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Résumé

La réparation du muscle squelettique est possible grâce aux cellules 
satellites et aux cellules stromales résidentes (mrSC), responsables de la 
régénération myogénique et du remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) 
respectivement. Le maintien à l’état quiescent et la différenciation de ces cellules 
sont finement régulés par les signaux provenant de leur microenvironnement, 
aussi appelé niche. Nous avons posé l’HYPOTHÈSE selon laquelle les altérations 
de ce microenvironnement se répercutent sur le comportement des cellules 
progénitrices et modulent leur capacité à régénérer le muscle squelettique.

Le muscle âgé est caractérisé par la présence de tissu adipeux, une 
accumulation excessive de MEC (fibrose) ainsi qu’un faible potentiel régénératif. 
Nous avons donc caractérisé les cellules progénitrices présentes dans le muscle 
âgé. Nos résultats montrent que les cellules progénitrices myogéniques (CPM) du 
muscle âgé tendent à se différencier plutôt qu’à proliférer. De plus, nous avons 
montré une augmentation de la population des mrSC dans le muscle âgé, pouvant 
expliquer la présence plus importante de tissu adipeux et de MEC.

Le muscle de souris dystrophique est caractérisé par des cycles perpétuels 
de dégénérescence/régénération conduisant à une fibrose du tissu. Puisqu’une 
modulation de la voie Wnt canonique est responsable de la fibrose de différents 
organes, nous avons caractérisé son implication dans le muscle des souris 
dystrophiques. Nous avons montré que l’activation de cette voie induit une 
augmentation de la prolifération des mrSC ainsi que de leur synthèse de collagène 
in vitro et in vivo. À l’opposé, l’inhibition de l’activité Wnt canonique induit une 
diminution de la population des mrSC et du dépôt fibreux. En somme, la voie Wnt 
canonique favorise la fibrose du muscle dystrophique par l’intermédiaire des mrSC.

Des études récentes ont montré que des modifications biomécaniques du 
microenvironnement peuvent altérer les propriétés souches des CPM. Nous avons 
examiné l’influence de la rigidité du microenvironnement sur le comportement des 
CPM. Des analyses en microscopie à force atomique ont montré que la perte de 
tension des fibres ex vivo causait une légère augmentation de la rigidité du 
microenvironnement des cellules satellites, favorable à leur prolifération. Nous 
avons corrélé ces résultats avec une approche in vivo où l’on a causé la perte de 
tension des fibres par ténotomie. Nos conclusions suggèrent que la rigidité du 
microenvironnement influence l’activation des cellules satellites et leur état 
prolifératif.

Ces observations ont été mises à profit afin de développer une méthode 
originale pour isoler les CPM. Celle-ci permet d’obtenir rapidement et à partir de 
seulement quelques fibres, un nombre important de CPM hautement purifié.

En résumé, ces travaux ont permis une meilleure compréhension des 
facteurs présents dans le microenvironnement des cellules progénitrices et 
contribuants à la réparation du muscle squelettique.

Mots-clés: niche, cellules satellites, cellules stromales résidentes du muscle, fibres 
musculaires, dystrophie, vieillissement, fibrose, module de Young
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CHAPITRE I: Introduction

1.1 Le muscle squelettique

Le muscle squelettique représente chez l’homme jusqu’à 40% de sa masse 

corporelle. Son apparence striée est due au haut niveau d’organisation des 

protéines de ses fibres musculaires qui lui confère sa capacité à se contracter en 

réponse à des stimuli chimiques afin de générer une force mécanique. Il possède 

deux autres propriétés importantes à son fonctionnement soient son extensibilité et 

son élasticité, qui lui permettent de s’étirer sans subir de dommage puis de 

reprendre sa forme initiale. Du fait de sa masse relative importante, le muscle 

squelettique a également un rôle de premier ordre dans l’homéostasie métabolique 

de l’organisme.

1.1.1 Anatomie du muscle squelettique

Le muscle squelettique est rattaché aux os de part et d’autre par les 

tendons (Figure 1.1). Il possède une portion myogénique et une portion stromale. 

La portion myogénique comprend les fibres musculaires, qui constituent l’unité 

contractile du muscle, ainsi que les cellules satellites logées à leur périphérie. Les 

fibres musculaires sont enveloppées et maintenues ensemble par différentes 

couches de tissu conjonctif faisant partie du stroma. L’épimysium, aussi appelé 

fascia, est une couche qui recouvre l’ensemble du muscle. Les faisceaux sont 

entourés d’une couche de tissu conjonctif, le périmysium. Finalement, les fibres 

musculaires sont enveloppées individuellement par un endomysium qui les sépare 

les unes des autres (G ille s  et Lieber 2011).



Figure 1.1 Organisation du muscle squelettique
Le muscle squelettique est subdivisé en une portion stromale (bleu) et une portion 
myogénique (rouge). La portion stromale du muscle est subdivisée en trois parties : 
l’endomysium, le périmysium et l’épimysium. Le tissu conjonctif entourant les fibres 
musculaires contient un réseau de capillaires et de nerfs nécessaires pour l’apport en 
nutriment et l'innervation du tissu respectivement. De nombreux types cellulaires tels que 
les cellules stromales sont retrouvés à proximité des vaisseaux sanguins (illustration non 
publiée).

Le tissu conjonctif est formé d’un réseau complexe de matrice extracellulaire 

(MEC) dans lequel se trouvent les capillaires permettant l’apport en oxygène et en 

nutriments, ainsi que l’innervation nécessaire à l’induction de la contraction (Figure 

1.1). Le stroma contient également différents types cellulaires dont des cellules 

stromales progénitrices et différenciées ainsi que des cellules dérivées du système 

hématopoïétique (e.g. macrophages). Les fibres musculaires sont enveloppées 

individuellement par un mince feuillet de composants spécialisés de la MEC, la 

lame basale.
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1.1.2 La portion myogénique du muscle squelettique

1.1.2.1 Les fibres musculaires

La fibre musculaire, aussi appelée myofibre, constitue l’unité contractile des 

muscles. Il s’agit d’un syncytium issu de la fusion de centaines de cellules 

progénitrices myogéniques (CPM), aussi appelées myoblastes (Bentzinger  et al. 

2012). Les fibres musculaires sont des structures cylindriques de 10 à 100 microns 

et ont une longueur qui peut atteindre 30 cm chez l’homme. Elles contiennent des 

centaines de noyaux que l’on retrouve à leur périphérie. La membrane des fibres 

(sarcolemme) a la particularité de présenter de fines invaginations tubulaires 

(tubules transverses ou tubules T) réparties régulièrement le long de la fibre. Ce 

réseau membranaire est responsable de la conduction nerveuse transmise au 

niveau de la jonction neuromusculaire. Le cytosquelette des fibres musculaires est 

essentiellement constitué de myofibrilles qui constituent l’élément contractile des 

fibres musculaires. Chaque myofibrille est composée d’une chaîne d’unités 

contractiles répétitives, les sarcomères. À l’échelle moléculaire, les sarcomères 

sont entre autres composés de filaments épais de myosine et de filaments fins 

d’actine. C’est cette succession des sarcomères qui donne au muscle squelettique 

son apparence striée (Figure 1.2).

Fibre musculaire Myofibrilles Myofibrille

Tubules T  

Jonction neuromusculaire

Actine

Myosine
Bande A Bande A

Bande I

Figure 1.2 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. Adapté de Servier médical art (Servier 2010).



4

1.1.2.2 Les cellules satellites

La capacité de régénération des myofibres du muscle squelettique adulte 

est attribuée aux cellules satellites (Mauro  1961; Sambasivan et al. 2011). 

Normalement quiescentes, les cellules satellites s’activent à la suite d’un 

dommage et prolifèrent sous l’appellation de CPM. Ces dernières entament 

ensuite une étape de différenciation qui aboutit à leur fusion afin de réparer des 

fibres endommagées ou en créer de nouvelles (Y in et al. 2013) (cf. section 

1.2.2.2). Même après des dommages répétés, les cellules satellites sont capables 

de produire des milliers de CPM (Luz et al. 2002; C ollins et al. 2005). Les cellules 

satellites sont localisées en périphérie des fibres musculaires, entre le sarcolemme 

et la lame basale, cette caractéristique étant à l’origine de leur nom (M auro  1961; 

B ischoff 1990) (Figure 1.3).

Latérale Transversale

Lame basale Myonucleus

Cellule satellite 
(quiescente)

Cellule satellite 
(quiescente)

Lame
basale

Myonucleus

Figure 1.3 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 l’enveloppe. Normalement quiescentes, elles sont capables 
de s’activer et de régénérer les fibres à la suite d'un dommage (illustration non publiée).

Il existe plusieurs moyens d'identifier les cellules satellites. Le facteur de 

transcription myogénique Pax7 (Paired-box 7) est exprimé uniquement par les 

cellules satellites, et ce chez de nombreuses espèces incluant la souris, la 

salamandre, le poulet ou l’homme (Seale et al. 2000; M o rriso n  et al. 2006; 

Yablonka-Reuveni et Day 2011). D’autres marqueurs permettent de localiser, seul 

ou en combinaison, avec plus ou moins de spécificité les cellules satellites incluant 

CD34, la cavéoline-1, le récepteur à la calcitonine, la sous-unité intégrine a  7, la
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nestine, les syndécanes 3 et 4 et la M-cadhérine (Irintchev  et al. 1994; 

Beauchamp et al. 2000; S eale et al. 2000; C ornelison  et al. 2001; S herw ood  et 

al. 2004; Day et al. 2007; G nocchi et al. 2009).

Par ailleurs, il existe d’autres facteurs de transcription myogéniques utilisés 

comme marqueurs des différentes étapes de différenciation des CPM, notamment 

les facteurs de transcriptions de la famille des Myogénie Related Factors (MRF) tel 

MyoD, Myf5 et la myogénine. Ces derniers permettent de distinguer avec une très 

grande spécificité les cellules satellites des CPM prolifératives et en différenciation 

(cf. section 1.2.2).

Plusieurs études ont montré que les cellules satellites constituaient une 

population cellulaire hétérogène. En effet, il semble que les capacités 

prolifératives, de différenciation et d’auto-renouvellement des cellules satellites 

varient non seulement selon le muscle d’origine, mais aussi à l’intérieur d’un même 

muscle (Lagord  et al. 1998; Day et al. 2010; O no et al. 2010; O no et al. 2012). Il a 

été montré qu’une expression hétérogène des marqueurs intégrine-(31, M- 

cadhérine, CD34 ou encore Myf5, est associée à des potentiels régénératifs 

variables (Beauchamp  et al. 2000). Il existerait de plus une sous-population de 

cellules satellites qui se distinguerait par l’expression du facteur de transcription 

Myf5. De manière plus précise, il existe une sous-population majoritairement (90%) 

positive pour Myf5 et une autre négative pour Myf5 (10%) (Beauchamp  et al. 2000). 

Kuang et collaborateurs ont montré que les cellules Myf5‘ possèdent un fort 

potentiel régénératif et maintiennent une capacité d’auto-renouvellement par 

rapport à la sous-population Myf5+ (Kuang et al. 2007). Ceci s’explique par le fait 

que les cellules satellites peuvent se diviser selon deux mécanismes (Figure 1.4). 
La division asymétrique génère une cellule fille qui s’engage dans la prolifération et 

la différenciation myogénique (Pax7+Myf5+), et une cellule fille qui maintien ses 

propriétés souches (Pax7+Myf5), assurant ainsi leur auto-renouvellement. Ce 

mécanisme de division asymétrique permet de perpétuer le réservoir de cellules 

souches myogéniques au cours de la vie. La division symétrique aboutit quant à 

elle, à deux cellules filles identiques, ce qui permet d’augmenter le nombre de
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CPM lors d’un dommage et donc de favoriser une régénération efficace (M orrison  

et K imble 2006).

Division asymétrique

Division symétrique

Figure 1.4 Modèles 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 à deux cellules filles identiques. Adapté de (B entz inger et 
al. 2012).

1.1.3 Le compartiment stromal du muscle squelettique

1.1.3.1 Portion matricielle du stroma

La MEC du muscle squelettique est un réseau principalement composé de 

collagènes (types I, III, et VI), fibronectine, vitronectine, tenascine et divers 

protéoglycanes tels la décorine ou le biglycane (G rounds  et al. 2005). Elle 

contient également, mais dans une moindre mesure, du collagène de type IX et XI, 

de l’élastine et de la fibrilline.

La lame basale située au pourtour des fibres et des vaisseaux sanguins est 

une structure spécialisée composée de collagène de type IV, laminine, fibronectine
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et de divers protéoglycanes et glycoprotéines (Sanes 2003; G rounds  et al. 2005) 

(Figure 1.5). Le réseau de laminine fait face aux fibres musculaires, complémenté 

par du collagène de type IV. Ces protéines sont liées par le nidogène pour former 

une structure complexe contenant de nombreux sites de liaisons entre les 

protéoglycanes et les intégrines (Boonen  et Post 2008). Les protéines et 

glycoprotéines à proximité des fibres musculaires sont produites par les cellules 

musculaires alors que les composants de l’espace interstitiel sont majoritairement 

synthétisés par les cellules localisées dans le stroma (Voermans  et al. 2008). Les 

différents constituants de la MEC forment un réseau complexe et hétérogène de 

molécules interconnectées dont certaines sont strictement adhésives alors que 

d’autres ont un rôle structural.

