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1 RESUME

Influence de la rigidité du microenvironnement sur les cellules progénitrices
myogéniques du muscle squelettique

Par
André-Jean Rouleau
Programme de Biologie Cellulaire

M¢émoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I’obtention
du diplome Maitre €s Sciences (M.Sc.) en Biologie Cellulaire, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, JIH 5N4

La matrice extracellulaire (MEC) subit plusieurs modifications au cours du
vieillissement, ce qui altére ses propriétés biomécaniques. Les cellules responsables de la
régénération de la portion myogénique du muscle sont les cellules satellites, qui, une fois
activées, sont appelées les cellules progénitrices myogéniques (CPM). La rigidité du
muscle, influence le devenir des CPM. La capacité régénérative du muscle squelettique
diminue lors du vieillissement. Nous avons posé I’hypothése selon laquelle la rigidité
observée dans le tissu 4gé pourrait nuire a la capacité régénérative des CPM. Nous avons
tout d’abord validé les modifications subies par la MEC suite au vieillissement en les
comparant au tissu adulte. Les résultats montrent une augmentation de la quantité¢ de
collagenes et de réticulation non enzymatique. En plus, une augmentation de la rigidité du
muscle et des fibres individualisées a €été observée par microscopie a force atomique
(AFM). L’équipe s’est ensuite intéressée a leur activité myogénique dans un modéle de
fibres musculaires en culture (ex vivo). Nous avons observé une diminution du nombre de
cellules myogéniques sur les fibres de tissus agés, comparativement aux tissus adultes.
Nous avons montré que les proportions de cellules quiescentes sont plus €levées sur des
fibres adultes suite a I’isolement et que les proportions de cellules prolifératives et en voie
de différenciation sont plus ¢levées sur les fibres agées. De plus, sur des fibres
endommagées gardées en culture six jours, nous avons observé que les proportions de
cellules prolifératives sont plus €levées sur les fibres adultes et que celles des cellules en
voie de différenciation sont plus élevées sur les fibres dgées. Enfin, nous avons observé
I’activité myogénique des CPM ainsi que I’impact de la rigidité en culture (in vitro). Nous
n’avons observé aucune différence des capacités de prolifération et de différenciation des
myoblastes adultes et 4gés. En terminant, nos recherches ont montré qu’une rigidité de 2.0
kPa favorise un état prolifératif tandis qu’une rigidité de 18 kPa stimule plutot
I’engagement vers la différenciation. Ces résultats suggerent que la rigidité peut étre une
cause de la diminution du potentiel régénératif du muscle vieillissant. En résumé, ces
travaux soulignent I’importance de 1’augmentation de la rigidit¢ du microenvironnement
sur les CPM comme cause de la diminution du potentiel de régénération du muscle
vieillissant.

Mots clés : Cellules progénitrices myogéniques, Cellules satellites, Mécanotransduction,
Muscle squelettique, Microscopie a force atomique, Prolifération, Rigidité
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1 INTRODUCTION

1.1 Le muscle squelettique

Le muscle squelettique est le tissu qui se retrouve en plus grande proportion chez
I’Homme (HUARD, LI et al. 2002). Sa fonction principale consiste a permettre le
mouvement du squelette. Il posséde plusieurs propriétés mécaniques (rigidité, extensibilité,
¢lasticité) qui lui permettent de résister aux déformations sans subir de dommages puis de
reprendre sa forme originale. Le muscle squelettique a un réle métabolique important du

fait de I’énorme quantité de substrat qu’il consomme.

1.1.1 Structure et fonctions

Le muscle est constitué d’une portion myogénique et d’une portion stromale. La
portion myogénique (majoritaire) est constituée de fibres musculaires, unités contractiles du
muscle, et des cellules satellites situées en périphérie de ces dernicres. La partie stromale
est quant a elle faite de plusieurs couches de tissus conjonctifs et de divers types cellulaires.

La premiere couche de tissu conjonctif qui enveloppe le muscle en entier est nommée
fascia ou épimysium. Le muscle se subdivise ensuite en multiples faisceaux (ou groupe de
fibres), enveloppés par d’autres couches de tissu conjonctif que 1’on nomme le périmysium.
Finalement, chaque fibre musculaire est enveloppée par un endomysium (GILLIES ET

LIEBER 2011).

13
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Perimysium

Endomysium

Cellule stromale

Cellule satellite
Myofibre

Noyau
de la fibre

Figure 1.1 Organisation du muscle squelettique

Le muscle squelettique est subdivisé en une portion stromale (bleue) et une portion myogénique
(rose). La portion stromale du muscle est subdivisée en trois parties: I’endomysium, le périmysium
et ’épimysium. Le tissu conjonctif entourant les fibres musculaires contient un réseau de capillaires
et de nerfs nécessaires pour I’apport en nutriments et I’innervation du tissu, respectivement. De
nombreux types cellulaires tels que les cellules stromales sont retrouvés a proximité des vaisseaux
sanguins (Frédéric Trensz, Influence de [’environnement biochimique et biomécanique sur les
cellules souches du muscle squelettique, thése de doctorat, 2013, FMSS, Université de Sherbrooke).

Ces couches de tissus conjonctifs sont constituées en un assemblage complexe de
protéines et de protéoglycanes dans lequel s’insére les vaisseaux sanguins ainsi que
I’innervation, nécessaire au bon fonctionnement du muscle (Figure 1.1). Ce réseau
complexe aux constituants variés est appelé la matrice extracellulaire (MEC). Plusieurs
types cellulaires sont présents dans le tissu conjonctif telles les cellules stromales
multipotentes (mrSC), fibroblastiques, nerveuses et d’origine hématopoiétique (e.g.

macrophages).
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1.1.2 La portion stromale

Le stroma supporte le réseau nerveux et vasculaire. Il assure a la fois 1’¢lasticité du
muscle et participe a la transmission des forces induites par la contraction, aux tendons et
aux os (KJAER 2004). Cette derniere fonction est possible grace aux interactions de la MEC
avec les fibres musculaires, principalement a 1’aide de deux complexes: les intégrines et le

complexe dystrophine/glycoprotéine (DGC) (RAMASWAMY, PALMER et al. 2011).

1.1.2.1 La matrice extracellulaire

Plusieurs types cellulaires, dont les fibres musculaires, sont recouverts d’une couche
de MEC aussi appelée lame basale (LB). Cette couche spécialisée est en contact direct avec
la membrane plasmique de la fibre musculaire. Elle est majoritairement composée de
collagéne, de protéoglycanes et de glycoprotéines. L’assemblage en polymeéres
homotypiques ou hétérotypiques de ces divers constituants rendent possible les interactions
cellule-MEC grace a des domaines protéiques d’homologie collagénique (COL) ou non-
collagénique (NC) (AUMAILLEY ET GAYRAUD 1998).

Les collageénes retrouvés dans le muscle sont les collagenes fibrillaires (e.g. type I,
I, V, IX et XI) et les non fibrillaires (e.g. type IV et VI). Ils sont agencés en réseaux et
forment une sorte d’armature constituée de plusieurs types de protéoglycanes (e.g.
perlécane, le biglycane, I’agrine et la décorine). Ces derniers ont une structure fortement
hydrophile et sont reconnus pour réguler la distribution et I’activation de plusieurs facteurs
de croissance (GALLAGHER 2001; HYNES 2009). Chacun de ces constituants se distribue de
facon préférentielle dans un feuillet de la MEC (Tableau 1.1). Il en va de méme pour les
glycoprotéines NC telles la vitronectine, la fibronectine, les ténascines, les laminines et

I’entactine (SANES 2003; GROUNDS, SOROKIN et al. 2005).
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Tableau 1.1 Localisation des constituants de la MEC

Espace interstitiel Lame basale (LB)
Collagénes (types I, III, VI) Laminines
Fibronectine Entactine/nidogene-1
Vitronectine Collagéne (type IV)
Ténascines (4 formes) Protéoglycanes: perlécane, agrine
Protéoglycanes: décorine, biglycane

*(GROUNDS, SOROKIN et al. 2005)

La MEC a plusieurs fonctions biologiques. Elle permet de maintenir I’intégrité du
tissu (MICHELE ET CAMPBELL 2003), la différenciation cellulaire (HAUSCHKA ET
KONIGSBERG 1966) ainsi que de participer a la régénération du muscle (KAARIAINEN,
JARVINEN et al. 2000). Outre les fibres musculaires capable de produire les composantes de
la lame basale avec lesquelles elles sont en contact, les fibroblastes et les myofibroblastes
font partie de ces autres types cellulaires et sont aussi connus pour étre impliqués dans la
formation et le développement de la MEC (VOERMANS, BONNEMANN et al. 2008; TRENSZ,
HAROUN et al. 2010; BAUM ET DUFFY 2011). Les fibroblastes répondent autant a des stimuli
mécaniques (FLUCK, TUNC-CIVELEK et al. 2000) que chimiques en produisant des facteurs
paracrins pour interagir avec les cellules avoisinantes et les différentes composantes de la
MEC. Des cellules stromales progénitrices se trouvent également dans le stroma du muscle
squelettique (TRENSZ, HAROUN et al. 2010). Il a d’ailleurs ét¢ montré chez des cellules
similaires, isolées de moelle osseuse (BM-MSC), que la prolifération, la migration et la
différenciation pouvaient étre modulées par la rigidit¢é de 1’environnement (DISCHER,
MOONEY et al. 2009; HOLLE, TANG et al. 2013). Ainsi, la MEC est une composante
dynamique du muscle squelettique ayant la possibilité de transmettre les stress mécaniques,
tout en emmagasinant et libérant des facteurs de croissance permettant au tissu de s’adapter

de fagon continue aux besoins physiologiques.

1.1.2.2 Les cellules stromales résidentes du muscle (mrSC)

Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) ont été isolées pour la premiere fois
par I’équipe de Friedenstein et al. (FRIEDENSTEIN, CHAILAKHYAN et al. 1974). Elles se
caractérisent par une capacité d’adhérer au plastique, une morphologie fusiforme, une

capacit¢ a former des colonies. Plus encore, elles sont qualifiées de multipotentes
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puisqu’elles peuvent se différencier en adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes autant in
vitro qu’in vivo. Il a plus tard été montré que les MSC étaient ubiquitaires puisqu’elles se
retrouvaient dans plusieurs tissus dont le tissu adipeux (ZUK, ZHU et al. 2001; SCIME,
GRENIER et al. 2005; MORISSETTE MARTIN, MAUX et al. 2015), le muscle squelettique
(ASAKURA ET RUDNICKI 2002; GRENIER, SCIME et al. 2007; JOE, YT et al. 2010; LEBLANC,
TRENSZ et al. 2011), les glandes salivaires (FENG, VAN DER ZWAAG et al. 2009), les glandes
parathyroides (SHIH, KUO et al. 2009), le liquide synovial (FAN, VARSHNEY et al. 2009), le
cordon ombilical (LU, LU et al. 2006), ainsi que la pulpe dentaire (GRONTHOS, MANKANI et
al. 2000). De par leur caractéristiques et les facteurs qu’elles relarguent, les MSC sont

clairement d’un grand intérét pour la médecine régénératrice (Figure 1.2).
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Figure 1.2 Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses

La fraction cellulaire adhérente de plusieurs tissus contient des cellules progénitrices stromales qui
peuvent donner naissance a des colonies ayant une morphologie fibroblastique. Cette sous-
population cellulaire hétérogéne est localisée a la périphérie des vaisseaux sanguins
(périvasculaire). Cultivées dans les conditions appropriées, elles peuvent étre amplifiées in vitro sur
plusieurs passages et, avec I’aide de stimuli appropriés, exprimés leur multipotence, i.e. capable de
se différencier dans les lignées ostéogéniques, adipogéniques ou chondrogéniques. Leur
différenciation en d’autres types de cellules matures non mésenchymateuses reste un sujet de débat.
(Mesenchymal stem cells, MSC; Colony forming unit fibroblasts, CFU-F) (Adaptée de Downey et
al. non publié).

Afin de standardiser les différentes appellations et caractérisations des MSC,
I’ International Society for Cellular Therapy (ISCT) a établi les critéres minimaux pour
identifier les MSC soit: (1) la capacité a adhérer au plastique en condition de culture
standard, (2) D’expression des antigénes de surface CD105, CD90, CD73 et I’absence
d’expression des antigenes CD34, CD45, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 puis HLA
classe II et finalement (3) leur potentiel de différenciation en ostéoblastes, en adipocytes et

en chondrocytes (DOMINICI, LE BLANC et al. 2006; BOURIN, BUNNELL et al. 2013).
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Ces criteres ont été définis pour standardiser les MSC d’origine humaine et il est
important de souligner qu’il n’y a pas de criteres uniformes pour les modeles humains et
animaux, notamment en ce qui a trait aux marqueurs de surface. Chez la souris par
exemple, les antigenes utilisés pour isoler les MSC dans divers tissus sont: I’expression de
Sca-1 (Stem cell antigen-1) en plus, comme pour les MSC humaines, de 1’absence des
antigenes de surface hématopoiétiques.

Un des rdles attribués aux MSC est le maintien de la niche des cellules souches qui
sont, elles mémes, primordiales a la réparation/régénération du parenchyme du tissu
(WILLIAMS ET HARE 2011). Les cellules souches participent donc a I’homéostasie des
organes, a la cicatrisation des plaies et au vieillissement normal des tissus (WILLIAMS ET
HARE 2011). Les MSC résidentes du muscle squelettique (muscle resident stromal cells,
mrSC) jouent aussi un réle dans la réparation du muscle et I’accentuation des conséquences
des pathologies musculaires. En effet, plusieurs équipes dont la notre ont montré leur
contribution au niveau de la formation de la fibrose et de I’infiltration de tissu adipeux
dans un mode¢le de souris dystrophiques (JOE, YT et al. 2010; TRENSZ, HAROUN et al. 2010)
et de I’ossification hétérotopique (LEBLANC, TRENSZ et al. 2011; DOWNEY, LAUZIER et al.

2015).

1.1.3 La portion myogénique
La portion myogénique représente le parenchyme du muscle. Elle est constituée de
fibres musculaires, unité¢ contractile du muscle, et de cellules satellites, responsables de la

régénération et du maintien des fibres.

1.1.3.1 Les fibres musculaires

La fibre musculaire, ou myofibre, est un syncytium issu de la fusion de centaines de
cellules progénitrices myogéniques (CPM), ou myoblastes. Chez I’ Homme, elles ont un
diametre de 10 a 100 um et peuvent mesurer jusqu'a 30 cm de longueur (KONNO ET SUZUKI
2000). I1 s’agit de I'unité fonctionnelle du muscle. Sa membrane, que 1’on nomme
sarcolemme, est excitable et est reliée au systétme nerveux par une jonction
neuromusculaire a sa surface. Elle possede des tubules transverses (tubule T) sur toute sa

longueur et de fagon réguliere, ce qui assure la conduction des signaux transmis au niveau
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de la jonction neuromusculaire. Les multiples noyaux se situent en périphérie de la fibre,
1.e. prés du sarcolemme.

Son cytosquelette est principalement constitué de myofibrilles qui sont en fait un
assemblage de filaments épais de myosine et fins d’actine. Ces chaines d’unités contractiles
sont disposées de facon répétitive, et chaque unité est appelée sarcomere. C’est I’ensemble
de ces divers niveaux de structures qui permettent la contraction et qui donnent au muscle

squelettique son apparence strié¢e (Figure 1.3).

Fibre musculaire Myofibrilles Myofibrille
Sarcoméres

s Actine

Myosine

I_'_I I_'_l
Bande A Bande A
Bande |

J Jonction neuromusculaire

Figure 1.3 Structure interne d'une fibre musculaire

La fibre musculaire est constituée de myofibrilles qui contiennent les filaments d’actine et de
myosine. Son organisation en bandes A et I donne au muscle squelettique son allure striée au
microscope. (Adaptée de Frédéric Trensz, Influence de I’environnement biochimique et
biomécanique sur les cellules souches du muscle squelettique, thése de doctorat, 2013, FMSS,
Université de Sherbrooke).

Latérale Transversale

M | Cellule satellite
Lame basale Vyonucieus : (quiescente)

-

== B = Lame
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(quiescente) Myonucleus

Figure 1.4 La fibre musculaire et la cellule satellite

La fibre musculaire est une cellule multinucléée issue de la fusion de cellules progénitrices
myogéniques (CPM). La cellule satellite est séquestrée entre la membrane plasmique de la fibre et
la lame basale qui I’enveloppe. Normalement quiescentes, elles sont capables de s’activer et de
régénérer les fibres a la suite d’'un dommage (Adaptée de Frédéric Trensz, Influence de
[’environnement biochimique et biomécanique sur les cellules souches du muscle squelettique, thése
de doctorat, 2013, FMSS, Université de Sherbrooke).
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1.1.3.2 Les cellules satellites

Les cellules satellites ont été découvertes en 1961 et sont responsables de la
régénération de la portion myogénique du muscle squelettique (MAURO 1961; TEDESCO,
DELLAVALLE et al. 2010). Elles sont localisées en périphérie de la fibre, entre le
sarcolemme et la lame basale, et normalement dans un état quiescent (Figure 1.4).
Toutefois, suite a un dommage, elles s’activent et proliférent et sont appelées alors cellules
progénitrices myogéniques (CPM). Par la suite, elles se différencient en fusionnant avec
des fibres endommagées ou simplement entre elles pour créer de nouvelles fibres
musculaires (YIN, PRICE et al. 2013). Plusieurs marqueurs de surface ont été identifiés et,
sont utilisés seuls ou en combinaison, pour permettent de les localiser. Il s’agit
principalement de la M-cadhérine, 1’antigene CD34 et la sous-unité a7 des intégrines
(IRINTCHEV, ZESCHNIGK et al. 1994; BEAUCHAMP, HESLOP et al. 2000; CORNELISON, FILLA
et al. 2001; DAY, SHEFER et al. 2007; GNOCCHI, WHITE et al. 2009).

