régénération, nous avons éliminé spécifiquement la population granulocytaire

(majoritairement composée de neutrophiles) a I'aide de I'anticorps bloquant Anti-Gr1, 24 heures avant
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Etude expérimentale

la LP. Dans ces conditions, la production massive d’EAOs ainsi que la régénération du TAsc sont abolies
( , Figures 2D-G). En accord avec ces résultats, la production d’EAOs par la population de
cellules Gr1* isolée 6h post-LP, et mesurée extemporanément, est significativement plus importante
lorsque les cellules sont issues de souris traitées a la NalM par rapport a des souris contrdles (
, Figure 2H).

La NalM étant un antagoniste non spécifique mais plus affin pour les récepteurs p aux opioides 333,
nous avons vérifié que la production d’EAOs par la population de cellules Gr1*, mesurée in vitro, était
abolie en présence de DAMGO, agoniste spécifique des récepteurs p ( , Figure 2H). Enfin,
I"utilisation de souris transgéniques invalidées pour le récepteur p, révele que la production d’EAOs
par les cellules Gr1*, 6 heures post-LP, et la capacité de régénération sont similaires a celles mesurées
apres traitement a la NalM ( , Figures 2H-J), confirmant ainsi que la régénération observée en

condition « NalM » est majoritairement due a un effet direct sur les récepteurs .

L’'ensemble de ces résultats montre que, 6h apres la lésion, les deux conditions « cicatrisation » et
« régénération » sont trés divergentes en termes de réponse inflammatoire. Une inflammation
intense, accompagnée d’une production massive d’EAOs par les neutrophiles est ainsi observée en
condition de régénération, alors que la condition de cicatrisation semble étre associée a une
inflammation plus tardive. Les données sur le profil d’expression de génes caractéristiques de
I'inflammation (présentées dans l'article 1) ainsi que celles sur la production d’EAOs acquises

précédemment??4, pointent du doigt la nécessité d’un aspect transitoire de cette divergence.

2 Les macrophages CD11c* dérivés de I’'hématopoiese endogene du TA
permettent, grace a leur capacité d’efférocytose, une résolution de

I'inflammation plus rapide et permissive pour la régénération.
La résolution de I'inflammation est due a I'activation de macrophages qui vont i) phagocyter les corps
apoptotiques générés par la mort des cellules environnantes, notamment les neutrophiles et les
monocytes (phénomene d’efférocytose), et ii) progressivement passer d’un état pro-inflammatoire a
un état anti-inflammatoire (Chapitre 3 de I'introduction). Puisque, contrairement aux souris controles,
les souris traitées a la NalM (qui régénerent) se caractérisent par une réponse inflammatoire intense
mais transitoire due a une production massive d’EAOs par des granulocytes ( , Figures 1 et 2),
nous nous sommes donc intéressés a I’évolution au cours du temps des populations de neutrophiles
et de monocytes. L'analyse en cytométrie de flux sur la base des marqueurs de surface CD45, CD11b,
F4/80, Ly6C et Ly6G montre gu’en condition de régénération, le nombre de neutrophiles, aprés une

importante augmentation a 6h post-LP, revient a un niveau proche de celui avant la lésion, dés 24h
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A Apoptose 8h post LP
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Figure 41. Apoptose cellulaire post LP en condition de cicatrisation (NaCl) ou de régénération (NalM).

(A) Proportion de cellules Annexin V* (neutrophiles a gauche et monocytes a droite) quantifiée par
cytométrie de flux 8h post LP. (B) Immunohistochimie représentant une cellule apoptotique caspase 3*
(vert) entourée de cellules immunitaires CD45* (rouge) de type macrophage (8um de diamétre) 24h post LP
sur le front de lésion de souris en condition de régénération (NalM).
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post-LP. Cette cinétique s’accompagne d’une faible augmentation du nombre de monocytes. En
revanche en condition de cicatrisation, alors que 6h aprés la lésion, trés peu de neutrophiles et/ou de
monocytes sont retrouvés au niveau du front de lésion, ces deux populations augmentent de maniére
trés importante a 24h. Méme si elles ont tendance a décroitre, 72h apres la lésion, le front de lésion
reste encore infiltré par ces deux types cellulaires ( , Figure 3A). Le faible nombre de
neutrophiles et dans une moindre mesure, de monocytes, observé 24h apres la lésion chez les souris
traitées a la NalM suggere un processus efficace d’élimination de ces cellules entre 6 et 24h et qui ne
serait pas présent chez les souris controles. Le marquage a I’Annexine V (marqueur d’apoptose), évalué
en cytométrie de flux révele gu’il n'y a pas de différence dans la proportion de neutrophiles et
monocytes apoptotiques entre les deux conditions expérimentales, 8h (Figure 41A) et 24h post-LP
( , Figure 3B). Des expériences d'immunohistochimie montrent que des cellules apoptotiques
immuno-positives pour la Caspase3 sont systématiquement entourées de cellules CD45* avec une
morphologie de macrophage (Figure 41B) suggérant une efférocytose des cellules apoptotiques par
des macrophages. La diminution brutale du nombre de neutrophiles 24h aprés la Iésion n’est donc pas
due a une apoptose augmentée mais pourrait résulter d’un efférocytose plus efficace par les
macrophages en condition de régénération. Nous avons alors recherché si la population de
macrophages était différente ou pas, entre les deux conditions, régénération versus cicatrisation. Les
figures 3Cet D de montrent qu’il n’y a pas de différence, 24h apreés la Iésion, dans le nombre
total de macrophages. Environ un tiers de ces macrophages sont pro-inflammatoires caractérisés par
le marqueur de surface CD11c ( , Figure 3E) alors que tres peu présentent un phénotype anti-
inflammatoire basé sur la présence du CD206 ( , Figure 3F). Lorsque I'on s’intéresse aux
cytokines produites par ces macrophages, on observe qu’en condition de régénération, le nombre de
macrophages produisant de I'lL-6 24h post-LP est plus faible qu’en condition de cicatrisation (

, Figures 3G et H). Le résultat inverse est obtenu pour les macrophages produisant du
TNFa, suggérant que les populations de macrophages sont distinctes entre les deux conditions

expérimentales.

Afin de déterminer le role des macrophages CD11c* dans le processus de régénération, nous avons
utilisé des souris CD11c-DTR. Dans ce modele, les cellules CD11c* sont spécifiquement éliminées 24h
apres injection de toxine diphtérique ( , Figure Supplémentaire 2). L’élimination des cellules
CD11c* avant la LP s’"accompagne d’une part, d’'une accumulation de neutrophiles sur le front de Iésion
24h post-LP, suggérant une mauvaise élimination de ces derniers, et d’autre part, d’'une inhibition de
la régénération tissulaire, malgré un traitement a la NalM ( , Figure 3I-L).

Nous avons donc mesuré in vivo la capacité d’efférocytose des macrophages 24h post LP, en injectant

dans la circulation sanguine des souris des neutrophiles préalablement marqués avec une sonde
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Figure 42. La NalM modifie le profil métabolique des cellules du front de lésion 3 jours aprés la
lipectomie.

Mesure du niveau d’expression des genes Glutl, Mctl, Mct4, Ldha et Ldhb au niveau du front de Iésion 1 et
3 jours post-LP chez des souris traitées ou non avec de la NalM. (n=3-8 animaux par groupe). tous les
résultats sont présentés sous la forme : moyenne * erreur standard a la moyenne (tESM) * p 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001. S : versus non LP. LP, Lipectomie ; NalM, Naloxone Méthiodide.
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cellulaire. 'utilisation d’un imageur en flux permet de visualiser des macrophages F4/80", et positifs
pour la sonde ( , Figure 3M). Il apparait que 24h post LP, la population de macrophages en
condition de régénération effectue une efférocytose significativement plus efficace que la population
de macrophages en condition de cicatrisation ( , Figure 3N).

Les macrophages reconnaissent les corps apoptotiques a I'aide de récepteurs membranaires tels que
le CD36 ou TIM-4334214 | ’expression de CD36 et le nombre de macrophages CD36* ne variant pas entre
les deux conditions ( , Figure supplémentaire 3), nous avons utilisé un anticorps bloquant dirigé
contre TIM-4 pour bloquer I'efférocytose par les macrophages ( , Figures 3M et N). Cette
élimination des macrophages efférocytiques a été associée a la perte de la capacité a régénérer (

, Figures O et P).
L'ensemble de ces résultats montre donc qu’une élimination efficace des neutrophiles par les

macrophages CD11c, 24h apreés la lésion, est nécessaire pour permettre la régénération.

Compte tenu des résultats originaux du laboratoire démontrant I'existence d’'une hématopoiese
endogene au TAsc générant principalement des cellules myéloides, et au regard de nos résultats
révélant des populations de macrophages différentes entre les conditions de régénération et de
cicatrisation, nous avons cherché a savoir si ces populations avaient des origines tissulaires différentes.
Nous avons émis I’hypothése selon laquelle les macrophages provenant de I’lhématopoiése endogéne
du TA auraient une capacité d’efférocytose différente de celle des macrophages dérivant des
monocytes d’origine médullaire. Pour tester cette hypothése, nous avons utilisé le modele de chimeére
hématopoiétique développé dans I'équipe dans lequel des souris receveuses, irradiées |éthalement,
sont transplantées avec des cellules souches hématopoiétiques de TAsc ou de moelle osseuse (MO).
Ainsi, dans les chimeres obtenues (8 semaines aprés la greffe), le compartiment myéloide du TAsc
contient soit une majorité de macrophages dérivés du TA (souris TAMO) soit une majorité de
macrophages dérivés de la MO (souris MOMO) ( , Figures 4A et B). Des souris TAMO et MOMO
ont alors subit une LP et ont été placées en condition de cicatrisation (NaCl) ou de régénération (NalM).
La quantification du nombre de macrophages efférocytiques 24h post-LP, montre une augmentation
de cette population cellulaire uniquement chez les souris TAMO traitées avec la NalM ( ,
Figures 4C et D). Cette augmentation de I'efférocytose s’accompagne d’une diminution du nombre de
neutrophiles sur le front de Iésion ( , Figure 4E), suggérant une meilleure élimination de ces
derniers. De plus, seules les souris TAMO traitées a la NalM sont capables de régénérer tandis que les
souris MOMO cicatrisent ( , Figure 4F et G). Ces résultats indiquent que seuls les macrophages
dérivés de I'hématopoiése du TA peuvent assurer une efférocytose efficace permettant la

régénération du TA, en réponse a un traitement a la NalM.

91



A 1 mois post LP
1.0 * *
[

S
= 0.91 T
i Mph PPARy"*
R0
& 0.8 T T T Mph PPARy”
® == Mph PPARy"*
= /
x — -
3 074 Mph PPARY
£

0.6

NalM - - + +
B 1 mois post LP

s Souris TAMO PPARy™*
w8 Souris TAMO PPARy™

Figure 43. Implication de PPARy au cours de la régénération du TAsc.

(A) Quantification de la régénération du TAsc de souris dans lesquelles le géne PPARy a été spécifiquement
invalidé dans les macrophages (Mph PPARy”") par rapport aux souris controles (Mph PPARy*/*), 1 mois post
LP (n=3-6 par groupe). (B) Quantification de la régénération du TAsc de souris chiméres reconstituées a
I'aide de cellules souches dérivées du TA de souris KO ou non pour PPARy (souris TAMO PPARy”- et souris
TAMO PPARy**), en condition de régénération (NalM), 1 mois post LP (n=4-5 par groupe). Toutes les
données sont représentées sous la forme : moyenne + ESM (écart standard a la moyenne). * p < 0,05. LP,
Lipectomie ; Mph, Macrophages ; NalM, Naloxone Méthiodide.
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Dans cette étude, nous identifions pour la premiére fois les acteurs cellulaires et moléculaires
capables d’orienter I'issue de la réparation tissulaire vers la régénération chez le mammifére adulte.
Nous mettons ainsi en évidence i) la nécessité de la mise en place d’une inflammation précoce,
intense et maitrisée dans le temps, ii) une coopération entre neutrophiles et macrophages pour
permettre la résolution de I'inflammation et iii) un roéle distinct entre les macrophages résidents
issus de I’hématopoiése endogéne du TA et ceux issus de I’'hématopoiese classique médullaire

( , Résumé Graphique, Figure 40).

D Résultats complémentaires.
Dans cette partie, nous allons présenter quelques données expérimentales qui completent cette étude

mais qui n"apparaissent pas dans I’article soumis pour publication.

1 Résolution de I'inflammation et PPARY
Comme nous I'avons montré dans I'article 1, la régénération tissulaire est dépendante de la cinétique
de la réponse inflammatoire, orchestrée notamment par I'activité des macrophages. Leur transition
phénotypique, d’un phénotype pro-inflammatoire vers un phénotype anti-inflammatoire est, en effet,

215 ot s’accompagne d’un switch

fondamentale pour permettre la résolution rapide de I'inflammation
métabolique au cours duquel les macrophages passent d’'un métabolisme glycolytique a un
métabolisme oxydatif?'8 (Figure 26).

Nous avons donc étudié le profil métabolique des macrophages dans notre modele, en mesurant sur
le front de lésion, le niveau d’expression d’un certain nombre de genes impliqués dans les voies
métaboliques. Il apparait que I'expression des génes codant pour les transporteurs Glutl et Mct4
(Monocarboxylate transporter 4) est fortement augmentée 1 jour aprées la lipectomie par rapport aux
animaux controles non opérés (Figure 42), ce qui suggere une augmentation de I'import de glucose
(Glutl) et de I'export de lactate (Mct4), reflétant un métabolisme glycolytique. A ce temps, aucune
différence d’expression n’a été mesurée entre les souris lipectomiées et placées en condition de
cicatrisation (NaCl) ou de régénération (NalM). En revanche, 3 jours aprés la Iésion, I'expression des
génes codant pour le lactate déshydrogénases (Ldha et Ldhb) et le transporteur Mctl
(Monocarboxylate transporter 1) est significativement diminuée chez les souris traitées a la NalM. Une
tendance similaire est observée pour les génes codant pour Glutl et MCT4 (Figure 42). Ces résultats
suggerent une transition des cellules du front de lésion vers un métabolisme oxydatif 3 jours aprés LP
chez les animaux traités a la NalM, qui pourrait refléter la résolution de I'inflammation plus rapide
observée chez ces animaux ( , Figure 3). Il est néanmoins nécessaire de reproduire ces

expériences sur des macrophages triés.

92



il ©

Traitement des souris avecla NalM: - + -

Dppa3

Hmgb1

Igkv19-93

Macrod2

Mir713

Snord116/1; Snord116/2

Aspa
Gdf3
Jchain
Lipg
Pparg
Trav8d-1

Figure 44. Etude a grande échelle de I'expression génique des macrophages dans différentes conditions
de réparation tissulaire.

Apercu du profil d’expression génique de macrophages issus de I’hématopoiése médullaire (macrophages
bleus) ou adipeuse (macrophages oranges), triés a partir du du TAsc, 24h post LP, apres traitement ou non
des souris a la NalM. Plus I'expression génique est élevée, plus la couleur est intense. Mph : Macrophages,
LP : Lipectomie, NalM : Naloxone Méthiodide, TAsc : Tissu adipeux sous-cutané.
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Parmi les nombreuses molécules impliquées dans la résolution de I'inflammation, les médiateurs
lipidiques tels que la prostaglandine PGD2 et son dérivé, le 15d-PGlJ; jouent un rdle pivot et sont des
ligands naturels du facteur de transcription PPARy, qui est exprimé par un grand nombre de cellules
parmi lesquelles les macrophages'®’. Au regard de I’explosion de la littérature disponible sur les roles
joués par PPARYy (et ses ligands) lors de la réponse inflammatoire (inflammation et résolution), nous
avons cherché a déterminer si ce récepteur nucléaire était important dans I'orientation de la
réparation tissulaire vers la régénération ou la cicatrisation33°.

Nous avons ainsi comparé la capacité de régénération de souris transgéniques dans lesquelles PPARy
a été invalidé spécifiquement dans les cellules myéloides (Mph PPARy”") par rapport a celle de souris
sauvages (Mph PPARY™*). Nos résultats indiquent que I’absence de PPARy dans les macrophages inhibe
la régénération du TAsc normalement induite par le traitement a la NalM (Figure 43A), suggérant un
réle important de PPARy dans I'activité des macrophages au cours de la régénération.