1.1.3.2 Rôle mécanique et biologique de la MEC

La MEC joue un rôle mécanique en assurant le maintien de la structure du 

muscle et de la transmission des forces induites par la contraction des fibres à 

l’ensemble du tissu (Kjaer 2004). Le transfert des forces se produit à la surface de 

toute la fibre musculaire ainsi qu’au niveau des jonctions myotendineuses 

(P urslow  2002; T rotter  2002). Ces forces sont transmises aux tendons, eux- 

mêmes rattachés au squelette. La majorité des forces induites par la contraction 

musculaire est transmise latéralement par l’intermédiaire des sarcomères ce qui 

permet d’homogénéiser les tensions à ensemble du muscle et de maintenir 

l’intégrité des fibres musculaires (Bloch et G onzalez-S erratos 2003). Deux 

principales classes de molécules associées au sarcolemme sont responsables de 

la transmission des forces, à savoir le complexe dystrophine/glycoprotéine (DGC) 

et les intégrines. Ces deux complexes constituent un lien physique entre le 

cytosquelette des fibres et la lame basale par des interactions avec les laminines. 

Le rôle crucial de ces complexes dans le maintien de l’intégrité musculaire est 

démontré dans de nombreuses dystrophies musculaires, dont la plus connue; la 

dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) (Hoffman  et al. 1987) (pour une liste 

exhaustive des différentes myopathies, voir Annexe 1).
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Dans cette pathologie, l’absence de la dystrophine cause des lésions dans 

le sarcolemme menant à la nécrose des fibres. Cette nécrose chronique conduit à 

un remplacement progressif des fibres musculaires par du tissu fibreux et adipeux 

(cf. section 1.5.2) (B iggar 2006).

Bien que la MEC du muscle ait longtemps été considérée comme une 

structure amorphe servant de support mécanique aux fibres musculaires, il est 

maintenant établi qu’elle joue un rôle essentiel dans la régénération du tissu 

(Kaariainen  et al. 2000). En effet, la MEC est une structure dynamique qui 

s'adapte aux changements physiologiques en modifiant les propriétés mécaniques 

et élastiques du tissu.

Dans l’ensemble des tissus, la MEC joue également un rôle clef dans la 

signalisation. En effet, les récepteurs à la surface membranaire, telles les 

intégrines, constituent des points d’adhésions focaux par lesquels des signaux 

sont transmis de la MEC vers le cytosquelette et le noyau des cellules (P uklin- 

Faucher  et Sheetz 2009). Ainsi, l’activation d’un type de récepteur induit ou 

inhibe, par des mécanismes de mécanotransductions, l’expression de gènes de la 

cellule cible et son comportement (Wang  et al. 2009) pouvant moduler par 

exemple la synthèse et la dégradation de composants de la MEC par les 

fibroblastes (C hiquet 1999; C hiquet et al. 2009). Une légère modification de la 

composition ou de la rigidité de la MEC peut avoir des répercussions importantes 

sur le comportement des cellules avoisinantes. À titre d’exemple, il a été montré 

que la différenciation des cellules progénitrices mésenchymateuses était modulée 

en fonction de la rigidité de leur microenvironnement (Engler  et al. 2006). Enfin, il 

a été montré que le niveau de différenciation des cellules progénitrices 

myogéniques était influencé par la rigidité de leur environnement (E ngler et al. 

2004a; Engler  et al. 2004b).
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Collagènes 1,111, V, IX et XI 
(fibrillaires)
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Fibrilline
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(non fibnllaire) Lamintne-2

Fibuline
Tenascin

Collagènes XV et XVIII 
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Figure 1.5 Interactions entre la MEC et la fibre du muscle squelettique
Représentation schématique des diverses protéines et glycoprotéines présentes dans la 
MEC du muscle squelettique ainsi que les complexes membranaires associés. Pour une 
question de clarté, les interactions possibles entre les nombreux constituants de la MEC 
ne sont pas toutes représentées. Adapté de (Voermans et al. 2008).

Lors de la régénération musculaire, la MEC est à l’origine de nombreux 

signaux pouvant influencer les cellules du muscle squelettique (cf. section 1.4.1). 

En effet, de nombreux facteurs de croissance sont séquestrés sous forme active 

ou inactive par les protéoglycanes et peuvent être libérés lors d’un dommage 

(Tatsum i et al. 2001; M iu ra  et al. 2006). Par ailleurs, la régénération musculaire 

nécessite la migration des cellules satellites au site lésé ainsi que le recrutement 

des cellules inflammatoires telles que les macrophages, responsables de la 

phagocytose des débris cellulaires. Enfin, lorsque la lame basale n’est pas 

endommagée, elle sert d’échafaudage pour la régénération des fibres.
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1.1.3.3 Les cellules stromales résidentes du muscle (mrSC)

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) ont été identifiées pour la 

première fois dans le stroma de la moelle osseuse (F riedenstein  et al. 1970). 

Depuis, elles ont pu être localisées dans de nombreux tissus incluant le cordon 

ombilical (Can  et Balci 2011), le tissu adipeux (Zuk et al. 2001; Scime  et al. 2005), 

la glande salivaire (R otter  et al. 2008), le liquide synovial (Fan  et al. 2009), la 

glande parathyroïde (S hih et al. 2009), la pulpe dentaire (G ronthos  et al. 2000) et 

le muscle squelettique (Asakura  et Rudnicki 2002; S cime  et al. 2005; G renier  et 

al. 2007; J oe et al. 2010; Leblanc  et al. 2011), indiquant que ces cellules sont 

ubiquitaires.

Les CSM sont définies par trois critères: (1) la capacité à adhérer au 

plastique en condition de culture standard, (2) un potentiel de différenciation 

multipotent, et (3) l’expression de marqueurs de surface tel que CD90, CD105, 

CD73 et CD44 en l’absence de CD34, CD45 et CD11b (Friedenstein  et al. 1976; 

Dom inici et al. 2006; Nom bela-A rrieta  et al. 2011; Bourin  et al. 2013). Ces 

critères ont été établis pour les CSM humaines mais ne s’appliquent pas 

uniformément aux autres espèces (W illiams  et Hare  2011). Les CSM de souris 

expriment par exemple les marqueurs Seal et PDGFR a en l’absence de CD34, 

CD45 et CD11b (M orikaw a  et al. 2009; Mabuchi et al. 2013). Plusieurs autres 

noms ont été utilisés pour les décrire: cellules stromales multipotentes, cellules 

stromales de la moelle ou encore « colony-forming units-fibroblasts » (CFU-F) 

(K eating  2012).

À la suite d’une stimulation avec des facteurs appropriés, les CSM, incluant 

les CSM résidentes du muscle squelettique (muscle résident stromal cells, mrSC) 

sont capables de se différencier en de nombreux types cellulaires: fibrocytes, 

adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes (A sakura  et Rudnicki 2002; Scime et al. 

2005; G renier  et al. 2007; Joe et al. 2010; Leblanc  et al. 2011), ce qui en fait une 

population cellulaire d’un grand intérêt pour la médecine régénératrice, mais 

également pour comprendre la physiopathologie du muscle squelettique.

Peu de choses sont connues quant à la fonction et au rôle précis que jouent 

les mrSC dans le muscle squelettique. Toutefois, les mrSC contribuant à la
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régénération musculaire (Joe et al. 2010), il est probable qu’elles participent aux 

modifications stromales observées lors du vieillissement du muscle squelettique, 

caractérisées par une accumulation de tissu fibreux (fibrose) et de tissu adipeux 

(dégénérescence graisseuse). De manière intéressante, Hidestrand et 

collaborateurs ont identifié une population cellulaire non myogénique, exprimant le 

marqueur de surface Seal (Stem cell antigen-1) dans le muscle de souris âgées 

(H idestrand  et al. 2008). Les auteurs ont montré que dans le muscle âgé, cette 

population surexprime des gènes associés à la fibrose tels que Twistl, le CTGF 

(Connective Tissu Growth Factor) et la fibronectine, possiblement tous régulés par 

la voie Wnt (Wingless-related intégration site). Le marqueur Seal, aussi appelé 

Ly6 A/E, est un marqueur de cellules souches qui a d’abord été utilisé pour 

identifier les cellules souches hématopoïétiques (K ondo  et al. 2003). Il est 

communément utilisé pour isoler les CSM de nombreux tissus, chez la souris 

(D ekel et al. 2006; Y am am oto  et al. 2007; Sung  et al. 2008; M o rikaw a  et al. 2009; 

Houlihan  et al. 2012; Mabuchi et al. 2013).

La littérature montre que de nombreux types cellulaires ont été identifiés 

dans la portion stromale du muscle, incluant les cellules SP (Side Population) 

(A sakura  et al. 2002; Uezumi et al. 2006), les péricytes (D ellavalle  et al. 2007), 

les MDSC (Muscle-Derived Stem Cell) (Torrente  et al. 2001) et les 

mésoangioblastes (M inasi et al. 2002; Cossu et B ianco  2003; Sam pao lesi et al. 

2006; Berry  et al. 2007; T onlorenzi et al. 2007). Ces populations ont été étudiées 

pour leur capacité à contribuer à la régénération des fibres musculaires par les 

cellules satellites. Toutefois, leur implication dans le remodelage de la MEC, telle 

la fibrose musculaire, reste à explorer.

1.2 La myogenèse

1.2.1 Myogenèse prénatale

Outre certains muscles de la tête qui trouvent leur origine dans le 

mésoderme préchordal et paraxial crânien, presque tous les muscles squelettiques 

des vertébrés sont issus des somites (Lu et al. 2002; Noden  et Francis -W est
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2006). Les somites sont issus de la segmentation du mésoderme paraxial avec 

une progression rostrale caudale. En réponse à des signaux provenant des 

structures avoisinantes, les somites se segmentent de manière dorsoventrale pour 

former le dermomyotome, localisé dorsalement, et donnant naissance à la peau 

ainsi qu’aux muscles du tronc et des membres (Figure 1.6). Du côté ventral, le 

sclérotome est à l’origine de la formation du cartilage et des os. Sous l’effet de 

divers facteurs morphogènes provenant de la notocorde (Shh, Sonic hedgehog), 

du tube neural (BMP, Bone Morphogenetic Protein et Wnt) et de l'ectoderme de 

surface (Wnt), les cellules du dermomyotome se différencient et migrent pour 

former le myotome. La partie épaxiale du myotome donne naissance aux muscles 

du tronc et du dos tandis que la partie hypaxiale donne naissance aux muscles des 

membres (Shi et G a r ry  2006; B e n tz in g e r et al. 2012).

E

Figure 1.6 Facteurs de signalisation impliqués dans la myogenèse prénatale
Les progéniteurs myogéniques prennent place lors de la somitogénèse sous l'influence de 
protéines morphogènes telles les Wnts, les BMP ou Sonic Hedgehog. E: ectoderme, DT: 
dermomyotome, MT: myotome, ST: sclérotome, N: notochorde, TN: tube neural, PLM: 
plaque latérale du mésoderme. Adaptée de (Shi et G a rry  2006).
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Les facteurs morphogènes impliqués dans la segmentation des somites et 

l’acquisition du caractère myogénique des cellules peuvent avoir un effet positif ou 

négatif sur les cellules du myotome en régulant l’expression de leurs gènes. Par 

exemple, des agonistes des voies Wnt et Sonic Hedgehog sécrétés par le tube 

neural, l’ectoderme de surface et la notocorde ont un effet positif sur l’activation 

des gènes liés à la différenciation myogénique (Parr et al. 1993; C hiang  et al. 

1996; Ikeya et Takada 1998; Tajbakhsh et al. 1998; Feng et al. 2006; Bentzinger  

et al. 2012). Inversement, des agonistes de la famille des BMP, notamment BMP4, 

ont un effet inhibiteur sur la différenciation myogénique des cellules du myotome 

(Figure 1.6). Sous l’effet des facteurs morphogéniques, les cellules du myotome 

entament une différenciation vers la lignée myogénique par le biais de l’expression 

de facteurs de transcription de la famille des bHLH spécifiques à la myogenèse, 

les Myogénie Regulatory Factors (MRF), incluant MyoD, Myf5, myogénine et 

MRF4 (Bentzinger  et al. 2012; Y in et al. 2013). C’est suite à la découverte de 

MyoD dans les années ‘80 par l’équipe de Buckingham que les différents facteurs 

de transcription impliqués dans la myogenèse du muscle squelettique ont été 

décrits (Sassoon  et al. 1989; Parker  et al. 2003). Les cellules de la partie épaxiale 

du myotome expriment MyoD alors que celles de la portion hypaxiale expriment 

Myf5 (S hi et Garry  2006). Ainsi, les structures axiales déclenchent la myogenèse 

par une voie dépendante de Myf5 alors que l’ectoderme dorsal induit la 

myogenèse de la partie hypaxiale de manière MyoD dépendante. Ces membres de 

la famille de MyoD sont donc exprimés dès le stade somitique et font partie 

intégrante de la cascade moléculaire qui dirige la myogenèse. Ils sont capables de 

former des hétérodimères avec d’autres facteurs de transcription bHLH tels les 

gènes de la famille E2F pour se lier à des séquences consensus de l’ADN (E box) 

pour réguler l’expression d’un certain nombre de gènes (Lassar et al. 1991; 

M artin  et al. 1992).