Il y a aussi les facteurs de transcription myogéniques qui permettent d’identifier avec
une tres grande spécificité les CPM. 11 s’agit de Pax7 (Paired-box 7) exprimé pour plusieurs
espéces exclusivement dans les cellules satellites (SEALE, SABOURIN et al. 2000;
MORRISON, LOOF et al. 2006) et des facteurs de la famille des Myogenic related factors
(MRF), MyoD, Myf5, myogénine et MRF4 (Figure 1.5). Ces facteurs étant exprimés a
divers moments de la différenciation, leur immunomarquage constitue une approche tres

efficace pour caractériser I’état de différenciation des cellules satellites et des CPM.
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Figure 1.5 Facteurs de transcription intervenant dans les différentes étapes de la
différenciation myogénique adulte

Le dommage des fibres musculaires induit I’activation, la prolifération et la différenciation des
cellules satellites afin de réparer les fibres endommagées ou d’en former de nouvelles. Ces étapes
sont orchestrées par les facteurs de transcription myogéniques. Les facteurs Pax7 et Myf5 sont
exprimés par les cellules satellites quiescentes, activées et prolifératives. Toutefois les cellules
satellites responsables de 1’auto-renouvélement n’expriment pas Myf5 (zone hachurée). MyoD est
exprimée par les CPM activées et prolifératives et plus fortement en début de différenciation. Myog
et Mrf4 sont quant a elles exprimées lors de la maturation et la fusion des CPM. Tous ces facteurs
de transcription peuvent étre utilisés comme marqueurs décrivant I’état de différenciation des CPM.
(Adaptée de Frédéric Trensz, Influence de [’environnement biochimique et biomécanique sur les
cellules souches du muscle squelettique, thése de doctorat, 2013, FMSS, Université de Sherbrooke).

Les chercheurs s’entendent aujourd’hui pour dire que les cellules satellites
constituent une population cellulaire hétérogéne (BIRESSI ET RANDO 2010). Ainsi, il a été
montré que leurs capacités de prolifération, de différenciation et d’auto-renouvelement
varient et que les cellules satellites se multiplient par un mécanisme appelé division
asymétrique. Ce processus permet leur auto-renouveélement et donc leur pérennité. Une

cellule mére (Pax7 Myf5") génére par ce mécanisme une cellule fille (Pax7 Myf5") qui
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s’engage dans la prolifération et la différenciation myogénique et, une autre cellule fille

(Pax7"Myf5"), qui assure son auto-renouvélement (Figure 1.6).

Division asymétrique

Division symétrique

______OL

Slgnaux provenant Cellule satellite

L | -

ame basale ; de la lame basale (Pax7 Myf5 )

P Fibre t Slgnaux provenant Gellule progénitrice
musculaire de la fibre engagée (Pax7 Myf5")

Figure 1.6 Modéles de division asymétrique et symétrique des cellules satellites

La division asymétrique (orientation baso-apicale) des cellules satellites permet de maintenir le
réservoir de cellules satellites (Pax7 Myf5") alors que la division symétrique (orientation planaire)
conduit & deux cellules filles identiques (Pax7 Myf5") (Adaptée de Frédéric Trensz, Influence de
[’environnement biochimique et biomécanique sur les cellules souches du muscle squelettique, thése
de doctorat, 2013, FMSS, Université de Sherbrooke).

Deux approches ont permis leur isolement et leur ¢tude. La méthode dite classique,
ou par dissociation enzymatique, consiste a libérer la cellule satellite de sa niche
anatomique. Pour ce faire, le muscle est d’abord émincé et ensuite digéré par un mélange
d’enzymes (e.g. mélange collagénase et dispase) qui permet la dégradation de la MEC et de
la lame basale. Pour enrichir les CPM obtenues par dissociation enzymatique, il y a la
technique misant sur 1’adhérence préférentielle (ou « differential plating ») des CPM au

collagéne. A la suite de courtes expositions de la préparation de cellules en suspension, la

population de CPM s’enrichira jusqu’a devenir virtuellement pure. Enfin, il est possible
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d’utiliser la cytométrie en flux ou cette fois les cellules sont triées selon I’immunomarquage
de marqueurs spécifiques ou encore directement par la fluorescence des cellules issues de
souris transgénique (eg. Pax7-eGFP) (DANOVIZ ET YABLONKA-REUVENI 2012). Cette
méthode d’isolement n’est pas seulement responsable de 1’¢laboration de conditions
optimales de culture ou du développement de diverses sources animales, mais a permis de
comprendre les mécanismes d’étalement, de prolifération et de différenciation (BURTON,
VIERCK et al. 2000).

La seconde méthode consiste a isoler des fibres individuelles sur lesquelles les
cellules satellites sont préservées dans leur niche, i.e. entre le sarcolemme et la lame basale.
Cela est rendu possible par le biais de I'utilisation de la collagénase seule qui ne digere pas
la membrane basale. Cette méthode présente I’avantage de pouvoir étudier les cellules
satellites directement dans leur niche anatomique ce qui a une grande valeur biologique.
Dr’ailleurs, c’est en utilisant des geénes rapporteurs (Pax7, Myf5, B-Gal), que Collins et al.
(CoLLINS, OLSEN et al. 2005) ont montré que la transplantation d’une seule fibre et de ses
cellules satellites (2-7 cellules/fibre) dans un muscle endommagé, pouvait contribuer a la
réparation de plusieurs centaines de fibres in situ. Cette expérience a démontré toute la
puissance du maintien des cellules dans leur environnement puisque qu’il n’est pas possible
d’obtenir de tels résultats méme en transplantant des millions de myoblastes préalablement
cultivés (MONTARRAS, MORGAN et al. 2005; SACCO, DOYONNAS et al. 2008).

Les fibres individualisées offre également la possibilité d’étudier les CPM une fois
qu’elles ont migré de la fibre au substrat de culture (SHEFER ET YABLONKA-REUVENI 2005).
Cette méthode permet ainsi I’étude des genes impliqués durant leur activation. (PASUT,
JONES et al. 2013).

C’est pour cela que les études effectuées avec les fibres sont d’un grand intérét pour
la médecine régénératrice et le traitement de toutes les pathologies musculaires
(BEAUCHAMP, MORGAN et al. 1999; MONTARRAS, MORGAN et al. 2005; COSSU ET

SAMPAOLESI 2007).

1.2 Le vieillissement du muscle
Le déclin progressif et physiologique des fonctions de I’ensemble des tissus est un
processus que ’on nomme le vieillissement. Au niveau du muscle squelettique, il se

caractérise par la perte progressive de masse et de force musculaire, que 1’on nomme
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sarcopénie (D1 I0RI10, ABATE et al. 2006; JANG, SINHA et al. 2011; L1 ET [ZPISUA BELMONTE
2014). Cette perte de masse est explicable par un déclin croissant de la taille et du nombre
de fibres musculaires qui s’accélérerait chez ’Homme vers 50 ans (FAULKNER, LARKIN et
al. 2007). En effet, la perte de force musculaire est directement proportionnelle a la
réduction de I’aire transversale de la fibre (CSA) (FRONTERA, HUGHES et al. 2000). Cette
perte de masse musculaire a des conséquences importantes sur 1’autonomie des personnes
vieillissantes (FAULKNER, LARKIN et al. 2007). Du fait qu’elles ont une capacit¢ musculaire
réduite, les personnes agées sont plus susceptibles aux chutes qui, combiné a une fragilité
osseuse, rendent cette population trés vulnérable. Des statistiques a cet égard montrent un
taux de mortalité tres ¢élevé dans les 6 mois suivant les fractures de la hanche
(CASTRONUOVO, PEZZOTTI et al. 2011).

Une autre caractéristique du muscle vieillissant est la diminution de son potentiel
régénératif, facteur contribuant également a la sarcopénie (COLLADO, BLASCO et al. 2007;
ARTHUR ET COOLEY 2012). Certains expliquent ce déclin par une diminution du nombre de
cellules satellites avec 1’age, tandis que d’autres observent plutdét une augmentation
(RENAULT, THORNELL et al. 2002; ConBOY, CONBOY et al. 2003; SAJKO, KUBINOVA et al.
2004; BRACK, BILDSOE et al. 2005; SHEFER, VAN DE MARK et al. 2006; BROOKS, SCHUENKE
et al. 2009; SCIME, DESROSIERS et al. 2010). La variabilité¢ de ces observations est due aux
différences de mod¢les animaux, de types de muscles, de I’age des spécimens étudiés et des
méthodes pour dénombrer les cellules.

Le déclin du potentiel régénératif 1i¢ a la sarcopénie lors du vieillissement pourrait
étre causé par une altération des fonctions des cellules satellites. En effet, il a été postulé
que ces changements liés a 1’dge proviendraient a la fois d’altérations intrinséques et du
milieu environnant des cellules satellites (CONBOY, CONBOY et al. 2005; BRACK, CONBOY
et al. 2007; JANG, SINHA et al. 2011). A vrai dire, I’ensemble des écrits supportent
I’hypothese de modifications dans I’environnement des cellules satellites.

En somme, les causes menant a la sarcopénie semblent €tre multifactorielles et les

mécanismes cellulaires toujours méconnus.
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1.2.1 Principales voies de signalisation

La littérature montre qu’au moins trois voies de signalisation sont modulées lors du
vieillissement, ce qui a pour conséquence d’altérer le microenvironnement des cellules
satellites. Ces voies sont NOTCH, WNT et I'IGF-1.

La voie NOTCH est régulée par une grande diversité de facteurs (activité du ligand,
activateur et répresseur de la transcription), et il reste encore beaucoup a découvrir a son
sujet (BRAY 2006). La signalisation NOTCH est importante pour la régénération du muscle
chez I’adulte (ConBOY, CONBOY et al. 2003; CoNBOY, CONBOY et al. 2005; CARLSON, Hsu
et al. 2008). Dans le contexte du muscle squelettique, le ligand Delta se lie au récepteur
Notch et le domaine intracellulaire de NOTCH (NICD) migre au noyau pour augmenter
I’expression de facteurs de transcription (HES1, HEY1) ce qui poussera les cellules
satellites a proliférer (ARTHUR ET COOLEY 2012).

Lors du vieillissement, il y a une diminution du nombre de ligand DELTAI et de
récepteurs NOTCH1 dans les CPM de muscles agés (CONBOY, CONBOY et al. 2003;
CARLSON, Hsu et al. 2008). Cette diminution de la signalisation NOTCH contribue au
déclin de la capacité de régénération dans le muscle agé (CoNnBOY, CONBOY et al. 2005;
CARLSON, Hsu et al. 2008). Par une expérience de parabiose hétérochronique avec des
souris jeunes et agées, I’équipe de Rando a montré que I’expression du ligand DELTA et
I’activité de NOTCH pouvaient étre augmentées dans le muscle de souris agée grace a
I’apport exogéne de la souris jeune (CONBOY, CONBOY et al. 2005). La diminution de la
signalisation NOTCH li¢e au vieillissement s’expliquerait par des facteurs en amont,
comme par exemple une diminution d’activité de la voie MAPK/ERK, ou a une réduction
des niveaux de testostérone (CARLSON, SUETTA et al. 2009; KOVACHEVA, HIKIM et al.
2010). De plus, les taux €levés de TGF-B auraient également une incidence sur la perte de
signalisation (ARTHUR ET COOLEY 2012). Il a aussi ét¢ montré que ’activation de la voie
NOTCH bloque I’expression des inhibiteurs de kinase Cycline-dépendante (p15, p16, p21
et p27) provoqué par la voie TGF-B/pSMAD?3. L’expression de ces régulateurs négatifs du
cycle cellulaire est aussi induite par 1’inhibition de la voie NOTCH. Cela suggere qu’une
perturbation de I’équilibre entre les voies TGF-B/pSMAD3 et NOTCH contribuerait a la

diminution du potentiel de régénération du muscle vieillissant (CARLSON, HSU et al. 2008).
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Il a été montré que la voie WNT canonique controle la transition entre la prolifération
a la différenciation des CPM lors de la régénération (FUJIMAKI, HIDAKA et al. 2014).
Plusieurs études suggerent qu’il y aurait une exacerbation du taux sérique de WNT3a
(agonistes WNT canonique) dans le muscle squelettique agé (BRACK, CONBOY et al. 2007;
ARTHUR ET COOLEY 2012). En effet, I’injection d’antagonistes WNT (DKK1 et Sfrp3) a
montré que les agonistes présents dans le sérum interagissaient moins avec le récepteur
FRIZZLED (BRACK, CONBOY et al. 2007). De fagon intéressante, quelques années apres,
c’est I’équipe de Naito ef al. qui montrait ’effet activateur du complément Clq, qui
augmente dans le sérum avec I’age, sur la voie WNT (NAITO, SUMIDA et al. 2012). Depuis,
il a été montré que 1’augmentation d’expression du récepteur FRIZZLEDI avec I’age avait
un effet de frein sur la capacité de différenciation des CPM (Doi, ENDO et al. 2014).
Toutefois, d’autres équipes n’ont pas ét€¢ en mesure d’observer de telles variations, et ce
tant chez I’ Homme que chez la souris (CARLSON, CONBOY et al. 2009). L’augmentation de
I’activité¢ WNT canonique avec 1’age est bien sir plus complexe que la simple stimulation
d’un récepteur avec son ligand, et c’est ce qui pourrait expliquer cette contradiction
apparente. En effet, notre équipe a montré que 1’expression des génes codant pour des
antagonistes de la voie WNT canonique (WIF1 et SFRP2) diminue dans le muscle 4gé par
rapport a un muscle jeune, ce qui a pour effet de favoriser 1’activité (SCIME, DESROSIERS et
al. 2010).

De plus, la signalisation WNT est associée au processus de fibrose dans divers
organes (ARTHUR ET COOLEY 2012). Dans le muscle agé, l’activitt WNT canonique
augmente la population des mrSC et leur production de collagéne (TRENSZ, HAROUN et al.
2010). De plus, I’équipe de Brack et al. a montré que les CPM seraient poussées a passer
d’un destin myogénique a un destin fibrogénique (BRACK, CONBOY et al. 2007).

L’IGF-1 est principalement produite en réponse a une sécrétion d’hormone de
croissance (GH: Growth hormone) par la glande pinéale. Son activité et sa disponibilité
sont influencées par six protéines de liaison (IGFBP: IGF binding proteins) qui ont aussi
d’autres fonctions biologiques (VELLOSO 2008). Dans le muscle squelettique, cette voie
joue un role important dans le maintien de la force et de la masse musculaire, la prévention
de I’apoptose et la protection contre le stress oxydatif (VELLOSO 2008; OH ET KiMm 2013;

PIERNO, CAMERINO et al. 2013). Lors du vieillissement il y a un déclin de la production de
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GH, appelé somatopause, qui causent une diminution des taux d’IGF sériques. D’autres
¢tudes ont montré que certaines cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) seraient
¢galement en partie responsables de la diminution d’expression d’IGF-1 et IGFBP lors du
vieillissement. Enfin, la nutrition semble étre un régulateur clef des taux d’IGF-1 circulants.
En effet, durant la restriction alimentaire, les baisses d’IGF sont indépendantes de la
sécrétion hypophysaire de GH (MAGGIO, DE VITA et al. 2013).

Une voie tres étudiée dans le contexte de régulation de la masse musculaire est 1’axe
IGF-1-AKT. De fagon simplifiée, la liaison de I'IGF-1 a son récepteur provoquera une
autophosphorylation du récepteur par son activité¢ tyrosine kinase intrinseéque. Ce nouvel
état du récepteur provoquera une cascade de signalisation menant ultimement a 1’activation
de la kinase AKT. AKT réprime par une phosphorylation la dégradation protéique de
facteurs de transcription de la famille FOXO, ce qui a pour conséquence de stimuler la
syntheése de protéines par I’intermédiaire du mammalian target of rapamycin (mTOR) et de
la glycogen synthase kinase 3 (GSK3p) (Figure 1.7). Fait particuliecrement intéressant ici,
dans les communications croisées qui ont €té observées pour I’instant, 1’activation de la
signalisation IGF1-AKT peut étre réalisée par un signal mécanique (WANG, CHANG et al.
2008). En effet, via ’intégrine B1 et ’integrin-linked kinase (ILK), le récepteur d’IGF-1 est

phosphorylé¢ et la voie IGF1-AKT est activée dans les cellules du muscle squelettique.
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Figure 1.7 La régulation de la masse musculaire est sous controle de la voie de
signalisation IGF1-AKT

(A) Boucle de rétrocontrole de la signalisation IGF1-AKT (en rouge) et action indirecte sur
mTORCI1 (en pointillé). (B) Facteurs et autres voies qui affectent la signalisation IGF1-AKT (en
rouge). (Adaptée de Schiaffino et al., 2011).