Dans l'article 1, nous avons montré que les macrophages issus de I'hématopoiese du TA sont
nécessaires a la régénération (Article 1, Figure 4). Nous nous sommes donc interrogés sur I'importance
de PPARy spécifiquement dans cette population de macrophages. Nous avons donc généré des souris
chiméres, reconstituées avec des cellules souches hématopoiétiques de TA provenant de souris Mph
PPARY”". Chez ces souris chiméres, les macrophages dérivés de I’hématopoiése du TA n’expriment pas
PPARy contrairement aux macrophages dérivés de la moelle osseuse. Ces souris chimeres ont subi une
LP et la réparation du TAsc a été évaluée 1 mois post-lésion. Les souris traitées a la NalM, donc placées
en condition de régénération, ne sont pas capables de régénérer leur TAsc (Figure 43B). Ce résultat
montre que la présence de PPARy dans les macrophages issus de ’hématopoiese du TA est essentielle

pour permettre la régénération.

2 HGMBL1 stimule la migration des cellules progénitrices du TAsc.
Nos résultats montrant le role-clef les macrophages issus de I’hématopoiése du TA dans I'orientation
de la réparation tissulaire, nous avons trié 24h post-LP, les macrophages issus de I’hématopoiese du
TA ou de la moelle osseuse, respectivement a partir de TAsc de souris TAMO ou MOMO, placées en
condition de cicatrisation ou de régénération. Nous avons comparé le profil d’expression de ces deux
populations par une approche sans a priori a I'aide de puces Affymétrix. L’analyse des résultats révéle
gu’en condition cicatrisante (NaCl), le profil d’expression des macrophages est relativement similaire
quelle que soit leur origine tissulaire. En revanche, en conditions de régénération (NalM), on observe
une modification spécifique du profil d’expression des macrophages issus de I’'hématopoiése du TA par

rapport au profil d’expression des macrophages issus de I’hématopoiese de la MO (Figure 44).
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Figure 45. Effet ’HMGB1 sous sa forme réduit sur les ASCs de Tasc apres lésion.

(A) Quantification du niveau d’expression du géene HMGB1 dans le TAsc de souris LP (24h post LP) en
condition de cicatrisation (NaCl) ou de régénération (NalM). (B) Intensité de fluorescence des ASCs
marquées (CFSE*) en absence de traitement (NT, condition contrdle), aprés traitement avec 30ng/mL
d’HMGB1 sous forme réduite ou aprés traitement avec du sérum 20% (contréle positif). (C) Images
représentatives de la migration des ASCs 0 et 24h apres le scratch (matérialisé par les 2 traits), aprés
traitement ou non avec HMBG1 sous forme réduite (30ng/mL). (D) Quantification de la fermeture du
scratch, 24h apres traitement ou non avec HMGB1 sous forme réduite (30ng/mL). Toutes les données sont
représentées sous la forme : moyenne + ESM (écart standard a la moyenne). * p < 0,05. ASCs : Adipose
Stromal Cell, LP : Lipectomie, NalM : Naloxone Méthiodide, NT : condition contréle.
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Parmi les genes les plus surexprimés chez les souris TAMO traitées a la NalM, HMGB1 a attiré notre
attention en raison d’un nombre croissant d’études décrivant son implication dans les processus de
régénération musculaire ou hépatique?!®. En effet, les EAOs générées lors d’une lésion musculaire,
conduisent a I'oxydation d’HMGB1 qui est sécrété par les macrophages.

Dans un premier temps, nous avons mesuré le niveau d’expression d'HMGB1 au niveau du front de
Iésion, 24h post-LP, aprés traitement au NaCl ou a la NalM. La Figure 45A montre que la NalM induit
une augmentation significative de I'expression d'HMGB1 dans le TAsc.

Dans les phases tardives de la régénération, les cellules mésenchymateuses sont activées et migrent
vers le front de lésion pour participer a la reconstruction du/des tissus3°. La littérature suggére un
effet pro-régénérant d’HMGB1 via un effet sur les cellules progénitrices musculaires?'¥337. Nous avons
donc évalué si HMGBI1, sous sa forme réduite, modulait les capacités migratoires et/ou la prolifération
des cellules mésenchymateuses du TAsc (les ASCs). La prolifération des ASCs a été évaluée en suivant
la dilution du CFSE, molécule perméable aux cellules qui se couple de maniére covalente, via son
groupe succinimidyle, a des molécules intracellulaires (notamment a des résidus intracellulaires de
lysine et a d'autres sources d'amines)38. Le traitement des cellules avec la forme réduite d’HMGB1
(30ng/ml) n’induit pas de modification de la prolifération des ASCs par rapport a la condition contréle
(Figure 45B). En revanche, un traitement des cultures avec du sérum a 20% stimule bien la prolifération
de ces cellules (Figure 45B). La capacité migratoire des ASCs a été, par la suite, évaluée a I'aide d’un
test de blessure (« scratch »). Au bout de 24h, le traitement avec HMGB1 sous forme réduite accélere
la fermeture de la blessure sur le tapis cellulaire (75% de I'espace généré lors du scratch est recouvert
d’ASCs en présence d’'HMGB1 vs 55% en condition contréle) (Figures 45C et 45D). Puisque HMGB1 ne
modifie pas la prolifération des ASCs a 24h (Figure 45B), nous pouvons conclure que cette fermeture
de la blessure, plus rapide en présence d’'HMGB1, est due a une augmentation de la migration de ces
cellules. En accord avec ces résultats, I'observation de la localisation et de la morphologie des ASCs au
niveau du front de lésion montre qu’en condition de régénération (NalM), les ASCs sont trés
nombreuses et s’alignent les unes par rapport aux autres 24 heures apres la lipectomie, suggérant un
comportement migratoire collectif alors qu’en condition de cicatrisation (NaCl), la morphologie des
ASCs est hétérogene et leur densité est plus faible (Figure 46). De plus, apres analyse de I'expression
génique de protéines impliqués dans la dégradation de la MEC (MMP), nous avons montré une
augmentation significative de I'expression de certaines MMP en condition NalM dans les jours suivant
la LP en comparaison aux souris placées en condition de cicatrisation (NaCl) (Résultats non montrés).
Ces résultats suggerent qu’en condition de régénération, dans notre modele, la MEC serait plus souple

et faciliterait la migration des ASCs, et donc la régénération.
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Figure 46. Les ASCs présentes sur le front de Iésion 24 heures apreés la lipectomie, ont une morphologie différente
entre les conditions cicatrisante et régénérante.

Marquage immunohistochimique au niveau du front de lésion de TAsc de souris lipectomiées (24h post LP) en
condition de cicatrisation (NaCl) ou de régénération (NalM). Les ASCs sont marquées en vert (CD34*), les cellules
immunitaires en rouge (CD45*) et les noyaux en bleu (DAPI). ASCs : Cellules Stromales Adipeuses, NalM : Naloxone
Méthiodide. LP: lipectomie.
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L'ensemble de ces résultats, bien que préliminaires, laisse penser qu'HMGB1 pourrait jouer un réle
important dans la régénération du TAsc en facilitant notamment la reconstruction du tissu par les ASCs.

Il est désormais primordial d’évaluer les conséquences de la perte d’"HMGB1 sur la régénération.

En conclusion, la gestion de la réponse inflammatoire est primordiale pour orienter la réparation
tissulaire vers une régénération ou une cicatrisation. PPARy et HMGB1 sont des candidats
moléculaires qui méritent des investigations plus poussées qui pourraient permettre d’identifier des
voies de signalisation fondamentales a I'induction de la régénération chez le mammifere. Celles-ci
pourraient alors représenter des cibles potentielles que I’on pourrait envisager de manipuler dans

le but d’orienter la réparation tissulaire vers une régénération.
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Il Les nocicepteurs sont indispensables a la régénération chez la souris

adulte.

A Contexte scientifique

Comme nous I'avons évoqué dans le chapitre 2 de la partie introductive, de nombreuses études
font état du caractére indispensable de l'innervation au cours des processus de régénération
tissulaire'2%33988  Ces études montrent notamment qu’une dénervation chirurgicale conduit a
I'inhibition de la régénération spontanée de la patte chez la salamandre 12%12> Toutes ces études sont
basées sur des expériences de neurotomie des nerfs rachidiens qui sont des nerfs mixtes renfermant
a la fois des fibres nerveuses afférentes et des fibres nerveuses efférentes. La dénervation chirurgicale
ne permettant pas d’étre spécifique d’un type donné de fibres nerveuses, il n’est donc pas possible,
par cette approche, de déterminer leur implication différentielle dans les processus de régénération.
Sil'on se base sur les deux seules études qui ont distingué I'implication des différentes voies nerveuses,
les conclusions concernant le type de fibres requis pour permettre la régénération divergent?®140. A
I’'heure actuelle, cette identification reste donc une question ouverte a laquelle il est pourtant
indispensable de répondre pour pouvoir envisager de moduler spécifiguement leur activité et
controler I'issue de la réparation tissulaire vers une régénération.

Comme nous l'avons aussi présenté dans le chapitre 2, suite a une lésion, les fibres sensorielles
nociceptives générent un message a l'origine de la perception douloureuse, agissant ainsi comme un
systeme d’alarme. La douleur générée peut étre inhibée par des opioides endogéenes qui bloquent la
transmission du signal nociceptif au niveau spinal, produisant ainsi un effet analgésique. Ces opioides
peuvent aussi exercer un effet hors du SN, en inhibant le relargage local de substance P et/ou de CGRP
par les terminaisons périphériques des nocicepteurs au niveau du tissu Iésé.

Les travaux de Labit et coll. montrent que le TAsc de la souris MRL est capable de régénérer
spontanément aprés une lésion massive et que cette capacité est inhibée lorsque la souris est traitée
avec un agoniste des récepteurs aux opioides??*. Inversement, la souris C57BL/6 qui cicatrise aprés
une lésion, est capable, aprés un traitement sous-cutané avec la NalM, un antagoniste des récepteurs
aux opioides qui ne passe pas la barriere hémato-encéphalique, de déclencher les processus de

régénération du TAsc suggérant un effet périphérique et non central des opioides.
Au regard des données de la littérature relatives i) a I'implication des nerfs dans les processus de

régénération ii) I'activité inhibitrice des opioides sur les nocicepteurs, et de nos résultats précédents

démontrant le réle inhibiteur des opioides sur les processus de régénération chez le mammifére
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adulte”, nous avons émis I’hypothése selon laquelle les nocicepteurs seraient nécessaires pour

déclencher les processus de régénération.

Dans I’étude qui suit, nous avons donc cherché dans un premier temps a savoir s'il existait un lien entre
la sensibilité nociceptive et la capacité a régénérer. Nous avons ensuite évalué I'implication des fibres
sensorielles nociceptives dans la capacité de régénération (ces résultats sont actuellement soumis
pour publication dans le journal PNAS au format Brief Report). Je présenterai les résultats ainsi obtenus

a la suite de I'article.
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Abstract

Tissue repair after injury usually results in scarring and loss of function in adult mammals, including humans.
Understanding the regulatory processes that guide the outcome of tissue repair is therefore a worrisome challenge
for regenerative medicine.

Throughout the animal kingdom, in species that display regenerative ability, the regenerative response is controlled
through nerve activity, but until now, the nature of the innervation required for tissue regeneration has not been
defined. Using our model of induced adipose tissue regeneration in adult C57BL/6 mice, we first demonstrated that
the specific denervation of afferent sensory nerves by capsaicin impedes tissue regeneration. We also observed that
the administration of the CGRP sensory neuropeptide is sufficient to induce this regeneration and overcome the scar
healing effect of morphine while allowing its analgesia effect. This study highlights the need for sensory nociceptive
nerves in the control of regeneration in adult C57BL/6 mice and allows to propose a novel postoperative analgesic
strategy promoting tissue regeneration via CGRP and morphine treatment.

Introduction

Despite clinical advances, humans cannot regenerate injured tissue after traumatic lesion or surgical intervention.
Instead, tissue trauma leads to fibrosis and ultimately to the formation of scar tissue and loss of function (1).
Understanding the regulatory processes that guide the outcome of repair is therefore a concerning challenge for
regenerative medicine.

Nerves are known to be crucial for regeneration. Numerous studies have reported that denervation impairs or severely
delays the regeneration of various structures, from the limb of the salamander to the ear of the MRL mouse (2-5).
However, these studies are based on neurotomy which does not distinguish the contribution of efferent nerve fibers
from that of afferent fibers.

Afferent nerve fibers carry sensory information associated with tissue injury, including nociceptive information that
causes pain. It is usually managed with opioids, such as morphine, which provide analgesia by activating opioid
receptors located in the central nervous system and also on the endings of primary afferent sensory nerves in
peripheral tissues (6).

We have recently shown that opioids negatively impact regenerative ability (7). Our model is based on a massive
resection of the subcutaneous adipose tissue (scAT), which plays a central role in energy and glucose homeostasis.
After resection, this fat pad heals spontaneously leading to the formation of a scar, and regeneration of the scAT can
be induced by inhibition of peripheral opioid receptors with naloxone methiodide (NalM).



Thus, we propose that afferent sensory nerve fibers control tissue regeneration after tissue injury through the release
and activation of pro-nociceptive neuropeptide signaling. However, pain management is an ethical obligation and the
challenge would be to induce tissue regeneration while ensuring analgesia.

To that aim, we first examined whether specific sensory denervation by capsaicin injections was sufficient to affect
adipose tissue regeneration. We then tested the ability to regenerate after pharmacological disruption of the
calcitonin gene-related peptide (CGRP) sensory neuropeptide signaling. Finally, we evaluated whether the
administration of CGRP (i) was sufficient to induce regeneration of damaged tissue, (ii) counteracted the scar healing
effect of morphine and (iii) impacted the analgesic effect of morphine.

Results and discussion

Specific denervation of sensory terminals impairs tissue regeneration

To determine the role of afferent sensory nerve fibers in tissue regeneration, we specifically destroyed afferent
sensory nerve fibers using capsaicin in our model of massive resection of the inguinal scAT. First, we confirmed that
denervation was effective and specifically affected the activity of the scAT sensory nerves. Indeed, twenty-one days
after capsaicin treatment in the intact scAT, the number of sensory nerve fibers was drastically reduced while that of
efferent sympathetic nerve fibers was unaffected, as assessed by immunostaining for CGRP and TH (Tyrosine
Hydroxylase) respectively (Fig. 1A and 1B). Moreover, under regenerative condition (NalM), sensory denervation
induced a significant decrease in the percentage of response to Von Frey filament stimulation of the resected fat pad
area (Fig. 1C), while paw sensitivity was unaffected (Fig. 1D). Then, we analysed the impact of denervation of the
afferent sensory fibers on tissue regeneration. As expected, one month after resection, mice placed in scar healing
condition (morphine) or regenerative condition (NalM) exhibited macroscopic scAT healing or regeneration
respectively (Fig. 1E and 1F). Strikingly, sensory denervation significantly inhibited regeneration (NalM + Den) and
induced scar healing (Fig. 1E and 1F) in mice. These results show that specific denervation of afferent sensory nerves
in scAT impairs tissue regeneration in adult C57BL/6 mice.

CGRP is sufficient to induce regeneration of the injured tissue and overcomes opioid scar healing effect

We then investigated whether sensory nerve-dependent scAT regeneration relies on the sensory neuropeptide CGRP.
ScAT-resected mice were placed in regenerative condition (NalM) and treated with the selective CGRP receptor
antagonist BIBN (8). In contrast to mice treated with NalM, which regenerated, mice treated with NalM and BIBN
displayed macroscopic scar healing one month after resection (Fig. 2A and 2B). This shows that CGRP is required for
NalM-induced tissue regeneration in adult mice. We therefore tested whether CGRP would be sufficient to induce
regeneration on its own without NalM treatment. Mice treated only with CGRP exhibited macroscopic scAT
regeneration one month after resection (Fig. 2C and 2D). Finally, as one cannot ignore analgesic management after
surgery, we evaluated regenerative capacity and nociception after co-administration of CGRP and morphine in scAT
resected mice. We showed that CGRP counteracted the scar healing effect of morphine (Fig. 2C and 2D), while
maintaining its analgesic effects (Fig 2E).