La perte d’expression seule de MyoD, Myf5 ou MRF4 ne cause pas de 

défauts majeurs dans la myogénèse (Braun et al. 1992; Rudnicki et al. 1992). La 

mutation seule du gène codant pour la myogénine induit une réduction de la 

masse musculaire (Knapp et al. 2006). Par contre, la double mutation de MyoD et
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de Myf5 a pour conséquence la perte totale des CPM, des fibres musculaires et la 

mort des souriceaux peu après leurs naissances (R udnicki et al. 1993).

Les facteurs de transcriptions de la famille des paired-box (Pax) sont 

également des acteurs clés de la myogenèse, notamment Pax3 et Pax7. Des 

techniques de « knock-in » ciblant l’un ou l’autre facteur montrent que la plupart 

des fonctions de Pax3 peuvent être effectuées par son paralogue Pax7, à 

l’exception du développement des muscles des membres (R elaix et al. 2004). 

Ainsi, les souris déficientes pour Pax3 meurent durant la gestation et présentent de 

nombreux défauts de formation de la crête neurale, plus particulièrement dans la 

région caudale de l’embryon. De plus, il n’y a pas de récupération possible 

(« rescue ») du phénotype par le remplacement de Pax3 par Pax7, appuyant ainsi 

un rôle bien distinct entre ces deux facteurs (R elaix et al. 2006). À l’inverse, les 

souris déficientes pour Pax7 présentent un développement musculaire 

embryonnaire normal (Mansouri et al. 1996). Le principal phénotype des souris 

Pax7"/' est une diminution importante du nombre de cellules satellites postnatales 

causant la mort de l’animal dans les premières semaines de vie (Seale et al. 

2000). Pax7 a donc un rôle essentiel dans la maturation du muscle post-natal et le 

renouvellement de la population des cellules satellites (S eale et al. 2000) 

(O ustanina  et al. 2004). Pax7, et Pax3 sont donc des facteurs de transcription 

essentiels ayant des rôles distincts en raison d’affinités pour les motifs de liaison à 

l’ADN différentes (S oleimani et al. 2012).

1.2.2 Myogenèse adulte

Il a été montré chez le rat adulte que seulement 1 à 2% des noyaux sont 

remplacés chaque semaine (Schmalbruch  et Lew is 2000). Toutefois, à la suite 

d’un dommage, le muscle squelettique est capable de procéder à une régénération 

complète. Le dommage musculaire entraine une activation massive des cellules 

satellites. Cet état d’activation/prolifération des cellules satellites est finement 

orchestré par l’expression spécifique de facteurs de transcription myogéniques 

(Figure 1.7). Ces patrons d’expression peuvent être utilisés pour identifier les
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différents stades de différenciation des cellules satellites et des CPM au cours de 

leur différenciation.

1.2.2.1 Le dommage musculaire

Les blessures musculaires peuvent être dues à des lésions directes telles la 

lacération, la contusion, l’élongation, le déchirement, ou encore indirectes comme 

l’ischémie (Beiner  et Jokl 2001).

Dans son ensemble, la régénération du muscle se fait par succession 

d’étapes comprenant une phase de nécrose (dégénérescence), une phase 

d’inflammation, la formation de nouvelles fibres musculaires par les CPM et un 

remodelage de la MEC accompagné de l’hypertrophie des fibres (Q uintero  et al. 

2009). Les différentes phases de la régénération musculaire sont similaires selon 

le type de dommage. Les mécanismes de régénération ont pu être mis en 

évidence grâce à un certain nombre de modèles de lésion dont font partie 

l’écrasement du muscle, l’application de froid, la ligation ou l’écrasement du nerf 

sciatique, ou l’injection de substances cytotoxiques. Les dommages les plus 

reproductibles et certainement les plus utilisés étant l’utilisation d’agents chimiques 

tels que la bupivacaïne (Marcaïne), la notexine (NTX) ou la cardiotoxine (CTX) 

(Hall-C raggs 1974; Harris  et Johnson  1978; d 'Albis et al. 1988). Ce dernier est 

un peptide issu d’un venin de serpent (Naja mossambica mossambica) 

fonctionnant comme un inhibiteur spécifique de la protéine kinase C qui induit la 

dépolarisation et la contraction des fibres musculaires, la destruction de son 

organisation et finalement sa lyse (C outeaux et al. 1988; C harge  et R udnicki 

2004).

La destruction des fibres musculaires entraine la libération de protéases 

dans le tissu endommagé, suivi d’une infiltration de cellules inflammatoires. Cette 

réaction est de plus exacerbée par la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires par 

les CPM et les fibres musculaires ainsi que par les macrophages eux-mêmes, qui 

vont attirer d’autres cellules inflammatoires circulantes sur le site lésé par 

chimiotaxie (Rappolee et W erb 1992; T idball 1995; C hazaud et al. 2003; H irata
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et al. 2003; T idball et V illalta 2010). Ce recrutement est de plus facilité par la 

destruction des vaisseaux sanguins lors du dommage, donnant aux cellules 

inflammatoires un accès direct au site de lésion (T idball 1995).

1.2.2.2 La régénération du muscle squelettique

La réparation du muscle suit la phase inflammatoire. Plus elle sera longue 

(chronique), et plus tardivement le muscle se régénérera. Comme mentionné 

précédemment, l’activation des cellules satellites est caractérisée par l’expression 

rapide de deux MRFs, Myf5 et MyoD. Les cellules satellites quiescentes 

n’expriment aucun MRF à l’exception de Myf5 qui est exprimé à un faible niveau 

par une partie des cellules satellites. Ce facteur est impliqué dans la régulation du 

pool des cellules satellites nécessaire au maintien de l’homéostasie du muscle. La 

délétion de Myf5 induit une hypertrophie des fibres musculaires et une prolifération 

compromise des CPM Myf5'A (Gayraud-M orel et al. 2007; Ustanina  et al. 2007). 

Le facteur de transcription MyoD, dont l’expression est augmentée dans les 12 

premières heures après un dommage, est le premier signe d’activation des cellules 

satellites. Les souris déficientes pour MyoD présentent une masse musculaire 

réduite et une différenciation myogénique retardée (Yablonka-R euveni et al. 

1999; W hite et al. 2000). Suite à un dommage, les souris déficientes pour MyoD 

ont une accumulation de CPM dans le site lésé qui ne sont pas capables de se 

différencier et fusionner (M egeney  et al. 1996). De plus, l’expression ectopique de 

MyoD dans des lignées de fibroblastes est suffisante pour activer le programme 

myogénique dans ces cellules (H ollenberg  et al. 1993). Parker et collaborateurs 

ont récemment montrés que MyoD induit la sortie du cycle cellulaire des CPM en 

agissant sur la localisation cytoplasmique de NF-kB (Nuclear Factor-xB) (Parker 

et al. 2012), un facteur de transcription impliqué dans la survie et la différenciation 

cellulaire (Hayden  et G hosh 2008). Myf5 et MyoD jouent donc des rôles distincts 

dans la prolifération et la différenciation des CPM respectivement. Ces 

observations tendent à montrer que la prédominance de MyoD guide les cellules 

vers une différenciation précoce. Ce constat est consistant avec le fait que ces
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deux facteurs ont des profils d’expression différents lors du cycle cellulaire 

(K itzmann  et al. 1998).

Figure 1.7 Facteurs de transcription intervenant dans les différentes étapes de la 
différenciation myogénique adulte
Le dommage des fibres musculaires induit l'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. 
Pax7 et Myf5 sont exprimés par les cellules satellites quiescentes, activées et 
prolifératives, à l’exception des cellules satellites responsables de l’auto-renouvellement 
qui n’expriment pas Myf5 (zone hachurée). MyoD est exprimé par les CPM activées et 
prolifératives et plus fortement en début de différenciation. Myog et MRF4 sont quant à 
eux exprimés lors de la maturation et la fusion des CPM. Ces facteurs de transcription 
peuvent être utilisés comme marqueurs de l’état de différenciation des CPM. (illustration 
non publiée).

Suite à la phase de prolifération des CPM, deux autres membres des MRF 

sont exprimés, notamment la Myogénine et MRF4. Leur expression est suivie par 

la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs myogéniques suite à l’activation de la 

protéine p21 (Guo et al. 1995; Halevy et al. 1995; Y in et al. 2013). La perte 

d’expression de la myogénine par un système Cre-Lox n’induit qu’une 

augmentation et une diminution légère de l’expression de MyoD et de MRF4 

respectivement, ainsi qu’une diminution de la taille des souris (Knapp et al. 2006).
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Le système Cre-Lox permet entre autre la délétion d’un gène entouré de 

séquences « Lox » suite à l’expression de la recombinase Cre. Dans cet article, 

cette dernière est induite par injection de tamoxifène, permettant la délétion de la 

myogénine après la myogenèse embryonnaire. La myogénine joue donc des rôles 

bien distincts lors de la myogenèse adulte et prénatale où sa délétion cause de 

graves défauts musculaires (Knapp et al. 2006; M eadow s et al. 2008). Comme la 

myogénine, MRF4 est un facteur de différenciation qui intervient dans les dernières 

étapes de la myogenèse adulte. MRF4 n’est pas exprimé par les CPM 

prolifératives, mais seulement dans les myotubes en culture et dans les fibres 

nouvellement formées lorsque les CPM ont fusionné. MRF4 est également 

suspecté d’intervenir dans la maturation des fibres musculaires (Zhou et 

Bornemann  2001). Le rôle important de MRF4 a été mis en évidence dans des 

souris doubles mutantes MyoD:Myf5 dans lesquelles il y a formation de muscle 

que lorsque l’expression de MRF4 n’est pas affectée (Kassar -D uchossoy  et al.

2004). L’expression de MRF4 et de la myogénine est donc directement liée à la 

fusion et la maturation des fibres musculaires. Lorsque le programme de 

différenciation est complété, les cellules fusionnent et expriment la myosin heavy 

chain (MHC), aboutissant à des fibres musculaires fonctionnelles.

Au niveau histologique, la maturation des fibres musculaires est 

caractérisée par l’observation de noyaux centraux dans les fibres néoformées, qui 

sont généralement de calibre plus petit (C harge et Rudnicki 2004) (Figure 1.8). 

De plus, les fibres en maturation sont souvent basophiles, reflétant une synthèse 

protéique importante, et expriment des formes embryonnaires de la MHC (W halen 

et al. 1990). Une fois la fusion des CPM complétée, la fibre en régénération 

augmente en taille due à la synthèse des protéines nécessaires à son 

fonctionnement et les nombreux noyaux qui la constituent migrent en périphérie 

(Figure 1.8).
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Figure 1.8 Régénération du muscle squelettique adulte
Coupe transversale de muscle squelettique de souris colorée à l’hématoxyline et éosine 
(H&E). Les images représentent des muscles à 0, 7, 14 et 28 jours suivants un dommage 
à la CTX. La régénération musculaire est caractérisée par une dégénérescence des fibres 
musculaires accompagnées d’une forte infiltration de cellules inflammatoires (7j). S’en suit 
la réparation des fibres musculaires par les CPM qui fusionnent entre elles afin de former 
des fibres en maturation qui sont caractérisées par un petit diamètre et la présence de 
noyaux centraux (J14) (flèches). À 28j, la majorité des fibres sont matures et ont retrouvé 
leur dimension initiale. De plus, les noyaux ont migré du centre vers la périphérie 
(observations non publiées).

1.3 Principales voies de signalisation impliquées dans la myogenèse adulte

Deux principales voies de signalisation impliquées dans la myogenèse 

prénatale (cf. section 1.2.1) jouent un rôle critique dans la régénération des fibres 

musculaires chez l’adulte: la voie Notch et Wnt.

1.3.1 La voie Notch

1.3.1.1 Généralités

La voie Notch joue un rôle crucial dans la régulation du devenir cellulaire par 

le biais d’interactions cellules-cellules lors de la morphogénèse, l’homéostasie et la 

régénération tissulaire (Kopan et Ilagan 2009). Chez les vertébrés, la signalisation 

Notch est initiée par des ligands extracellulaires de type Delta et Jag qui, lors de 

l’interaction avec le récepteur Notch, induisent le clivage de son domaine 

intracellulaire Notch Intra Cellular Domain (NICD). Une fois clivée, NICD 

transloque au noyau où il interagit avec un complexe nucléaire (CBF1/RBP-J, Lag1
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et Suppressor of Hairless [Su(H)]) appelé CLS, et active la transcription de gènes 

cibles tels que Hes et Hey (Kopan 2012) (Figure 1.9).

1.3.1.2 La voie Notch dans la myogenèse adulte

Lors de la myogenèse adulte, il y a une augmentation de l’expression de 

composants de la voie Notch, notamment Notch-1 et de Delta-1, dans les cellules 

satellites activées et les fibres musculaires (C onboy et Rando  2002; C onboy  et al. 