La voie des mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated receptor
kinase (MAPK/ERK) a aussi été impliquée dans la régulation de la croissance musculaire
(SCHIAFFINO ET MAMMUCARI 2011). Il a été observé chez I’Homme une augmentation
d’IGF-1Ea et d’IGF-1Ec, deux isoformes d’IGF-1 aussi nommées MGF (mechano growth
factor), a la suite d’un exercice intense. Leurs mécanismes d’action diffeéreraient
puisqu’une stimulation des cellules C2C12 par ces deux isoformes d’IGF-1 n’est pas
inhibée par la neutralisation du récepteur d’IGF-1. De surcroit, la stimulation des C2C12
avec MGF n’entraine pas ’activation d’AKT. Les auteurs ont posé¢ 1’hypothése que les
patrons d’expression des isoformes pourraient agir comme des mitogenes distincts lors de
la régénération musculaire (PHILIPPOU, PAPAGEORGIOU et al. 2009).

D’autres chercheurs attirent notre attention sur les différences de réponse d’une

stimulation des cellules musculaires a 1'IGF-1, en fonction du contexte et de
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I’environnement cellulaire (OH ET KiM 2013; PIERNO, CAMERINO et al. 2013). En effet, Oh
et Kim ont montré qu’une signalisation réduite de I’IGF-1, prévient la mort cellulaire dans
le muscle. Leur étude indique que la modulation de la voie de signalisation de I’'IGF-1

pourrait devenir une stratégie thérapeutique dans le traitement de la dystrophie musculaire.

1.2.2 La mécanotransduction

La mécanotransduction est le processus qui permet aux cellules de répondre aux
stimuli mécaniques de son microenvironnement. Contrairement aux objets solides, les
cellules, sont sujettes a des contraintes qui se répercutent en déformant leurs
cytosquelettes. Ce stress mécanique extérieur induit un stress intracellulaire en retour. C’est
cet équilibre dynamique entre les contraintes externes et internes qui provoque ou bloque
les cascades de signalisations biochimiques qui menent a la réponse cellulaire (L1U ET LEE
2013). Ceci dit, la mécanotransduction provoque des réponses variées. Elle peut moduler la
syntheése protéique, la sécrétion, 1’adhésion, la migration, la prolifération, la différenciation
et I’apoptose des cellules.

Les cellules sont dotées de plusieurs mécanosenseurs pour percevoir les divers
stimuli mécaniques (complexes d’adhésion focaux, cil primaire, certains canaux ioniques,
etc.), quels que soient leur nature; étirement/compression, morphologie/texture, flux de
cisaillement de fluide ou encore rigidité du substrat (Figure 1.8). Bien entendu, la réponse
cellulaire dépendra de son type, de la combinaison de I’intégration des divers
mécanosenseurs et du contexte environnemental de la cellule en question (KATSUMI, ORR et
al. 2004; INGBER 2006). Par exemple, il est connu que des forces d’étirements ou de
cisaillements causées par des fluides peuvent activer les trois sentiers de signalisation des

MAPK/ERK, JNK et p38.
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Figure 1.8 Principales voies de signalisation de la mécanotransduction

Les forces mécaniques présentes dans [’environnement de la cellule sont transmises au
cytosquelette de la cellule par I’intermédiaire de complexes membranaires (e.g. DGC ou intégrines).
Les modifications mécaniques du microenvironnement de la cellule peuvent étre converties en
signal biochimique en déclenchant I’activation de nombreuses cascades de signalisation dans le
cytoplasme. Ces signaux peuvent alors moduler I’expression de génes impliqués dans le cycle
cellulaire, 1’apoptose, la migration ou la différenciation de la cellule. Le cytosquelette est également
couplé au noyau par I’intermédiaire des « nesprines » qui interagissent avec des protéines de la
membrane nucléaire (SUN1 et SUN2) qui sont associées aux lamines. Les lamines se lient alors a la
chromatine et modifient I’activité transcriptionnelle. En somme, les altérations mécaniques du
microenvironnement peuvent se transmettre de la MEC directement au noyau. Pour la clarté du
schéma, toutes les interactions possibles entre les voies de signalisation n’ont pas été représentées.
Les voies de signalisation indiquées ont été identifiées dans divers types cellulaires, dont les cellules
du muscle (Adaptée de Frédéric Trensz, Influence de [’environnement biochimique et biomécanique
sur les cellules souches du muscle squelettique, thése de doctorat, 2013, FMSS, Université de
Sherbrooke).

Des cycles d’étirements appliqués aux cellules C2C12, causent leur prolifération et
inhibent leur différenciation, par le biais de la phosphorylation de p38 et de la diminution

de la phosphorylation de ERK (KOOK, LEE et al. 2008). Une autre étude a montré que les
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cycles d’étirements sur les C2C12 avaient plutdt pour conséquences d’augmenter la
phosphorylation des trois sentiers de signalisation des MAPK (NAKAI, KAWANO et al.
2010). Ces résultats contradictoires pour un méme type cellulaire s’expliquent par des
différences d’amplitude, de puissance et de durée des étirements appliqués (BENAVIDES
DAMM ET EGLI 2014).

Outre les intégrines et les canaux ioniques mécanodépendants, bien d’autres
molécules en lien avec les points d’adhésions des cellules (cellule-cellule ou cellule-MEC)
ont ¢ét¢ identifiées comme mécanosenseurs, comme par exemple les cadhérines, certains
membres de la superfamille des immunoglobulines (e.g. Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1 [PECAM-1 ou CD31])) et intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1).

Les modifications possibles de la mécanotransduction en fonction du vieillissement
ne sont que peu comprises a ce jour. En effet, il semble que la capacité des cellules a sentir,
intégrer et répondre aux stimuli mécaniques soit altérée avec 1’dge provoquant des
dommages mécaniques, 1’apoptose et la dérégulation de I’expression génique (WU, FANNIN
et al. 2011). Les études commencent a peine a s’accumuler sur le sujet vu les difficultés
techniques rencontrées dans 1’¢laboration de modéles d’études et la complexité
d’interprétation de 'intégration des signaux mécaniques par les divers mécanosenseurs.
Plusieurs tissus manifestent d’eux-mémes une certaine rigidité (DISCHER, JANMEY et al.
2005) qui varie tout au long du développement d’une pathologie ou durant le
développement (LADOUX ET NICOLAS 2012).

Dans la derniere décennie, les chercheurs ont développé divers modeles pour
comprendre les capacités de perception de la rigidité du substrat qu’ont les cellules. Ainsi
en 2002, I’équipe de Mooney observait un lien entre la rigidité du substrat, la prolifération
et la différenciation des cellules C2C12 (ROWLEY ET MOONEY 2002). Puis, un mode¢le plus
raffiné permit d’associer 1’organisation du cytosquelette de CPM de souris a des rigidités
spécifiques (ENGLER, GRIFFIN et al. 2004). Boonen et al. ont par la suite pu établir des
niveaux de rigidités spécifiques capables d’influencer la prolifération et la différenciation
de CPM de souris (BOONEN, ROSARIA-CHAK et al. 2009). Une étude phare récente a montré
que le conditionnement de CPM sur des substrats d’une rigidit¢ connue, soit celle du
muscle (12 kPa), avait un effet positif sur 1’intégration des cellules une fois transplantées

dans un muscle endommagé (GILBERT, HAVENSTRITE et al. 2010). Les différences ou
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apparentes contradictions entre ces €tudes s’expliquent par la sensibilit¢ des techniques
visant a mesurer les divers parametres (rigidité des substrats, prolifération, différenciation)
et les différences entre les modeles d’étude (types de substrats, protéines de revétements
utilisés). Cela dit, les mécanismes d’intégrations doivent impliquer les intégrines ainsi que
le remodelage de 1’acto-myosine, car les points d’adhésion focaux et les filaments d’actine

sont lourdement affectés par les modifications de rigidité de leurs environnements.

1.2.3 Les intégrines et leurs communications croisées

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires qui s’assemblent en
hétérodiméres (sous unité a et B) de facon non covalente. Connues pour étre impliquées
dans les contacts cellule-MEC, elles participent a 1’assemblage des points d’adhésion
focaux (FA). Les FA sont issus de structures plus simples qui unissent les intégrines au
cytosquelette. L’adhésome des intégrines est constitué¢ de 156 protéines qui sont, soit partie
intégrante des sites d’adhésion, soit seulement transitoirement associées pour influencer la
structure et/ou ’activité signalétique de ceux-ci (KiM, TURNBULL et al. 2011). En plus
d’effectuer un lien mécanique avec le cytosquelette, elles permettent aussi 1’intégration de
la signalisation de la MEC vers le noyau cellulaire. Jusqu’a maintenant 18 sous-unités o et
8 sous-unités B sont connues pour s’associer en 24 différents dimeres. Leur diversité est
aussi augmentée par la présence d’isoformes de chaque sous-unité.

Dans le muscle, les intégrines ont un réle majeur a jouer dans la différenciation des
cellules du muscle. On sait que la forme asp; a comme ligand la fibronectine alors que I’
aePr et I osP; lient exclusivement la laminine. L’expression de 1’asP; et de I’ agf; est
diminuée suite a la formation de myotubes et celle de I’a;B; est restreinte aux muscles
squelettique et cardiaque (MAYER 2003). Un des premiers évenements signalétiques suite a
un signal extracellulaire modulé par les intégrines est 1’activation des tyrosines kinases
SRC et FAK. Cette étape stabilise et amplifie I’activation du complexe SRC-FAK. Src peut
phosphoryler FAK, mais aussi bien d’autres partenaires en aval pour mener a |’activation
du sentier JNK des MAPK. En ce qui concerne FAK, ces cibles sont d’abord les RHO-
GTPase (RAC, CDC42 et RHOA) qui modulent le lien entre les sites d’adhésion et le
dynamisme des filaments d’actine. L’activation de FAK méne aussi au recrutement au FA
de PI3K qui active subséquemment AKT et module la réponse de survie cellulaire. Comme

le complexe intégrine-SRC-FAK active la voie des MAPK, on pouvait prévoir une
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éventuelle signalisation croisée. En effet, il a ét¢ montré que MEK1 et RAF1 constituent
des points de convergences importants entre les signalisations des intégrines et des facteurs
de croissance (KiM, TURNBULL et al. 2011). De plus, la modulation des sentiers ERK et p38
a été reliée a lactivation du complexe SRC-FAK suite a une stimulation par tensions

intermittentes (KATSUMI, ORR et al. 2004).

1.2.4 La composition de la matrice extracellulaire

Certaines études ont montré une augmentation de la quantité totale de collagénes dans
le muscle agé en comparaison avec le muscle jeune ou adulte (ALNAQEEB, AL ZAID et al.
1984; GOSSELIN, ADAMS et al. 1998). D’autres n’ont pas observé d’augmentation (HAUS,
CARRITHERS et al. 2007), probablement dii aux différences dans I’age et la souche de souris
¢tudiée. Bien qu’il n’y ait pas de consensus sur I’accumulation de collagéne dans la MEC
avec 1’age, les chercheurs s’entendent sur 1’augmentation de liaisons croisées (ou
réticulation) dans le collagene de la MEC (TAKAHASHI, HOSHINO et al. 1995; HEIN ET
FRANKE 2002; REDDY 2004; RUSTER, FRANKE et al. 2005; HAUS, CARRITHERS et al. 2007).
En fait, il y a deux types de réticulations: le premier type de réticulation est sous contrdle
enzymatique (lysyl oxydase) et peut étre stimulée par I’exercice (DUCOMPS, MAURIEGE et
al. 2003). Le deuxieme type est une réticulation non-enzymatique (appelée glycation) qui
résulte de la réaction d’un sucre (eg. glucose, ribose) avec un groupement amine d’un acide
aminé (BAILEY 2001). Cette derni¢re est connue pour étre augmentée chez les diabétiques
(MONNIER, BAUTISTA et al. 1999; REDDY 2004). Les produits finaux des réticulations non-
enzymatiques sont appelés « advanced glycation end-products » (AGE) et peuvent étre

issus d’un enchainement plus ou moins simple de substrats.

1.2.5 Les propriétés biomécaniques de la matrice extracellulaire

Les principaux roles de la MEC sont le maintien de la structure et la transmission des
forces induites par la contraction a I’ensemble du muscle (KJAER 2004). La MEC participe
a la régénération musculaire (KAARIAINEN, JARVINEN et al. 2000) et par conséquent, adapte
ses propriétés mécaniques (e.g. €lasticité, rigidit¢). Plusieurs études ont montré une
augmentation de la rigidit¢é du muscle squelettique en lien avec diverses modifications
quantitatives et qualitatives de la MEC (ALNAQEEB, AL ZAID et al. 1984; GOSSELIN, ADAMS

et al. 1998; GAO, KOSTROMINOVA et al. 2008; KRAGSTRUP, KJAER et al. 2011). Bien qu’il
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soit difficile de relier la rigidit¢ a une modification de la MEC en particulier, une
corré¢lation a ¢€té établie avec 1’augmentation du collagéne et ’augmentation de la
réticulation du collagene avec 1’age (BAILEY, PAUL et al. 1998). De plus, il semble que la
réticulation du collagéne matriciel avec 1’age cause une diminution de la souplesse dans les
articulations et I’augmentation de la rigidité du systéme vasculaire et rénal (BAILEY 2001).
Il a été également observé que I’inhibition de I’enzyme lysyl oxydase, qui est responsable
de la réticulation enzymatique, provoquait une diminution de la tension passive et un déficit
des forces isométriques du muscle (WILLEMS, MILLER et al. 2001). D’ailleurs, apres avoir
observé une diminution des forces isométriques en corrélation avec 1’augmentation des
AGE, I’équipe de Trappe (HAUS, CARRITHERS et al. 2007) ont posé I’hypotheése que la
réticulation du collagéne serait la principale cause de la détérioration des propriétés

mécaniques du muscle squelettique.

1.3 Ktude de la rigidité

Avant tout, une clarification sur la définition de la rigidit¢ s’impose. Nous la
définirons en opposant liquide et solide. Suite a une compression, le liquide sera amené a se
déplacer de ’endroit d’ou provient la force tandis que le solide a 1’habilité¢ de résister en
offrant une poussée dans le sens opposé de la force qu’il subit. En d’autres termes, le solide
offre une résistance a la déformation. L’¢€lasticité quant a elle inclue a la fois la résistance a
la déformation et la capacité du matériau a reprendre sa forme originelle.

Dans un tissu, c’est principalement 1’assemblage des cellules adhérentes et de la
MEC qui établissent sa rigidité. On sait maintenant que les cellules pergoivent la rigidité de
leur environnement en effectuant des tractions par 1’intermédiaire de leurs FA (points
d’adhésion focaux) (DISCHER, JANMEY et al. 2005). Bien que les voies de signalisations
impliquées soient partiellement connues, les cellules musculaires, les neurones et bien
d’autres types cellulaires ont démontré les mémes capacités a interpréter les modifications
de rigidit¢ dans le substrat (WANG, DEMBO et al. 2000; DEROANNE, LAPIERE et al. 2001;
ENGLER, BACAKOVA et al. 2004). Comme la MEC est en partie responsable de la rigidité
des tissus et que celle-ci est modifiée par le vieillissement, par les blessures et par la
maladie, son impact sur la modulation phénotypique des cellules est depuis un moment un

domaine d’intérét pour plusieurs (ENGLER, CARAG-KRIEGER et al. 2008; DISCHER, MOONEY
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et al. 2009; GILBERT, HAVENSTRITE et al. 2010; BANKS, M0OZDZEN et al. 2014; WEN,

VINCENT et al. 2014)

1.3.1 Les techniques d’élaboration de matrices de rigidité variables

La mécanobiologie est un champ d’études qui inclut I’élaboration in vitro de substrat
de rigidité représentative et controlée, la diversité des réponses cellulaires, 1’effet des
modeles 2D versus 3D, I’influence des protéines d’adhésion (DISCHER, JANMEY et al.
2005). L’¢élaboration de modeles in vitro 2D renferme tout de méme quelques difficultés
techniques qui ont orienté les chercheurs vers certains matériaux. Bien sir, les composantes
utilisées doivent étre inertes pour ne pas influencer les réponses cellulaires, étre
chimiquement malléables afin d’obtenir une gamme de rigidités désirées et, doivent

pouvoir étre revétus de protéines (eg. collagene).

1.3.1.1 Hydrogels de polyacrylamides

L’acrylamide et le bis-acrylamide sont des molécules hautement neurotoxiques
(PENNISI, MALAGUARNERA et al. 2013). Par contre, elles sont inertes lorsqu’elles sont
polymérisées. Les hydrogels de polyacrylamide sont les plus utilisés pour la culture
cellulaire sur des substrats de rigidités contrdlées. De plus, on peut en fonctionnaliser la
surface avec les protéines de notre choix en étant assuré d’une densité constante et
indépendante de la rigidit¢é (ROWLANDS, GEORGE et al. 2008).