Discussion

Through animal phylogenesis, the regenerative response to a lesion involves functional nerves in several species, but
until now, studies were performed in lower vertebrates and specific mammalian models (neonatal mice and MRL mice
with autoimmune disease and organomegaly), and the nature of the innervation required for tissue regeneration has
not been defined. The present study sheds light on the requirement for afferent sensory nociceptive nerves in the
control of regeneration in the most commonly used C57BL/6 scar healing adult mice. This means that, in adult mice,
nociceptive innervation would have two distinct and complementary functions after injury (i) to protect the organism
by activating protective physiological and behavioural mechanisms, (ii) to restore functional tissue by controlling repair
processes.

In regeneration, studies performed so far used mainly neurotomy, preventing the distinction between afferent and
efferent innervation. Owing to the involvement of efferent motor nerve fibers in sensory-motor loops, the
involvement of such fibers in the scAT regenerative response cannot be excluded. Thus, involvement of cholinergic
nerve activity in heart regeneration was shown in zebrafish and neonatal mice(5). On the other hand, the lack of
sensory innervation negatively affects cutaneous and corneal wound healing after moderate lesion (9, 10), however,
these studies focus on the closure of wounds, not on complex tissue regeneration. The present work, consistent with



the study of Meda et al (11) in zebrafish, is the first demonstration in mammals that sensory fibers are essential for
tissue regeneration.

If we cannot rule out the intervention of other neuropeptides, our pharmacological approach targeting the signaling
of the sensory neuropeptide CGRP, suggests that afferent sensory nerve fibers control regeneration probably through
the release of CGRP. This is consistent with previous studies on scar healing, showing that local injection of CGRP, after
skin injury resulted in a significant acceleration of wound closure, but it is still not regeneration (12, 13). Since CGRP
has been described to induce chemotactic migration of mesenchymal stem cells to the lesion site (14), it remains to
be determined if there is an interplay between afferent sensory nerve fibers and adipose stromal stem cells in our
model.

All together, these results demonstrate that nociceptors are essential for tissue regeneration and that administration
of sensory neuropeptide CGRP is sufficient to induce regeneration of damaged tissue and overcome the scar healing
effect of morphine while allowing for analgesia. We are therefore able to propose a new post-operative analgesic
strategy that promotes tissue regeneration through the co-administration of morphine and CGRP.

Figure Legends

Figure 1. Specific reduction of sensory terminals impairs tissue regeneration

(A) Imaging of control or denervated scAT, 21 days after capsaicin injection, showing sensory fibers (CGRP, red),
sympathetic fibers (TH, green) and nuclei (DAPI, blue). Scale bars: 0,5 cm. (B) Quantification of the area occupied by
the sensory fibers (CGRP) and the sympathetic fibers (TH) (n=3). (C) Mean frequency (+ SEM) of withdrawal reflex
during Von Frey test on the resected fat pad area, in NalM-treated mice, previously denervated or not (n=6-7 per
group), from day 1 (D1) to day 3 (D3) post-resection. (D) Mean frequency (x SEM) of withdrawal reflex during Von Frey
test on the paw, in NalM-treated mice previously denervated or not (n=6-7 per group), from day 1 (D1) to day 3 (D3)
post-resection. (E) Representative pictures of scAT 1 month after resection and Morphine or NalM treatment in mice
previously denervated or not (Scale bar: 0.5 cm). (F) Weight ratio quantification (n=7-11 per group). CGRP: Calcitonin
Gene Related Peptide, TH: Tyrosine hydroxylase, NalM: Naloxone Methiodide, Den: denervated. (*p < 0.05, ** p<0.01,
*** p<0.001).

Figure 2. CGRP induces regeneration of the injured tissue and overcomes opioid scar healing effect

(A) Representative pictures of scAT, 1 month after resection and NalM or NalM + BIBN treatment (Scale bars: 0.5 cm).
(B) Weight ratio quantification (n=4-5 per group). The dotted line indicates the weight ratio in scar healing condition
(morphine). (C) Representative pictures of scAT, 1 month after resection and Morphine, CGRP or Morphine + CGRP
treatment (Scale bars: 0.5cm). (D) Weight ratio of scAT 1 month after resection and Morphine, CGRP or Morphine +
CGRP treatment (n=5 per group). (E) Mean frequency (+ SEM) of withdrawal reflex during Von Frey test on the resected
fat pad area, in Morphine, CGRP or Morphine + CGRP treated mice (n=5 per group), from day 1 (D1) to day 3 (D3) post-
surgery. NalM: Naloxone Methiodide, BIBN: BIBN-4096, CGRP receptors antagonist, CGRP: Calcitonin Gene Related
Peptide. (*p < 0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001 vs morphine, $$$$p<0.0001 vs morphine + CGRP).

Materials and methods

Animals

All experiments were performed on 5- to 7-weeks-old male mice. C57BL/6 mice were obtained from Harlan
Laboratories and bred in the CREFRE (Centre Regional d’Exploration Fonctionnelle et Ressources Expérimentales).
Animals were group-housed (3 or 4 per cage) in a controlled environment (12-hours light/dark cycles at 21 °C) with
unrestricted access to water and a standard chow diet in a pathogen-free animal facility. The animals were maintained
in accordance with the guidelines of the European Community Council. Mice were killed by cervical dislocation. All
experiments were carried out in compliance with European Community Guidelines (2010/63/UE) and approved by the
French ethics committee (protocol reference: 2016031009332865).

In vivo treatments

Mice were treated with naloxone methiodide (NAL-M) (subcutaneous injection, 17 mg/kg, N129, Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), or Morphine (subcutaneous injection, 10 mg/kg, generously donated by our collaborators
L.Moulédous and B.Guiard), or CGRP (subcutaneous injection, 7,5ug/mice, 1161/100U, R&D Systems, Minneapolis,
MN), or the CGRP antagonist receptor BIBN4096 (subcutaneous injection, 1mg/Kg, Cat. No. 4561, R&D Systems,
Minneapolis, MN) on days 0-3 after scAT resection.



scAT resection

Control mice were used for the baseline control and did not undergo surgery. Mice underwent unilateral resection of
subcutaneous adipose tissue (scAT) as described in our previous report (7). Briefly, animals were anaesthetized by
inhalation of isoflurane 2,5% and a single incision was made on the abdomen to access and excise 35 to 40% of the
right scAT between lymph node and groin. The left scAT did not undergo surgical procedure and was used as an internal
control. To quantify scAT regeneration, the weight ratio between the right (i.e. resected) and the left (i.e. contralateral)
SCAT was calculated.

scAT denervation

scAT denervation was adapted from a protocol previously published by Vauhan et al (15). Capsaicin (M2028, Sigma
Aldrich, St Louis, MO) was diluted in 100% ethanol, then in olive oil (1:10, 01514, Sigma Aldrich, St Louis, MO). Animals
were anesthetized by inhalation of isoflurane 2,5% and scAT was wetted with NaCl 0,9% during the length of
experiment. Briefly, 8 micro injections of 5uL capsaicin (20pg/uL) were performed in scAT using Hamilton needle
(Dutsher, 25uL). Denervation effectiveness 21 days after injection of capsaicin was previously assessed.

Behavioral tests

Mechanical nociception (allodynia) was quantified by measuring the hind paw withdrawal response to von Frey
filament stimulation. Unrestrained mice were placed beneath a clear plastic chamber on an elevated mesh floor and
were allowed to settle for 45 minutes. Withdrawal responses to mechanical stimulation were determined using
calibrated Von Frey filaments applied from underneath the cage through the mesh floor to the scAT surgery area or
to the hind paw plantar skin on the same side as the resection. Testing was carried out with Von Frey filaments of
increasing stiffness (from 0,07g to 1,4g). Each trial consisted of 10 applications of the filament within a one-minute
period. The mouse reaction to Von Frey filament was scored as percentage of withdrawal.

Immunohistochemistry

scAT sections 300 pum thick were incubated in blocking solution (2% Normal Horse Serum and 0.2% triton X-100 in PBS)
then with CGRP (rabbit, 1:350, PC205L, Sigma Aldrich, St Louis, MO) and Tyrosine Hydroxylase (sheep, 1:750, AB1542,
Sigma Aldrich, St Louis, MO) antibodies at room temperature for 24 hours. Then sections were incubated overnight at
4 °C with Al594 donkey anti-rabbit (1:250, Molecular Probes A21207) and Al488 donkey anti-sheep (1:250, Molecular
Probes A11015) secondary antibodies, mounted on a coverslip and imaged using a confocal laser scanning microscope
(LSM780, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Images were processed using Fiji software (NIH, Bethesda, MD, USA).

Statistical Analysis

Studies were not randomized and investigators were blinded to analyzes. All results are given as means + SEM. Data
were analyzed using a two-way ANOVA for Von Frey tests and a one-way ANOVA for weight ratio quantifications. All
statistical analyzes were performed in GraphPad Prism 5.0 software and a two-tailed P value with 95% confidence
interval was acquired.

Acknowledgments

We thank C. De Vecchi for technical assistance and P. Verwaerde and G. Jourdan for insightful discussions. The authors
also thank the US006/CREFRE INSERM/UPS (Anexplo-Genotoul, Toulouse, France) and specifically the zootechnical
core facility for animal care.

Lise Rabiller was a fellow of the French Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche, and of the Fondation
pour la Recherche Médicale (FRM, FDT201904008033).

Declaration of interests
The authors declare no competing interests.

References
1. S.A Eming, P. Martin, M. Tomic-Canic, Wound repair and regeneration: mechanisms, signaling, and
translation. Science translational medicine 6, 265sr6 (2014).



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Todd, On the process of reproduction of the members of the aquatic salamander. The Quarterly Journal of
Science, Literature, and the Arts. 16 (1823).

M. G. Simoes, et al., Denervation impairs regeneration of amputated zebrafish fins. BMC Dev Biol 14, 49 (2014).

G. Buckley, J. Wong, A. D. Metcalfe, M. W. Ferguson, Denervation affects regenerative responses in MRL/MpJ
and repair in C57BL/6 ear wounds. J Anat 220, 3—-12 (2012).

A. l. Mahmoud, et al., Nerves Regulate Cardiomyocyte Proliferation and Heart Regeneration. Developmental
cell 34, 387-99 (2015).

A. |. Basbaum, D. M. Bautista, G. Scherrer, D. Julius, Cellular and molecular mechanisms of pain. Cell 139, 267—
84 (2009).

E. Labit, et al., Opioids prevent regeneration in adult mammals through inhibition of ROS production. Scientific
reports 8, 12170 (2018).

J. Olesen, et al., Calcitonin gene-related peptide receptor antagonist BIBN 4096 BS for the acute treatment of
migraine. The New England journal of medicine 350, 1104-10 (2004).

P. G. Smith, M. Liu, Impaired cutaneous wound healing after sensory denervation in developing rats: effects on
cell proliferation and apoptosis. Cell and tissue research 307, 281-91 (2002).

A. Lambiase, et al., Capsaicin-induced corneal sensory denervation and healing impairment are reversed by
NGF treatment. Investigative ophthalmology & visual science 53, 8280-7 (2012).

F. Meda, et al., Nerves Control Redox Levels in Mature Tissues Through Schwann Cells and Hedgehog Signaling.
Antioxidants & redox signaling 24, 299-311 (2016).

J. Kjartansson, C. J. Dalsgaard, Calcitonin gene-related peptide increases survival of a musculocutaneous critical
flap in the rat. European journal of pharmacology 142, 355-8 (1987).

M. Toda, et al., Roles of calcitonin gene-related peptide in facilitation of wound healing and angiogenesis.
Biomed Pharmacother 62, 352—9 (2008).

Y. Zhang, et al., Calcitonin gene-related peptide is a key factor in the homing of transplanted human MSCs to
sites of spinal cord injury. Scientific reports 6, 27724 (2016).

T. J. Bartness, C. H. Vaughan, C. K. Song, Sympathetic and sensory innervation of brown adipose tissue.
International journal of obesity (2005) 34 Suppl 1, 42 (2010).



Article 2, Figure 1 Rabiller et al, 2020

A CGRP DAPI

°
s B 1501
o
[ Control
g 100- [ Denervated
< ‘S *%
8 98 504
®
2
[]
S o+t -
e CGRP TH
C Von Frey D Von Frey
(surgery area) (on paw)
100+ 100+
-0~ NalM
P~ ] -0~ Den+ NalM 80+
n 80 n o 80 %
Qo o <
2 s 604  xxx * @ : 60-
;8 58
29
oL 404 o = 404
c
B XS -~ NalM
B 6/5-—6 207 o Den + NalM
C T T T C T T T
D1 D2 D3 D1 D2 D3
E Den + F
Morphine  NalM NalM 1 month post

resection

L 3 1.0
/ ¢ [ Morphine
l' *% *%k%
: , 0.9 3 Nalm
. - [ Den + NalMm
A2 , b 0.8

—— 0.6

Weight Ratio




Article 2, Figure 2

A NalM

NalM  + BIBN 1 month

post resection

Weight Ratio
o o =
oo © g)

©
\‘

o
o

C Morphine
Morphine CGRP +CGRP

™ 4

*%k

___..—.F _____

- Morphine

o =
© o

Weight Ratio
o
[e¢]

1 month
post resection

Rabiller et al, 2020

Resected
fat pad

[any
o
e

©
?

Kkkk

*kkk
Sk $$$$

w4
| o528

D1 D2 D3

-0- Morphine
-0- CGRP
-0- Morphine + CGRP

o)}
?

IN
i

% responses
(Von Frey 0,169)

N
?

o
1



1 mois post LP

A B Penk */* Penk /-
1.0- = 3
c .
S
T 0.9 ok
2 T
‘O
3 0.8
o 1
©
% 0.7-
©
=
0.6 - - TAsc TAsc TAsc TAsc
Penk *'* Penk 7 NonlP LP NonlP LP

Figure 47. Les souris invalidées pour le précurseur des enképhalines (penk) régénérent spontanément
leur TAsc.

(A) Index de régénération des souris contrdles (penk**) ou invalidées pour le géne codant pour le
précurseur des enképhalines (penk 7-), 1 mois aprés la lipectomie. (B) Photos représentatives de la
régénération du TAsc de souris penk** et penk 7~ 1 mois post LP. LP : lipectomie, TAsc : tissu adipeux sous
cutané.
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B Résultats et interprétations
1 Les souris qui régénérent présentent une sensibilité accrue a la douleur.
Afin de déterminer s’il existe un lien entre la sensibilité nociceptive et la capacité de régénération,
nous avons comparé la capacité de régénération de souris C57BL/6 a celle de souris invalidées pour le
précurseur de I'enképhaline (PENK), donc présentant potentiellement une sensibilité nociceptive
accrue. En paralléle, nous avons comparé la sensibilité nociceptive des souris C57BL/6 a celle des souris
MRL capables de régénération spontanée. Enfin, nous avons évalué la capacité de régénération et la
sensibilité nociceptive de souris invalidées pour le récepteur p aux opioides et nous avons comparé la
sensibilité nociceptive des souris C57BL/6 lipectomiées placées en condition de cicatrisation

(Morphine) a celle des souris placées en condition de régénération.

i Les souris invalidées pour la proenképhaline régénérent
spontanément.

Dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Gilles Dietrich (IRSD, Toulouse), nous avons eu acces a des
souris invalidées pour le précurseur des enképhalines (Penk”") sur fond génétique C57BL/6. Un mois
apres lipectomie, le TAsc des souris Penk” régénére spontanément contrairement au TAsc des souris
sauvages de la méme portée (Penk*/*) (Figure 47). Ces résultats suggérent qu’une quantité d’opioides
endogenes réduite permet la mise en place de la régénération chez le mammifere adulte, aux dépends
d’une cicatrisation qui serait associée a une quantité d’opioides endogenes élevée. Ces données

viennent renforcer nos résultats précédents démontrant I'effet délétere des opioides endogénes sur

la régénération.

i Les souris MRL présentent une sensibilité nociceptive accrue par
rapport aux souris C57BL/6.

Nous avons comparé la sensibilité nociceptive des souris C57BL/6 a celle des souris MRL, en condition
basale (c’est a dire en absence de toute lésion tissulaire). En réponse a I'application de filaments de
Von Frey (1,4g), le nombre de retraits des souris MRL est significativement supérieur a celui des souris
C57BL/6 (respectivement 27% et 15%, Figure 48A). Ces résultats suggerent que les souris MRL,
capables de régénération spontanée, présentent un seuil de sensibilité a la douleur moins élevé que
celui des souris C57BL/6. Lorsqu’on applique un filament de taille supérieure (4g), comme attendu, le
nombre de retraits augmente chez les deux souches de souris (de 15% a 39% chez la souris C57BL/6 et
de 27% a 49% chez la souris MRL), en revanche, aucune différence significative n’est observée entre

les deux souches de souris.