2003). L’augmentation de l’activité Notch cause la transition des cellules satellites 

activées en CPM prolifératives, empêchant du même coup leur différenciation et 

leur fusion en myotubes (Kuroda  et al. 1999; C onboy et Rando  2002; C onboy  et 

al. 2003; Buas et al. 2010). L’inhibition de la voie Notch dans le muscle 

squelettique par la perte d’expression de Deltal ou de RBP-Jk induit une 

diminution du nombre de cellules satellites et une différenciation prématurée des 

CPM (Schuster -G ossler  et al. 2007; V asyutina  et al. 2007). Le rôle de cette voie 

de signalisation est de maintenir le réservoir de cellules satellites en inhibant leur 

différenciation et en favorisant leur auto-renouvellement afin de maintenir 

l’homéostasie du tissu.

Il a été montré que la signalisation de Notch régule la division asymétrique 

des cellules satellites (Conboy  et Rando  2002; Shinin et al. 2006; Kuang et al. 

2007). En effet, la cellule fille engagée dans la voie myogénique exprime fortement 

Delta-2. Cela induit l’activation de la voie Notch de l’autre cellule fille qui retourne 

alors dans un état quiescent. De manière intéressante, Numb, un inhibiteur de la 

voie Notch, est exprimé spécifiquement dans la cellule fille qui se différencie 

empêchant ainsi que les deux cellules filles ne s’engagent dans le processus de 

différenciation. De plus, le niveau d’expression de Delta-1 est élevé dans les 

cellules satellites (Pax7+Myf5) et faible dans les CPM (Pax7+Myf5+) (Kuang  et al.

2007) (section 1.1.2.3). Toutefois, aucun lien direct n’a été fait entre la 

signalisation de Notch et l’expression de Myf5.

Finalement, une étude récente a montré que l’activation constitutive de 

Notch dans les cellules satellites favorise leur auto-renouvellement en augmentant 

l’expression de Pax7 (W en et al. 2012). D’après les auteurs, la décision des
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cellules satellites de se différencier, ou de retourner à l’état quiescent, est sous le 

contrôle de la voie Notch. Ainsi, l’activation de la voie Notch dans une CPM 

proliférative causerait l’expression de Pax7 et inhiberait l’expression de MyoD, 

nécessaire à leur différenciation. Ces travaux ont montré que le rôle de la voie 

Notch dans l’auto-renouvellement des cellules satellites est direct, est indépendant 

de Myf5, et n’est pas dû à une simple inhibition de leur différenciation. Par ailleurs, 

il a récemment été suggéré que la voie Notch serait importante pour le retour des 

cellules satellites dans leur niche, définie par la présence d’une fibre musculaire 

d’un côté et d’une lame basale de l’autre (B ro h l et al. 2012). En effet, les auteurs 

ont montré que le positionnement de cellules myogéniques dans un environnement 

permettant leur retour à l’état quiescent implique la formation d’une lame basale 

par ces mêmes cellules qui serait dépendante de la voie Notch.

Voie non activée Voie activée

Notch-

(A) (B)
Figure 1.9 La voie de signalisation Delta/Notch
Notch est un récepteur de surface qui transmet des informations cellule-cellule. (A) 
Lorsqu’aucun ligand de la voie Notch n’est présent, les gènes cibles de cette voie sont 
réprimés par la présence de co-répresseurs qui interagissent avec le complexe CLS 
(CBFI/RBP-Jk, Suppressor of Hairless, Lag1). (B) La présence d’agonistes tels que 
Deltal, 3 et 4 ou Jag1 et 2 induit le clivage de la partie intra cytoplasmique du récepteur 
Notch (NICD). Une fois transloquée dans le noyau, NICD interagit avec des répresseurs 
transcriptionnels du complexe CSL. Cela induit la transcription de gènes cibles de la voie 
Notch, notamment les gènes Hes et Hey. La signalisation Notch peut entre autres être 
inhibée par les protéines Numb et Nrap. Adapté de (Kopan 2012).
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Fait intéressant, les travaux de Conboy et collaborateurs ont montré une 

relation directe entre la diminution de l’activité de la voie Notch dans les cellules 

satellites et la perturbation de la régénération du muscle vieillissant chez la souris 

(C onboy et al. 2003). En effet, l’inhibition de la voie Notch dans les cellules 

satellites de muscles jeunes diminue la régénération musculaire. À l’inverse, 

l’activation forcée de la voie Notch dans les cellules satellites d’un muscle âgé 

induit une meilleure régénération musculaire que les individus âgés contrôles 

(C onboy et al. 2003). Des expériences de parabioses, technique qui consiste à 

fusionner deux individus afin qu’ils partagent le même environnement systémique, 

entre des souris jeunes et âgées ont révélé que les capacités régénératives du 

muscle âgé pouvaient être rétablies lorsqu’exposées à un environnement 

systémique jeune. Ces résultats démontrent que la régénération musculaire est 

liée à des facteurs systémiques se trouvant dans le microenvironnement des 

cellules progénitrices du muscle qui contribuent à moduler leur comportement.

1.3.2 La voie Wnt

1.3.2.1 Généralités

Les Wnt forment une famille de glycoprotéines sécrétées riches en cystéine 

qui participent au développement embryonnaire des organismes multicellulaires 

ainsi qu’à l’homéostasie des tissus adultes (M iller 2002). À ce jour, 19 ligands 

Wnt et 10 différents membres de la famille des récepteurs Frizzled ont été 

répertoriés dans le génome humain ce qui implique de nombreuses interactions 

Wnt/Frizzled possibles pouvant avoir des propriétés de signalisation distinctes 

(N usse  2008, Nusse  2012). La complexité des Wnts et des voies de signalisation 

qu’elles activent est de plus accrue par le fait qu’elles diffèrent selon la nature de la 

cellule cible et les récepteurs présents à sa surface (Marlow  et al. 2002; S mit et 

al. 2004; T ao et al. 2005; M ikels et Nusse 2006). Lors de l’embryogenèse, ils sont 

impliqués dans divers rôles essentiels, tels que la prolifération, la migration, la
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polarité, la mort et le devenir cellulaire. Les Wnt sont donc très conservés au cours 

de révolution.

Les voies de signalisation activées par les différents Wnt ont été classées 

en deux types: la voie canonique et les voies non canoniques, selon que les Wnt 

induisent respectivement une accumulation intracellulaire de la protéine (3-caténine 

ou non. Les voies non canoniques comprennent la voie Planar Cell Polarity (PCP), 

la voie Wnt/Ca2+ et la cascade de signalisation PI3K/AKT/mTOR. Les voies non 

canoniques, moins bien caractérisées que la voie canonique, interviennent dans 

de nombreux processus tels que la polarité des cellules épithéliales, l’organisation 

du cytosquelette, l’adhésion et la migration cellulaire ainsi que la division 

symétrique des cellules satellites (Le G rand et al. 2009; von  Maltzahn et al. 

2012). La voie canonique de Wnt, aussi appelée voie Wnt/(3-caténine, est 

caractérisée par sa capacité à moduler la quantité de (3-caténine intracellulaire. 

Lorsqu’aucun ligand Wnt n’est présent dans l’environnement de la cellule cible, la 

|3-caténine est continuellement phosphorylée sur ses résidus Sérine (Ser33/37) et 

Thréonine (Thr41) par un complexe cytoplasmique dans le but d’être dégradée par 

le protéasome. Ce complexe est composé de l’axine, du suppresseur de tumeur 

adenomatous polyposis coli (APC), de la glycogène synthétase kinase 3(3 

(GSK3J3), la caséine kinase 1a et de la protéine phosphatase 2A (C levers  2006). 

Si des Wnt sont présents dans l’environnement de la cellule cible, ils se lient à leur 

récepteur spécifique constitué de deux composants, soit un membre de la famille 

des Frizzled et un co-récepteur des lipoprotéines de faibles poids moléculaires 

(LRP5/LRP6). Les récepteurs Frizzled forment une famille de protéines à sept 

domaines transmembranaires possédant un domaine riche en cystéine (CRD, 

Cystein-Rich Domain) à leur extrémité N-terminale par lesquels les Wnts se lient. 

L’activation des récepteurs Frizzled par des Wnt cause la phosphorylation du co- 

récepteur LRP et le recrutement de l’axine. Dishevelled (Dvl-2) est lui aussi 

phosphorylé et induit l’inhibition du complexe Axine-APC-GSK3(3 provoquant ainsi 

l’accumulation de p-caténine intracellulaire. De cette manière, la (3-caténine 

échappe à sa dégradation sous une forme hypo-phosphorylée et stabilisée, avec 

une localisation préférentielle au noyau. Dans le noyau, la [3-caténine lie l’un des
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membres de la famille des facteurs de transcriptions se liant à l’ADN, le T cell 

factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) (Arce et al. 2006). Il y a alors 

transcription des gènes cibles ou de la voie Wnt canonique avec l’aide de divers 

co-activateurs (Figure 1.10).

Voie non activée Activation 
par Wnt

Inactivation 
par antagonistes
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Figure 1.10 Activation et inhibition de la voie Wnt canonique
(A) Lorsqu’aucun ligand Wnt n'est présent dans l’environnement cellulaire, la [3-caténine 
est phosphorylée par la GSK3 afin d’être ubiquitinée et dégradée par le protéasome. (B) 
Lorsque présent dans l’environnement de la cellule, l’agoniste Wnt se lie avec un 
récepteur Frizzled et des co-récepteurs LRP5/6. Cette interaction cause l’inhibition du 
complexe impliquant GSK3 et l’accumulation de [3-caténine intra-cytoplasmique. Celle-ci 
va alors transloquer dans le noyau et induire la transcription des gènes cibles par 
l’intermédiaire du complexe TCF/LEF. (C) Il existe plusieurs antagonistes capables 
d’inhiber l’activité de la voie Wnt canonique. Des derniers se distinguent par leur capacité 
à interagir directement avec les agonistes (Wif-1), les récepteurs (DKK) ou encore les 
deux à la fois (sFRP). Adaptée de (M iller 2002).

Les gènes cibles de la voie canonique de Wnt sont très variés, mais sont 

principalement impliqués dans la structure de la chromatine et la régulation de 

l’ARN polymérase II telles l’acétylation et la méthylation des histones ou des 

protéines de liaison à la chromatine. De plus la p-caténine, en association avec les 

facteurs de transcription précédemment cités, peut activer, mais aussi réprimer la 

transcription des gènes cibles tels FGF20, DKK1, WISP1, MYC et la cycline D1 

(H e et al. 1998; Pennica  et al. 1998; T etsu et M cC ormick  1999; C hamorro  et al.

2005).
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La voie de signalisation des Wnt peut être modulée par la présence de 

protéines extracellulaires capable de l’inhiber. Parmi elles, on trouve les membres 

de la famille des secreted Frizzled-Related Protein (sFRP) (M oon  et al. 1997), 

Wnt-inhibitory factor-1 (Wif-1) (H sieh  et al. 1999), Cerebelus (P iccolo et al. 1999) 

et la famille des Dickkopf (DKK). Les sFRP ainsi que Wif-1 et Cerebelus peuvent 

se lier directement aux Wnt sécrétés et ainsi empêcher leur interaction avec les 

récepteurs Frizzled. Les sFRP peuvent aussi interagir avec les Frizzled, inhibant 

ainsi la voie Wnt en formant un complexe non fonctionnel avec les Frizzled. Il 

existe chez l’homme cinq gènes sFRP mais leur spécificité pour les différents 

ligands Wnt ainsi que pour les récepteurs Frizzled reste à déterminer (M iller 

2002). Les inhibiteurs de la famille des DKK, répertoriés au nombre de quatre chez 

l’homme, ne se lient pas aux Wnt mais empêchent l’activation de la voie Wnt 

canonique en interagissant avec le domaine extracellulaire des récepteurs LRP 

(Bafico  et al. 2001).

1.3.2.2 La voie Wnt dans la myogenèse adulte

La voie Wnt canonique intervient dans la formation des cellules 

myogéniques des somites lors de l’embryogenèse (M unsterberg  et al. 1995) en 

influençant l’expression de Pax3, Pax7 et des MRF dans les cellules pré- 

myogéniques (Tajbakhsh et al. 1998; Otto  et al. 2006). Lors de la régénération 

musculaire adulte, la signalisation Wnt est impliquée dans l’auto-renouvellement 

des cellules satellites et la différenciation des CPM. Dans la phase précoce de 

régénération, les agonistes Wnt5a, 5b et 7a sont surexprimés, alors que 

l’expression de Wnt4 est réprimée. Dans une étape plus tardive, les ligands Wnt 

7b et 3a sont exprimés à leur tour (Polesskaya et al. 2003; Brack et al. 2008). 

Wnt7a est impliqué dans la division d’une sous-population de cellules satellites 

avec des propriétés de cellules souches par l’intermédiaire de la voie Wnt non 

canonique PCP. La surexpression de Wnt7a lors de la régénération induit une 

augmentation du nombre de cellules satellite et à l’inverse, les souris déficientes
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pour cette protéine ont un nombre réduit de cellules satellites suite à la 

régénération (Le G ra n d  et al. 2009).