Le principal avantage des hydrogels de polyacrylamide (PA) reste encore la
simplicit¢ de sa réalisation technique puisqu’il s’agit des mémes étapes que pour la
réalisation d’un gel d’électrophorése. Toutefois, cet hydrogel a le désavantage de recréer

seulement des environnements 2D (KRANING-RUSH ET REINHART-KING 2012).

1.3.1.2 Autres types de gels

Les gels de collagénes ont été utilisés pour étudier les effets de la rigidité sur les
cellules (ENGLER, BACAKOVA et al. 2004). Ils n’ont pas le méme désavantage que ceux de
polyacrylamide, c’est-a-dire qu’il est possible de les utiliser pour 1’élaboration de modeles
3D. C’est d’ailleurs pour cette raison qu’on les utilise encore aujourd’hui. La MEC ayant
comme constituant majoritaire le collageéne, ces gels permettent de créer des modeles se
rapprochant de la réalité. De plus, le collagene n’est pas cytotoxique. Ceux-ci permettent

une mise en culture a I'intérieur comme a la surface des gels, puis permettent aux cellules
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de migrer a I’intérieur ou de contracter le gel sur lequel elles évoluent (BROWN 2013). Ceci
dit, il n’est pas possible d’établir facilement une rigidité précise comme la polymérisation
n’est pas aussi uniforme que pour les gels de polyacrylamide. Enfin, les possibilités de
protéines de revétement sont tres limitées tant au niveau de la densité que de I'uniformité.
Pour toutes ces raisons, ce matériel est plus utile pour étudier un comportement comme la
motilit¢ cellulaire ou encore I’interaction d’un récepteur spécifique au collagene et sa
signalisation.

Les alginates sont trés utilis€és en ingénierie tissulaire. Isolés d’algues brunes, les
alginates sont constitués de deux polymeres de sucre (acide mannuronique et guluronique)
qui contribuent difféeremment a la polymérisation (ROWLEY ET MOONEY 2002). Il est
possible de faire varier la rigidité en modifiant le ratio des sucres. La difficulté¢ majeure des
alginates est la réversibilité de sa polymérisation ce qui en fait un hydrogel instable. Plus
I’hydrogel d’alginate est souple, moins il est stable. De plus, les polymeéres d’alginates sont
sensibles au pH (MALAFAYA, SILVA et al. 2007). Vu leurs propriétés, les gels d’alginates
sont plutot utilisés comme véhicules pour délivrer des drogues, facteurs de croissances ou

méme des cellules pour améliorer certains processus régénératifs.

1.3.2 Les techniques de mesure de rigidité

Plusieurs questions persistent quant aux réponses cellulaires face a leur
environnement spatial ou encore la distance de perception des propriétés de leur
environnement. La reconnaissance de 1’importance de la rigidit¢ du microenvironnement

dans le devenir cellulaire a mené au développement de plusieurs méthodes pour la mesurer.

1.3.2.1 Microscopie a force atomique (AFM)

Introduite en recherche en 1986, cette technique est trés versatile. Tout d’abord il a
deux modes d’opération: statique et dynamique. Dans le mode statique, les forces se
traduisent par une déflexion du cantilever (figure 2.3) et sont récoltées comme des images
de force. Le bruit de fond est obtenu par la multiplication de la constante de ressort du
cantilever (k) et du niveau de bruit de la mesure. C’est-a-dire que plus la constante « k » est
faible plus on augmente la sensibilité, mais on augmente aussi les risques d’instabilité du
cantilever. Comme la déflexion du cantilever doit étre significativement plus grande que la

déformation de sa pointe ou de I’échantillon, le cantilever doit étre plus souple que les
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forces d’attraction entre les atomes de sa pointe et ceux de 1’échantillon (BINNIG, QUATE et
al. 1986). Pour s’assurer d’une résolution atomique, on doit annuler les forces d’attraction
longue-distance en immergeant la pointe du cantilever et 1’échantillon. Certains chercheurs
sont arrivés a annuler ces forces en appliquant un champ électromagnétique sur le
cantilever, mais ils n’arrivaient pas a conserver cette résolution avec tous les types
d’échantillons.

Pour le mode dynamique, on fait vibrer le cantilever avec une amplitude et une
fréquence constantes. Lorsque la pointe s’approche de 1’échantillon, les interactions
¢lastiques et in¢lastiques modifient son amplitude et sa fréquence. Ce sont ces changements
qui deviennent les signaux interprétés par 1’appareil. Ce mode n’impliquait pas de contact
avec I’échantillon au tout début, mais il a ét¢ modifi€ pour permettre un contact et ainsi il
est possible aujourd’hui d’interpréter des topographies, forces de friction, gradients de
forces ¢€lectriques et magnétiques (KUZNETSOVA, STARODUBTSEVA et al. 2007).

Il existe des appareils pour mesurer des échantillons de tailles restreintes qui
permettent, par un déplacement de 1’échantillon au lieu du cantilever, de réduire le bruit de
fond. Bien que cet avantage soit perdu avec ’appareil permettant de plus grandes tailles
d‘échantillons, il est possible d’évaluer non seulement la rigidité de substrat de culture,
mais aussi de cellules et de tissus (ENGLER, RICHERT et al. 2004; SALERNO, DANTE et al.
2010), et méme I’identification de molécules individuelles a I’échelle atomique (BHUSHAN

2007; ACHARYA, RAMANUJAM et al. 2011).

1.4 Hypothése de travail et objectifs de recherche

Les cellules satellites ont pour principales fonctions le développement et la
régénération de la portion myogénique du muscle squelettique tout au long de la vie. Elles
sont aussi d’un grand intérét pour la médecine régénérative, notamment pour le traitement
des myopathies comme la Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) puisque la
transplantation de cellules modifiées permettrait de contrecarrer 1’épuisement de leur
réservoir. A cet égard, plusieurs études ont montré que la modification de la rigidité du
substrat, sur laquelle elles reposent, peut moduler leur phénotype en favorisant leur
prolifération ou encore leur différenciation (Trensz 2015 et Gilbert 2010).

Le muscle squelettique subit diverses transformations en cours de vieillissement. Il y

a apparition de fibrose et autres modifications de la MEC, phénomeénes connus pour altérer
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les propriétés biomécaniques du muscle. Fait intéressant, la capacité régénérative du muscle
diminue de facon concomitante. Pour cette raison, nous souhaitons vérifier I’hypothése que
la rigidit¢ de la matrice est modulée au cours du vieillissement et que celle-ci pourrait

influencer négativement la capacité régénérative des CPM.

Cette hypothese sera vérifiée par le biais de trois objectifs:
1) Caractériser le contenu en collageéne ainsi que la rigidité du muscle squelettique
vieillissant par rapport a un muscle adulte.
2) Mesurer I’activité myogénique des cellules satellites ex vivo dans le le modele de
fibres musculaires individualisées culture.

3) Récapituler ’impact de la rigidité sur un modéle in vitro.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Souris et isolement des muscles squelettiques

Les expériences ont été réalisées sur des souris males C57B1/6 (Charles River, St-
Constant, Qc) agées de 4 mois (adultes) et 24 mois (agées). Toutes les procédures
impliquant ces animaux ont été approuvées par le comité d’éthique institutionnel de
protection des animaux de I’Universit¢ de Sherbrooke (Protocole No. 133-11). Les
prélévements ont été faits suivant une euthanasie au CO, qui était précédée d’une
anesthésie par inhalation d’isoflurane (Laboratoires ABBOTT, QC, Canada).

Les muscles isolés ont été le tibialis antérieur (TA), le long extenseur des doigts
(EDL) et/ou le quadriceps (Quad). Les muscles ont été prélevés d’une extrémité a 1’autre,
i.e. de tendon a tendon, en prenant soin de retirer les fascias. A partir de ces muscles, nous
avons soit isolé les cellules primaires, effectué des mesures en microscopie a force

atomique (AFM), fait des essais biochimiques, ou encore, réalisé des études histologiques.

2.2 Histologie et coloration histologique

Les muscles préalablement fixés a la formaline ont été circulés (Tissue-TEK VIP
2000, Miles Diagnostics, VA, USA) et inclus en paraffine (Leica EG 1160, Leica
Microsystems Inc., ON, Canada). Des coupes de 4 um ont été obtenues a 1’aide d’un
microtome (RM2235, Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne). Ces coupes ont été
réhydratées par des bains successifs de toluene, d’éthanol et d’eau distillée puis colorées au
trichrome de Masson. Ces coupes colorées ont ensuite été déshydratées et montées entre
lame et lamelle dans du Permount™ (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada), comme
décrit antérieurement (TRENSZ, HAROUN et al. 2010; LEBLANC, TRENSZ et al. 2011). Les
microphotographies numériques ont été obtenues par un lecteur de lames (Nanozoomer 2.0
RS series; Hamamatsu Photonics, Japan) de La Plateforme d’Histologie et de Microscopie
Electronique de I"univesité de Sherbrooke et les mesures de quantification par le logiciel

NDP.view2 (Hamamatsu Photonics, Japan).

2.3 Immunomarquages
Les immunofluorescences ont été réalisées sur des fibres musculaires individualisées

et sur des cellules en culture. Les cellules ont d’abord été fixées au Paraformaldehyde 4 %
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(PFA) (4°C, 10 min), bloquées et perméabilisées dans du PBS contenant 10 % (v/v) de
sérum de chevre, 1 % (p/v) d’albumine bovine sérique (BSA; New England Biolabs, MA,
USA) et 0,2 % (v/v) Triton X100 (EMD, NJ, USA) pendant 1 h a température piece (TP).
Les préparations ont ensuite €té incubées en présence d’anticorps primaires dilués dans la
solution de blocage. Les anticorps primaires utilisés et les temps d’incubation sont
présentés dans le Tableau 2.1. Apres trois ringages au PBS contenant 1% (v/v) de Tween-
20 (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada), les préparations ont été incubées 1 h avec des
anticorps secondaires dans la solution de blocage, tel que décrit au Tableau 2.2. Les
noyaux des cellules ont ét¢é marqués avec le DAPI (4',6'-diamidino-2- phénylindole;
0,5 pg/ml; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). Le dénombrement des cellules a ¢été fait

en comptant le nombre de noyaux marqués au DAPI.

Tableau 2.1 Anticorps primaires utilisés en immunofluorescence

Anticorps Espeéce et Immunogeéne Type Dilution Origine Cellule ou Temps
primaires Isotype Clone structure d’incubation
marquée (TP)
Pax7 IgG1 Poulet Mono 1:3 DHSB Cellules 90 min
Souris satellites
quiescentes et
CPM
prolifératives
MyoD IgG Lapin | M-318 Poly 1:1500 Santa Cruz (#sc- CPM 90 min
360) prolifératives
Myogénine IgG1 Rat ; FSD Mono 1:3 DSHB CPM 90 min
Souris différenciées
Ki67 Lapin Peptide Mono 1:100 Abcam Cellules 90 min
synthétique, (#ab16667) prolifératives
SP6
Chaine 1gG2b MF20 Mono 1:10 DSHB CPM 120 min
lourde de Souris différenciées
la
Myosine;

*Developmental Studies Hybridoma Bank.
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Tableau 2.2 Anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence

Anticorps Isotype reconnu Espéce reconnue Dilution Numéro de

secondaires catalogue*
Alexa-Fluor® 488 anti IgG1 Souris 1:1000 A21121
Alexa-Fluor® 488 anti IgG H+L Lapin 1:1000 A11008
Alexa-Fluor® 594 anti IgG H+L Lapin 1:1000 A11012
Alexa-Fluor® 594 anti IgG H+L Rat 1:1000 A11007
Alexa-Fluor® 594 anti IgG H+L Souris 1:1000 A11005

*Tous les anticorps secondaires proviennent de la compagnie Life Sciences (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada)

2.4 Quantification du collagene du muscle squelettique

Le collagéne du muscle squelettique a été quantifié par un essai biochimique
détectant 1’hydroxyproline, un acide aminé particulierement enrichi dans le collageéne
(SHIGEMURA, KUBOMURA et al. 2014). Brievement, les muscles congelés dans 1’azote
liquide ont été réduits en poudre a ’aide d’un mortier puis lyophilisés permettant ainsi de
mesurer la masse seéche du tissu. Les poudres de tissus ont été hydrolysées pendant 4 h a
110°C a l’aide d’une solution de HCI 6N, suivi d’une évaporation durant toute la nuit. Le
produit a ensuite été solubilisé a I’aide de NaOH 4N puis exposé a la Chloramine T (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON, Canada) (20 min, TP). Une solution de p-
diméthylaminobenzaldhéhyde a été ajoutée puis incubée (7 min, 65°C). Des solutions
standard de trans-4-hydroxy-L-proline (HYP; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) ont
¢été fournies pour réaliser une courbe standard. Les concentrations d’hydroxyproline ont été
déterminées par spectrophotométrie a 560 nm et normalisées a la masse de tissu sec pour

chaque échantillon (EDWARDS ET O'BRIEN 1980).

2.5 Quantification des produits de glycation avancé (AGE) du muscle squelettique
Les AGE sont considérés comme des biomarqueurs du vieillissement (NASS, VOGEL
et al. 2010). Ils ont été quantifiés dans le muscle squelettique par le biais d’un essai

biochimique détectant 1’ensemble des AGE, tel que décrit par le manufacturier (OxiSelect™
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Advanced Glycation End Product (AGE) Competitive ELISA Kit, cat.: STA-817, Cell
BioLab inc., San Diego, CA, USA). Bri¢vement, les protéines ont été extraites en
solubilisant les muscles lyophilisés dans un tampon de lyse RIPA (50 mM Tris-HCL,
150mM NaCl, 0,1% Sodium Désoxycholate, 0,5% NP-40, supplémenté d’inhibiteurs de
protéases [Roche Diagnostics, cat.: 11 836 170 001, Mannheim, Germany]) et en
centrifugeant 10 min (13 200 rpm, 4°C). Préalablement a I’extraction protéique, les puits de
la plaque d’ELISA ont été traités avec une solution 1:1 de diluent a conjuguer et d’AGE
conjugué 10 mg/ml. Avant I’expérience, on a retiré des puits I’AGE conjugué, lavé a deux
reprises au PBS et bloqué durant une heure avec le diluent du kit. Par la suite, une courbe
standard d’AGE-BSA a été élaborée de 0 a 100 pg/ml, de fagon a définir I’unité (U) comme
1 pg d’AGE-BSA. Les standards et les échantillons de protéines, traités en duplicatas, ont
ensuite été disposés dans les puits et incubés a TP durant 10 min. L’anticorps d’AGE dilué
de I’essai a été ajouté et incubé 1 heure, suivi de trois lavages avec le tampon d’essai.
L’anticorps secondaire couplé a I’HRP (Horseradish Peroxydase) a été ajouté a chaque
puits suivi aussi de trois lavages. Le substrat d’HRP a été ajouté et la réaction fut arrétée

apres quatre minutes avec la solution d’arrét de 1’essai.

2.6 Isolement et culture des fibres musculaires

Les fibres musculaires ont été¢ isolées a partir du muscle EDL comme décrit
antérieurement (BISCHOFF 1986) et adapté par notre laboratoire (TRENSZ, HAROUN et al.
2010; TRENSZ, LUCIEN et al. 2015). Brievement, les muscles ont ét¢ digérés a 37°C dans
une solution de collagénase de type I (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada)
préparée dans le Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Wisent Inc., QC) contenant
10% de sérum de veau feetal (FBS) et 1 % d’antibiotiques (Pénicilline-Streptomycine,
Wisent Inc). La digestion a été effectuée dans un bain-marie a 37°C pendant 60 & 90 min. A
tous les 15 min, les tubes étaient agités par inversion afin de percevoir le détachement des
fibres. Suite a cette digestion, les muscles étaient transférés dans un pétri avec du milieu
favorisant la prolifération des myoblastes (GM; growth medium) qui était constitué¢ de
HamF10 (Gibco, Burlington, ON, Canada), 20% de FBS, 2,5 ng/ml de bFGF et 1%
d’antibiotiques. Les fibres ont été ensuite récoltées une a une a I’aide d’une pipette Pasteur,
enduite de sérum de cheval (HS, Horse Serum, Hyclone) et dont I’embout avait été poli a la

flamme. Les fibres furent transférées dans des pétris successifs afin d’¢liminer les débris
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cellulaires et tissulaires générés durant la digestion. Afin de s’assurer d’éliminer de
possibles cellules contaminantes (e.g. fibroblastes), une derniére digestion de 15 min a la
collagénase de type 1 a été effectuée a 37°C. Les fibres individualisées ont été alors
utilisées soit pour la culture cellulaire, pour des mesures en AFM ou encore fixées a I’aide
de PFA 4% (PFA; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) 10 min a 4°C pour les études

d’immunomarquages.