98



VF

A
80
60 n.ST
£ 0 . P
201 __
1 // | é '\CASR7LBL/6
1l.4g 49
Plaque chauffante (52°C) Plaque chauffante (55°C)
B 1001 cut off o 501 cut off s
80 % 40- %
g o T % 8 o] 1 %
g 404 % \ézo- n.s %
& ol n.s % & ol = %r %
= |7 L7 |\ 7

Léchage Saut Léchage Saut

Figure 48. Evaluation de la douleur chez les souris MRL et C57BL/6 en condition basale.

(A) Quantification du retrait des souris, apres 10 applications de filaments de grammage croissant (1,4g et
4g) au niveau de la patte (n=10 animaux par groupe). (B) Evaluation du temps de latence avant le premier
léchage (partie gauche des histogrammes) et avant le premier saut (partie droite des histogrammes), des

souris C57BL/6 ou MRL placées sur des plaques chauffantes a 52°C (histogramme de gauche) et 55°C
(histogramme de droite) (n=5 animaux par groupe).
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Figure 49. Evaluation de la douleur chez les souris MRL et C57BL/6 aprés injection intra-péritonéale de
Morphine.

Mesure du temps de latence avant le premier léchage (A) et avant le premier saut (B), des souris C57BL/6
ou MRL placées sur une plaque chauffante a 55°C (n=5). Le « cut off » représente le moment auquel

I'expérimentateur arréte l'expérience (ici, 45 secondes aprés avoir positionné la souris sur la plaque
chauffante).
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Dans un second temps, la sensibilité a la douleur a été évaluée par le test de la plaque chauffante. La
Figure 48B montre que le temps de latence mesuré avant le premier léchage et le temps de latence
mesuré avant le premier saut, ne sont pas significativement différents entre les souris C5BL/6 et MRL,
et ceci pour des températures de 52°C et 55°C. Ce résultat a priori étonnant compte tenu des résultats
obtenus avec le test de Von Frey, peut étre expliqué par le fait que le comportement naturel de la
souris MRL est peu actif>*9341, En effet, il a été rapporté un comportement dépressif de cette souche
de souris a partir de I'dge de 8 semaines3*2. De plus le poids de la souris MRL est largement supérieur
a celui des souris C57BL/6.

Enfin, afin de compléter cette étude nous avons testé, chez ces deux souris, la sensibilité a la Morphine,
qui peut refléter le tonus d’opioides endogenes. Pour cela, nous avons réalisé une nouvelle série
d’expériences sur plaques chauffantes au cours de laquelle nous avons administré de la Morphine aux
souris MRL et C57BL/6 (injection intrapéritonéale a 3 ou 10mg/kg, 30 minutes avant le test) (Figure
49). L'injection de morphine a la dose de 3mg/kg est sans effet sur le temps de latence avant le premier
léchage, quelle que soit la souche souris. En revanche, comme attendu, le traitement a la Morphine a
10mg/kg, augmente significativement le temps de latence avant le premier léchage chez les deux
souches de souris par rapport a la condition sans traitement (Figure 49A). A noter, que ce temps de
latence est significativement supérieur chez les souris MRL par rapport aux souris C57BL/6 suggérant
gu’elles ont une sensibilité a la Morphine plus élevée et donc potentiellement un tonus d’opioides
endogenes plus faible (Figure 49A).

En revanche, si le traitement avec 10 mg/kg de morphine augmente bien le temps de latence avant le
premier saut chez les souris C57BL/6, (comme cela était le cas pour le Iéchage) (Figure 49B), ce critére
d’évaluation n’est pas adapté aux souris MRL qui présentent un temps de latence avant le premier
saut, tel, que I'expérimentateur est obligé de retirer 'animal de la plaque chauffante, empéchant toute

conclusion.

Les résultats obtenus avec les souris invalidées pour le géne de I’enképhaline ainsi qu’avec les souris
MRL et C57BL/6, montrent que les animaux présentant un tonus opioide endogéne faible et/ou un
seuil de détection des stimulations nociceptives bas, sont capables de régénérer spontanément,

suggérant un lien entre la sensibilité nociceptive et la capacité de régénération.

2 Les souris C57BL/6 lipectomiées ont une sensibilité nociceptive accrue
lorsqu’elles sont placées en condition de régénération.
Dans le cadre d’une collaboration avec le Pr Gilles Mithieux a Lyon (UMR1213), nous avons eu acces a

des souris invalidées pour le récepteur p aux opioides (souris ptKO). Dans un premier temps, nous avons
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Figure 50. Evaluation de la douleur et la régénération du TAsc.

(A) Evaluation de la régénération du TAsc 1 mois post LP chez des souris C57BL/6 traitées a la Morphine, a
la NalM, ou chez des souris KO pour le récepteur p (uKO). (B) Quantification du retrait des souris aprées
application d’un stimulus mécanique au niveau de la zone lipectomiée a l'aide de filaments de grammage
croissant (0,07g, 0,16g et 1,4g), pendant les 4 premiers jours suivant la LP. (C) Calcul du ratio des diamétres
de la pupille et de I'oeil avant LP. (D) Photos en infrarouge représentatives de la taille de la pupille dans les
trois groupes expérimentaux. (E) Calcul du ratio des diameétres de la pupille et de I'oeil rapporté au ratio
calculé avant LP, pendant les 4 premiers jours suivant la LP. (F) Photos en infrarouge représentatives de la
taille de la pupille dans les trois groupes expérimentaux. * p 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. * : NalM vs
Morphine, $ : uKO versus Morphine. LP : Lipectomie, NalM : Naloxone Méthiodide, VF : test de von Frey.
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montré que ces souris étaient capables de régénérer spontanément leur TAsc 1 mois apres LP, et ce,
de maniére similaire aux souris C57BL/6 traitées a la NalM (Figure 50A). Ces données viennent elles
aussi renforcer nos résultats précédents démontrant I'effet délétere des opioides endogenes sur la
régénération, et nous indiquent que cet effet implique vraisemblablement les récepteurs p.

Dans un deuxiéme temps, afin d’évaluer s’il existe une corrélation entre la capacité a régénérer et la
sensibilité douloureuse, nous avons mesuré la sensibilité nociceptive au niveau de la zone |ésée, chez
les souris uKO (qui régénerent spontanément), les souris C57BL/6 traitées a la NalM (chez lesquelles
la régénération est induite pharmacologiquement) et des souris C57BL/6 traitées a la Morphine. La
Morphine administrée a ces animaux, vient s’additionner aux opioides endogénes produits par la
souris elle-méme, assurant une cicatrisation maximale et tres reproductible. La NalM et la Morphine
ont été injectées en sous-cutané, respectivement aux doses de 17mg/kg et 10 mg/kg. La sensibilité
nociceptive a été évaluée 1 fois par jour pendant 4 jours, a I'aide de deux approches, le test de Von
Frey appliqué au niveau de la chirurgie (bas du ventre droit), et la pupillométrie. Les animaux ont été
sacrifiés au bout d’un mois et la régénération du TAsc a été quantifiée (Figure 50A).

Les résultats du test de Von Frey indiquent que dés le premier jour, les souris placées en condition de
régénération (traitées a la NalM) souffrent significativement plus que des souris placées en condition
de cicatrisation (traitées a la Morphine) et ce, avec les trois grammages de filaments utilisés (0,07g,
0,16g, puis 1,4g), (Figure 50B). A noter que le test de Von Frey n’est pas adapté pour tester la sensibilité
nociceptive des souris pKO en raison de leur hyper-sensibilité aux stimuli mécaniques et thermiques a
I’état basal, en dehors de tout contexte lésionnel343.

Bien que le test de Von Frey soit classiquement utilisé, il reste peu objectif car il dépend exclusivement
de la pression exercée par le manipulateur qui applique le filament sous la patte ou sur la plaie de la
souris. Nous avons donc souhaité confirmer nos résultats avec une méthode alternative de mesure de
la sensibilité nociceptive, la pupillométrie, que nous avons donc adaptée a la souris. La mesure, qui est
non invasive, est réalisée sur souris inconscientes. Alors qu’avant la LP, la taille de la pupille est
similaire entre les 3 groupes d’animaux (Figures 50C et 50D), pendant les 3 jours suivant la LP, les souris
pKO et les souris C57BL/6 traitées a la NalM présentent une pupille significativement plus petite que
les souris traitées a la Morphine reflétant une sensibilité nociceptive accrue pour ces deux groupes
d’animaux (Figure 50E et 50F). Ces résultats permettent de conclure que les souris dont les récepteurs
aux opioides sont inhibés (traitées a la NalM) ou absents (uKO) sont capables de régénérer

spontanément et présentent une sensibilité nociceptive accrue.

L’'ensemble des résultats présentés ici indique i) que les souris présentant un tonus opioide

endogene faible (donc potentiellement plus sensibles aux stimuli nociceptifs) sont capables de
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Figure 51. Dénervation sensorielle.
Immunomarquage des fibres CGRP positives (rouge) sur coupe de TAsc, 10, 15 et 20 jours apres traitement
ou pas a la capsaicine. Echelle : 100 pm.

A

Figure 52. Dénervation sensorielle 21 jours aprés traitement a la capsaicine.

Immunomarquage des fibres TH positives (en vert) et des fibres CGRP positives (en rouge), sur coupes de
TAsc traités (B) ou pas (A) a la capsaicine 21 jours auparavant. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu
(Dapi). Echelle : 100 um.
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régénération spontanée, ii) que les souris MRL capables de régénération spontanée présentent une
sensibilité nociceptive accrue par rapport aux souris C57BL/6, iii) que les souris dont les récepteurs
aux opioides sont inhibés (traitées a la NalM ou pKO) sont capables de régénération spontanée et
présentent une sensibilité nociceptive accrue.

Toute ces données suggerent que la capacité a régénérer est associée a une sensibilité nociceptive
accrue. On peut supposer que cette sensibilité nociceptive accrue apres lésion, intensifie la mise en
alerte de I'organisme, et amplifie ainsi la mise en place des réponses comportementales et

physiologiques qui favorisent la régénération tissulaire.

3 Article 2 : Les nocicepteurs controlent la régénération chez la souris
adulte.

La prise en charge de la douleur apres une Iésion est un acte essentiel, que ce soit dans le cadre de
I’expérimentation animale ou aprés une opération chirurgicale chez des patients. Il est donc primordial
de comprendre dans quelle mesure les nocicepteurs contrdolent les processus de régénération afin
d’identifier des moyens de « gérer » la douleur, tout en permettant la régénération. Dans cette étude,
nous avons donc cherché i) a démontrer I'implication des fibres sensorielles nociceptives dans les
processus de régénération en développant un outil de dénervation spécifiques de ces derniéres, ii) a
déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels agissent les nocicepteurs sur les processus de
régénération et iii) a proposer une solution pharmacologique qui permettrait d’induire une

régénération tout en prenant en charge la douleur.

i L'innervation sensorielle est nécessaire pour permettre Ila

régénération du TAsc.
Pour évaluer le role des nocicepteurs au cours des processus de régénération, nous avons développé
une méthode de dénervation spécifique de ces fibres au sein du TAsc a l'aide de la capsaicine qui
permet de détruire sélectivement les fibres exprimant le canal TRPV1344. La mise au point du modéle
de dénervation du TAsc murin selon le protocole décrit par Bartness et coll, nous a permis de définir

344 |’efficacité et la spécificité de la

les conditions d’injection de la capsaicine dans le dép6t adipeux
dénervation ont été évaluées en marquant le CGRP (pour les fibres sensorielles) et la Tyrosine
Hydroxylase (TH, pour les fibres sympathiques) (Figure 52A). Alors que les fibres immuno-positives
pour le CGRP sont bien visibles 10 jours aprées I'injection de capsaicine, elles ont quasiment toutes
disparu aprés 21 jours (Figure 51 et 52B). Cette dénervation est spécifique, puisqu’il reste encore des

fibres sympathiques dans le TAsc (Figure 52A). Pour I’évaluation de la régénération en condition de

dénervation, la LP a donc été réalisée 21 jours apres le traitement a la capsaicine.
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Figure 53. Résumé Graphique des résultats de lI'article 2.

(1) La fixation de la NalM sur la terminaison nerveuse du nocicepteur entraine une perception
douloureuse. (2) Le CGRP favorise la régénération du TAsc.

NalM : Naloxone Méthiodide, TAsc : Tissu Adipeux sous cutané.
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La quantification du marquage CGRP montre que le nombre de fibres sensorielles CGRP+ est
significativement diminué 21 jours aprés le traitement a la capsaicine (la surface occupée par ces fibres
passe de 100% a 43% + ESM) ( , Figure 1A et 1B), tandis que le nombre de fibres sympathiques
immunopositives pour la TH n’est pas modifié, démontrant la spécificité de la dénervation ( ,
Figure 1A et 1B).
Afin d’évaluer I'impact de la dénervation sensorielle sur la régénération, les souris préalablement
dénervées ou non a l'aide de la capsaicine, ont été lipectomiées et placées en condition de
régénération (traitées a la NalM). Dans un premier temps, la sensibilité nociceptive a été mesurée a
I'aide du test de Von Frey afin de confirmer I'efficacité de la dénervation sensorielle. La diminution
significative de la sensibilité nociceptive au niveau de la zone lipectomiée des souris dénervées
pendant les 3 jours suivant la LP, par rapport aux souris non dénervées ( , Figure 1C) et
I'absence de variation de la sensibilité nociceptive au niveau de la patte ( , Figure 1D)
confirment la dénervation sensorielle locale et spécifique du dépo6t adipeux. Dans un deuxieme temps,
la régénération du TAsc a été évaluée chez ces souris, un mois plus tard. Il apparait que la destruction
des nocicepteurs inhibe significativement la régénération induite par le traitement a la NalM (

, Figure 1E et 1F). Ces résultats mettent en évidence pour la premiere fois dans le domaine de la
régénération toutes espéces confondues, que les nocicepteurs sont requis pour permettre la

régénération tissulaire induite.

i Les fibres sensorielles permettent la régénération tissulaire grace a la
sécrétion de CGRP.

Nous avons ensuite cherché a comprendre les mécanismes par lesquels les fibres sensorielles
pouvaient participer a la régénération. Nous nous sommes intéressés au neuropeptide CGRP, qui est
décrit dans la littérature comme étant capable d’accélérer le processus de fermeture de plaies
cutanées3*>. Pour tester 'implication du CGRP dans notre modéle de régénération induite du TAsc,
nous avons traité les souris a la NalM pour les placer en condition de régénération et nous leur avons
co-administré un antagoniste spécifique du récepteur au CGRP, le BIBN40963*. Les souris ayant recu
la NalM et le BIBN4096 sont incapables de régénérer leur TAsc contrairement aux souris n’ayant regu
qgue la NalM ( , Figure 2A et 2B) indiquant que le mécanisme d’action pro-régénérant de la
NalM fait intervenir les récepteurs du CGRP. Nous avons alors montré que I'injection sous-cutanée de
CGRP induit la régénération du TAsc, et ce, en absence de NalM suggérant que le CGRP, seul, suffit a
déclencher la régénération ( , Figure 2C et 2D). De plus, I’évaluation de la sensibilité nociceptive
sur lazone lipectomiée a I'aide du test de Von Frey, révele que les souris traitées avec le CGRP souffrent

de maniére similaire aux souris traitées a la NalM ( , Figure 1C et 2E).
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Figure 54. Effet de la capsaicine sur la biologie du TA.