Toutefois, il semble que la différenciation des CPM soit principalement 

contrôlée par la voie Wnt canonique. En effet, il a été montré qu’une transition de 

la voie Notch vers la voie Wnt canonique est nécessaire à l’initiation de la 

différenciation des CPM (B ra c k  et al. 2008). L’induction exogène de la voie 

canonique par l’intermédiaire de Wnt3a lors de la phase précoce de régénération 

résulte en une différenciation prématurée des CPM. Ces résultats ont été 

confirmés in vitro, où l’inhibition de GSK3P ainsi que l’activation pharmacologique 

de la voie Wnt canonique facilitent la différenciation des CPM (P o lesskaya  et al. 

2003; R o c h a t et al. 2004; van d e r V e ld e n  et al. 2006). De plus, une étude récente 

a montré que les co-régulateurs BCL9 et BCL9-2 sont nécessaires à l’activation de 

la voie Wnt canonique dans la régénération musculaire murine (B ra c k  et al. 2009).

De manière intéressante, la voie Wnt canonique est impliquée dans le 

développement de fibrose lors du vieillissement musculaire ainsi que dans la 

fibrose dans d'autres organes. De forts taux de mutations de la p-caténine ainsi 

que l’un de ses régulateurs négatifs APC ont été retrouvés dans la fibromatose 

agressive et la tumeurs desmoïdes associées à la prolifération bénigne de 

fibroblastes (Alm an et al. 1997; T e jp a r  et al. 1999). De plus, les travaux de Cheon 

et collaborateurs ont montré que l’activation forcée de la (3-caténine est suffisante 

pour induire une plaie hyperplasique et une surproduction de collagène, mimant la 

fibromatose agressive chez l’humain (C heon et al. 2002; C heon et al. 2006). Une 

augmentation de l’activité de la voie Wnt induite par une diminution de ses 

inhibiteurs notamment sFRP1 a aussi été associée à la sclérose systémique du 

poumon fibrotique et à la fibrose pulmonaire idiopathique (R u s s e ll et al. 2010; 

Hsu et al. 2011). De plus, Salazar et collaborateurs ont montré que les cellules 

souches mésenchymateuses (CSM) synthétisent entre autres des Wnt impliqués 

dans la prolifération et la synthèse de collagène par les fibroblastes du poumon 

(S a la z a r  et al. 2009). L’activation de la voie Wnt canonique a un impact sur la 

prolifération et l’invasion des CSM, mais intervient aussi dans l’induction ou 

l’inhibition de leur différenciation ostéogénique, chondrogénique et adipogénique.
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Ces différenciations dépendent des Wnt, des récepteurs Frizzled impliqués ainsi 

que le niveau d’activation de la voie Wnt (Ka ro w  et al. 2009; Ling  et al. 2009).

En résumé, la voie Wnt joue un rôle clé dans l’homéostasie du muscle et 

lors de sa régénération en modulant le comportement des cellules satellites et des 

CPM du muscle squelettique. Toutefois, l’impact de cette voie sur les cellules 

progénitrices stromales du muscle n’a pas encore été exploré. Sachant que la voie 

Wnt est impliquée dans la fibrose du muscle squelettique vieillissant ainsi que dans 

la fibrose d’autres organes, il serait intéressant de vérifier si elle pourrait avoir un 

rôle dans la fibrose du muscle dystrophique, une complication conduisant à la 

perte des fonctions cardio-respiratoires chez les personnes qui en sont atteintes.

1.4 La niche des cellules satellites

Le comportement des cellules souches est régulé par un ensemble de 

signaux provenant de son microenvironnement, aussi appelé niche. Dans le 

muscle squelettique, les cellules satellites sont confinées dans une niche qui 

consiste en une combinaison spécifique de composants cellulaires, biochimiques 

et biophysique (Figure 1.11) (Scharner  et Zamm it  2011). Cette niche leur permet 

d’être maintenues dans un état quiescent en condition physiologique normale et 

également de s’activer et de proliférer de façon optimale au besoin.

L'importance de la niche sur le comportement des cellules satellites peut 

être mise en évidence lors de leur mise en culture. En effet, une fois en culture, les 

cellules satellites perdent leur potentiel régénératif. Partridge et collaborateurs ont 

procédé à la première thérapie cellulaire qui consiste à injecter des CPM dans le 

muscle de souris dystrophiques (Partridge  et al. 1978; M organ  et al. 1988; 

Partridge  et al. 1989). Ils ont alors constaté que les CPM transplantées 

fusionnent très peu avec les fibres endommagées et seulement quelques 

myofibres sont positives pour la dystrophine chez des souris mdx (X chromosome- 

linked Muscular Dystmphÿ). Depuis, plusieurs équipes ont tenté le même type
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d’expérience. Chez des patients atteints de la DMD, Gussoni et collaborateur ont 

rapportés que 10 % des cellules injectées était encore présentes 6 mois après la 

transplantation et que la moitié de celles-ci avaient intégré les fibres du receveur 

(G ussoni et al. 1997). L’efficacité des CPM transplantées est modeste puisqu’une 

très grande majorité est perdue dans la première semaine et n’est pas localisée 

dans la niche des cellules satellites, aspect essentiel au maintien à long terme des 

capacités régénératives du muscle. De plus, le potentiel migratoire des CPM est 

très faible et nécessite de nombreux sites d’injections (S kuk et al. 2007).

Matrice extracellulaire 

1

Lame basale

1 9  Signalisation Wnt canonique ^ ^ 9  Signalisation Wnt voie PCP K M
■  Wnt 3a #  HGF ^
H  Interactions cell- cell (  ) Interactions Cell-ECM (e.g. intégrine)

Heparane sulfates •  Proteoglycane ^  Fibronectine Laminine

Signalisation Delta-Notch
Facteurs de 
croissance/cytokine

— Collagène fibrillaire

Figure 1.11 La niche des cellules satellites
Les cellules satellites sont localisées dans une niche sous l’influence de signaux 
provenant de la lame basale (1), de l’environnement systémique (2), des cellules du tissu 
conjonctif (3) et de la fibre sous-jacente (4). Ces signaux permettent le maintien des 
cellules satellites dans un état quiescent en condition physiologique, et leur activation et 
différenciation lorsque la réparation des fibres musculaires est nécessaire. Adaptée de 
(Trensz et al. 2011).
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Autant les cellules satellites extraites de leur niche ont une capacité 

d’implantation limitée, autant des fibres contentant des cellules satellites localisées 

dans leur niche ont une capacité d’intégration remarquable. En effet, Collins et 

collaborateurs ont montré que la transplantation d’une seule fibre musculaire, 

possédant de 7 à 22 cellules satellites associées peut, suite à un dommage, 

générer des milliers de CPM capables de générer des centaines de nouvelles 

fibres et surtout de coloniser la niche des cellules satellites des fibres nouvellement 

réparées (C ollins et al. 2005). La compréhension des facteurs présents dans la 

niche est un aspect clé dans le maintien de leur potentiel régénératif et pourrait 

avoir un impact important d’un point de vue de la médecine régénératrice.

1.4.1 L’environnement biochimique des cellules satellites

Les cellules satellites sont exposées à des signaux provenant à la fois de la 

fibre et de la lame basale. Les interactions entre la cellule satellite et la lame 

basale se font par l’intermédiaire de jonctions intégrines. Les cellules satellites 

expriment l’intégrine a7(31 qui permet la jonction avec divers constituants de la 

lame basale telle la laminine (Burkin et Kaufman  1999). Les divers protéoglycanes 

présents dans la lame basale sont capables de séquestrer des facteurs de 

croissance incluant le basic fibroblast growth factor (bFGF), hepatocyte growth 

factor (HGF), epidermal growth factor (EGF), insulin-like growth factor-1 (IGF-1) et 

divers agonistes de la voie Wnt, provenant de la circulation sanguine, ou encore 

sécrétés, par les cellules stromales et les cellules satellites elles-mêmes (D iMario  

et al. 1989; Tatsumi et al. 1998; Machida  et Booth  2004; G olding  et al. 2007; 

Brack et al. 2008; Le G rand et al. 2009). Ces facteurs sont capables de stimuler la 

survie, l’activation ou la prolifération des cellules satellites. De plus, les cellules 

satellites expriment les syndecanes-3/4 (C ornelison  et al. 2004) qui peuvent eux 

aussi séquestrer les facteurs de croissance précédemment cités et les libérer à la 

suite d’un dommage (O lwin et Rapraeger  1992; Tatsumi et al. 1998; C ornelison  

et al. 2001; Jenniskens  et al. 2006; Lang sdorf  et al. 2007).
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Du côté apical, la fibre musculaire est aussi une source de signaux ayant 

une influence sur le comportement des cellules satellites. Cet aspect a été suggéré 

dès les années 90 par le fait que le traitement de fibres individuelles avec une 

myotoxine induit la lyse de la fibre, mais pas de sa lame basale, causant 

l’activation des cellules satellites et la prolifération des CPM (B ischoff  1990.). 

Depuis, plusieurs aspects de l’influence de la fibre sur le comportement des 

cellules satellites ont été montrés. C’est notamment le cas de la signalisation 

cellule-cellule delta/notch, qui intervient dans l’activation des cellules satellites et 

l’inhibition de leur différenciation (C onboy  et Rando  2002; C onboy et al. 2003; Luo 

et al. 2005; Kuang et al. 2007; Brack et al. 2008). La perte d’expression du ligand 

Delta-1 ou du médiateur nucléaire RBP/J induit une différenciation prématurée des 

cellules myogéniques embryonnaires et la disparition des cellules satellites 

(Schuster -G ossler  et al. 2007; V asyutina  et al. 2007). De plus, l’inhibition 

pharmacologique de la voie Notch réduit la prolifération et l’auto-renouvellement 

des cellules satellites, alors que l’augmentation de l’activité Notch améliore la 

régénération musculaire dans le muscle âgé (C onboy et al. 2003; Kuang et al.

2007).

La cellule satellite et la fibre sous-jacente communiquent aussi par des 

jonctions impliquant les M-cadhérines (Cornelison  et W old 1997; Kuang et al.

2008). La M-cadhérine est impliquée dans l'attachement et la fusion des CPM pour 

former ou réparer les fibres musculaires (C ifuentes-D iaz et al. 1995) ainsi que 

dans leur différenciation (W robel et al. 2007). De plus, la M-cadhérine est 

surexprimée dans les cellules satellites lors de la régénération musculaire 

(Irintchev  et al. 1994). Toutefois, les souris déficientes pour la M-cadhérine ne 

présentent pas de perturbation lors de la régénération musculaire, expliquée par 

un mécanisme de compensation par d’autres cadhérines (H ollnagel et al. 2002). 

À l’exception de la voie Notch et les jonctions impliquant la M-cadhérine, peu de 

choses sont connues quant aux interactions entre la fibre musculaire avec la 

cellule satellite lors de la myogenèse. Il est toutefois admis que l’activation des 

cellules satellites dépend du HGF libéré par les fibres musculaires endommagées. 

En effet, des études récentes ont montré que la signalisation de l’oxyde nitrique
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(NO) pourrait agir en amont du HGF pour moduler l’activation des cellules satellites 

(Tatsumi et al. 2006; W ozniak et A nderson  2007).

Le comportement des cellules satellites est aussi régulé par des signaux 

provenant de sources plus lointaines. En effet, lors d’un dommage, des monocytes 

pro-inflammatoires s’accumulent et se différencient en macrophages dans le site 

de lésion. Cette conversion est accompagnée d’une sécrétion importante de 

cytokines qui stimulent la myogenèse et la maturation des fibres musculaires 

(W ehling  et al. 2001; Suelves  et al. 2002; A rnold et al. 2007; S uelves et al. 

2007; S egawa et al. 2008; T idball et V illalta 2010).

Finalement, les cellules satellites sont aussi sous l’influence de signaux 

provenant de l’environnement systémique. En effet, Christov et ses collaborateurs 

ont constaté que les cellules satellites sont en étroite association avec les 

capillaires sanguins, et que les cellules endothéliales favorisent la prolifération des 

cellules satellites par l’intermédiaire de divers facteurs de croissance tels que IGF, 

FGF, HGF et VEGF (C hristov  et al. 2007). La myostatine, un membre de la 

famille des TGF-p ( Transforming Growth Factor (S), est un autre facteur connu pour 

provenir de la circulation sanguine et des cellules interstitielles et pouvant diffuser 

à travers la lame basale pour moduler la fonction des cellules satellites 

(M cC roskery et al. 2003). L’importance de l'environnement systémique sur les 

capacités régénératives du muscle a également été remarquablement démontrée 

par des expériences de parabioses entre souris jeunes et âgées (Brack et al. 