2.7 Isolement, culture et différenciation en myotubes des cellules progénitrices

myogéniques

Les cellules progénitrices myogéniques (CPM), ou les myoblastes, ont été enrichies
et isolées a partir de fibres musculaires individualisées mises en culture comme décrit
antérieurement (TRENSZ, LUCIEN et al. 2015). Apres 6 jours, les fibres ont été triturées par
aspiration/projection sur la paroi du pétri a I’aide d’une pipette Pasteur de facon a déloger
mécaniquement les CPM des fibres. Les cellules récupérées ont été centrifugées (5 min,
300 g, 4°C), le culot repris dans du GM frais, puis ensemencées dans des pétris revétus de
collagene (Rat tail collagen; cat: 08-115, Millipore, Temecula, CA, USA) afin de favoriser
leur adhésion et leur prolifération.

Pour évaluer leur capacité proliférative, les CPM sont ensemencées a une densité de
2000 cellules/cm” et cultivées dans le GM. Les décomptes ont été faits a trois jours et demi
de culture, a I’aide d’un hématimetre de Neubauer. Le calcul du PD (doublement de
population) a été réalisé€ avec I’équation suivante :

¥ = [10810(¢f) - 10g1o(¢i)]
logy(2)

ou ¢r est le nombre de cellules récoltées, ¢; le nombre initial de cellules. Les

décomptes ont ét¢ faits pour chaque passage ce qui nous a permis d’obtenir le PD cumulatif
(CPD ou doublement de population cumulatif) (GRENIER, REMY-ZOLGHADRI et al. 2003).
Le potentiel de différenciation a été ¢évalué comme décrit antérieurement
(TRAVAGLIONE, MESSINA et al. 2005). Brieévement, lorsque les CPM ont atteint une
confluence élevée, le GM a été remplacé par un milieu de différenciation constitué¢ de
DMEM contenant 5% sérum de cheval (HS) (DM, differentiation medium). Apres trois
jours de culture dans un milieu appauvri en facteurs de croissance, les myoblastes

fusionneront pour former des cellules multinucléées appelées myotubes. La qualit¢ de la
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différenciation a été évaluée selon I’index de fusion, ou 1’on dénombre le nombre de
cellules positives immunomarquées a la chaine lourde de la myosine (MHC) contenant plus

de deux noyaux (préalablement colorés au DAPI).

2.8 Fabrication d’hydrogels en polyacrylamide permettant de moduler la rigidité du
substrat des cellules en culture
Les hydrogels en polyacrylamides ont été congus a partir de protocoles existants
(CrRETU, CASTAGNINO et al. 2010; TSE ET ENGLER 2010). Leur élaboration se résument
ainsi: 1) la conception des lamelles réactives et siliconées, et deux étapes de réalisation : 2)
la polymérisation de mélanges de polyacrylamides entre les deux lamelles et, 3) le couplage
de protéines de revétement aux hydrogels. Les lamelles utilisées sont circulaires (diametre

de 25 mm)

2.8.1 Etape préparatoire: Conception des lamelles réactives et siliconées

Des lamelles de verre ont été¢ déposées dans un pétri puis recouvertes d’une solution
de NaOH 0,1 M durant 3 min. Cette solution est ensuite retirée, les lamelles rincées a 1’eau
nanopure, exposées au 3-aminopropyltriethoxysilane (APES) durant 3 min puis suivi d’un
rincage de 10 min a I’eau nanopure. Les lamelles ont ensuite été transférées dans un autre
pétri pour ringage a I’eau distillée sous agitation. Par la suite, les lamelles ont été traitées au
glutaraldéhyde 0,5 % pendant 30 min, afin de favoriser I’attachement des hydrogels. Ces
lamelles réactives ont subit 3 ringages de 10 min avant d’€tre séchées. Parallelement, autant
de lamelles ont été siliconées sous agitation durant 10 min, dans une solution de Surfacil

10 % (Thermoscientific, cat : TS-42800, ON) dans le chloroforme.

2.8.2 Etape de réalisation: polymérisation de mélanges de polyacrylamides entre les
deux lamelles
Les substrats de différentes rigidit¢ ont été obtenus en mélangeant diverses
proportions d’acrylamide 40% (Sigma-Aldrich, cat : A4058-100ML, MO, USA) et de bis-
acrylamide 2% (Sigma-Aldrich, cat: M1533-25ML) dans I’eau nanopure tel que décrit dans

le Tableau 2.3 et placés a 4°C jusqu’a leur utilisation.
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Tableau 2.3 Proportion des constituants utilisée permettant de produire des

hydrogels de différentes rigidités

Elasticité Acrylamide | Bis-acrylamide Acrylamide Bis-acrylamide | H,O distillée &
attendue (%) (%) 40% (ml) 2% (ml) déionisée (ml)
(kPa)
0,5 3 0,06 1,5 0,6 17,9
2 4 0,01 2,0 1,0 17,0
18 8 0,264 4 2,64 13,36

Lors de leur conception, les mélanges de polyacrylamides ont été agités a I’aide d’un
vortex et filtré a 1’aide de papier filtre de 0,22 um. Pour chacune des parties aliquotes
d’hydrogel, ’ammonium persulfate 10 %, la solution saturée de N-Hydroxysuccinimide
(NHS) et le TEMED ont été¢ ajoutés selon les proportions décrites au Tableau 2.4. Les
hydrogels en polyacrylamide ne permettent pas I’attachement des protéines, ni des cellules.
Pour cette raison, ils doivent étre revétus de collagene. Pour y arriver, les hydrogels doivent
étre préalablement concus avec une solution de n-hydroxysuccinimide (NHS) (Sigma-
Aldrich, cat: 130672-5G, MO, USA) qui agira comme un « pont» en créant des liens
covalents entre I’hydrogel et les molécules de collagene.

Tableau 2.4 Proportion des constituants pour former les hydrogels de différentes

rigidités.
Constituants Quantité (ul/ml)
Mélange de polyacrylamide** 800
Ammonium persulfate 10 % 8
Solution saturée de n-hydroxysuccinimide (NHS) 228
TEMED 1

**Voir Tableau 2.2
Les lamelles réactives ont été¢ déposées sur du parafilm fixé avec du ruban adhésif de
facon a ce que les faces traitées soient vers le haut. Sur chaque lamelle réactive, 140 pl

d’hydrogel ont été¢ déposés et délicatement recouverts par une lamelle siliconée de fagcon a
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¢taler I’hydrogel (Figure 2.1). La polymérisation a eu lieu a température picce durant
20 min. Les hydrogels ont ensuite été délicatement placés dans une plaque 6 puits puis

rincées 3 fois au PBS pendant 5 min.
D
° @
c >
e
E @ Q
@ 18 kPa ’

Figure 2.1 Schéma d’élaboration d’hydrogels en polyacrylamide possédant des
rigidités variables

A) Lamelle siliconée. B) Goutte de mélange d’hydrogel. C) Lamelle réactive. D) Diverses
composantes assemblées. E) prototype de la disposition des hydrogels dans une plaque 6 puits.

2.8.3 Couplage de protéines de revétement aux hydrogels

Les hydrogels congus avec le n-hydroxysuccinimide ont été recouverts toute une nuit
a 4°C par une solution de collagene solubilisée dans I’eau acidifiée. Afin de saturer les sites
NHS qui pourraient étre libres, les hydrogels revétus de collagéne ont été immergés durant
50 min a 37°C dans une solution d’albumine (1 mg/ml; Endotoxin free BSA, cat: 126579,
EMD Millipore, Gibbstown, NJ, USA) diluées a 1’aide de milieu Ham’s F10. Un rincage de
Smin au PBS a ¢été effectué¢ avant la mise en culture des cellules sur les hydrogels.
L’uniformité du revétement a ét¢ validée en microscopie a fluorescence par le biais d’un
revétement ou le collagene de type 1 avait été préalablement couplé a un fluorochrome

(Immune Biosolutions Inc., Atto-Tec labels and dyes, QC, Canada) (Figure 3.6).

47



48

2.9 Microscopie a force atomique (AFM)

Les mesures de rigidités ont ét€¢ obtenues a 1’aide d’un microscope a force atomique
(AFM) (Figure 2.2). L’AFM est I’assemblage d’un microscope et d’un levier, appelé
cantilevier, sur lequel un laser est réfléchi sur une photodiode. Lorsque ce levier fait contact
avec I’échantillon, il subit alors une déflexion qui déplace le laser sur la photodiode. Cette
variation (ou indentation) permet le calcul d’une courbe force/distance (F/D) qui peut étre
transformée par le biais d’algorithme en module de Young (KUZNETSOVA,
STARODUBTSEVA et al. 2007) (Figure 2.3). Les multiples indentations ont été faites a I’aide
d’un AFM ¢équipé d’un piezo a axe z de 25um, d’un cantilevier (k=0.05 N/m ; MLCP,
Buker AFM probe, USA) et d’un microscope inversé¢ (Carl Zeiss, Germany) équipé d’une
caméra pour vérifier le positionnement du levier sur les diverses préparations (SIMARD,

SOLLRADL et al. 2015).

Figure 2.2 Schéma du montage de ' AFM

1) Piezo a axe z de 25 um; 2) microvis permettant d’abaisser I’AFM; 3) laser; 4)
photodiode segmentée; 5) microscope inverse; 6) effet du mouvement du levier par la
déflexion du faisceau laser sur la photodiode. Adapté de (Sollradl et al., non publiée).
Avant chaque expérience, le cantilevier a été calibré par 5 mesures au contact d’une
lamelle de verre pour évaluer sa constante de raideur (k) en tenant compte de la constante
nominale fournie par le manufacturier. Les expériences ont été réalisées a température
piece. Les valeurs de rigidité (module de Young) ont été établies en faisant la moyenne de 3

mesures d’indentation, i.e. a partir de 3 courbes F/D, puis analysées par un logarithme
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semi-automatique sur MatLab (MathWorks, USA) a partir d’un mode¢le de Hertz modifié
pour un indentateur pyramidal a 4 cotés et calculées selon I’équation suivante:
_ E (tana) 52
1-vZ 2

ou F'est la force d’indentation, £ le module de Young, v le ratio de Poisson (défini a

0,5 pour les matériaux incompressibles isotropiques), 6 I’indentation, et o 1’angle de face de
la pyramide (17,5° pour le levier utilisé¢). Afin d’obtenir une résolution €levée, 65 points
d’analyse ont été déterminés pour chaque courbe ce qui correspond a 15 nm/point.
L’algorithme permettait ensuite d’obtenir une courbe profondeur d’indentation vs module

de Young (&/E) pour chaque point d’analyse.
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Figure 2.3 Illustration des types de courbes F/D obtenues en fonction du type
d'échantillon

(Adaptée de Frédéric Trensz, Influence de [’environnement biochimique et biomécanique sur les
cellules souches du muscle squelettique, thése de doctorat, 2013, FMSS, Université de Sherbrooke).

Pour choisir une courbe représentant la valeur absolue de rigidit¢ de la fibre
analysée, trois critéres ont €té pris en compte:

1. La courbe horizontale la plus profonde (module de Young vs. Profondeur
d’indentation).
2. Le point de départ de la courbe passant par le point de contact.
3. Le fait que si deux courbes, ou plus, partagent la méme profondeur d’indentation,
celle avec le plus petit RMSD (root mean square deviation) était sélectionnée.
Ces criteres ont €té utilisés pour s’assurer que les modules de Young obtenus étaient
en accord avec le modele utilisé et que le point de contact physique correspondait au point
de départ d’analyse. Les modules de Young calculés a partir de la courbe F/D sont

exprimés en Pascal (Pa).
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2.9.1 Mesure en AFM sur des coupes sagittale de muscles frais

Les muscles tibialis antérieur (TA) ont été inclus dans un gel d’agarose a 2 % a bas
point de fusion (Gibco, Burlington, ON, Canada). Les tissus enrobés ont ¢t¢ immergés dans
un tampon phosphate 0.1 M puis tranchées en section de 100 um a ’aide d’un vibratome
(Vibratome 3000 Plus, Vibratome, MO, USA). Ces fines tranches ont été disposées dans
une plaque 6 puits sur des lamelles circulaires avec ruban adhésif double face. Les lamelles
ont été centrifugées (500 g durant 8 min) (Hettich Rotina 420R, Newport Pagnell,
Royaume-Uni), transférées dans des pétris de culture (Falcon, BD Bioscience) puis
recouvertes de milieu CO, indépendant, le DMEM L15 (Leibovitz’s L15, Wisent inc., QC,
Canada). Puis le cantilever était placé au centre des fibres. Outre les fibres cultivées, toutes

les mesures en AFM ont été effectuées le jour du prélévement du muscle.

2.9.2 Mesures en AFM sur des fibres musculaires individualisées

Les mesures sur les fibres fraichement isolées (non fixées) ont été effectuées le jour
méme de leur isolement (Jour 0) ou apres 6 jours de culture (Jour 6). Elles ont été placées
dans les puits de plaque 6 puits recouvert de ruban adhésif double face, centrifugées (400 g,
8 min). Les fibres adhérées ont ensuite été transférées en bloc, i.e. avec le ruban adhésif,
dans des pétris de culture (Falcon, BD Bioscience) pour étre finalement utilisées en AFM.
Le cantilevier était placé au méme endroit que sur les coupes sagittales, soit au centre de la

fibre.

2.10 Statistiques

Les analyses statistiques ont été faites par comparaison de moyenne =+ erreur type de
la moyenne (SEM). Pour la rigidité des fibres musculaires et pour le test d’exposition a la
mitomycine, les données ont subi une transformation logarithmique pour permettre une
analyse de variance a un facteur (one-way ANOVA) suivie du test de comparaisons
multiples de Tukey. Des tests-# non appariés ont été utilisés lorsque des tissus ou des
cellules provenaient de plusieurs souris ont été comparés. Lorsque les données avaient des
distributions non-paramétriques, un test Mann-Whitney-Wilcoxon (MWW) ¢était utilisé.

Pour I’évaluation des comportements myogéniques des CPM sur les hydrogels, des tests

51



52

appariés de Friedman suivis du test de comparaison multiples de Dunn ont été réalisés. Les
calculs de puissance ont été effectués avec un intervalle de confiance de 95 %. Seules, les
valeurs de p inférieures a 0,05 (p<0,05) ont été¢ considérées comme statistiquement
significatives. Les analyses statistiques et les graphiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel

Prism 6.0. (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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3 RESULTATS

3.1 L’activité myogénique des CPM est altérée en fonction de I’age.

L’activité myogénique des CPM a été caractérisée sur des fibres intactes fraichement
isolées de souris C57Bl/6 males de 4 (adultes) et 24 mois (dgées) qui ont €té mises en
culture. A ’aide d’un immunomarquage des facteurs de transcription myogéniques Pax7 et
MyoD, le nombre de CPM sur les fibres a été dénombré. Les résultats ont montré que le
nombre total de CPM (tous marquages confondus) était significativement plus €levé sur les
fibres fraichement isolées chez les souris adultes (3,3+0,2 cellules/fibre) par rapport aux

fibres isolées de souris agées (1,9+0,1 cellules/fibre) (Figure 3.1A).
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Figure 3.1 L’activité myogénique est diminuée chez les CPM des fibres agées.

(A) Histogramme du nombre total de CPM par fibre fraichement isolée et cultivée (6 jours)
de souris adultes et agées (n=5 souris, groupe; 5-109 fibres/souris). (B, C) Histogramme
des pourcentages de cellules satellites quiescentes (Pax7 MyoD") et des CPM prolifératives
(Pax7'MyoD") et en voie de différenciation (Pax7MyoD") par fibre intacte (B) et
endommagée (C). Les facteurs de transcription myogéniques Pax7 et MyoD ont été
immunomarquées sur les fibres comme montré dans la microphotographie de droite et leur
dénombrement a été fait sur toutes les profondeurs de champ et sur toute la longueur des
fibres. L histogramme montre que la proportion de cellules prolifératives Pax7 MyoD" est
significativement plus faible chez la souris agées par rapport aux souris adultes. **p<0,01
et ***p<0,0001 versus groupe adulte. 71ip<0,001 versus fibres intactes. Exprimées en
moyenne + SEM.
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Afin de définir I’état phénotypique des CPM, les fibres isolées issues de souris
adultes et agées ont ¢t¢ immunomarquées avec Pax7 et MyoD puis comptés selon que cet
état soit quiescent (Pax7 MyoD"), prolifératif (Pax7 MyoD') et engagé dans la
différenciation (Pax7 MyoD"). Les résultats ont indiqué que la proportion de cellules en état
quiescent (Pax7 MyoD") était significativement plus élevée (95+1%) sur les fibres isolées
de tissus adultes par rapport a celles issues de muscles agées (77+4%). Toutefois, la
proportion de cellules prolifératives était significativement plus €levée sur les fibres agées
(14£3% versus 5+1%). De méme, la proportion de cellules en différenciation était
¢galement plus ¢élevée sur les fibres issues de muscles de souris agées (0+0% versus
10£3%) (Figure 3.1B).

L’¢état phénotypique des CPM a été aussi caractérisé apres 6 jours de culture sur des
fibres endommagées provenant de souris adultes que agées. Les données ont montré une
diminution significative des CPM quiescentes (Pax7 MyoD") dans les fibres provenant de
muscles agées (8+1%) par rapport a celles de muscles adultes (15+2%). La proportion des
cellules prolifératives (Pax7 MyoD") est significativement plus élevée dans les fibres
adultes (59+2%) par rapport aux fibres dgées (29+2%). La proportion de CPM en voie de
différenciation dans les fibres endommagées provenant de muscle agées étaient toutefois
plus élevée que celle de muscles adultes (55+£3% versus 33+2%, respectivement) (Figure

3.10).