(A) Quantification de la densité des adipocytes dans le TAsc dénervé ou non 21 jours auparavant. (B)
Quantification par cytométrie de flux du nombre de cellules vivantes, d’ASCs (CD317/CD34*/CD45), de
cellules endothéliales (CD31*/CD34/CD457), de cellules immunitaires (CD317/CD347/CD45*) et de
macrophages, dans le TAsc 21 jours aprés dénervation ou non, (n=4-5 par groupe). (C) Evaluation in vitro de
la différenciation adipocytaire a partir d’ASCs issues de TAsc dénervé ou non 21 jours auparavant (n=3 par
groupe). ASC : Adipose Stromal Cells ; Den, Dénervé, TAsc : Tissu adipeux sous cutané, SVF : Fraction
stromale vasculaire.
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La prise en charge de la douleur étant un acte essentiel, nous avons voulu tester si les souris pouvaient
bénéficier a la fois de I'effet pro-régénérant du CGRP et de I'effet analgésique de la Morphine en co-
administrant le CGRP avec de la Morphine chez les souris lipectomiées. De facon tout a fait
intéressante, la co-administration de CGRP et de Morphine permet d’induire la régénération (

, Figure 2C et 2D), tout en prenant en charge la douleur post-opératoire de maniére efficace (

, Figure 2E).

L'ensemble de ces résultats suggere que les nocicepteurs sont essentiels aux processus de
régénération et qu’ils agissent probablement via la sécrétion du neuropeptide CGRP pour permettre
la régénération du TAsc chez la souris adulte. Des données préliminaires (non présentées ici) montrant
I'absence d’expression du gene codant pour le CGRP dans les cellules du TAsc (parmi lesquelles se
trouvent de nombreuse cellules immunitaires), en condition basale comme apres LP, laissent penser

gue ces nocicepteurs sont la seule source de CGRP.

Nos résultats montrant la nécessité des fibres nociceptives pour induire la régénération, remettent
en cause l'utilisation des opioides (qui inactivent ces fibres) comme traitements péri-opératoires de
prise en charge de la douleur. Cependant, I'identification du CGRP comme facteur pro-régénérant
permet d’envisager la co-administration de CGRP et de Morphine afin d’induire une régénération
tissulaire tout en permettant de prendre en charge la douleur, ce qui ouvre des perspectives trés

novatrices dans le domaine de la médecine réparatrice ( , Résumé Graphique, Figure 53).

C Résultats complémentaires
1 La dénervation sensorielle des fibres CGRP* n’impacte pas la biologie du
TA.

Avant de mesurer 'effet de la dénervation sur la régénération du TAsc, nous avons vérifié que le
traitement a la capsaicine per se n’altérait pas la biologie du TAsc (composition cellulaire, potentialité
de différenciation des progéniteurs adipeux), ce qui aurait pu biaiser les résultats obtenus sur les
animaux lipectomiés.
Dans un premier temps, nous avons quantifié la densité des adipocytes dans le TAsc de souris
dénervées ou non. Il apparait que la dénervation sensorielle n’a aucun impact sur la quantité
d’adipocytes/um? entre des souris préalablement dénervées ou non (Figure 54A).
A cOté des adipocytes, le TAsc renferme de nombreux autres types cellulaires tels que les progéniteurs
adipocytaires (les ASCs) et les cellules immunitaires. Ces deux populations cellulaires étant décrits

comme prenant activement part aux processus de régénération, nous avons évalué par cytométrie de
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Figure 55. Effet du CGRP sur la réponse inflammatoire précoce induite par la lipectomie.
Quantification des cellules immunitaires CD45* 6h post-LP, chez des souris traitées a la NalM, Morphine,
CGRP ou CGRP + Morphine (n=3-5 par groupe). * p < 0,05. LP : Lipectomie, NalM : Naloxone Méthiodide.
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flux, si ces populations étaient modifiées lors de la destruction des fibres sensorielles nociceptives. Nos
résultats indiquent que le traitement a la capsaicine n’altere pas le nombre de cellules vivantes ni les
proportions des différentes populations cellulaires présentes dans le TAsc (progéniteurs, cellules
endothéliales, cellules immunitaires) (Figure 54B). De plus, I'absence de différence dans le nombre de
macrophages CD45*/F4/80*/CD11b* (Figure 54B) suggére que la dénervation a I'aide de la capsaicine
n’induit pas d’inflammation du TAsc.

Enfin, dans un dernier temps, nous avons mesuré la capacité des ASCs a se différencier en adipocytes.
Pour cela, les ASCs issues de souris préalablement dénervées ou non, ont été cultivées pendant 6 jours
dans un milieu de différenciation et I'accumulation intracellulaire de triglycérides, reflet de la
différenciation adipocytaire, a été quantifiée. La quantité de triglycérides n’étant pas significativement
différente entre les deux conditions, il semble que la capacité de différenciation des ASCs en

adipocytes n’est pas altérée par le traitement préalable a la capsaicine (Figure 54C).

Ces trois approches complémentaires nous ont permis de vérifier que la dénervation sensorielle ne
modifiait pas la biologie du TAsc. L’effet de la dénervation sensorielle sur la régénération peut donc
étre attribuée uniquement a I'absence des fibres nerveuses et non a une altération de la composition

cellulaire du TAsc antérieure a la LP.

2 Le CGRP stimule la réponse inflammatoire post LP
Comme nous l'avons présenté dans la premiere partie des résultats de I'Article 1, une réponse
inflammatoire rapide et intense est nécessaire pour permettre la régénération tissulaire. Le CGRP est
connu pour avoir des effets vasodilatateurs et faciliter le recrutement de cellules immunitaires. Il est

347,345 ot participe a la régénération du TAsc chez

impliqué dans des processus de réparation tissulaire
le mammifere adulte comme le démontrent nos résultats. Afin de mieux comprendre comment le
CGRP induit la régénération, nous avons cherché a déterminer si dans notre modeéle, ce neuropeptide
controlait la réponse inflammatoire. Nous avons quantifié par cytométrie en flux le nombre de cellules
CD45* présentes sur le front de Iésion de souris traitées avec soit de la NalM (les souris régénérent),
de la Morphine (les souris cicatrisent), du CGRP (les souris régénérent) ou du CGRP + Morphine (les
souris régénerent sans souffrir). De méme qu’avec la NalM, le traitement au CGRP et la co-
administration de CGRP et de Morphine induisent une augmentation (d’un facteur 2,5) du nombre de
cellules CD45" sur le front de lésion, comparé aux souris traitées a la Morphine (Figure 55), bien que

cette augmentation ne soit significativement différente de la condition Morphine que pour le

traitement au CGRP.
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Figure 56. Niveau d’expression du récepteur au CGRP et de ses co-récepteurs dans les ASCs.

(A) Niveau d’expression (relative au géne de ménage 36B4) des genes CGRPRL, Rampl, Ramp2 et
adrénomeédulline dans les ASCs et les cellules immunitaires triées a partir de TAsc. (n=5-6 par groupe) (B)
Niveau d’expression (relative au géne de ménage 36B4) des gene CGRPRL, Rampl, Ramp2 et
adrénomeédulline 24h post-LP apres traitement ou pas des souris a la NalM (n=5 animaux par groupe). * p <
0,05, *** p < 0,001 . ASCs, Adipose Stromal Cells, TAsc : Tissu Adipeux sous cutané.
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Compte tenu de I'ensemble de nos résultats et des données de la littérature, nous pouvons envisager
gue dans notre modele de LP, le CGRP induit la régénération en stimulant la réponse inflammatoire
sur le front de lésion. Il reste cependant nécessaire de reproduire ces derniéres expériences et de
caractériser le profil (pro- ou anti-inflammatoire) des sous-populations cellulaires CD45*, de méme que

leur cinétique d’intervention.

3 Le CGRP stimule la migration des ASCs in vitro
Alors que les effets vasodilatateurs et/ou pro-inflammatoires du CGRP sont décrits dans la
littérature'®?, son implication dans le remodelage tissulaire est associé aux processus de régénération,
n’est pas documentée. Quelques études ont mis en évidence qu’il induisait la migration de CSM in

vitro348

et le recrutement de CSM greffées in vivo dans un modeéle de lésion de moelle épiniere34°.

Le TAsc utilisé dans notre modele expérimental, renferme une population conséquente de CSMs, les
ASCs. Nous avons donc étudié si le CGRP pouvait controler I'activité de ces cellules.

Dans un premier temps, nous avons cherché a savoir si les ASCs exprimaient le récepteur (Cgrprl/ ou
Cgrp receptor like) au CGRP ainsi que son co-récepteur (Ramp1). Pour ce faire, nous avons quantifié
par RT-gPCR, le niveau d’expression de ces deux génes dans des ASCs préalablement triées a partir de
TAsc de souris non lipectomiées. Nous avons aussi évalué I'expression de Ramp2, un autre co-
récepteur du CGRPRL qui lorsqu’il s’y associe, forme un complexe plus afin pour la fixation d’un autre
ligand, I'adrénomédulline3°.

Sur la figure 56A, nous pouvons voir que les ASCs expriment le Cgrp receptor like de méme que son co-
récepteur Ramp1 a des niveaux similaires a ceux retrouvés dans les cellules immunitaires (CD45%) triées
a partir du TAsc, et qui sont considérées comme un contréle positif. En revanche, I'expression de
Ramp2 et de I'adrénomédulline est significativement supérieure dans les ASCs (Figure 56A). Ces
résultats suggerent que le CGRP peut agir sur les ASCs. De plus, 24h aprés lipectomie, le niveau
d’expression du Cgrp receptor like et de Ramp1 est significativement augmenté au niveau du front de
|ésion chez les animaux placés en condition de régénération (NalM) alors qu’aucune modification n’est
observée pour Ramp2 ni I'adrénomédulline (Figure 56B). Cette augmentation d’expression 24h apres
LP, du Cgrp receptor like et de Ramp1 observée chez les animaux capables de régénérer, est peut-étre
le reflet d’une activation des cellules du front de Iésion en réponse a une sécrétion accrue de CGRP
déclenchée lors de la lésion.

Dans un second temps, nous avons étudié I'effet du CGRP sur la prolifération et la migration des ASCs.
La prolifération des cellules a été mesurée par cytométrie de flux, en quantifiant la diminution de
fluorescence du CFSE, préalablement incorporé dans les cellules en début d’expérience. Alors qu’apres

2, 3 et 4 jours de culture en présence de sérum (20%) la fluorescence des ASCs diminue
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Figure 57. Effet du CGRP sur la prolifération et la migration des ASCs.

(A) Intensité moyenne de fluorescence du CFSE, aprés 1, 2, 3 et 4 jours de traitement des ASCs avec du
CGRP a 10 ou 100 nM ou du sérum 20% (contréle positif). (B) Quantification de la fermeture du scratch, 24h
apres traitement a différentes concentrations de CGRP (n=4). ASCs : Adipose Stromal Cell, CGRP : Calcitonin
Gene Related Peptide, NT : cellules non traitées.
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Figure 58. Effet de la substance P sur la régénération du TAsc et la migration des ASCs.

(A) Quantification de la fermeture du scratch, 24h aprés traitement a deux concentrations (1 et 10nM) de
substance P (n=4). (B) Index de régénération du TAsc, 15 jours post-LP, chez des animaux traités ou non avec
de la substance P (n=5). * p<0,05. ASCs : Adipose Stromal Cell, NT : Non traité, LP : Lipectomie, TAsc : Tissu
adipeux sous cutané.
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significativement, celle-ci n’est pas affectée par la présence de CGRP, et ce, aux deux doses utilisées
(10 et 100nM) (Figure 57A), ce qui reflete une absence d’effet du CGRP sur la prolifération des ASCs.
La capacité migratoire des ASCs a été évaluée a I'aide du test de blessure (« scratch »). Il apparait que
le traitement pendant 24h avec du CGRP a 1 et 10nM accélere la fermeture de la blessure sur le tapis
cellulaire (80% de I'espace généré lors du scratch est recouvert d’ASCs en présence de CGRP a 1nM
versus 58% en condition contréle) (Figure 57B). Le CGRP ne modifiant pas la prolifération des ASCs a
24h (Figure 57A), nous pouvons conclure que I'accélération de la fermeture de la blessure en présence
de CGRP, est due a une augmentation de la migration de ces cellules.

En conclusion, nos résultats, bien que préliminaires, suggerent que le CGRP est en mesure de moduler
I’activité migratoire des ASCs.

Il reste néanmoins nécessaire de démontrer in vivo qu’il y a effectivement une libération locale de
CGRP, augmentée en condition de régénération au moins 24h apres la LP, et que ce peptide, une fois

libéré, stimule la migration des ASCs vers le site de Iésion (Figure 46).

4 Effet de la substance P sur la régénération
Paralléelement au CGRP, les fibres sensorielles nociceptives sécrétent aussi un autre neuropeptide, la
substance P3%°. Dans un contexte de cicatrisation cutanée, la substance P joue un rdle bénéfique en
accélérant la fermeture de la plaie'®®. Afin de déterminer si, comme le CGRP, ce neuropeptide peut
jouer un réle au cours des processus de régénération tissulaire, nous avons réalisé deux expériences
préliminaires. Tout d’abord, nous avons testé in vitro I'effet de la substance P sur la migration des
ASCs. La figure 58A montre que la substance P a la concentration de 1nM accélere la fermeture de la
blessure faite sur le tapis cellulaire, suggérant une stimulation de la migration des ASCs. Comme pour
le CGRP, une concentration supérieure (100nM) est sans effet. Nous avons ensuite évalué I'effet d’un
traitement a la substance P sur la régénération du TAsc aprés LP. Malgré une tendance a
I"augmentation, 15 jours apres la Iésion, I'index de régénération n’est pas significativement différent
entre le groupe de souris traitées a la substance P et le groupe contrdle, (Figure 58B). Il est bien
entendu nécessaire de reproduire ces expériences et d’évaluer la régénération aprés un mois de

traitement.

5 Importance des voies nociceptives ascendantes ?
Comme expliqué dans le chapitre 2 de I'introduction, le nocicepteur est un neurone bipolaire, qui en
réponse a son activation, libere des neurotransmetteurs en périphérie (dans le tissu innervé) mais
aussi au niveau central (dans la moelle épiniere). Si aprés avoir démontré l'implication des

nocicepteurs dans les processus de régénération, nous nous sommes intéressés a leur effet
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Figure 59. Implication des voies nociceptives ascendantes au cours des processus de régénération ?

(A) Quantification du retrait des souris apres application d’un stimulus mécanique au niveau de la zone
lipectomiée, a l'aide de filaments de grammage croissant (0,07g, 0,16g et 1,4g) chez des souris traitées avec
du NaCl ou de la NalM en sous-cutané (SC), et avec du NaCl ou de la Morphine en intracérébroventriculaire
(ICV). Les statistiques des résultats obtenus pour chacun des filament du test von Frey (ANOVA) sont
indiqués dans les tableaux. (B) Evaluation du temps de latence avant le premier saut chez des souris traitées
avec du NaCl ou de la NalM en sous-cutané (SC), et avec du NaCl ou de la Morphine en
intracérébroventricualire (ICV), et placées sur une plaque a 55°C. (C) Evaluation de la régénération du TAsc,
1 mois post-LP, chez des souris traitées avec du NaCl ou de la NalM en sous-cutané (SC), et avec du NaCl ou
de la Morphine en intracérébroventriculaire (ICV). (n=7-8 animaux par groupe). * p 0,05, ** p < 0,01, *** p
< 0,001, **** p < 0,0001. ICV : Intracérébroventriculaire, LP : Lipectomie, NalM : Naloxone Méthiodide, SC :
Sous-cutané, VF : Von Frey.



Etude expérimentale

périphérique (notamment a I'effet du CGRP dans le tissu), nous avons aussi cherché a savoir si dans
notre modele, les voies nociceptives ascendantes, activées par les nocicepteurs au niveau médullaire,
jouaient elles aussi, un role dans les processus de régénération. Pour aborder cette question, nous
nous sommes basés sur la capacité du SNC a moduler la transmission des messages nociceptifs
ascendants. En effet, 'activation de voies descendantes inhibitrices module la transmission synaptique
entre les nocicepteurs et les neurones de second ordre qui se trouvent dans la moelle épiniere. Ces
voies descendantes sont sous le contréle des opiacés a tous les niveaux®%°431,

Nous avons donc activé les voies descendantes inhibitrices par injection intracérébroventriculaire (icv)

de morphine et évalué les conséquences de ce traitement sur la capacité du TAsc a régénérer apres

LP.

Comme attendu, les tests de Von Frey (appliqué sur la zone Iésée) et de la plaque chauffante, révelent
qgue l'injection icv de morphine diminue la sensibilité nociceptive des animaux par rapport au
traitement contrdle (NaCl injecté en icv) (Figures 59A et 59B), et ceci que les animaux soient placés en
condition de cicatrisation ou de régénération (NaCl ou NalM injectés en sc).