2007). Ici, les auteurs ont montré que l’exposition d’un muscle âgé à un 

environnement systémique jeune améliorait la régénération musculaire suite à un 

dommage. Finalement, les cellules satellites expriment elles-mêmes des facteurs 

influençant leur comportement de manière autocrine et paracrine. C’est notamment 

le cas du ligand Delta-1 de la famille des récepteurs Notch impliqué dans la 

quiescence et l’auto-renouvellement des cellules satellites (C onboy et Rando  

2002; Conboy  et al. 2003; T sivitse  2010). Il est intéressant de noter que de 

nombreux autres aspects de la niche des cellules satellites sont perturbés dans le 

muscle vieillissant et sont grandement impliqués dans la diminution du potentiel 

régénératif des cellules satellites avec l’âge (Gopinath  et Rando  2008).
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1.4.2 L’environnement biomécanique des cellules satellites

Le comportement des cellules souches dépend aussi de facteurs 

mécaniques. En effet, les cellules sont capables de répondre à des signaux 

biophysiques par l’intermédiaire de mécanismes de mécanotransduction pouvant 

être transmis entre autres par les jonctions cellule-cellule, les canaux ioniques 

activés par étirement de la membrane et/ou par les complexes d’adhésion focaux 

(Lo pez  et al. 2008; G eiger et al. 2009; G uilak et al. 2009). Ces derniers font 

notamment intervenir les intégrines qui constituent un lien entre les protéines de la 

lame basale (e.g. laminine) et l’activité transcriptionnelle des cellules. Les cellules 

satellites, ainsi que les fibres musculaires, expriment spécifiquement l’intégrine 

a7(31. Toutefois, son rôle dans la mécanotransduction des cellules satellites n’a 

jamais été exploré.

Les forces perçues par les senseurs mécaniques de la membrane peuvent 

réguler le comportement de la cellule soit par interaction directe avec son 

cytosquelette (e.g. filaments d’actine), lui même couplé au noyau par des protéines 

telles que les nespines (W ang et al. 2009), soit en modulant de nombreuses voies 

de signalisation telles la voie de l’oxyde nitrique, du Ca2+, des MAP kinases, de 

(PI3K)-Akt et des SMAD (Figure 1.12). Ils modifient ainsi l’expression de gènes 

impliqués dans la synthèse et le relargage de facteurs autocrines et paracrines, la 

prolifération, la migration, la différenciation ou encore l’apoptose (L iedert  et al. 

2006; Jaalouk et La m m erding  2009; Holle et E ngler 2011; M endez  et Janmey 

2012).

De la même manière, des changements dans la composition de la MEC 

peuvent également avoir des répercussions sur l’intégrité du tissu, mais aussi sur 

le potentiel régénératif des cellules satellites. Il a par exemple été montré que le 

collagène de type VI est nécessaire au maintien de Pauto-renouvellement des 

cellules satellites et sur la régénération musculaire. En effet, une équipe a 

récemment montré que la perte d’expression du collagène de type VI diminue la 

rigidité du muscle affectant son potentiel régénératif. Un phénotype normal a pu 

être rétabli par greffe de fibroblastes de souris sauvages qui ont synthétisé du 

collagène de type VI (U rciuolo  et al. 2013).
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Figure 1.12 Principales voies de signalisation de la mécanotransduction
Les forces de l’environnement de la cellule sont transmises au cytosquelette de la cellule 
par l’intermédiaire de complexes membranaires tels DGC ou les intégrines. Les 
modifications mécaniques du microenvironnement de la cellule peuvent être converties en 
signal biochimique en déclenchant l’activation de nombreuses cascades de signalisation 
dans le cytoplasme. Ces signaux peuvent alors moduler l’expression de gènes impliqués 
dans le cycle cellulaire, l’apoptose, la migration ou la différenciation de la cellule. Le 
cytosquelette est également couplé au noyau par l’intermédiaire de nespines qui 
interagissent avec des protéines de la membrane nucléaire telles SUN1 et SUN2, 
associées aux lamines. Les lamines peuvent se lier à la chromatine et modifier l’activité 
transcriptionnelle. Ainsi, 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 ne sont pas représentées. Les voies 
de signalisation indiquées ont été identifiées dans divers types cellulaires. Adapté de 
(L ied e rt et al. 2006; Jaa louk et Lammerding 2009; D’A n ge lo  et al. 2011).

L’activation, la prolifération et la différenciation des cellules satellites in vitro 

peuvent être modifiées par des changements subtils de la rigidité de leur 

microenvironnement. La rigidité, définie par le module de Young et exprimée en
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Pascal (Pa), peut être quantifiée par microscopie à force atomique (AFM) (cf. 

section 2.15).

Quelques études présentes dans la littérature ont mesuré la rigidité du tissu 

ou des cellules musculaires sur des coupes longitudinales de muscle, des fibres 

individuelles et des cellules myogéniques différenciées en myotubes in vitro. Ainsi, 

les travaux du groupe de Engler ont montré pour la première fois que le muscle 

squelettique de souris sauvages possède une rigidité de 12 kPa (E ngler et al. 

2004b) et augmente à 18 kPa chez les souris dystrophiques. Un autre groupe a 

obtenu des valeurs de 4 kPa pour le muscle de souris sauvages et de 1,4 kPa pour 

des souris dystrophiques (Puttini et al. 2009). Ces deux publications ont défini la 

rigidité des muscles squelettiques à partir de tranches fines d’EDL (Extensor 

Digitorum Longus) et de TA (Tibialis anterior), respectivement. D’autres équipes se 

sont intéressées à la rigidité de fibres musculaires individuelles de souris et de rats 

et ont obtenu des valeurs variant de 0,350 à 61 kPa pour des fibres sauvages 

(D efranchi et al. 2005; Canato  et al. 2010; Marg  et al. 2010; O gneva  et al. 2010).

Contrairement aux études précédentes effectuées sur des tissus ou des 

cellules ex vivo, certaines équipes ont évalué le module de Young de myotubes 

issus de la fusion de C2C12, une lignée cellulaire murine. Collinsworth et ses 

collaborateurs ont obtenu une valeur de 45 kPa (C ollinsw orth  et al. 2002) alors 

que Mathur et ses collaborateurs ont quant à eux obtenu un module de Young de 

25 kPa pour le même type d’expérience (M athur  et al. 2001). Une autre équipe a 

quant à elle déterminé la rigidité de C2C12 différenciées après seulement trois 

jours de culture à 8 kPa (Zhang et al. 2004).

Enfin, il a été démontré que la lignée cellulaire myogénique C2C12 se 

différencie préférentiellement sur des substrats ayant une rigidité de 12 kPa 

contrairement à un substrat d’une rigidité inférieure à 5 kPa ou supérieure à 

20 kPa (E ngler et al. 2004b). De la même manière, le taux de prolifération de 

CPM primaires est optimal sur un substrat de 21 kPa lorsque comparé à un 

substrat de 3 ou 80 kPa (Boonen  et al. 2009). La perturbation de l’élasticité du 

muscle pourrait donc altérer les capacités de prolifération et de différenciation des 

cellules satellites et des CPM ce qui influencerait la régénération du muscle.
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Une augmentation de la rigidité de la MEC a été mesurée dans le muscle 

des souris mdx et des souris âgées pour lesquelles la régénérescence et le 

comportement des cellules satellites sont altérés (Stedman  et al. 1991; Engler et 

al. 2004b; Rosant et al. 2007; Gao  et al. 2008). De manière intéressante, la 

culture des CPM primaires sur un substrat d’une rigidité de 12 kPa (correspondant 

à celle du muscle squelettique d’après les travaux d’Engler) induit une meilleure 

régénération et une incorporation des CPM dans la niche suite à leur 

transplantation, que lorsque cultivées sur des substrats de rigidité plus faible 

(2 kPa) ou plus élevée (42 et 106 kPa) (G ilbert et al. 2010).

La littérature montre donc que l’environnement biomécanique joue un rôle 

clé dans la fonction des cellules progénitrices du muscle. Ce domaine de 

recherche en est qu’à ses balbutiements et de nombreux aspects restent à 

élucider, notamment au niveau du maintien des propriétés régénératives des CPM. 

De plus, la grande variation des valeurs obtenues indique la nécessité d’une 

harmonisation des outils, des modèles et des méthodes de mesure afin d’arriver à 

un consensus.

En résumé, la niche est une combinaison unique de facteurs biophysiques, 

biochimiques et cellulaires capables de préserver et promouvoir la quiescence, 

l'activation et la différenciation des cellules satellites. Bien que des progrès 

importants aient été faits sur son implication dans le maintien de propriétés 

régénératives des cellules satellites, de nombreux aspects restent encore à 

élucider. La compréhension des divers aspects de la niche des cellules satellites 

est d’une importance capitale dans l’élaboration de modèles in vitro permettant le 

maintien de propriétés régénératives des cellules satellites pour la thérapie 

cellulaire du muscle squelettique.
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1.5 Les altérations de la fonction musculaire

1.5.1 Le vieillissement du muscle

Le vieillissement est un processus physiologique qui se manifeste par un 

déclin progressif de la fonction physiologique de l’ensemble des tissus ainsi qu'une 

réponse différée suite à un dommage. Le muscle squelettique ne faisant pas 

exception, son vieillissement est caractérisé par un déclin progressif de la masse 

et de la force musculaire, aussi appelé sarcopénie (Di Iorio  et al. 2006), ainsi que 

par une diminution de ses capacités régénératives suite à un dommage (Conboy  

et al. 2003 ; Carlson  et al. 2009; Carosio  et al. 2011). Les conséquences de la 

sarcopénie sont une perte d’autonomie et un risque accru de chutes et de 

fractures. Chez l’homme, la sarcopénie apparaît entre l’âge de 50 et 80 ans où 

30% de la masse musculaire et 35% des fibres musculaires sont perdues 

(Frontera  et al. 2000).

1.5.1.1 Caractéristiques du muscle vieillissant

Le vieillissement du muscle est caractérisé par une diminution du nombre et 

de la taille des fibres musculaires (Faulkner et al. 2007). L’atrophie musculaire est 

associée à un débalancement entre la synthèse et la dégradation protéique des 

fibres, avec une diminution de protéines myofibrillaires et de l’expression de la 

MHC, ainsi qu’une perturbation du fonctionnement du protéasome, de l’autophagie 

et de la dégradation lysosomale (Hasten  et al. 2000; Tavernarakis 2008; 

C ombaret et al. 2009). La diminution de la taille des fibres est également 

accompagnée par une diminution du nombre de noyaux présents dans les fibres 

musculaires, suggérant un défaut de prolifération des CPM lors de la réparation 

des fibres musculaires (Brack et al. 2005).

La diminution du potentiel régénératif du muscle squelettique est 

principalement attribuée aux cellules satellites. La variation du nombre de cellules 

satellites a fait l’objet de nombreuses recherches aboutissants à des conclusions 

variées allant d’un déclin prononcé à une légère augmentation (G ibson et Schultz 

1983; C onboy et al. 2003; Sajko et al. 2004; Brack et al. 2005; S hefer  et al.
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2006). Cette variabilité est attribuable aux différences entre les modèles animaux, 

les types de muscle, l’âge des individus et à la méthode utilisée pour dénombrer 

les cellules satellites. En général, les travaux ont montré que le muscle âgé 

présente un délai dans l’activation des cellules satellites, et une diminution de leur 

prolifération, causant une diminution du nombre de CPM (Carosio  et al. 2011; 

Jang  et al. 2011). Shefer et collaborateurs ont montré par des cultures de fibres 

individuelles que la prolifération des CPM âgées est diminuée du tiers lorsque 

comparé à des CPM de muscle jeunes. Ces auteurs ont de plus mis en évidence 

un important délai dans la capacité des CPM âgées à former des myotubes en 

culture (Shefer  et al. 2006). De plus, une diminution du nombre de noyaux par 

myotube ainsi qu’une diminution de leur taille ont été observées (Beccafico  et al.

2007).

En ce qui concerne les facteurs de transcription spécifiques à la 

myogenèse, il semble que l’expression de MyoD, Myf5, de la myogénine soit 

augmentée dans le muscle âgé (D edkov et al. 2003). Le muscle âgé semble donc 

présenter une perturbation de l’état de différenciation de ses CPM. Toutefois ces 

observations ont été obtenues par quantification des protéines totales du muscle et 

n’ont pas été explorées à l’échelle cellulaire.

1.5.1.2 Altérations du microenvironnement du muscle âgé

De nombreuses expériences in vitro et in vivo suggèrent que la diminution 

du potentiel régénératif avec l’âge est due à une altération du microenvironnement 

des cellules progénitrices du muscle. Dès 1989, Carlson et Faulkner ont montré 

par des transplantations autologues et hétérologues de muscles jeunes et âgés 

que la force maximum et la masse d’un muscle âgé greffé dans un muscle jeune 

ne sont pas différentes d’un muscle jeune greffé dans un individu jeune, suggérant 

que la régénération du muscle ne dépend pas de l’âge du tissu greffé, mais de 

l’environnement dans lequel il est placé (Carlson et Faulkner 1989). Cela a été 

confirmé par les expériences de parabioses entre des souris jeunes et âgés 

(C onboy et al. 2005; Brack et al. 2007). De plus, des expériences menées in vitro
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montrent que les CPM de muscle âgé prolifèrent aussi bien que des CPM de 

muscles jeunes en culture (Barani et al. 2003; S hefer  et al. 2006) suggérant que 

la perturbation de leur prolifération n’est pas due à des modifications intrinsèques 

des CPM mais à une perturbation des facteurs de leur environnement.