3.2 Potentiels de prolifération et de différenciation des CPM en fonction de I’4age.

Il a été récemment montré que le phénotype des CPM pouvait étre influencé par la
rigidit¢ de son microenvironnement (TRENSZ, LUCIEN et al. 2015). Afin de vérifier si les
phénotypes observés étaient dus a des changements du microenvironnement ou aux
propriétés intrinseques des CPM, les potentiels de prolifération et de différenciation CPM
ont été investigués en fonction de 1’age des souris desquelles elles étaient issues. Dans une
expérience de doublement de population cumulatif (CPD) les résultats ont montré qu’il n’y
avait pas de différences significatives en fonction de I’age (Figure 3.2A). Le potentiel de
différenciation a été quantifi¢ par un index de fusion. Les résultats ont permis de montrer
que les CPM issues de souris adultes et agées et différenciées dans les mémes conditions in

vitro n’ont pas montré de différences significatives (544+2% vs 53+1%) (Figure 3.2B). Nos
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résultats montrent qu’une fois isolés et amplifiés les CPM adultes et agées ne présentent

aucune différence tant dans leur capacité de prolifération que de différenciation.
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Figure 3.2 Les potentiels intrinseques de prolifération et de différenciation des

CPM ne sont pas altérés avec I’age.

(A) Graphique montrant le doublement cumulatif de population de CPM primaires en
culture (ou myoblastes) qui ont été isolées de souris adultes (n=3) et agées (n=3). Les
mesures de prolifération ont été réalisées sur trois passages pour chacune des lignées de
CPM. (B) Graphique montrant I’index de fusion de CPM primaires de souris adultes (n=3)
et agées (n=3). L’index de fusion a ¢été calculé a partir du décompte de cellules contenant
plus de deux noyaux (DAPI) et qui étaient immunomarquées pour la chaine lourde de la
myosine (MHC). Images représentatives d’un immunomarquage utilisé pour établir I’index
de fusion. Exprimées en moyenne + SEM.
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3.3 L’augmentation de la rigidité du muscle squelettique est liée au vieillissement
chez les souris.

Les CPM sont associées a la lame basale, une MEC spécialisée, son principal
substrat. La MEC du muscle squelettique subit diverses modifications avec 1’age, dont une
accumulation de collagene (TAKAHASHI, HOSHINO et al. 1995; GAO, KOSTROMINOVA et al.
2008; HINDLE, HORNING et al. 2009; RANDO 2010).

Afin de confirmer si cette augmentation est observable dans les souris C57BIl/6
adultes et agées utilisées, des coupes de muscles de TA ont été colorées par un Trichrome
de Masson, une coloration histologique permettant de mettre en évidence le collagene.
L’observation des tissus montre une augmentation de la quantit¢ de collagéne (bleu) au
pourtour des fibres et des faisceaux de fibres du muscle de souris agées par rapport au
muscle de souris adultes (Figure 3.3A).

L’augmentation dans le muscle squelettique agé de son contenu en collageéne pourrait
impliquer des modifications mécaniques de la MEC et moduler le phénotype des cellules
progénitrices qui s’y trouvent. Pour associer I’observation précédente du collagene avec les
propriétés mécaniques du muscle squelettique, la rigidité de muscles provenant de souris
adultes et agées a ¢ét¢ mesurée par AFM (Figure 3.3B). Les résultats obtenus de coupes
longitudinales de TA et de Quad ont permis de montrer que le muscle agé possédait une
rigidité significativement plus importante (2.8 fois) que le muscle adulte et ce, tant dans le
TA que dans le Quad, des muscles antagonistes importants au niveau des pattes
postérieures.

Ces observations ont €té corroborées a 1’aide d’un essai biochimique permettant de
quantifier indirectement le collagéne en dosant I’hydroxyproline totale (Figure 3.3C). Une
courbe standard est préalablement établie sur laquelle les concentrations des inconnus
(muscles) sont déterminées. Les résultats indiquent une augmentation significative de la
quantité¢ d’hydroxyproline dans le muscle de souris agées par rapport aux muscles de souris
adultes (8,1£0,6 vs 5,9+0,3 pg/mg tissu sec, respectivement). La proportion de collagene
dans les muscles est obtenue en convertissant les valeurs d’hydroxyproline selon la formule
de Neuman et Logan (NEUMAN ET LOGAN 1950).

Hydroxyproline (ng/ml)
¢ %) = 46x1
Collagene (%) Tissusec (ug/ml) X7,46x100
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Cette transformation des données a mis en évidence une augmentation significative
du pourcentage du collagéne dans les muscles de souris agées (6,0+0,4%) par rapport aux
souris adultes (4,4+0,2%) (Figure 3.3D), soit une augmentation d’environ 30% du contenu
en collagene dans le muscle agé.

Outre ’augmentation de la quantit¢ de collagene, les propriétés mécaniques de la
MEC peuvent également €tre modulée par son niveau de réticulation. La réticulation du
collageéne liée au vieillissement se fait principalement via un processus non enzymatique
qui a comme produits finaux les Advanced Glycation End-product ou AGE. A 1’aide d’un
essal ELISA, le dosage des AGE a été effectué dans les Quad de souris adultes et agées.
Nos résultats montrent une augmentation significative de 65% dans le muscle squelettique
ageé (18,9£1,8 U/ml) par rapport au muscle adulte (12,2+0,8 U/ml) (Figure 3.3E).

Ensemble, nos résultats montrent que la quantit¢ de collagéne et son niveau de
réticulation pourraient expliquer en partie 1’augmentation de la rigidit¢é du muscle

squelettique agé.
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Figure 3.3 La rigidité du muscle squelettique est augmentée avec I’age.

(A) Images représentatives des colorations au Trichrome de Masson de coupes transverses
de TA des souris C57B1/6 males adultes et agées. Le collagene est coloré en bleu. (B)
Graphique montrant la rigidit¢ de muscles entiers qui a ét¢ mesurée sur des coupes
longitudinales de 100 um de TA et de Quad en fonction de 1’age des souris (adultes n=4;
agées n=7). Dix mesures ont ¢été faites par coupe (3-5 coupes/souris). (C) Graphique
montrant le dosage de 1’hydroxyproline totale contenue dans les Quad de souris adultes
(n=5) et agées (n=5). (D) Graphique montrant le pourcentage du contenu en collagéne des
muscles de souris adultes et agées. Ces valeurs ont ¢été extrapolées des mesures
d’hydroxyproline. (E) Mesures du contenu total des Advanced Glycation End-products
(AGE) de Quad de souris adultes (n=5) et agées (n=5). *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,0001
versus groupe adulte. Exprimées en moyenne + SEM.
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3.4 Les fibres endommagées de muscles 4gés ont une grande rigidité

Puisque les CPM se trouvent sous une lame basale qui entoure la fibre musculaire, la
rigidit¢ de cette derniere fut également mesurée, mais cette fois-ci sur des fibres
individualisées issues de muscles adultes et agées. L analyse de fibres vivantes fraichement
isolées et intactes a montré que la rigidité des fibres était significativement plus élevée chez
celles issues de muscles de souris agées par rapport a celles de souris adultes (1,9+£0,3 vs
0,4+0,1 kPa, respectivement) (Figure 3.4A).

Nos travaux précédents ont montré que la mort de la fibre en culture est caractérisée
par sa contraction spontanée (réduction) et d’une augmentation concomitante de sa rigidité
(ANDERSON, WOzNIAK et al. 2012; TRENSZ, LUCIEN et al. 2015). Ces modifications du
microenvironnement cause 1’activation des cellules satellites et la prolifération des CPM
par rapport a des fibres intactes cultivées durant la méme période. Biologiquement, ce
processus suggere qu’une augmentation de la rigidité lors de la mort de la fibre pourrait étre
un évenement favorisant I’initiation de la réparation.

Une analyse par microscopie a force atomique (AFM) a montré que les fibres intactes
issues de muscles de souris agées avaient une rigidité¢ significativement plus élevée que
celles issues de souris adultes (1,9+0,3 vs 0,4+0,1 kPa, respectivement) (Figure 3.4A).

Compte tenu du phénomene de réduction des fibres, I’investigation de la modulation
de la rigidité a été réalisée sur des fibres cultivées sur une période de 6 jours. Les résultats
montrent que la rigidité des fibres issues de muscles de souris adultes et intactes est
similaire. Toutefois, des variations significatives ont été observées entre les fibres
endommagées fraichement isolées (2,3+0,4 vs. 10,4+1,6 kPa, respectivement) et cultivées
(2,0£0,2 vs. 16,2+1,2 kPa, respectivement) issues de muscles de souris adultes et agées

(Figure 3.4A,B).
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Figure 3.4 Une rigidité plus élevée des fibres endommagées issues de souris agées
altére ’activité des CPM.

Graphiques montrant les valeurs de rigidit¢ (kPa) de fibres musculaires intactes et
endommagées de fibres fraichement isolées (A) et cultivées durant 6 jours et qui ont été
isolées de souris adultes (n=3) et agées (n=5) (B). Une mesure par fibre a été recueillie sur
6-50 fibres. **p<0,01; ***p<0,0001 versus homologue adulte. T7{p<0,001 versus
homologues intactes. Exprimées en moyenne + SEM.

3.5 Récapitulation in vitro de I’influence de la rigidité sur Pactivité des CPM

3.5.1 La rigidité influence le comportement des CPM cultivées

Les résultats de notre équipe et d’autres laboratoires ont permis de montrer que la
rigidité du substrat pouvait influencer 1’état phénotypique des CPM (ROWLEY ET MOONEY
2002; ENGLER, GRIFFIN et al. 2004; BOONEN, ROSARIA-CHAK et al. 2009; GILBERT,
HAVENSTRITE et al. 2010; TRENSZ, LUCIEN et al. 2015).

Pour vérifier si les niveaux mesurés de rigidités dans les muscles et les fibres de
souris adultes et agées pouvaient contribuer a I’altération de D’activité des CPM, des
hydrogels dont la rigidité correspondait a des fibres intactes fraichement isolées adultes (0.5
kPa) et agées (2 kPa), et a des fibres cultivées endommagées adultes (2 kPa) et agées (18
kPa) ont été congues. L’état phénotypique des CPM cultivées sur des matrices de différents
substrats a ¢été caractéris¢ par I’immunomarquage des facteurs de transcription
myogéniques.

Les résultats ont montré que la proportion de cellules quiescentes (Pax7 MyoD") est
similaire entre les substrats de 0,5, 2,0 et 18 kPa. Par contre, la proportion de CPM
prolifératives cultivées sur les hydrogels de 2 kPa est significativement plus élevée par

rapport a celle de 0,5 kPa, ce qui va dans le méme sens que I’augmentation de prolifération
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observée sur les fibres fraichement isolées intactes agées versus adultes. La proportion de
cellules prolifératives est également significativement plus faible pour les CPM cultivées
sur un substrat plus rigide (18 kDa) (Figure 3.5), ce qui a corroboré¢ les résultats obtenus
précédemment ou le pourcentage de CPM prolifératives étaient plus important sur les fibres
adultes endommagées.

Enfin, le pourcentage de CPM en voie de différenciation est moins important sur les
hydrogels a 2 kPa par rapport a ceux de 0,5 ou 18 kPa, suggérant que les CPM sont moins
prolifératives et plus enclines a la différenciation sur les fibres endommagées agées que sur

les fibres endommagées adultes (augmentation de 3,3 fois, p = 0,0079) (Figure 3.5).
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Figure 3.5 Le comportement des CPM a été reproduit en culture sur des
matrices ayant des rigidités similaires aux fibres.

Histogramme montrant la proportion de CPM quiescentes (Pax7 MyoD"), prolifératives
(Pax7"MyoD") et en voie de différenciation (Pax7MyoD") selon la rigidité des matrices
fabriquées (0.5, 2.0 et 18 kPa). Des myoblastes primaires de souris adultes (n=5) ont été
ensemenceés sur chacune des matrices pendant 48h. Les cellules ont ensuite été fixées,
colorées au DAPI puis, immunomarquées pour les protéines Pax7 et MyoD. Les cellules
ont ¢ét¢ comptées dans cinq champs aléatoires/puits et dans 4 puits/condition. *p<0,05 et
*#p<0,01. Exprimées en moyenne + SEM.
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3.5.2 Vérification de Iuniformité du revétement de collagéne et de I’adhérence des

CPM en fonction de la rigidité des substrats

Pour s’assurer que les observations n’étaient pas dues par une variabilit¢ du
revétement ou a une adhérence en fonction de la rigidité, deux controles ont été effectués.

Comme des ¢études précédentes 1’ont montré, le revétement de collagéne est constant
bien que la rigidité des hydrogels varie (FLANAGAN, JU et al. 2002; KHATIWALA, PEYTON et
al. 2006). En revétant de collagéne couplé a un fluorochrome, il a été possible de visualiser
I’uniformité du revétement de collageéne, indépendamment de la rigidité des hydrogels. Ces
observations en fluorescence sont compatibles avec celles décrites dans la littérature
(ROWLANDS, GEORGE et al. 2008; TSE ET ENGLER 2011) (Figure 3.6A).

Comme le décompte des cellules est intimement li¢ a la mortalité des cellules et a
leur adhérence, une expérience utilisant la mitomycine C, un bloqueur de la prolifération
cellulaire, a été réalisées sur des CPM prétraitées et ensemencées a une densité similaire
(10 000 cellules/cm?). Aprés 2 jours, les CPM ont été fixées marquées au DAPI puis
comptées. Les densités cellulaires obtenues ont été de 6960+906 cellules/cm?® (0,5 kPa),
74884995 cellules/cm® (2,0 kPa), 5862+579 cellules/cm® (18 kPa) et 6793+707
cellules/cm” pour 10° kPa (polystyréne), et sont non significativement différentes (Figure
3.6B).

Ensemble les résultats, suggerent que les variations des états phénotypiques en
fonction des rigidit¢é ne sont pas due a des artéfacts expérimentaux (homogénéit¢ du

revétement ou 1’adhérence des cellules).
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Figure 3.6 La rigidité des hydrogels n’a pas influencé ’adhérence des CPM.

(A) Micrographie en fluorescence illustrant 1’uniformit¢ du revétement de collagene.
Solution de collagéne (0.1 mg/ml) couplé a un fluorochrome. (B) Variation relative de
CPM/cm’® aprés deux jours de culture de trois lignées de CPM adultes préalablement
traitées a la mitomycine.
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4 DISCUSSION

Le muscle squelettique est un assemblage complexe qui, outre ses compétences a
soutenir et a mouvoir le squelette, a une importante capacité de régénération a la suite d’un
dommage. Lors du vieillissement, le muscle subit divers changements, autant au niveau de
ses composantes myogéniques que stromales. A ces changements se combine une altération
de sa capacité a se régénérer. En plus des altérations de plusieurs voies de signalisations,
dues a une modulation de plusieurs facteurs circulants, la matrice extracellulaire est
¢galement altérée. Il a ¢ét¢ avancé que ces altérations de la matrice étaient lies a
I’augmentation de la rigidit¢ du muscle. Dans les dernieres décennies, les facteurs
biomécaniques ont ¢été, eux aussi, considérés comme des éléments influencant le devenir
des cellules. La rigidité est connue pour avoir une influence sur les cellules satellites. Ces
cellules sont les principales responsables de la régénération de la fonction myogénique.

L’¢étude des cellules satellites est complexe vu la multitude des signaux auxquels elles
sont soumises dans leur niche physiologique et du fait qu’elles s’activent au moment de
leur isolement. Il est ainsi difficile d’isoler un facteur a la fois et d’observer son impact.
Dans ce mémoire, nous avons mis en ¢vidence des modifications quantitatives et
qualitatives de la matrice extracellulaire. Nous avons associé ces altérations de la matrice
avec ’augmentation de la rigidit¢ en rapport a I’age. Par ailleurs, nous soulignons les
similitudes entre les capacités de prolifération et de différenciation des myoblastes isolés
des souris adultes et agées. Enfin, nous avons observé 1I’impact de la rigidité sur les cellules
satellites autant ex vivo qu’in vitro, qui pourrait étre une cause plausible de la diminution du

potentiel de régénération observé dans le muscle squelettique age.