L’évaluation de I'index de régénération indique que la capacité de régénération induite chez les souris
traitées a la NalM n’est pas affectée par I'injection icv de morphine. Ces résultats suggerent que les
voies nociceptives ascendantes ne sont pas impliquées dans la régénération du TAsc. Néanmoins, ces
résultats doivent étre pris avec précaution puisque dans cette expérience, les animaux traités
uniquement avec de la morphine en icv présentent un index de régénération élevé (0.78 +0.010),

supérieur a celui obtenu dans les expériences précédentes (Figure 50, Figures 1 et 2).

En conclusion, bien que préliminaires, I’ensemble des résultats présentés dans cette partie 111.3.
montre que i) le mécanisme d’action pro-régénérant de la NalM fait intervenir les récepteurs du
CGRP, ii) I'effet pro-régénérant du CGRP passe probablement par une stimulation de la réponse
inflammatoire et de la migration des ASCs, iii) la substance P pourrait agir en paralléle du CGRP pour
favoriser les processus de régénération, et que iv) les voies nociceptives ascendantes ne sont peut-

étre pas nécessaires a la régénération.

Finalement, pour illustrer les résultats ainsi obtenus (Article 1, 2 et résultats complémentaires) lors de
ma thése, je propose le résumé graphique ci-contre (Figure 60). En plus de résumer toutes les étapes
nécessaires a la mise en place de la régénération du TAsc, ce dernier illustre clairement la collaboration
et I'importance des deux systémes que sont le Sl et le SN, apreés inhibition de la signalisation opioide

par la NalM.
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Figure 60. Résumé graphique des résultats de thése.

Suite a une Iésion massive du TAsc et un traitement a la NalM se met en place une inflammation intense et
transitoire, suivie d’une résolution efficace de I'inflammation puis d’'une régénération du TAsc. (1) Profil
d’expression génique des acteurs cellulaires (IL-1B, IL-6, TNFa, COX2, PGE,, CXCL1) et recrutement massif de
neutrophiles producteurs d’EAOs. (2) Macrophages CD11c* efférocytiques dérivés de I’'hématopoiese
endogene du TA, exprimant PPARYy. (3) Libération d'HMGB1 par les macrophages dérivés de I'hematopoiése
du TA et sécrétion périphérique de neuropeptides (Substance P et CGRP) par les nocicepteurs. Par ailleurs,
la LP associé au traitement a la NalM active les nocicepteurs, et seront a l'origine d’une perception
douloureuse associée.

NalM : Naloxone Méthiodide, Mph : Macrophages, MOR : Mu Opioid Receptor.
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Discussion

Dans la partie introductive, nous avons évoqué la nécessité de mieux comprendre les mécanismes de
contrdle des processus de régénération chez le mammiféere afin d’identifier des éléments profitables
pour la médecine régénérative.

En effet, si de nombreuses données relatives aux processus de régénération sont accessibles chez les
invertébrés et les vertébrés non mammaliens, trés peu d’études sont menées sur le mammifere ; les
souches de souris et de rats couramment utilisées en laboratoire étant incapables de régénérer leurs
organes spontanément a l'exception de I'extrémité de leurs doigts. Il existe d’autres modeles
mammiféres dotés de certaines capacités de régénération (MRL, Acomys, souris au stade néonatal),
mais comme nous I'avons évoqué en introduction, ceux-ci présentent des particularités notamment
au niveau de leur systeme immunitaire, ce qui nous oblige a mesurer les conclusions tirées des
expériences réalisées chez ces animaux.

Pour répondre a ce besoin de modele mammifére commun de régénération, nous avons développé un
modele de lésion du TAsc chez la souris C57BL/6 adulte, chez laquelle nous sommes capables d’induire
une régénération a I'aide d’un traitement pharmacologique (antagoniste des récepteurs aux opioides).
Ce modele permet une analyse comparative des processus de cicatrisation et de régénération dans
une méme souche de souris, et donc d’identifier le/les mécanismes responsable(s) de I'orientation
vers I'une des deux issues de la réparation tissulaire. Ainsi, a 'aide de ce modeéle, nous avons
caractérisé d’une part, les phases critiques de la réponse inflammatoire et d’autre part, des acteurs

cellulaires et moléculaires nerveux qui contrélent la régénération.

| Importance de la réponse inflammatoire au cours des processus de

régénération

Nous avons comparé les événements précoces de la réponse inflammatoire au cours des processus de
cicatrisation et de régénération qui font majoritairement intervenir les acteurs du systéme immunitaire
inné.

Nos résultats montrent qu’au cours de la régénération, un recrutement massif et transitoire de
neutrophiles producteurs d’EAOs se met en place et que ces derniers sont rapidement éliminés du site
de lésion par un phénomene d’efférocytose assuré par les macrophages résidents CD11c*, dérivants de

I’hématopoiése endogéne du TA.
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Dans un premier temps, nous avons montré que la cinétique d’inflammation différe drastiquement
entre les deux processus de réparation. En effet, la régénération requiert une inflammation intense et
transitoire caractérisée notamment par la sur-expression de différentes cytokines pro-inflammatoires
(IL-1B, IL-6 ou TNFa), la production d’une quantité massive d’EAOs, et la sécrétion de médiateurs
lipidiques de la famille des prostaglandines. Ces résultats sont en cohérence avec les travaux montrant
que le I'lL-6 et le TNFo. favorisent la réparation foie chez le mammifere et la régénération de la queue

352353 ainsi qu’avec des travaux récents montrant que la régénération

chez la larve de poisson zeébre
de la moelle épiniere chez le poisson zébre repose notamment sur une production de TNFa, par les
macrophages et d’IL-1P a la fois par les macrophages et les neutrophiles?3®. Concernant la production
tres importante d’EAOs, nous avons identifié les neutrophiles comme en étant la source principale. Si
des données issues des différents modeles de régénération spontanée ont montré la nécessité de cette

77,140,223,229 qycune de ces études n’avait identifié la source cellulaire

production pour la régénération
de ces EAOs. Les données qui se rapprochent le plus de nos résultats sont celles de Yang et coll., qui
montre une production importante d’EAOs par les neutrophiles dans le cadre de la réparation
hépatique (lors de I’hyperplasie compensatoire des lobes de ce dernier)??°. Le fait que cette production
d’EAOs soit inhibée par un effet direct des opioides sur les neutrophiles via les récepteurs p, est
concordant avec les études montrant, chez le rat, que les neutrophiles possédent ces récepteurs et
que leur activation inhibe la réponse inflammatoire3>*. Dans notre modéle, cette production massive
d’EAOs a lieu dans les premiéeres heures suivant la lésion alors que chez la souris Acomys, elle n’a lieu
que 24 heures aprés la perforation de l'oreille’”. Néanmoins, les auteurs n’ayant pas évalué la
production d’EAOs a des temps plus précoces, nous ne pouvons pas exclure qu’un pic de production
d’EAOs puisse exister en amont de celui décrit par Simkin et coll.

Au regard des conséquences possibles d’une telle production d’EAOs sur les lipides membranaires,
I’ADN ou encore les protéines, on peut penser que cette production massive post-lésionnelle d’especes
radicalaires puisse étre délétere pour les cellules environnantes et notamment les progéniteurs du TA
(les neutrophiles eux-mémes meurent suite a cette production). Cependant, un article récemment
publié dans la revue Nature, montre néanmoins que les populations fibroblastiques sont parmi les
types cellulaires les plus résistants aux EAOs en condition de lésion tissulaire3>>. Ainsi, les fibroblastes
de la souris Acomys résistent trés bien aux EAOs produits aprées la lésion, quand ceux de la souris, du
rat et du lapin y sont sensibles. Les ASCs peuvent étre considérées comme des cellules fibroblastiques,
des lors qu’elles servent de soutient au TA. Il est donc tout a fait possible d’'imaginer que les ASCs
soient suffisamment équipées pour résister a cette vague d’oxydation, et soient mobilisées plus tard

pour participer a la reconstruction du tissulaire.
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Nous avons également mis en évidence qu’au cours des processus de régénération, la production de
PGE; (pro-inflammatoire) augmente significativement au cours du temps tandis que celle de PGD,
(anti-inflammatoire) diminue, suggérant que la PGE; constitue un médiateur lipidique pro-régénérant.
Ceci est en accord avec les travaux de Zhang et coll. qui montrent que l'inhibition de I'enzyme de
dégradation de la PGE,, la 15-PGDH favorise la réparation du foie et du colon?®’. Une autre étude
publiée cette année, montre qu’une augmentation de I'activité de la COX2 et de son métabolite, la
PGE,, est nécessaire a la régénération cardiaque chez le poisson zébre, I'inhibition pharmacologique

de la COX2 inhibant la prolifération des cardiomyocytes?®.

L'implication des macrophages au cours des processus de régénération a été largement démontrée,
gue ce soit apres une lésion cardiaque chez le poisson zebre, une amputation du membre chez la
salamandre, ou une lésion de I'oreille chez la souris Acomys, leur élimination dans tous ces modeéles
inhibant la régénération’®232233_ Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires relatifs a leur
implication dans les processus de régénération restent peu documentés et donc mal compris. Nous
avons donc cherché a identifier le mécanisme d’action des macrophages au cours de la régénération.
Tout d’abord, il est intéressant de noter que nous n’observons pas de différence dans le nombre de
macrophages entre la condition de cicatrisation et de régénération. Ces résultats sont cohérents avec
la littérature qui révele i) gu’un traitement avec MCP1 (chimiokine qui permet le recrutement de
monocytes/macrophages) n’accélére pas la régénération de I'extrémité du doigts aprés section chez

229

la souris“*” et ii) que le nombre total de macrophages présents au niveau de I'oreille, aux alentours de

la Iésion suite a une lésion de I'oreille est équivalent entre la souris Swiss et la « souris » Acomys’®.
Dans cette derniére étude, les auteurs suggerent que la répartition géographique de sous-populations
de macrophages constitue également un facteur déterminant. Chez la souris Swiss, les macrophages
pro-inflammatoires CD86", et -inflammatoires CD206", sont ainsi présents de maniére homogene dans
la zone lésée. En revanche, chez la « souris » Acomys, ces deux sous-populations ne co-localisent pas
et délimitent des régions avec un « environnement inflammatoire » différent. Ces résultats
corroborent des observations faites au laboratoire et non montrées dans ce manuscrit ou les cellules
CD45" sont regroupées sur les bords du front de lésion chez les souris C57BL/6 traitées a la NalM alors
gu’elles sont distribuées de fagon homogene dans I’ensemble du TAsc restant dans les 72h suivant la
LP chez les souris C57BL/6 non traitées. Ces résultats restent néanmoins i) a confirmer, ii) a affiner en
utilisant un marquage permettant d’identifier des sous-populations de macrophages et iii) a quantifier
dans les zone proches ou éloignées de la lésion. En conclusion, la localisation et/ou I'état d’activation
des macrophages semblent davantage déterminants que la quantité totale de macrophages dans

I'orientation de I'issue de la réparation tissulaire vers une cicatrisation ou une régénération?%°.

110






Discussion

Au cours de la réparation tissulaire, les macrophages assurent I'efférocytose, une étape fondamentale
de la réponse inflammatoire permettant de faire la transition entre la phase pro-inflammatoire et la
résolution de I'inflammation?1422>3%_ Dans notre modeéle, les neutrophiles ne sont pas suffisamment
éliminés et s’accumulent sur le site de lésion en condition de cicatrisation. Ces résultats suggerent
gu’une efférocytose efficace est un pré-requis indiscutable pour permettre la régénération. Une seul
étude, menée sur le foie et publiée en 2019, fait aussi état de I'importance de I'efférocytose dans les
processus de réparation tissulaire 22°. Par rapport a cette étude, nous allons un peu plus loin en
proposant TIM-4 comme acteur moléculaire indispensable a cette efférocytose au cours de la
régénération.

Nous avons montré que 24h aprés la LP, les macrophages présents sur le front de lésion sont
majoritairement CD11c* et que leur élimination a I'aide de souris CD11cDTR, conduisait a une
augmentation du nombre de neutrophiles sur le front de lésion et a une inhibition de la régénération.
Ces résultats suggerent qu’au cours de la régénération, les macrophages CD11c* assurent I'élimination
des corps apoptotiques des neutrophiles. Ces résultats sont en accord avec la littérature qui rapporte
gue cette population de macrophages CD11c" joue un rdle prépondérant dans I'élimination des débris
cellulaires au sein du TA dans un contexte de maladie métabolique3*’. Notre étude décrit donc une
autre fonction de cette sous-population de macrophages qui est d’assurer une efférocytose efficace
indispensable a la régénération tissulaire.

Des résultats obtenus précédemment par le laboratoire STROMALab ont montré qu’il existe une
hématopoiése endogene dans le TA et que les cellules immunitaires issues de celle-ci assuraient un
role différent des cellules issues de I’"hématopoiese médullaire classique en améliorant notamment le
remodelage cardiaque suite & un infarctus32933%331 En nous basant sur ces données, nous avons
comparé I'implication des macrophages dans la régénération en fonction de leur origine tissulaire et
nous avons montré que contrairement aux macrophages issus de I'hématopoiése médullaire, les
macrophages résidents provenant de I’hématopoiese du TA sont pro-régénérants, notamment via leur
activité d’efferocytose plus efficace.

Ces résultats sont en accord avec les travaux indiquant que des sous-populations de macrophages

d’origines différentes sont impliquées différentiellement dans la réparation tissulaire3>%3>°.

Afin d’évaluer si I'efférocytose observée en condition de régénération peut étre associée/corrélée a
un switch métabolique, nous avons mesuré le niveau d’expression de différents génes impliqués dans
le métabolisme glycolytique et oxydatif. Les résultats obtenus suggérent une transition vers un
métabolisme oxydatif dans les 3 jours qui suivent la Iésion chez les animaux qui régénerent. Ces

résultats sont cohérents avec la littérature indiquant que la transition phénotypique des macrophages
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d’un phénotype pro-inflammatoires vers un phénotype anti-inflammatoire est associé a un switch
métabolique, de glycolytique a oxydatif>'83¢0. Cependant, nos mesures d’expression génique ont été
réalisées sur les fronts de lésion, sans tri préalable des différentes populations cellulaires. Il est donc
nécessaire de reproduire ces expériences sur des macrophages triés et d’explorer des temps plus
tardifs pour voir si cette transition métabolique n’est pas « simplement » retardée chez les animaux

qui ne régénerent pas.

Nous avons aussi identifié PPARy et HMGB1 comme étant des facteurs clefs des processus de
régénération. En effet, nous avons montré que la régénération était inhibée (malgré un traitement a
la NalM) lorsque PPARy était spécifiquement invalidé dans les macrophages issus de I'hématopoiése
du TA. Ces résultats sont cohérents avec la littérature abondante décrivant I'implication de PPARy dans
la résolution de I'inflammation, or nous avons montré que cette étape était requise pour permettre la
régénération'¥’. Il est ainsi décrit que PPARy stimule la sécrétion d’IL-10, cytokine anti-inflammatoire,
par les macrophages lors de la résolution de I'inflammation®®’ et stimule I'efférocytose de corps
apoptotiques par les macrophages in vitro3613%2, ["utilisation de siRNA dirigé contre PPARY inhibe
I’efférocytose par les macrophages et I'expression génique de protéines anti-inflammatoires associées
parmi lesquelles le CD36, IL-10 et le TGFB362362, puisque PPARY est essentiel pour la régénération du
TAsc et qu’il est également connu pour étre indispensable pour la résolution de I'inflammation, nous
pourrions imaginer, dans notre modéle, que PPARy soit requis pour I'efférocytose nécessaire a la
résolution de I'inflammation lors de la régénération du TAsc. Ainsi, il serait intéressant i) de mesurer
I'impact, sur I’élimination des neutrophiles, de la déplétion de PPARy dans les macrophages et ii) de
définir la cible moléculaire de PPARy. Nous pourrions proposer en faisant un parallele avec la
littérature rapportant que PPARy permets I'induction de CD36 (un récepteur scavenger permettant la
reconnaissance des corps apoptotiques par les macrophages) que PPARy induise une augmentation de
I'expression et/ou I'adressage a la membrane de TIM-4, récepteur requis pour la clairance des
neutrophiles et la régénération, comme nous I'avons montré dans I'Article 1.