Comme décrite précédemment, la voie Notch est une voie de signalisation 

jouant un rôle majeur dans l’activation et la prolifération des cellules satellites lors 

de l’embryogenèse (Vasyutina  et al. 2007) et dans le muscle adulte (C onboy et 

Rando  2002). Le déclin de la signalisation Notch avec l’âge, défini par la 

diminution de l’expression de récepteurs Notch-1 et du ligand Delta-1 (Conboy et 

al. 2003; Carlson et al. 2008), est considéré comme l’une des causes de la 

diminution du potentiel régénératif des cellules satellites âgées. En effet, des 

expériences de parabioses entre souris adultes et âgées ont montré que 

l’exposition d’un muscle âgé à un environnement systémique jeune induit une 

augmentation de 5 fois de l’expression du ligand Delta par rapport à un muscle âgé 

exposé à un environnement âgé (C onboy et al. 2005). De plus, l’activation forcée 

de la voie Notch dans le muscle endommagé de souris âgées restaure leur 

potentiel régénératif (C onboy et al. 2003) (Figure 1.13).

La transition temporelle entre la prolifération et la différenciation des CPM, 

essentielle pour la régénération adéquate des fibres musculaires, nécessite une 

transition de la voie Notch à la voie Wnt (Brack et al. 2008). La balance temporelle 

entre l’activité de la voie Notch et celle de la voie Wnt dirige les précurseurs 

musculaires vers la lignée myogénique. De manière intéressante, l’activation 

aberrante de la voie Wnt est impliquée dans la conversion fibrogénique de cellules 

dans plusieurs tissus. L’activité de la voie Wnt canonique est augmentée dans le 

muscle de souris âgées ainsi que dans les progéniteurs myogéniques exposés à 

un sérum âgé (Brack et al. 2007). Dans ces travaux, les auteurs montrent que 

l’ajout de Wnt3a, un agoniste de la voie Wnt canonique, à un sérum jeune induit 

une augmentation de la conversion fibrogénique des CPM in vitro. De plus, la 

conversion fibrogénique induite par l’exposition de CPM à un sérum âgé est 

réduite par l’ajout d’inhibiteurs de cette voie. In vivo, l’ajout exogène de Wnt3a 

dans un muscle adulte provoque un dépôt de tissu conjonctif comparable à celui
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observé dans le muscle âgé suite à une régénération musculaire et une diminution 

de la prolifération des cellules satellites. A l’inverse, des injections d’un inhibiteur 

de la voie Wnt canonique, DKK1, diminuent la fibrose du muscle âgé en 

régénérescence. Finalement, l’exposition d’un muscle âgé à un environnement 

systémique jeune par des expériences de parabioses permet de réduire la fibrose 

du muscle âgé suite à un dommage. Ces études suggèrent un antagonisme des 

voies canoniques et non canoniques de Wnt dans le muscle adulte (B ra c k  et al. 

2007; B ra c k  et al. 2008; Le G ra n d  et al. 2009). Par ailleurs, les souris déficientes 

pour la protéine Klotho, un inhibiteur de la voie Wnt, ont un vieillissement accéléré 

caractérisé par une diminution du nombre de cellules souches et une 

augmentation de la sénescence de leurs progéniteurs (Liu et al. 2007).

Le facteur de croissance fibroblastique basique (bFGF) a aussi été 

récemment impliqué dans les propriétés régénératives du muscle squelettique. 

Chakkalakal et collaborateurs ont montré que l’un des composants de la niche des 

cellules satellites, la fibre musculaire, exprime du bFGF dans le muscle âgé, qui 

induit la sortie de quiescence de certaines cellules satellites menant à la perte de 

leur capacité régénérative et d’auto-renouvellement (C h a k k a la k a l et al. 2012). À 

l’inverse, l’inhibition du récepteur du bFGF ou la surexpression de Sprouty-1 

(Spryl), un inhibiteur de la voie de signalisation de bFGF, empêche l’épuisement 

du nombre de cellules satellites. Les auteurs ont ainsi mis en évidence un facteur 

de l’environnement des cellules satellites modulé lors du vieillissement qui 

influence directement leur quiescence et leur fonction (C h a k k a la k a l et al. 2012).
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Figure 1.13 Effet du vieillissement et de la stimulation de voies de signalisation sur 
la myogenèse du muscle âgé
Contrairement aux cellules satellites de muscles jeunes, les cellules satellites de muscles 
âgés semblent présenter une diminution de leur capacité proliférative et une perturbation 
de leur différenciation et de leur fusion aboutissant à des fibres musculaires plus petites, 
moins bien formées, et possédant moins de myonuclei. Leur activation, prolifération et 
différenciation étant sous le contrôle des voies de signalisation Notch et Wnt, la 
modulation de ces deux voies permet de restaurer leur potentiel régénératif. Adaptée de 
(A rth u r  et C ooley  2012).

Avec l’âge, le muscle présente de plus un remplacement des fibres 

musculaires par du tissu fibreux (fibrose) et adipeux (dégénérescence graisseuse) 

contribuant à la diminution des capacités musculaires. Cette augmentation est 

associée à une augmentation de fibroblastes et d’adipocytes dans la portion 

stromale (B ra c k  et al. 2007; N aric i et M a f fu l l i  2010; S e rra n o  et M unoz- 

C anoves 2010).

La MEC fait partie intégrante de la niche des cellules satellites et joue donc 

un rôle important dans leurs propriétés régénératives. Lors du vieillissement, la 

MEC subit des modifications structurelles, biochimiques, cellulaires et 

fonctionnelles (Figure 1.14). Les modifications structurelles de la MEC ont 

principalement été appréciées par sa composition en collagène dont il existe 28 

sous-types (G o rd o n  et Hahn 2010), largement représentés par le collagène de
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type I, III, IV et VI dans le muscle squelettique (K ragstrup  et al. 2011). La 

quantification du collagène des tissus a principalement été effectuée sur des 

coupes histologiques par des colorations au Sirius Red ou trichrome de Masson 

(A lnaqeeb  et al. 1984; H indle et al. 2009; Ram asw am y  et al. 2011), à 

l’imprégnation d’argent de Gomori (Kovanen  et al. 1987) ou par des méthodes 

immunohistochimiques (K ovanen  et al. 1987; H indle et al. 2009; Ram asw am y  et al. 

2011). Ces études ont mis en évidence une augmentation du contenu global en 

collagène avec l’âge, plus particulièrement, au niveau de l’endomysium et du 

périmysium.

La MEC et ses composants ont des conséquences directes sur le 

comportement des cellules avoisinantes, par l’intermédiaire de plusieurs voies de 

signalisation impliquant des récepteurs de surface dont les intégrines (W ang  et al.

2009). Ces mécanismes influencent la synthèse et la dégradation des constituants 

de la matrice par les cellules stromales. Des modifications dans la densité ou le 

type de récepteur de surface pourraient donc influencer la sensibilité des cellules 

aux signaux mécaniques et l’efficacité avec laquelle l’information est transmise au 

noyau (K ragstrup  et al. 2011). Il en résulte que les conséquences biochimiques 

des modifications de la MEC sur le comportement des cellules du muscle restent 

largement à élucider. L’augmentation des composants de la MEC avec l’âge est en 

lien direct avec des modifications des propriétés fonctionnelles du muscle 

squelettique, du fait de sont rôle biomécanique.

Plusieurs études ont montré que la rigidité du muscle squelettique 

augmente avec l’âge (R odrigues  et al. 1996; G osselin  et al. 1998; G ao  et al.

2008). Outre une augmentation de la rigidité qui corrèle avec l’augmentation de la 

quantité en collagène (Alnaqeeb  et al. 1984; Z im merm an  et al. 1993; G osselin  et 

al. 1998), des études ont montré que les liaisons croisées (cross link) non induites 

enzymatiquement «AGE » (Advanced Glycation End-product) augmentent lors du 

vieillissement (Takahashi et al. 1995; Haus  et al. 2007). Ceci peut être expliqué par 

une exposition plus longue des protéines au glucose, accentuée lors du 

vieillissement. Cette exposition chronique augmenterait la formation de liaisons 

croisées AGE par mécanisme de glycation, augmentant ainsi la rigidité du tissu et



42

perturberait sa fonction (Z immerman  et al. 1993; G osselin  et al. 1998; Haus et al.

2007).

En conclusion, il semble que la diminution du potentiel régénératif du 

muscle squelettique avec l’âge implique grandement les cellules satellites et les 

cellules stromales. L’élucidation des facteurs biomécaniques et biochimiques 

guidant le comportement des cellules, altérés lors du vieillissement musculaire, est 

donc clé pour une meilleure compréhension de l’altération de leur comportement 

lors du vieillissement.
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Figure 1.14 Illustration des modifications de la niche des cellules satellites dans le 
muscle âgé
La niche des cellules satellites du muscle âgé présente des modifications structurelles, 
biochimiques et cellulaires contribuant à la diminution de la fonction musculaire avec l'âge. 
Adapté de (Gopinath et Rando 2008).
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1.5.2 Les dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires font référence à un ensemble hétérogène de 

plus de 40 maladies génétiques caractérisées par une dégénérescence 

progressive du muscle squelettique (Annexe 1). Elles découlent d’une mutation 

transmise (héréditaire) ou d’une mutation spontanée. L’hérédité de ces pathologies 

peut être liée au chromosome X comme c’est le cas pour les dystrophies 

musculaires de Duchenne (DMD, Duchenne Muscular Dystrophy), ou encore 

autosomales dominantes ou récessives pour d’autres formes plus rares de 

dystrophies (D urbeej et Cam pbell  2002).

1.5.2.1 Le complexe dystrophine-glycoprotéine

Toutes les dystrophies musculaires sont dues à une mutation dans la 

séquence d’un gène codant pour une protéine associée au complexe dystrophine- 

glycoprotéine (DGC) (Annexe 1). Ce dernier est un large complexe de protéines 

associées à la membrane, critique pour l’intégrité structurale des fibres du muscle 

squelettique. Il est constitué de dystrophines, dystroglycanes (a et (3), 

sarcoglycanes (a, (3 etc et y), sarcospanes, d’a-dystrobrevines et de diverses 

syntrophines (Figure 1.14). La dystrophine lie le cytosquelette d’actine à la 

protéine transmembranaire p-dystroglycane. Le domaine extracellulaire de cette 

dernière est relié à la protéine membranaire a-dystroglycane elle-même attachée à 

la laminine-2 de la lame basale. Ce complexe constitue donc un lien entre la 

matrice extracellulaire et le cytosquelette sub-sarcolemmique permettant 

l’harmonisation de la contraction des fibres et du muscle (G umerson  et M ichèle

2011).
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Figure 1.15 Le complexe dystrophine-glycoprotéine et les dystrophies musculaires 
associées
Les dystrophies musculaires correspondantes à la perte d’expression de la protéine sont 
indiquées en rouge. LGMD, Limb-Girdle Muscular Dystrophy; DMD, Duchenne Muscular 
Dystrophy; BMD, Becker Muscular Dystrophy; MEBS, Muscle-Eye-Brain Syndrom; EDMD, 
dystrophie musculaire d’Emerly-Dreifuss. Adaptée de (Gumerson et M ichèle 2011) et 
(Durbeej et Campbell 2002).

Lors de la contraction musculaire, les fibres sont soumises à des forces 

longitudinales transmises par l’intermédiaire des myofibrilles vers les jonctions 

myotendineuses, mais sont aussi soumises à des forces latérales dont la 

transmission d’une fibre à l’autre passe par le complexe DGC. La diminution de la 

transmission des forces latérales induite par l’altération du DGC contribue à la 

fragilité des fibres musculaires (Bloch  et G o nzalez-S erratos  2003; Ram asw am y  

et al. 2011).



45

Dans le cas de la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), l’absence de 

la dystrophine résulte en une instabilité membranaire et une déchirure du 

sarcolemme induisant une entrée de calcium intracellulaire, une activation des 

protéases calcium dépendantes, l’inhibition de l’activité mitochondriale et 

l’hypercontraction des fibres musculaires (B lake et al. 2002; Salim en a  et al. 2004). 

Cela provoque des cycles perpétuels de régénération/dégénération des fibres 

musculaires, impliquant grandement les cellules satellites, et un remplacement 

progressif des fibres musculaires par du tissu adipeux et fibreux (B iggar  2006). La 

DMD est sans équivoque la plus fréquente et la plus sévère des dystrophies 

musculaires, affectant près d’un garçon sur 3500 (E mery  2002). Les premiers 

symptômes apparaissent très tôt lors de l’enfance et mènent au décès vers l’âge 

de 20 ans en raison d’une insuffisance cardiaque et/ou respiratoire (D urbeej et 

Cam pbell  2002).

1.5.2.2 Les souris dystrophiques (mdx)

Le modèle murin de la dystrophie musculaire le plus utilisé est la souris 

mdx. Comme pour la DMD chez l’Homme, ces souris ont une mutation causant la 

perte complète de la dystrophine (Vain zo f  et al. 2008). Par contre les souris mdx 

ont un phénotype moins important et peuvent vivre presque normalement comme 

les souris sauvages. La dégénérescence des fibres musculaires des souris mdx 

débute dès le 21e jour de vie qui est suivie par une régénération rapide. En effet,

2.2 % et 5 % des fibres sont régénérées au 15e et 21e jour suivant le dommage 

respectivement. Au 30e jour de vie, on peut observer une altération histologique 

importante des fibres musculaires. À l’âge de 3 mois, plus de 50 % des fibres sont 

dans un processus de régénération qui est caractérisé par la présence fibres 

nécrotiques et de noyaux centraux (Tanabe  et al. 1986).