4.1 Activité myogénique des CPM.

En premier lieu, voici une revue des observations des certains chercheurs qui ont
montré des variations du nombre de cellules satellites avec 1’dge (GIBSON ET SCHULTZ
1983; RENAULT, THORNELL et al. 2002; CONBOY, CONBOY et al. 2003; SAJKO, KUBINOVA et
al. 2004; BRACK, BILDSOE et al. 2005; SHEFER, VAN DE MARK et al. 2006). Tout d’abord,
les résultats de 1’équipe de Schultz semblent aller a ’encontre du paradigme établi sur les
capacités myogéniques du muscle vieillissant. Par histologie, cette équipe a évalué les

proportions de noyaux des myofibres sur les noyaux non musculaires (pmm). En
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microscopie électronique, ils ont calculé la proportion de cellules satellites sur le total des
noyaux des myofibres (pym). Cette proportion de cellules satellites (ps) a été obtenue en
multipliant les deux derniéres valeurs. Une approximation du nombre absolu de cellules
satellites totales des muscles a ensuite ¢€té calculée par une multiplication avec
I’approximation du nombre total de noyaux du muscle (ADNyy / 6,2 pg d’ADN par noyau).
L’équipe de Schultz a ainsi montré une augmentation du nombre absolu de cellules
satellites dans le soleus de rats et une légére diminution dans I’EDL avec 1’age. Cette
observation est surprenante si I’on admet une diminution des capacités de régénération du
muscle en fonction du vieillissement. Dans ce calcul particulier, il faut considérer la
possibilité que pour plusieurs proportions, certaines erreurs ont pu s’additionner.
Cependant, si 1’on omet cette possibilité¢, les résultats obtenus par 1’équipe Schultz
supportent la thése que 1’altération des capacités du muscle avec I’age serait plutot causée
par I’environnement des cellules (GIBSON ET SCHULTZ 1983).

Subséquemment, deux équipes ayant travaillé sur des muscles humains ont montré
une diminution de la proportion de cellules satellites par rapport au nombre de noyaux des
myofibres (ou myonuclei). L’équipe de Mouly et al. (RENAULT, THORNELL et al. 2002),
apres avoir montré que la longueur des télomeres demeurait inchangée avec 1’age, a réalisé
des marquages de NCAM de coupe de muscles (masséter et biceps). Ils ont observé que le
nombre de cellules satellites par fibre demeurait inchangé, mais que la proportion de
cellules satellites sur le nombre de myonuclei diminuait avec 1’age. Leurs résultats
suggerent que la baisse du potentiel de régénération dans le muscle pourrait étre causée par
un faible taux de renouvelement (RENAULT, THORNELL et al. 2002). De son coté, 1’équipe
de Erzen et al. (SAJKO, KUBINOVA et al. 2004) a aussi fait la démonstration d’une
diminution de la réserve de cellules satellites dans le vastus lateralis. 1ls ont marqué les
cellules satellites avec un anticorps contre la M-cadhérine et la LB avec un anticorps contre
la laminine, pour bien distinguer les cellules. Dans leurs recherches, les proportions de
cellules satellites en fonction de la longueur de la fibre, et du nombre de myonuclei,
diminuent avec 1’age. Compte tenu de certaines expériences précédentes, qui semblent
sous-entendre que les cellules agées peuvent retrouver leurs capacités prolifératives et
régénératrices, 1l suggere qu’un dysfonctionnement des mécanismes de division

asymétrique supporterait leurs observations (SAJKO, KUBINOVA et al. 2004).

66



67

Les résultats de la présente recherche sur le nombre de cellules satellites par fibres
sont plus aisément comparables a ceux de I’équipe de Yablonka-Reuveni ef al. (SHEFER,
VAN DE MARK et al. 2006) car ils ont également utilisé Pax7 pour effectuer le compte des
cellules satellites par myofibre. Ainsi, pour des groupes d’adge comparables I’équipe
Yablonka-Reuveni a obtenu des moyennes de 9 satellites/myofibre chez les adultes et de 4
satellites/myofibre chez les spécimens agés. Comparativement, notre groupe qui a obtenu
des moyennes de 3,3 chez les adultes et de 1,9 chez les spécimens agés (figure 3.1A).
L’écart entre ces résultats s’explique en partie par les différences d’isolement et de
marquage. De notre co6té, nous avons inclus dans notre dénombrement toutes les cellules
qui avaient un marquage positif pour Pax7, MyoD ou pour les deux, nos comptes devraient
donc étre supérieurs a ceux de 1’équipe Yablonka-Reuveni. Cependant, dans cette étude,
nous avons effectué¢ des comptes sur un plus grand nombre de souris et sur plus de fibres
par souris. Il faut aussi considérer que notre période d’isolement des fibres a été plus longue
que la leur, ce qui pourrait expliquer les plus faibles moyennes obtenues dans notre
laboratoire. Le rapport de ces moyennes reste toutefois comparable. Nous avons constaté
1,74 fois plus de cellules satellites/fibre pour les souris adultes alors que 1’équipe
Yablonka-Reuveni en rapporte 2,25 fois plus. Ainsi, nos résultats vont dans le sens de la
littérature en ce qui a trait a la diminution du nombre de cellules satellites associées aux
fibres en fonction de I’age (GIBSON ET SCHULTZ 1983; RENAULT, THORNELL et al. 2002;
SAJKO, KUBINOVA et al. 2004). Aussi, notre équipe a observé un plus grand nombre de
fibres issues de tissus agés, sur lesquelles il n’y avait pas de cellules marquées. Suite au
maintien en culture sur un revétement de matrigel durant deux semaines, leur équipe fait
aussi valoir qu’il n’y avait pas de perte de potentiel myogénique chez les cellules issues de
tissus agés. Pour expliquer la diminution du réservoir de cellules satellites observée en lien
avec l’age, ils terminent en suggérant un modele basé sur un probleme d’auto-
renouvelement (SHEFER, VAN DE MARK et al. 2006).

En second lieu, nous avons voulu vérifier le comportement de ces cellules au niveau
de la prolifération et de la différenciation en utilisant le modele de culture sur fibre en
suspension (ex vivo). Nous avons d’abord procédé a un double marquage Pax7 et MyoD sur
des fibres intactes fraichement isolées de tissus adultes (0.4 kPa) et de tissus agés (1.9 kPa)

(figure 3.4). Nous avons observé une plus grande proportion de cellules en quiescence

67



68

(Pax7'/MyoD") sur les fibres adultes. Puis, sur les fibres agées, les proportions de cellules
prolifératives (Pax7 /MyoD") et en voie de différenciation (Pax7/MyoD") étaient plus
grandes (figure 3.1B). Malheureusement, aucune valeur de comparaison n’a été trouvée
dans la littérature. Ces proportions s’expliquent tout de méme en partie par la rigidité, mais
aussi par tous les facteurs biochimiques présents dans les muscles jusqu’au moment de
I’isolement (p.ex. statut des signalisations Notch, Wnt, quantités des facteurs de croissance,
interactions avec la matrice). La rigidité a sans doute un role a jouer, entre autres sur 1’¢tat
prolifératif puisqu’il est connu que dans le tissu agé, la signalisation Notch est diminuée et
la quantité d’IGF-1 est plus faible (CARLSON, HSU et al. 2008; MAGGIO, DE VITA et al.
2013).

Par la suite, des fibres ont ét€¢ mises en culture durant six jours et les fibres (adultes et
agées) endommagées ont ¢t¢ marquées. Ici, il faut considérer 1’effet du milieu de culture
qui est supplémenté en sérum et en bFGF (voir section 4.6 M&M). Aussi, la prolifération
des cellules provoque un bourgeonnement, ce qui déchire la LB et perturbent grandement,
les interactions entre les cellules et la MEC. De plus, les fibres réduites (endommagées)
sont des fibres mortes, ainsi la signalisation Notch et autres molécules de jonction cellulaire
(p.ex. les cadhérines) doivent étre non fonctionnelles. La rigidité devient donc un facteur
potentiellement plus important. Dans cette situation nous avons obtenu une proportion plus
grande de cellules prolifératives sur les fibres adultes (2.0 kPa) ainsi qu une proportion plus
¢levée de cellules en voie de différenciation sur les fibres agées (16.2 kPa) (figure 3.4). Ce
résultat suggere que 1’augmentation de la rigidité observée sur les fibres Aagées
endommagées réduirait la capacité de prolifération des CPM et pourrait nuire au potentiel
régénératif dans le muscle squelettique age.

Ces résultats sont en accord avec les observations précédentes de notre laboratoire
indiquant une augmentation de la prolifération des CPM sur une rigidité de 2 kPa (TRENSZ,

LUCIEN et al. 2015).

4.1.1 Potentiel de prolifération et de différenciation des CPM

Pour expliquer la diminution du potentiel régénératif constaté dans le muscle agé, la
majorité de la littérature pointe vers les modifications de 1’environnement. Que ce soit par
la diminution de la signalisation Notch (CONBOY, CONBOY et al. 2003), les altérations de la

voie Wnt (SCIME, DESROSIERS et al. 2010) ou la diminution des taux de certains facteurs de
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croissance comme I’IGF-1 (MAGGIO, DE VITA et al. 2013). L’équipe de Yablonka-Reuveni
et al. (SHEFER, VAN DE MARK et al. 2006) a montré que les potentiels de prolifération et de
différenciation entre les CPM adultes et agées ne présentaient pas de différences
importantes. Cela supporte la thése selon laquelle les modifications extrinséques aux
cellules pourraient expliquer la déficience de régénération du muscle agé. Leur équipe a
d’abord effectué¢ des isolements de fibres d’EDL et les a placées en culture pendant deux
semaines. Des doubles marquages (Pax7/MyoD) pour la prolifération et pour la
différenciation (DAPI/MHC) étaient ensuite pratiqués, apreés une semaine, puis apres deux
semaines. Cette technique leur a permis de conclure que les capacités des CPM agées
n’étaient pas altérées, autant pour la prolifération que pour la différenciation. Les quantités
de cellules agées étant inférieures, ils ont voulu s’assurer que ce phénomene s’expliquait
par une observation précédente montrant un nombre plus faible de cellules satellites sur les
fibres agées. L équipe a donc répété 1’expérience d’ensemencement des CPM aux mémes
concentrations, suivies par des marquages a intervalles, durant deux semaines. Ils en ont
conclu que les cellules agées ont une phase de retardement de 24 heures au début de leur
prolifération sans que cela n’affecte leur capacité de différenciation (SHEFER, VAN DE
MARK et al. 2006). Les résultats fournis lors de la présente étude n’ont pas été obtenus a
partir de cellules fraichement isolées. Puis, pour vérifier la capacité de prolifération, des
comptages de trois lignées (cultures primaires) adultes et dgées ont ¢té effectués sans
apparente différence. Cela semble aller dans le méme sens que les conclusions de I’équipe
de Yablonka-Reuveni. Pour la différenciation, nous avons procédé en calculant les index de
fusion suite a la différenciation des mémes lignées et n’avons constaté aucune différence.
Une diminution de la protection contre les antioxydants a déja ét¢ montrée dans le
muscle agé, ainsi que I’expression plus ¢levée de protéines de régulation de I’apoptose dans
les cellules satellites agées (JANG, SINHA et al. 2011). Il est donc possible que des
modifications intrinséques soient présentes dans les cellules satellites agées mais, nos
résultats renforcent plutot la théorie d’une altération du microenvironnement pour expliquer
le déficit régénératif du muscle agé. D’autres études vont aussi en ce sens. L’équipe de
Rudnicki et al. (SCIME, DESROSIERS et al. 2010) a montré dans le muscle squelettique de
souris, qu’il y a une différence d’expression de plusieurs genes de la MEC entre les souris

jeunes (3 mois) et agées (24 mois). L’équipe de Rudnicki, a aussi mis en évidence des
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différences d’expressions pour plusieurs protéines d’adhérence et de facteurs ayant un
impact sur le cycle cellulaire, la prolifération et la différentiation des cellules satellites
(ScIME, DESROSIERS et al. 2010). Leurs expériences de qPCR ont ainsi permis de souligner
I’importance de certains facteurs de croissance pour le maintien des fonctions des cellules
satellites lors du vieillissement. Puis, par une expérience de parabiose consistant a fusionner
deux individus pour qu’ils partagent un méme environnement systémique, il a été montré
que les capacités régénératives du muscle de souris agés pouvaient étre rétablies
lorsqu’exposées a un environnement systémique de jeunes souris (CONBOY ET RANDO

2012).

4.2 Le collagéne et les Advanced Glycation End-products (AGE) augmentent dans le
muscle des souris agées.

La composition de la matrice extracellulaire est cruciale pour son bon
fonctionnement, tant pour ses rdles biologiques que mécaniques (HAUSCHKA ET
KONIGSBERG 1966; KAARIAINEN, JARVINEN et al. 2000; MICHELE ET CAMPBELL 2003;
KJAER 2004). Le collagéne représente une des composantes principales de la matrice
extracellulaire et plusieurs méthodes existent pour mettre ceci en évidence dans les tissus.

La fibrose est une caractéristique qui a été associée au vieillissement et a d’autres
pathologies, comme la dystrophie (GOSSELIN, ADAMS et al. 1998; BAILEY 2001,
MEREGALLI, FARINI et al. 2014). L’augmentation du collagéne a déja été montrée dans
plusieurs muscles de rongeurs (ALNAQEEB, AL ZAID et al. 1984; MORISSETTE, STRICKER et
al. 2009; RAMASWAMY, PALMER et al. 2011). Dans la présente étude, cette augmentation a
¢té imagée par une coloration de trichrome de Masson. On a ainsi constaté une
augmentation de la quantité de collagéne autour des fibres (figure 3.3) sur des TA de souris
C57Bl/6, telle que relevée par I’équipe de Rando ef al. ; par un trichrome de Gomori
(BRACK, CONBOY et al. 2007). Il y a donc une apparente augmentation du collagéne de
I’endomysium dans le muscle de souris, comme observé chez le rat (ALNAQEEB, AL ZAID et
al. 1984).

L'hydroxyproline est retrouvé en grande quantité dans le collagene et peut étre
quantifier pour déterminer les niveaux de collagéne dans les tissus (SHIGEMURA,
KuBOMURA et al. 2014). Il a été montré, chez la souris, que la quantité d’hydroxyproline

¢tait 2 fois plus ¢élevée dans le muscle agé et la quantité d’AGE ¢était 3 fois plus élevée
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(Woob, KAyupov et al. 2014). Nos résultats, bien que montrant une augmentation
significative de I’hydroxyproline, soulignent aussi une augmentation plus modeste
d’environ 40% lié a I’age. Cette différence pourrait €tre explicable par 1’age des spécimens,
les types de muscles utilisés et a leur traitement. En effet, nos spécimens adultes utilisés
dans cette étude avaient entre 3 et 6 mois et les souris agées, de 24 a 26 mois, donc tous
plus jeunes que les souris de I’étude de 1’équipe de Brooks (WoOD, KAYUPOV et al. 2014).
Lors de la présente ¢tude, les quadriceps ont été évalués (non le TA) et les tissus n’ont pas
été décongelés avant lyophilisation. Notamment, la technique utilisée ici impliquait une
hydrolyse acide de 4 heures seulement, en comparaison a toute la nuit pour 1’équipe de
Brooks. Convertis en collagéne, nos résultats (4,4% =+ 0,2 de collagéne dans le quadriceps)
sont du méme ordre de grandeur que les muscles abdominaux de rats évalués par Neuman
et al., soit 5,77% (NEUMAN ET LOGAN 1950).

Les AGE sont considérés comme des marqueurs du vieillissement et résultent de
réactions non enzymatiques impliquant les protéines et les sucres (NASS, VOGEL et al.
2010). IIs seraient responsables de l’augmentation de perturbations des mécanismes
intracellulaires et augmenteraient la probabilité¢ de développement de maladies chroniques
(HEIN ET FRANKE 2002; SNOW, FUGERE et al. 2007; SEMBA, NICKLETT et al. 2010). Une
fois de plus, nos résultats différent et montrent une augmentation plus faible que dans
I’é¢tude de Wood et al. (WooD, KAYUPOV et al. 2014). Toujours dans les quadriceps, nos
résultats montrent une augmentation des AGE de 65% chez les spécimens agés. Pourtant,
les différences entre les résultats de 1’équipe de Brooks et ceux de la présente étude
s’expliquent seulement par les différences générées entre les manipulateurs et par les
muscles utilisés, car la méthode était la méme.

Ces résultats pris ensemble montrent des modifications en quantité et en qualité de la
MEC. Ceci est en accord avec les résultats précédents de notre laboratoire ou une
augmentation de 1’expression, notamment de genes de la MEC avait été observée chez les
souris agées (SCIME, DESROSIERS et al. 2010). De fagon plus générale, nos résultats sont
aussi en accord avec la littérature concernant ’augmentation du collagene et des AGE, dans
le muscle squelettique, en fonction de 1’dge (GOSSELIN, ADAMS et al. 1998; WooD,

KAyuprov et al. 2014).
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4.3 Larigidité augmente dans le muscle squelettique et les fibres de muscles agés

Plusieurs chercheurs ont déja montré 1’augmentation de la rigidité du muscle avec
I’age (ALNAQEEB, AL ZAID et al. 1984; GOSSELIN, ADAMS et al. 1998; GaAo,
KOSTROMINOVA et al. 2008). Plus particulierement, Gao ef al. ont montré une augmentation
de la rigidit¢ de I’épimysium. Alnageeb et al., ont quant a eux montré qu’a mesure que
I’age augmente, il y a une diminution de la tension active. Ainsi, la corrélation a été faite
entre 1’augmentation de collageéne et I’augmentation de la rigidité du muscle (ALNAQEEB,
AL ZAID et al. 1984). Quelques années plus tard, c¢’est I’augmentation de la réticulation du
collagéne qui a été reliée au phénomene (GOSSELIN, ADAMS et al. 1998). Finalement,
I’équipe de Trappe a suggéré que les AGE seraient en grande partie responsables de
I’augmentation de la rigidit¢ de la MEC, ainsi que de la détérioration des propriétés
mécaniques du muscle (HAUS, CARRITHERS et al. 2007).