Nous avons également montré que I'expression d’"HMGB1 augmente en condition de régénération 24
heures post LP et que sa forme réduite favorise la migration des ASCs in vitro. Nos résultats sont en
accord avec ceux de Shiraldi et coll. qui montrent quUHMGB1 est nécessaire a la régénération
musculaire notamment via un effet stimulateur sur la migration de cellules de type fibroblastique?°°.
Il serait intéressant d’évaluer les conséquences de I'invalidation du géne HMGB1 dans les macrophages
(par exemple en utilisant la lignée de souris déficiente pour HMGB1 spécifiquement dans les
macrophages ; HMGB12M) sur la régénération. Nous pourrions également observer I'effet de cette

déplétion sur la morphologie des ASCs sur le front de lésion dans les jours suivant la Iésion, pour
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évaluer la migration collective de ces ASCs, que nous avons observée en condition de régénération

(NalMm).

Ainsi, appuyés par les données de la littérature, nos résultats ont permis de caractériser les phases
de la réponse inflammatoire au cours de la régénération, et notamment d’identifier qu’une
inflammation intense, orchestrée par les neutrophiles, suivie d’'une résolution efficace et rapide de
I'inflammation assurée par les macrophages résidents CD11c* sont des pré-requis nécessaires pour
permettre la régénération chez le mammifere adulte. Nous avons identifié plusieurs molécules qui
interviennent au cours de ces deux phases, inflammatoire et résolutive, parmi lesquelles les EAOs,
des cytokines, des médiateurs lipidiques et leurs enzymes de syntheéses, le récepteur membranaire
TIM-4, le récepteur nucléaire PPARy, ou encore I'alarmine HMGB1 ( , Résumé Graphique,

Figure 40).

Il est important de souligner deux faits €émanant des résultats que nous avons obtenus :

- Plusieurs des éléments cellulaires et moléculaires que nous avons identifié&s comme
indispensables a la régénération n’avaient jusqu’alors été impliqués qu’en grande partie lors
de processus de régénération chez les invertébrés et vertébrés non mammaliens.

- Les études s’intéressent généralement a un acteur moléculaire et/ou cellulaire alors que nous
mis en évidence une suite d’événements impliquant plusieurs acteurs moléculaires
(interleukines, prostaglandines, récepteurs, marqueurs de surfaces etc..) et cellulaires

(neutrophiles, macrophages résidents).

1 Identification des fibres nerveuses qui controlent la régénération

Parallelement a I’étude des mécanismes inflammatoires impliqués dans la régénération, nous avons
cherché a identifier la nature des fibres nerveuses qui contrélent la régénération. Nos résultats révelent
qu’un traitement a la NalM permet i) une activation des fibres sensorielles nociceptives, reflétée par
une augmentation de la perception douloureuse et ii) d’induire une régénération tissulaire, tres
probablement grdce a la sécrétion de CGRP par ces fibres sensorielles activées. A I'inverse, la morphine
inhibe la perception douloureuse et la régénération qui y est associée, trés probablement en partie a
cause de l'inhibition de la sécrétion de CGRP. Ces résultats mettent donc en lumiére le réle primordial
des nocicepteurs et nous aident a proposer une stratégie thérapeutique visant a permettre la

régénération tout en assurant une analgésie post-lésionnelle.
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Depuis la premiére démonstration par Todd en 1823, du caractere indispensable de I'innervation dans
les processus de régénération, seules deux études s’étaient intéressées a la nature des fibres, avec des
conclusions divergeantes?®122:140,

Nos résultats indiquent que les fibres sensorielles nociceptives (ou nocicepteurs), sont indispensables
pour induire la régénération du TAsc chez une souris C57BL/6, incapable de régénérer de maniére
spontanée. Elles agissent vraisemblablement griace a la sécrétion du neuropeptide CGRP, qui

stimulerait entre autres l'activité des cellules mésenchymateuses du TAsc ( , Résumé

Graphique, Figure 53).

Grace a l'utilisation d’une technique classique d’évaluation de la douleur chez la souris, combinée a
une approche indirecte utilisée chez ’'homme et que nous avons adaptée chez la souris, nous avons
montré que les souris capables de régénérer ont une sensibilité accrue a la douleur. La dénervation
pharmacologique spécifique des nocicepteurs révele que ceux-ci sont indispensables a I'induction de
la régénération. Si une premiere étude avait déja mis en évidence le role de I'innervation sensorielle
dans la régénération de la nageoire caudale du poisson zébre'*%, nos résultats constituent la premiére
étude identifiant clairement I'implication des fibres nerveuses sensorielles dans la régénération

tissulaire chez les mammiféres adultes, et plus précisément I'implication des nocicepteurs.

Il est important de noter que si nos résultats montrent une diminution drastique du nombre de fibres
CGRP* aprés dénervation, nous en détectons encore environ 40%, 21 jours aprés traitement a la
capsaicine. La capsaicine détruisant spécifiqguement les fibres C, le marquage CGRP correspond peut-
étre aussi aux fibres Ad présentes dans le TAsc. Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus
par les chercheurs ayant mis au point ce protocole de dénervation du TA a I'aide de capsaicine ol 70%
des fibres CGRP* sont supprimés apreés un traitement a la capsaicine3®3. Les données du test de Von
Frey indiquent d’ailleurs qu’une petite sensibilité (environ 15%) aux stimuli mécaniques persiste chez

les animaux ainsi dénervés ( , Figure 1C).

Notre stratégie ne permet pas d’exclure I'implication d’autres types de fibres nerveuses dans ces
processus de régénération. En effet, une étude menée parallélement sur le poisson zebre et sur la
souris au stade néonatal a montré qu’une inhibition des récepteurs cholinergiques empéche la
prolifération des cardiomyocytes suggérant un réle primordial des fibres nerveuses autonomes
parasympathiques dans la régénération cardiaque?®. Nous pouvons alors i) penser que ce résultat est
spécifique de la régénération cardiaque chez le poisson zebre, puisque le coeur est principalement

innervé par ces fibres ou que ii) Les fibres autonomes sont impliquées dans tous les phénomenes de
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régénération, en réponse a une activation des fibres sensorielles nociceptives, impliquant ainsi une
boucle sensori-motrice. Ainsi, le mode d’action des nocicepteurs dans le controle de la régénération
tissulaire pourrait étre dl au relargage périphérique de neuropeptides comme nous le suggérons, mais

également a l'activation d’une boucle sensori-motrice.

En effet, outre le relargage périphérique de neuropeptides, les fibres sensorielles transmettent
I'information au niveau central, dans la moelle épiniere. Par I'intermédiaire d’interneurones, elles
peuvent étre en contact avec les fibres du systeme nerveux autonome telles que les fibres
sympathiques, formant ainsi des boucles sensorimotrices au niveau spinal.

Etant donné que des boucles sensori-motrices ont été mises en évidence au niveau des dépdts adipeux

dont elles régulent les fonctions physiologiques3°7,364:365

, hous pouvons envisager qu’elles entrent en
jeulors des processus de régénération du TAsc. Plus précisément, au regard de I'abondance du nombre
et des rbles joués par les fibres autonomes sympathiques dans les différents dépo6ts adipeuy, il serait
intéressant d’évaluer si celles-ci interviennent dans la régénération du TAsc suite a 'activation des
fibres sensorielles. On pourait ainsi évaluer la régénération du TAsc apres lipectomie sur des souris qui
auraient été péalablement traitées a la 6-OH-DA, un analogue hydroxylé de la dopamine détruisant
spécifiguement les fibres sympathiques TH*. Pour démontrer I’activation d’une boucle sensori-motrice
dans la régénération, il serait intéressant de reproduire notre dénervation sensorielle (a I'aide de la
capsaicine), sur des souris dépourvues des récepteurs a la noradrénaline (souris triple KO pour les 3
récepteurs adrénergiques : souris B17-827B37"). Pour s’assurer de I'implication d’un étage spinal dans
la boucle, nous pourrions proposer une injection intrathécale d’un anesthésique local, la bupivacaine

(un inhibiteur des canaux sodiques), qui bloquera les voies ascendantes et descendantes de la

nociception, ainsi que les voies motrices émanant de I'étage spinal anesthésié.

Nous avons aussi posé la question de I'implication des voies ascendantes nociceptives (voies nerveuses
remontant vers I'encéphale) dans la régénération. La stratégie utilisée a été d’administrer de la
Morphine par injection intracérébro-ventriculaire, afin d’activer les voies descendantes inhibitrices qui
se terminent au niveau médullaire®®. Nos résultats, bien que montrant que cette inhibition des voies
nociceptives ascendantes n’altére pas la régénération du TAsc induite par la NalM, ne nous permettent
pas de conclure définitivement. Il est donc nécessaire de reproduire cette expérience afin d’augmenter

le nombre d’animaux.
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Par des approches pharmacologiques, nous avons montré que I'activation des récepteurs
périphériques au CGRP est nécessaire et suffisante pour induire la régénération. Ces résultats sont
cohérents avec le fait que les opioides (déléteres pour la régénération), inhibent la propagation de
I'influx nerveux dans les nocicepteurs mais également le relargage local de neuropeptides tels que le
CGRP par leur extrémité périphérique3®’. De plus, une étude récente montre que, lors d’une
hépatectomie, le CGRP induit la prolifération des hépatocytes au cours de la réparation du foie3*’, sans
toutefois identifier la source de sécrétion de CGRP (nerveuse ou autre).

Le CGRP étant un neuropeptide, il est logique de penser que sa production dans un tissu ne résulte
gue d’une activité neuronale. Or, des données de la littérature in vitro indiquent que ce neuropeptide
peut également étre produit par les cellules immunitaires telles que les monocytes ou les
macrophages, méme si cette production reste quantitativement faible3®®. Méme si nos données
indiguent que le géne codant pour le CGRP n’est pas exprimé par les ASCs et les cellules immunitaires,
il sera nécessaire de déterminer clairement sa source de production dans nos conditions de
régénération en utilisant des inhibiteurs ciblant spécifiquement les neurones tels que la tétrodotoxine
(TTX). Cette neurotoxine, en bloquant les canaux sodiques voltage-dépendants présents sur les
nocicepteurs (excepté des NaV1.8 car ces derniers sont résistants a la TTX), supprime toute
dépolarisation des nocicepteurs et donc les phénoménes d’exocytose, notamment celle du CGRP3%°.
Si, comme attendu, le CGRP libéré dans le tissu est majoritairement d’origine nerveuse, une diminution

drastique de la quantité de CGRP dans le tissu traité a la TTX devrait étre mesurée.

Forts de tous ces résultats, nous avons envisagé une stratégie pharmacologique permettant apres une
Iésion, d’induire la régénération tout en assurant une analgésie. Ainsi, nous avons montré qu’une co-
administration sous-cutanée de CGRP et de Morphine au niveau du site de lésion permettait de
déclencher la régénération du TAsc apres lipectomie tout en inhibant la perception douloureuse. Ces
résultats sont cohérents avec les travaux de Rook et coll. publiés dans le cadre de la cicatrisation
cutanéel®6:303304 En effet, ces auteurs montrent que chez le rat, la morphine empéche la fermeture
d’une plaie cutanée dorsale et que la co-administration de morphine (sous forme de gel) et de
substance P (un autre neuropeptide sensoriel présenté en introduction et aux propriétés relativement

similaires a celle du CGRP), restaure une fermeture de plaie normale®®3933%4 En revanche, la

137 or les travaux

substance P est décrite comme augmentant la nociception dans un contexte lésionne
de Rook et coll. nont pas évalué la douleur dans leur modele de lésion cutanée. La dose de morphine
co-administrée avec la substance P, ne permet peut-étre pas d’avoir un effet analgésique suffisant, ce

qui pourrait expliquer I'accélération de la fermeture de la plaie dans ces conditions.
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Comme en témoignent les dernieres études présentées ci-dessus par Rook et coll., nos données sur
I'implication du CGRP dans le contrble de la régénération pourraient étre transposées a celle de
I'implication de la substance P. C’est en effet, ce que tendent a montrer nos données préliminaires
avec la substance P. Celle-ci pourrait avoir potentiellement les mémes effets que le CGRP, a savoir : i)
une stimulation de la migration des ASCs et ii) un effet pro-régénérant sur le TAsc apres lipectomie.
Ces résultats sont a confirmer et a approfondir pour déterminer, le cas échéant, dans quelle mesure

la substance P favorise la régénération du TAsc.

Il Dialogue entre le systeme immunitaire et le systéme nerveux au cours de

la régénération.

Nos résultats laissent penser que le CGRP participe aux processus de régénération en agissant sur les
ASCs, mais il est également décrit comme étant étroitement lié au systeme immunitaire. En effet, le
CGRP favorise le recrutement de cellules immunitaires via la vasodilatation des vaisseaux

162,314,345 ot |3 quantification du nombre de cellules CD45* sur le front de lésion nous laisse

sanguins
penser que le CGRP induit une réponse inflammatoire similaire a celle observée aprés traitement a la
NalM. Le CGRP est également connu pour stimuler les cellules immunitaires (il peut par exemple
potentialiser la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 par des macrophages préalablement
stimulés au LPS)3’! et participe a la boucle d’amplification de I'inflammation®%>°*1€2_ par ailleurs, nous
pouvons également imaginer que le CGRP puisse, dans un second temps, favoriser la réponse anti-
inflammatoire. En effet, le CGRP peut inhiber la production de TNFa par les macrophages péritonéaux

dans un modéle murin d’endotoxémie3’?

ou encore stimuler la polarisation de macrophages
péritonéaux vers un statut anti-inflammatoire in vitro apres un traitement au LPS (induisant un
macrophages pro-inflammatoire), notamment en inhibant I'expression génique de la cytokine pro-
inflammatoire IL-1B373. Cette possibilité pour le CGRP d’étre a la fois bénéfique pour permettre une
inflammation breve et intense, et participer activement a la résolution de l'inflammation serait
cohérent, avec l'effet de certaines cytokines (comme I'IL-6 ou le TNFa) qui, comme nous I'avons
présenté dans le chapitre 3, peuvent étre pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires selon le contexte
tissulaire!®9374,

Ainsi, la mise en jeu des fibres sensorielles nociceptives lors d’une agression tissulaire, participerait a
la régénération via un « controle » de la réponse inflammatoire par I'intermédiaire du relargage de
CGRP. Néanmoins, ce dialogue n’est pas unidirectionnel puisque de nombreuses molécules de la

IY

« soupe inflammatoire » libérées lors de la lésion participent activement a [I'activation des
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nocicepteurs?#. La PGE, et HGMB1 dont les quantités augmentent au cours de la régénération du TAsc

augmentent, en effet, la sensibilité a la douleur!6:249,375,
Au regard de I’ensemble des données il apparait indispensable de considérer le dialogue complexe

mis en place entre le systéme immunitaire et le systeme nerveux dans les processus de régénération.

IV Les capacités de régénération ont disparu au cours de I’évolution

L‘évolution a, comme présenté dans le chapitre 1 de l'introduction, sélectionné la réparation
cicatricielle au détriment de la régénération. Depuis plusieurs années, il est proposé que la
complexification progressive du Sl soit en partie responsable de la perte des capacités de régénération.
Par ailleurs, nous avons également montré, grace a nos résultats ayant fait I'objet d’'un premier article
publié par Labit et coll. en 2018, que les opioides endogenes sont inhibiteurs des processus de

224 c

régénération est pourquoi, nous discuterons également les modifications du systéme opioides

ayant eu lieu au cours de I'évolution et ayant lieu au cours de la vie d’un organisme.

A Mise en cause de la complexification du systéme immunitaire ?
De I'organisme le plus simple qu’est un procaryote, jusqu’au vertébré le plus complexe, tous les
organismes sont armés pour se défendre contre un pathogéne et/ou une agression. Les mécanismes
de défense des bactéries impliquent de simples enzymes, la grande majorité des invertébrés dispose
d’un Sl inné peu spécifique, alors que les vertébrés sont dotés, en plus du Sl inné, d’un SI adaptatif
spécifique de « I'agression ». Notons que le Sl inné, lui-méme, s’est modifié au cours de I’évolution. Si
la capacité a phagocyter est trés conservée, les cellules, les récepteurs et les voies de signalisation
impliqguées dans ce mécanisme se sont considérablement multipliés, diversifiés et complexifiés au
cours de I'évolution, jusqu’a rendre les différents acteurs de ce systéme hautement redondants3’®.
Autrement dit, si un type cellulaire (ou un récepteur) vient a faillir, un/une autre peut prendre le relais.
Il en est de méme pour les cascades de signalisation. Si cette redondance confére une performance

incroyable au Sl, elle participe aussi a « verrouiller » son fonctionnement. Ainsi, si I'on veut « dérouter

le Sl de son objectif », il est nécessaire d’agir sur de multiples voies pour obtenir I'effet escompté.