L’AFM a été utilisée pour vérifier s’il est possible d’établir une relation entre les
modifications de la matrice observées et la rigidit¢ dans notre modele. On I’a aussi utilisée
pour identifier des rigidités représentatives du muscle squelettique chez la souris. L’équipe
de Discher ef al. (ENGLER, RICHERT et al. 2004) a réalisé¢ des mesures sur des tranches de
EDL de souris adultes et dystrophiques (souris mdx) et a obtenu les valeurs suivantes : 12
kPa pour les souris adultes et 18 kPa pour les souris mdx. Les valeurs obtenues par notre
laboratoire sont inférieures a celle de Engler, autant dans les TA (2.8 kPa adultes versus 7.8
kPa ageés) que dans les Quad (2.9 kPa adultes versus 7.8 kPa agés). On a tout de méme
observé une augmentation significative de la rigidité sur des tranches de tissu de la méme
¢épaisseur que celles utilisées par Engler. Il est a noter ici que nos mesures ont été réalisées
sur des TA, comme sur des Quad, et que nos tissus €taient immergés dans un milieu CO,
indépendant, contrairement a la méthodologie utilisée par Engler. Aussi, le cantilever utilisé
pour la présente recherche était différent de celui utilisé par Engler par son bout arrondi et
par sa constante de ressort (k) inférieure. Le mod¢le utilisé était le méme (modé¢le de Hertz
pour indentateur pyramidal). Par contre, le logiciel de conversion des courbes F/D en
module de Young (voir section 2.9) est, dans notre cas, un logiciel maison produit par
I’équipe du Pr Michel Grandbois du département de Pharmacologie de I’Université de
Sherbrooke. Comme 1’équipe de Discher 1’a souligné précédemment, les caractéristiques

mécaniques du muscle sont hétérogénes et souvent anisotropiques. Considérant la
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configuration du module d’AFM (figure 2.2 et 2.3), il est évident que comme nos coupes
¢taient longitudinales, la pointe de notre cantilever pouvait parfois €tre positionnée sur les
fibres et parfois a I’intérieur de celles-ci. Cela dit, malgré ces différences de résultat, I’ AFM
reste un des moyens les plus sensibles pour évaluer la rigidit¢ a 1’échelle de la cellule
(ENGLER, RICHERT et al. 2004). Bien que les valeurs absolues soient différentes, le rapport
entre nos valeurs (muscle agé/muscle adulte) reste réel et peut se comparer au rapport des
valeurs obtenus par Engler (mdx/C57). Malheureusement, aucune valeur d’AFM
comparative entre le tissu adulte et 4gé n’existe dans la littérature.

Pour la rigidité¢ des fibres de tissus adultes, les études produisent des valeurs de
rigidité trés différentes, allant de 8 kPa (CANATO, DAL MASCHIO et al. 2010) jusqu’a 61 kPa
(DEFRANCHI, BONACCURSO et al. 2005). Comme spécifié plus haut, ces différences
s’expliquent en partie par les différences de cantilever (p. ex. constante de ressort, pointe),
par des différences d’amplitudes d’indentation et des différences établies par la variété des
logiciels de conversion de courbes F/D utilisés. Or, les variances dans la préparation des
fibres comme le temps de digestion enzymatique a 1’isolement, le milieu de maintien lors
de I’évaluation a I’AFM ainsi que dans la méthode de fixation des fibres dans le pétri, ont
aussi leur importance. Dans une autre étude, la méthode d’isolement utilisée est comparable
a la notre et le modele est le méme. Toutefois, le muscle duquel on a isolé les fibres est
différent, tout comme la méthode pour fixer ces fibres, malgré cela, elle a produit des
données comparables. L’équipe de Morano (MARG, HAASE et al. 2010) obtient 0.35 kPa
pour des fibres de souris adultes alors que nous avons mesuré¢ 0.43 kPa et ce, méme si la
pointe et la constante de ressort des cantilevers utilisés sont différentes. Il est a considérer
que lors de la présente étude, un nombre plus élevé de fibres a été¢ quantifié que lors des
recherches de 1’équipe de Morano. Pour Marg, 1’objectif était de comprendre la fonction et
de localiser la protéine AHNAK (protéine d’échafaudage), une protéine reliée au processus
de réparation de la membrane pour divers types cellulaires (MARG, HAASE et al. 2010).
Donc, malgré la quantité de facteurs pouvant affecter les résultats, il est possible d’obtenir
des valeurs similaires aux notres dans la littérature. Encore une fois, aucune rigidité¢ de
fibres de souris agées, mesurées en AFM, n’a été trouvée dans la littérature. Cependant,
notre équipe a pu €tre observée une rigidité environ quatre fois supérieure dans les fibres

agées comparées aux fibres adultes.
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En outre, nous avons validé une observation de notre laboratoire concernant les fibres
endommagées (ou mortes). En effet, les fibres adultes réduites étaient environ quatre fois
plus rigides que les fibres intactes. De plus, le fait qu’elles aient été cultivées durant six
jours ne semble pas avoir eu d’effet sur leur rigidité initiale et sur le rapport entre la rigidité
des fibres intactes et endommagées. Par contre, pour les fibres agées ce fut différent. Les
fibres intactes évaluées le jour méme ou apres six jours de culture avaient la méme rigidité
Cependant, celle-ci augmentait de cinq a huit fois lorsque les fibres étaient endommaggées.
Ce résultat est 1i¢ au fait que les fibres réduites au sixieme jour de culture n’étaient pas
toutes réduites au moment de leur mise en culture. Les mesures, au jour de mise en culture
et au sixieme jour de culture, n’ont pas été¢ effectuées sur les mémes fibres. Aussi, il est
connu que I’augmentation des AGE, observée dans le muscle squelettique agé, provoque
une augmentation de la résistance a la digestion par la collagénase (HEIN ET FRANKE 2002).
Ainsi, une plus grande quantit¢ de MEC et/ou de réticulation du collagene de la MEC peut,
par conséquent, étre envisagée comme cause de cette augmentation de la rigidité observée
sur les fibres agées et endommaggées.

Comme observé dans plusieurs autres recherches, les résultats de la présente étude
montrent un lien entre I’augmentation de collagéne de I’endomysium et 1’augmentation de
la rigidité du tissu en fonction de I’age (ALNAQEEB, AL ZAID et al. 1984; GOSSELIN, ADAMS

et al. 1998; GAO, KOSTROMINOVA et al. 2008).

4.4 Impact de la rigidité sur la prolifération et la différenciation

En troisiéme lieu, plusieurs équipes ont déja montré que la rigidit¢ du substrat
influence I’activité myogénique des CPM in vitro (BOONTHEEKUL, HILL et al. 2007). Notre
équipe a récemment observé que la prolifération des CPM est stimulée lorsque le substrat
de culture a une rigidit¢ de 2 kPa, et ce, a I’aide d’un marquage de KI-67, une protéine
nucléaire associée a la prolifération (TRENSZ, LUCIEN et al. 2015). C’est I’équipe de
Mooney qui a €té la premicre a montrer, avec des gels d’alginates, I’influence de la rigidité
sur la lignée de myoblastes C2C12 (ROWLEY ET MOONEY 2002). Par décompte cellulaire,
ils ont montré que la prolifération €tait inhibée sur des gels plus mous, et ce, peu importe la
densité du revétement. Ils ont aussi mis en évidence que la prolifération était augmentée et
qu’elle était dépendante de la densit¢ du revétement sur des gels rigides. Ils se sont

intéressé a la différenciation en mesurant 1’activité de I’enzyme créatine kinase du muscle
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(MCK). Ainsi, ils ont a constaté que pour favoriser la différenciation, il devait y avoir une
forte densité de protéines de revétement et une plus grande rigidité. Rowley suggérait, pour
la premiere fois avec des cellules myogéniques, que I’organisation chimique et la densité du
revétement étaient deux facteurs importants pour orienter les fonctions cellulaires sur les
gels d’alginates (ROWLEY ET MOONEY 2002). Une autre équipe (ENGLER, GRIFFIN et al.
2004), utilisant des hydrogels de PA (1, 8, 11, 17 kPa) avec revétement de collagene, a par
la suite observé que la fusion des membranes de C2C12 et de CPM primaire de souris était
indépendante de la rigidité. Cette équipe-ci a aussi observé que les forces d’adhésion,
I’étalement, 1’¢longation et I’alignement coopératif étaient dépendants de la rigidité. Les
rigidités de 8 et de 11 kPa optimisaient I’organisation en stries de 1’actine et de la myosine
pour les CPM, états qu’ils retrouvaient lorsqu’ils cultivaient les CPM sur une couche de
C2C12. L’équipe de Discher conclut en soulignant les implications de leurs découvertes
dans un contexte d’utilisation des cellules souches in vivo dans des muscles malades ou
endommagés dans lesquels les propriétés mécaniques pouvaient étre altérées (ENGLER,
GRIFFIN et al. 2004). Une importante découverte a aussi récemment €té faite par 1’équipe de
Blau ef al. (GILBERT, HAVENSTRITE et al. 2010). Ils ont montré, sur des hydrogels de PEG
de 12 kPa, que des CPM primaires de souris survivaient mieux que sur le plastique de
culture standard. De plus, aprés une semaine de culture, les chercheurs injectaient les
cellules dans les TA de souris. Quatre semaines suivant 1’injection ils observaient, une
reprise de greffe supérieure aux cellules cultivées sur le plastique ou sur des rigidités de 2
ou 42 kPa (GILBERT, HAVENSTRITE et al. 2010). Cette étude souligne cette fois I’importance
de la rigidité sur ’amplification des CPM pour le développement de soins concernant les
pathologies impliquant des pertes musculaires.

Par ailleurs, 1’équipe de Post ef al. a observé, par des essais au BrdU, une influence
de la rigidité sur la prolifération et sur la différenciation par double marquage (MyoD et
MHC) durant plusieurs jours (BOONEN, ROSARIA-CHAK et al. 2009). La rigidité de leurs
hydrogels de PA a été évaluée de maniere macroscopique (3, 14, 21, 48, 80 kPa) et ils ont
utilisé plusieurs types de revétement (matrigel, entactine-collagéne-laminine, collagéne 1V
et laminine-poly-D-lysine). IlIs ont obtenu une prolifération optimale sur une rigidité¢ de 21
kPa, mais plus encore, ils ont constaté que la prolifération n’était influencée que par la

rigidité. Comme nos rigidités n’étaient pas les mémes, et que notre méthode d’évaluation
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est a I’échelle microscopique, il est difficile de comparer nos résultats a ceux de Boonen a
cet effet. Toutefois, la rigidité optimale de 2 kPa que nous avons obtenu dans notre
expérience de récapitulation in vitro n’est pas notre rigidité la plus élevée, comme pour
celle obtenue par Post et son équipe (figure 3.5). Comme 1’équipe de Discher, Boonen
conclut que la fusion est indépendante de la rigidité. Par contre, en ce qui a trait a la
différenciation, 1’équipe de Post a noté que la maturation est dépendante du type de
revétement et que la maturation avec contraction des myotubes dépend aussi de la rigidité
(BOONEN, ROSARIA-CHAK et al. 2009). Ceci va dans le méme sens que les conclusions de
I’équipe de Mooney (ROWLEY ET MOONEY 2002). Dans la présente ¢tude, un revétement de
collagéne a été utilisé, nous montrons dans notre cas que l’engagement vers la
différenciation est favorisé sur les rigidités de 0,5 et 18 kPa (figure 3.5). Comme
susmentionné, il est important de savoir qu’entre notre étude et celle de Boonen, la méthode
d’isolement n’était pas la méme. Dans le cas des recherches menées par Boonen, les CPM
¢taient étudiés au premier passage et donc comportaient inévitablement une contamination
par d’autres types cellulaires. Ces autres types cellulaires ont pu avoir des effets indirects
sur les cellules utilisées. Pour la présente recherche, nous utilisions les cellules a plus haut
passage (entre 6 et 11), nous disposions donc de populations pratiquement pures.

Nos résultats vont donc dans le sens de la littérature de facon générale, pour indiquer

que la rigidité a bien un effet sur la prolifération et la différenciation de CPM

4.5 Récapitulation in vitro de ’influence de la rigidité sur I’activité myogénique des

CPM

Finalement, selon Engler, la concentration protéique du revétement est une condition
importante en culture cellulaire (ENGLER, BACAKOVA et al. 2004). Nous avons donc voulu
nous assurer de la qualit¢ de nos revétements sur les hydrogels de PA que nous avons
congu. La technique de liaison des protéines aux hydrogels utilisée par Rowlands et al.
differe de celle utilisée lors de la présente recherche. L’équipe de Cooper-White et al.
(ROWLANDS, GEORGE et al. 2008) avait des gels de rigidités différentes des nétres (0.7, 10,
30, 80 kPa) et utilisait le N-succinimidyl-6-[4-azido-2-nitrophenylamino] hexanoate
(SANPAH), un agent réticulant différent du notre. Leur équipe a, comme la notre, montré
I’uniformité de leurs revétements par fluorescence (ROWLANDS, GEORGE et al. 2008). Une

autre équipe, ayant utilis¢é le SANPAH comme agent réticulant, a effectu¢ une analyse
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d’intensit¢ de la fluorescence (KHATIWALA, PEYTON et al. 2006). Nos images en
microscopie a fluorescence (figure 3.6) montrent comme pour les études précédentes
I’uniformité de la technique que nous avons utilisée. Cependant, comme nous n’avons pas
fait d’analyse protéique comme d’autres chercheurs (FLANAGAN, JU et al. 2002), nous
avons eu a confirmer doublement I’efficacit¢ de notre méthode par comparaison
d’adhérence de nos cellules sur nos diverses rigidités (figure 3.6). C’est en bloquant la
prolifération des cellules et en les plagant en culture que nous avons pu nous assurer de

I’uniformité de 1’adhérence.

Ces résultats permettent de confirmer que nous avons réalisé de facon efficace nos

revétements, comme 1’équipe de Assoian et al. (CRETU, CASTAGNINO et al. 2010).
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5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, ce mémoire supporte I’hypothése que des modifications de la MEC
ont cours dans le muscle squelettique vieillissant. Il établit une relation entre le
vieillissement et I’augmentation de la rigidit¢ du muscle.

Nous avons établit pour la premicre fois une comparaison des rigidités de muscle
squelettique de souris adultes et agées effectuées en AFM. L’établissement de ces mesures
est important, étant donné la faible quantité¢ de valeurs de comparaison présentes dans la
littérature. Les valeurs obtenues dans cette étude sont aussi intéressantes, car elles ont été
prises a I’échelle a laquelle les CPM percoivent la rigidité de leur environnement.

La présente ¢tude montre de fagon novatrice le comportement myogénique des
cellules satellites en culture sur fibres en solution. Cela permet d’abord une observation de
I’activation des cellules satellites deés 1’isolement, et ensuite une comparaison de ce
comportement entre les cellules adultes et agées dans leur niche physiologique. La
technique de culture de fibres en solution permet de considérer la rigidit¢é comme facteur
incident du comportement myogénique des cellules. On a aussi observé une similitude des
capacités de prolifération et de différenciation des CPM adultes et agées. Cette observation
va dans le sens de la théorie des modifications du microenvironnement pour expliquer
I’altération de la régénération dans le muscle ageé.

Enfin, on reproduit le comportement d’activation des cellules sur des hydrogels aux
rigidités physiologiques, ce qui contribue a expliquer le comportement altéré des cellules
satellites dans le tissu agé et réitére I’importance des caractéristiques mécaniques des tissus
dans le devenir des cellules. Nos travaux soulignent donc aussi la nécessité de tenir compte
de la rigidit¢ dans 1’¢laboration des biomatériaux utilisés en médecine régénératrice et en
ingénierie tissulaire.

A la lumiére de ces observations, il serait intéressant et important d’investiguer
I’impact des protéines de revétement sur la rigidité des fibres musculaires en culture. Les
cellules relient leur cytosquelette a la MEC par I’intermédiaire de complexes d’adhésion de
facon a sentir leur environnement par tractions successives. Sachant que certaines protéines
de I’adhésome des intégrines permettent ou non un assemblage plus ou moins élaboré de

ces complexes qui ont des effets sur diverses voies de signalisation. Il serait intéressant
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d’investiguer 1’¢laboration de ces complexes par des marquages de la VINCULINE et des
FAK. Puis, de vérifier s’il y a des réponses différentes aux rigidités précédemment évaluées
selon les protéines de revétement.

De plus, il serait intéressant de pousser vers l’avant la compréhension des
mécanismes de signalisation observés jusqu’a maintenant. Plus particuliérement, les
dernieres observations effectuées dans les cellules MEF (mouse embryonic fibroblast)
concernant ’activation du sentier FAK-CAS-RAC-Lamellipodin par les intégrines (BAE,
Muri et al. 2014). 1l serait également judicieux de vérifier si les ligands potentiels de
I’intégrines asP; ou exclusif de 1’ agf; et I’ asP;, respectivement la fibronectine et la
laminine, peuvent avoir un effet sur ’augmentation de la prolifération que nous avons

observé.
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(see example below)

b) give the original author(s) credit
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