La complexification (ou maturation) du Sl se fait aussi a I’échelle de la vie d’'un organisme. Le Xénope,
par exemple, n’est capable de régénérer qu’au stade larvaire, c’est-a-dire avant la métamorphose et
donc le passage a la vie adulte. Parallelement a la métamorphose s’opere effectivement toute une
maturation de son Sl et au stade adulte, le xénope posséde un Sl ressemblant en de nombreux points
a celui du mammifere adulte, avec une réponse adaptative, spécifique, rapide et impliquant des

lymphocytes mémoires 37738, || est donc important de prendre cet aspect en considération lors d’une
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analyse exhaustive de la littérature sur les mécanismes cellulaires/moléculaires associés a la
régénération. A titre d’exemple, les macrophages sont indispensables a la régénération chez le poisson
zeébre quelques jours apres la naissance alors qu’ils sont souvent associés a la mise en place d’un tissu
cicatriciel non fonctionnel au stade adulte?32. Il en est de méme pour I’lhomme ; son Sl devient mature
(avec le développement et la mise en place du Sl adaptatif) au cours des premiéres semaines de vie et
de maniére intéressante, la régénération de I'extrémité du doigt n’est principalement observée que
pendant les premiéres semaines de la vie37837°,

Finalement, a la lumiére de cette littérature et de nos résultats, nous pouvons imaginer qu’un Sl inné
qui s’est complexifié au cours de I’évolution, additionné d’un SI adaptatif complexe qui se met en

place dans les premiéres semaines de vie, participe a empécher la la régénération chez le

mammifére.

B Mise en cause du systéme opioide ?

Chez le mammifére, le systéme opioide est |a pour diminuer I'information nociceptive percue suite a
une lésion par exemple (voir chapitre 4). Cette information nociceptive constitue un véritable « signal
d’alarme ». La question est donc de savoir si cette capacité a inhiber I'information nociceptive par la
sécrétion d’opioides endogénes, qui est associé a une inhibition de la régénération comme nous
I’avons montré (Article de Labit et coll., et ), est présente dés le début du regne animal
ou non. Si le systeme opioide constitue réellement un verrou a la régénération comme nous le
pensons, le systéme devrait étre moins développé chez les invertébrés et vertébrés non mammaliens,
ainsi qu’au début de la vie du mammifére adulte.

Le systeme opioide, regroupant les différents ligands endogénes et les différents sous-types de
récepteurs, est apparu relativement tot au cours de I'évolution et est conservé au sein des différents
groupes phylogénétiques. Ainsi, la présence de met-enképhaline a été détectée chez des bactéries
(procaryotes) mais aussi chez le ver planaire, les annélides, les mollusques et les arthropodes, et la
présence d’endorphine et de dynorphine est décrite dés les eucaryotes unicellulaires et est retrouvée
dans la plupart des embranchements du regne animal. Chez le vers planaire, qui est le premier animal
a avoir une structure assimilable a celle d’'un cerveau, un traitement a la morphine ou avec une
enképhaline entraine une diminution de I’activité motrice spontanée ainsi qu’une diminution globale
de la quantité d’AMPc intracellulaire3°. Chez les insectes, alors que tous les génes codant pour les
différents opioides sont exprimés au niveau des cellules nerveuses et du tissu adipeux, peu d’études
s’intéressent a leur role « physiologique » et encore moins a leur intervention dans les processus de
nociception38l. Chez les invertébrés, il semble qu’un systéme opioide soit présent, mais que la quantité

« d’opioid like peptides » détectée soit relativement faible. Par ailleurs, il a été rapporté par Edgar T
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Walters en 2018, que les mollusques et arthropodes sont dotés d’un systéme nociceptif, mais le role
joué par ce systéme dans I'analgésie reste trés incertain3®2. En d’autres termes, si les opioides
n’interferent pas avec I'activité des nocicepteurs, on peut envisager que ces fibres puissent alors « agir
librement » pour favoriser la régénération, ce qui pourrait potentiellement expliquer pourquoi ces
especes régénerent si bien par rapport aux vertébrés et notamment par rapport aux mammiféres.

Chez le poisson zébre et les amphibiens, les génes codants pour les récepteurs et les ligands sont trés
proches de ceux qui sont retrouvés chez les mammiféres383384385386 cependant, le nombre d’études
relatives a leur effet analgésique, bien qu’indiquant des effets similaires a ceux retrouvés chez le
mammifére, reste limité. Nous pouvons envisager que chez ces espéces, le systeme opioide soit
similaire a celui des mammiferes mais moins efficace pour la prise en charge de la douleur. Des études
complémentaires relatives a I'affinité des récepteurs pour les ligands retrouvés chez les amphibiens et

le poisson zebre, pourraient nous apporter des éléments de réponse a ce sujet.

Par ailleurs, a I’échelle de la vie des individus, le systéme opioide bien que mis en place au cours du
développement embryonnaire, n’est pas complétement fonctionnel a la naissance. Il subit une
maturation postnatale3®’, de maniére similaire au systéme immunitaire qui acquiert d’une immunité
adaptative dans les premieres semaines de vie. Il est par exemple rapporté que la sensibilité
nociceptive chez le rat est tres différente entre un individu au stade néonatal et au stade
adulte388387.389 Ceci peut &tre di a la maturation des fibres sensorielles impliquées dans la perception
douloureuse. En effet, comme présenté dans le chapitre 4, les opioides jouent au stade adulte, un role
clef dans l'analgésie en stimulant des voies descendantes (du cerveau vers la moelle épiniére)
inhibitrices de I'activité des fibres C et A3. Chez le rat, le développement de ces voies intervient
majoritairement au stade post-natal; aucune voie descendante inhibitrice de la perception
douloureuse n’est encore fonctionnelle 10 a 12 jours aprés la naissance, et c’est seulement 22 a 24
jours apres la naissance que leur nombre atteint celui retrouvé chez I'adulte. De méme, un test
nociceptif de retrait de la queue dans lorsque celle-ci est chauffée, indique qu’un traitement a la
morphine n’affecte pas la perception douloureuse , avant le 12°™ jour post natal®°°. Par ailleurs, on
observe une différence d’expression des peptides opioides entre la naissance et le stade adulte. Par
exemple les concentrations en enképhaline et endorphine atteignent les mémes concentrations que
celles retrouvées chez I'adulte entre le 6™ et le 25%™¢ jour apreés la naissance3°?.

De maniére similaire au Sl, le systeme opioide s’est complexifié au cours de I’évolution. La duplication
du génome et ses conséquences ont pu rendre le systeme « redondant », gage probable de

performance, mais pouvant constituer un verrou au cours des processus de réparation tissulaire. De

120






Discussion

plus, I'inhibition clairement démontrée de la réponse inflammatoire par les opioides ne fait que

rajouter un verrou supplémentaire a la possibilité de régénérer chez le mammifére.

Finalement, le systeme immunitaire et le systéme opioide apparaissent de plus en plus complexes
au cours i) de I'évolution et ii) de la vie d’un individu. Nous pouvons alors tout a fait imaginer que
chez les invertébrés, les vertébrés non mammaliens et les mammiféres nouveau-nés, la possibilité
de régénérer soit liée a un systeéme immunitaire peu complexe couplé a un systéme opioide moins

efficace permettant la mise en place d’une réponse inflammatoire bréve, intense et bien résolue.

L’évolution, qu’elle soit a I’échelle du regne animal, ou de la vie d’un individu, a drastiquement
complexifié le systéme immunitaire et le systéme opioide, jusqu’a les rendre anti-régénératifs au
profit d’une cicatrisation rapide mais associée a une perte de fonction. A la lumiére de I'’ensemble
des résultats obtenus lors de ma these, il semble que les mammiferes possédent tous les éléments

requis pour permettre la régénération, et que celle-ci pourrait étre déclenchée en modulant la
réponse inflammatoire et nociceptive tout en prenant en charge la douleur associée a la lésion par
des approches pharmacologiques simples. Cependant, la régénération est un processus beaucoup

plus lent que la cicatrisation et outre I'application de nos découvertes aux autres organes,

Vaccélération du processus de régénération est un challenge important a relever dans les années a

venir.
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L’étude des processus de réparation tissulaire constitue, de nos jours, un axe majeur de recherche dans le domaine
biomédical. En effet, la capacité d’un tissu a régénérer aprés une lésion a été progressivement perdue au cours de
I’évolution, laissant place au développement d’un tissu fibrotique associé a une perte de fonction, aussi appelé cicatrisation.
L’étude de la régénération chez les especes encore dotées de cette capacité, comme chez I’hydre, le poisson zébre ou encore
la salamandre, a permis de mettre en évidence le réle substantiel du systéme immunitaire et de I'innervation. En revanche,
la nature du verrou mis en place au cours de I'évolution, empéchant la régénération d’avoir lieu chez le mammifére reste
trés peu documentée. Des résultats publiés précédemment par mon laboratoire montrent qu’il est possible de déclencher
les processus de régénération chez une souris C57BL/6 qui n’en n’est pas capable spontanément, grace a I'administration
d’un antagoniste des récepteurs aux opioides, la Naloxone Méthiodide. Les opioides exogenes comme la Morphine, en plus
des opioides sécrétés de facon endogene apres une lésion, sont utilisés depuis trés longtemps pour prendre en charge la
douleur péri-opératoire. Par ailleurs, les opioides sont décrits comme étant i) de puissants immunosuppresseurs et ii)
capables d’agir sur les fibres sensorielles a I'origine de la perception douloureuse, en inhibant I'activité de ces derniéres.
Lors de ma these nous avons donc proposé que les opioides puissent constituer un verrou au processus de régénération
chez les mammiféres en empéchant la mise en place d’une réponse inflammatoire adéquate et/ou |’activation efficace des
fibres sensorielles suite a une lésion. D’une part, nos résultats montrent, i) que la signature cellulaire (neutrophiles,
monocytes, macrophages) et moléculaire (cytokines, chémiokines et médiateurs lipidiques) des phases précoces de
I'inflammation post-lésionnelle permet de prédire I'issue de la réparation tissulaire (i.e cicatrisation versus régénération),
ii) que les neutrophiles sont la source cellulaire d’espéces actives de I'oxygéne (EAOs) requises pour permettre la
régénération et iii) que les macrophages dérivés de I’'hématopoiése endogéne du tissu adipeux sous cutané permettent au
tissu de régénérer grace a leur haut potentiel d’élimination des neutrophiles (aussi appelé efférocytose), contrairement aux
macrophages d’origine médullaire qui, eux, favorisent la mise en place d’une cicatrice. D’autre part, nous montrons grace a
I'utilisation i) du test comportemental Von Frey classiquement utilisé dans le domaine de la douleur et ii) d’'un outil
développé au laboratoire basé sur la mesure de la pupille, que la régénération induite aprés un traitement a la Naloxone
Méthiodide est associée a une perception douloureuse significativement augmentée. La douleur pouvant étre un reflet de
I’activation des fibres sensorielles, nous avons donc spécifiquement détruit ces derniéres. Cette dénervation des fibres
sensorielles inhibe la régénération induite aprés un traitement a la Naloxone Méthiodide. Enfin, les fibres sensorielles
semblent étre indispensables en raison de leur sécrétion locale du neuropeptide CGRP, qui contrélerait i) la mise en place
de la réponse inflammatoire requise a la régénération et ii) le remodelage tissulaire en activant la migration des cellules
mésenchymateuses vers le site de lésion. L'ensemble de ces résultats nous permet aujourd’hui de proposer comme
traitement péri-opératoire/post-lésionnel, la co-administration de Morphine et de CGRP, permettant ainsi a la régénération
tissulaire d’avoir lieu tout en gérant la douleur, chez le mammifére adulte.

Inhibition of regeneration mechanisms and induction of tissue fibrosis are classic outcomes of tissue repair in adult
mammals. Because fibrosis leads to loss of tissue function, studying the processes of tissue repair remains a major issue in
regenerative medicine. Studying regeneration in species with this ability, such as hydra, planarian, zebrafish or salamander,
has highlighted the substantial role of immune system and innervation during regeneration processes. The nature of the
locks developed during the evolution that prevent regeneration in mammals remains poorly documented. Previously
published results from my laboratory showed that administration of an opioid receptor antagonist, also called Naloxone
Methiodide, can induce tissue regeneration in a non-regenerative strain of mice (C57BI/6). Exogenous opioids such as
morphine, in addition to those being endogenously secreted after injury, have been used for decades in the management
of perioperative pain. Opioids are also described as i) potent immunosuppressors and ii) able to act on the sensory fibers to
silence electrical activity of these fibers. During my thesis, we hypothesized that opioids could be a lock for regeneration
processes by preventing an acute and intense inflammatory response and/or the activation of sensory fibers after injury.
On one hand, our results demonstrate for the first time in mice, i) that the cellular (neutrophils, monocytes, macrophages)
and molecular (cytokines, chemokines and lipid mediators) signature of the early phases of post-lesional inflammation can
predict the outcome of tissue repair (i.e scar healing versus regeneration), ii) granulocytes are the cellular source of reactive
oxygen species required for regeneration, and iii) that, unlike classical macrophages derived from medullar hematopoiesis
which promote scar formation after injury, macrophages derived from endogenous hematopoiesis of subcutaneous adipose
tissue allow tissue regeneration thanks to their high neutrophil clearance potential after Naloxone methiodide treatment.
On the other hand, by using the behavioral Von Frey test and the measurement of pupil diameter in order to assess pain
perception, we also show that the regeneration induced after Naloxone Methiodide treatment is strongly correlated with
an increase in pain perception. As pain depend on harmful signals detection by sensory fibers, we specifically destroyed
these peripheral neurons. This denervation leads to the inhibition of previously induced tissue regeneration. Moreover,
these sensory fibers appear to act through their peripheral secretion of the CGRP neuropeptide. This molecule could control
the establishment of adequate inflammatory response and initiate efficient tissue remodeling by activating mesenchymal
cells migration to the injured area. Altogether, our results allow us to propose co-administration of Morphine with CGRP as
a perioperative/post-lesional treatment allowing tissue regeneration and pain management.



	Table des matières
	Abréviations
	Table des illustrations
	Résumé
	Abstract
	Résumé grand public
	Introduction
	Chapitre I. De la régénération à la cicatrisation.
	I Régénération : modèles d’étude et étapes précoces
	II De la perte de la capacité de régénération à la cicatrisation : cas du mammifère adulte

	Chapitre II. Innervation et Régénération
	I Organisation du système nerveux
	II Le système nerveux contrôle la régénération chez les espèces non mammaliennes
	III Le système nerveux contrôle la réparation chez le mammifère

	Chapitre III. Système immunitaire et Régénération
	I Organisation générale et rôles du système immunitaire

	Chapitre IV. opioïdes
	I Nociception et douleur
	II Les opioïdes
	III Implication des opioïdes au cours des processus de réparation tissulaire


	Etude expérimentale
	I Modèle d’étude des processus de cicatrisation et de régénération chez le mammifère adulte : le tissu adipeux inguinal sous cutané (TAsc) murin
	A Innervation du TAsc
	B TAsc et cellules immunitaires
	C Les cellules souches/stromales mésenchymateuses du TAsc
	D ASCs et médecine régénératrice

	II Effet(s) des opioïdes sur la réponse inflammatoire aiguë au cours des processus de régénération tissulaire
	A Contexte scientifique
	B Démarche expérimentale
	C Résultats et Interprétations
	D Résultats complémentaires

	III Les nocicepteurs sont indispensables à la régénération chez la souris adulte
	A Contexte scientifique
	B Résultats et interprétations
	C Résultats complémentaires


	Discussion
	I Importance de la réponse inflammatoire au cours des processus de régénération
	II Identification des fibres nerveuses qui contrôlent la régénération
	III Dialogue entre le système immunitaire et le système nerveux au cours de la régénération
	IV Les capacités de régénération ont disparu au cours de l’évolution
	A Mise en cause de la complexification du système immunitaire ?
	B Mise en cause du système opioïde ?


	Bibliographie