Comme mentionné, les muscles des souris mdx ne sont pas autant affectés 

par la perte d’expression de la dystrophine que l’homme. Les différences 

observées entre la dystrophie humaine et murine sont attribuées au fort potentiel 

régénératif des CPM des souris ainsi qu’à une compensation de la protéine
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déficiente par une protéine homologue telle que l’utrophine qui est fortement 

exprimé dans le muscle des souris mdx (Jejurikar  et Kuzon  2003; Ervasti 2007).

L’intégrité des fibres musculaires lors de la contraction est assurée par le 

complexe DCG mais aussi par les intégrines, qui constituent un lien physique entre 

la fibre et la MEC. Il a été montré que le phénotype modéré des souris mdx 

pourrait être dû à une compensation du complexe DCG par des intégrines (Guo et 

al. 2006). En effet, une équipe a montré que les souris déficientes pour la 

dystrophine et l’intégrine a7 ont une pathologie semblable à la DMD.

De nombreux autres modèles murins déficients pour une protéine impliquée 

dans le complexe DGC ont été développés et présentent une altération plus ou 

moins sévère de la fonction musculaire (Annexe 2). Comme pour les souris mdx, 

les fibres musculaires ont des cycles perpétuels de dégénérescence/régénération. 

Cela a pour conséquence une inflammation chronique du tissu qui conduit à une 

accumulation de tissu fibreux et adipeux diminuant la fonction musculaire 

(Nahirn ey  et al. 1997; M orrison  et al. 2005).

1.5.3 La fibrose musculaire

La fibrose musculaire se définit par l’accumulation excessive de composants 

de la MEC. Elle est associée à une inflammation chronique. Cette accumulation 

excessive de MEC peut diminuer la fonction du tissu et des organes (L ieber  et 

W ard  2013). Dans le muscle squelettique, la fibrose est majoritairement associée 

aux dystrophies musculaires pouvant, telle la DMD, mener au décès en raison 

d’une insuffisance cardiaque et respiratoire (E mery  2002). L’apparition de fibrose 

est également associée au vieillissement du muscle (S errano  et al. 2011).

Lors du processus normal de régénération du muscle squelettique, les fibres 

nécrosées ou endommagées sont dégradées par les cellules inflammatoires et 

sont remplacées par les CPM en différenciation (cf. section 1.2.2.1). Dans les 

dystrophies musculaires (e.g. DMD), les fibres sont continuellement renouvelées 

favorisant une inflammation chronique (G rounds et al. 2005; W ynn 2008). De 

nombreuses évidences montrent que la nature, la durée et l’intensité de la réponse
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inflammatoire suite à un dommage musculaire influencent la formation du tissu 

fibrotique (T idball 2005; W ynn 2008; Serrano  et M uno z-C ano ves  2010; T idball 

et V illalta  2010).

1.5.3.1 Types cellulaires impliqués dans la fibrose

Outre les cellules satellites, la régénération musculaire nécessite la 

prolifération et la migration de fibroblastes pour la synthèse transitoire de 

composants de la MEC comme les collagènes de type I et III, la fibronectine, 

l'élastine et divers protéoglycanes. La synthèse de ces composants permet de 

stabiliser le tissu et de constituer un échafaudage pour la réparation des fibres 

musculaires (S errano  et al. 2011). À la suite d’un dommage, les fibroblastes sont 

aussi capables de se différencier en myofibroblastes qui produisent et remodèlent 

la MEC en réponse à des cytokines pro-fibrotiques tel le TGF-p produits par les 

cellules inflammatoires (H inz et Gabbiani 2010). Le myofibroblaste est caractérisé 

par l’expression de I’alpha-smooth muscle actin (a-SMA), localisée dans les fibres 

de stress, qui lui confère sa capacité contractile. Ces cellules sont connues pour 

participer à la guérison des plaies en créant une tension mécanique de la MEC, 

notamment par l’intermédiaire de points d’adhésions focaux et de jonctions 

adhérentes (M oulin  et al. 2000; Moulin  et al. 2010). Par contre, leur persistance 

dans le tissu lésé a été associée au processus de fibrose dans de nombreux 

organes, incluant la peau, le foie, le rein, le poumon et le tissu cartilagineux (H inz 

et al. 2007). Elles synthétisent aussi des cytokines, des facteurs de croissance et 

des protéases qui exacerbent l’inflammation et un environnement pro-fibrotique.

Bien que les fibroblastes soient les principales cellules synthétisant le 

collagène, plusieurs études montrent que les CPM issues des cellules satellites et 

la lignée immortalisée C2C12 produisent du collagène de type I et III. Alexakis et 

collaborateurs suggèrent une conversion des CPM issues de muscle mdx en 

myofibroblastes (A lexakis  et al. 2007). Cencetti et collaborateurs ont récemment 

montré que le TGF-J3 induit la différenciation de cellules C2C12 en myofibroblastes 

par l’intermédiaire de la sphyngosine kinase 1 (C encetti et al. 2010). La
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surexpression de Notch-2 dans les cellules C2C12 inhibe l'expression de la a-SMA 

et du collagène de type I induite par le TGF-p. De manière intéressante, l’inhibition 

de la voie Notch par des siRNA induit l’expression de marqueurs de cellules 

myofibroblastiques sans traitement préalable avec du TGF-p (O no  et al. 2007). 

Finalement, Brack et collaborateurs ont montré que l’augmentation de la voie Wnt 

canonique avec l’âge semble conférer aux CPM un caractère fibroblastique 

impliqué dans l’accumulation de tissu fibreux (B rack et al. 2007).

D’autres types cellulaires exprimant des marqueurs mésenchymateux ont 

été impliqués dans le processus de fibrose. Lorsque le processus de régénération 

est perturbé, l’apparition de tissu fibreux est accompagnée d’une accumulation de 

tissu adipeux (dégénérescence graisseuse) (Natarajan  et al. 2010) impliquant des 

cellules résidentes du muscle appelées FAP (Fibro/Adipogenic Progenitors) (Joe 

et al. 2010). Ces cellules mésenchymateuses, localisées dans la portion stromale 

du muscle, semblent être une source de signaux pour la différenciation des CPM 

lors du processus de régénération (Joe et al. 2010; Uezumi et al. 2010). Lorsque la 

régénération musculaire est imparfaite, les FAP persistent dans le tissu et se 

différencient en cellules pro-fibrotiques, comme les myofibroblastes, et en 

adipocytes (Joe et al. 2010; Uezumi et al. 2010).

Finalement, Hidestrand et collaborateurs ont montré chez la souris qu’une 

population de cellules non myogéniques (MyoD ) et non hématopoïétique (CD45') 

exprimant le marqueur Seal favorise la fibrose musculaire de souris âgées 

(H idestrand  et al. 2008). Ces cellules surexpriment des gènes associés à la 

fibrose possiblement régulés par Wnt-2. De manière intéressante, l’antigène Sca-1 

est capable d’influencer la régénération musculaire en modulant le remodelage de 

la MEC. Les souris déficientes pour Sca-1 présentent des défauts de la 

régénération musculaire et une fibrose augmentée suite à un dommage, en raison 

d’une diminution de l’activité des métalloprotéinases de la matrice (MMP) (Long  et 

al. 2011).

Les MMP et leurs inhibiteurs (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase, TIMP) 

ont aussi un impact sur le développement de la fibrose du fait de leur rôle dans la 

dégradation des constituants de la matrice. Par exemple, MMP-2 et 9 sont
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fortement exprimées dans le muscle des souris mdx, et l’inhibition de la MMP-9 

améliore la régénération musculaire en réduisant la détérioration du muscle, la 

nécrose, l’inflammation et la fibrose (K herif et al. 1999; Li et al. 2009).

1.5.3.2 Voies de signalisation impliquées dans la fibrose musculaire

Le TGF-P est une cytokine intervenant comme régulateur de la guérison des 

plaies et de la fibrose. Son interaction avec ses récepteurs spécifiques induit la 

transcription de gènes cibles par l’intermédiaire de diverses protéines SMAD 

(Figure 1.15).

Le TGF-P est fortement exprimé lors de la régénération du muscle suite à 

un dommage, dans le muscle des patients atteints de la DMD ainsi que dans le 

muscle des souris mdx (Zhou et al. 2006) où il a le potentiel d’induire la fibrose en 

stimulant la production de composants de la MEC comme le collagène et la 

fibronectine. De manière intéressante, l’injection intramusculaire de TGF-P semble 

stimuler l’expression de TGF-p dans les cellules myogéniques et induit la formation 

de tissu conjonctif dans la zone d’injection (Zhu et al. 2007). De plus, des CPM 

transfectées avec un vecteur exprimant le TGF-P peuvent se différencier en 

myofibroblastes suite à leur transplantation intramusculaire. Finalement, LTBP4 

(latent TGF-P-binding protein 4), une protéine régulant le relargage et la 

disponibilité du TGF-p dans la MEC, est capable de moduler la fibrose dans le 

muscle de souris dystrophiques (H eydemann  et al. 2009).

Divers antagonistes de la voie du TGF-P sont capables d’inhiber la fibrose et 

d’améliorer la régénération musculaire dans plusieurs modèles animaux incluant la 

décorine (Z hu et al. 2007; Bedair et al. 2008), la suramine (C han et al. 2003) ou 

l’halofugione (H uebner  et al. 2008; Roffe  et al. 2010). C’est aussi le cas du 

Losartan (C ohn et al. 2007), un antagoniste du récepteur de l’angiotensine II de 

type 1 connu pour inhiber la signalisation du TGF-P dans plusieurs pathologies 

(L im et al. 2001; Guo et Qiu 2003; Lavo ie  et al. 2005). Toutefois, aucun d’entre eux 

ne semble capable de résorber la fibrose une fois formée.
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La myostatine est un membre de la famille du TGF-P exprimé 

spécifiquement dans le muscle squelettique et principalement connu pour inhiber 

la myogenèse. Les souris déficientes pour la myostatine ont une augmentation de 

leur masse musculaire, du diamètre et de la force des fibres musculaires (G lass 

2010). La perte de fonction de la myostatine chez des souris mdx diminue la 

fibrose en réduisant l’accumulation de composants de la MEC et améliore la 

régénération musculaire (Wagner  et al. 2002; M cC roskery  et al. 2003).

Figure 1.16 La voie de signalisation du TGF-P
La signalisation du TGF-p se fait par l’intermédiaire d’un récepteur transmembranaire 
hétérodimérique constitué d’un récepteur au TGF-P de type I (activin-linked kinase 5, 
ALK5) et d’un récepteur au TGF-P de type II. ALK5, par son activité sérine/thréonine 
kinase, induit la phosphorylation de protéines Smad notamment Smad 2 et 3. Ces 
dernières se lient à Smad 4 pour former un complexe pouvant transloquer dans le noyau 
où il régulera l’expression de gènes cibles (Bonniaud et al. 2005). Il est important de noter 
que le TGF-P peut interagir avec d’autres voies de signalisation telles les MAP kinases, 
MEK/ERK et JNK. Adaptée de (Shi et Massague 2003).

Finalement, Brack et collaborateurs ont montré que la voie canonique de 

Wnt est impliquée dans la formation de fibrose lors du vieillissement du muscle 

(Brack et al. 2007). En effet, les auteurs montrent que l’exposition d’un muscle 

âgé à un environnement systémique jeune (expérience de parabioses) améliore la 

régénération des fibres musculaires et réduit le dépôt de tissu fibreux. De plus, les 

auteurs font un lien entre l’augmentation du dépôt de collagène dans le muscle

Voie non activée Voie activée

TGFP -R1&2

Noyau
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âgé en régénérescence avec une augmentation du pourcentage de cellules 

fibrogéniques provenant de la conversion de cellules myogéniques en cellules non 

myogéniques. Cette conversion peut être inhibée in vitro par l’utilisation de DKK1, 

un antagoniste de la voie Wnt canonique. De la même façon, une simulation par 

Wnt3a module de manière négative la régénération du muscle jeune et augmente 

la fibrose, associant le vieillissement du muscle avec une altération de 

l’environnement systémique.

De manière intéressante, la voie Wnt canonique est associée au processus 

de fibrose dans d’autres systèmes et organes (Lam  et G ottardi 2011). En effet, 

une étude récente montre une interaction possible entre la voie Wnt canonique et 

la voie du TGF-p (Akhm etshina  et al. 2012). Les auteurs montrent que le TGF-p 

stimule la voie Wnt par l’intermédiaire de p38 en réduisant l’expression de 

l’antagoniste DKK1.

Bien que de nombreux laboratoires se soient intéressés à l’implication de 

cellules myogéniques sur la synthèse de constituants de la MEC, le rôle des 

cellules progénitrices stromales du muscle squelettique sur le processus de fibrose 

est peu connu. De plus, la voie Wnt semble jouer un rôle clé dans la fibrose du 

muscle vieillissant ainsi que dans diverses autres pathologies fibrotiques. Il serait 

donc pertinent d’explorer sa contribution dans la fibrose du muscle dystrophique.

1.6 Techniques d’isolement et d’étude des cellules progénitrices 
myogéniques

Du fait de l’importance des cellules satellites et des CPM dans la formation 

et la régénération des fibres musculaires, deux principales méthodes ont été 

élaborées afin de les isoler et de les cultiver (M usaro  et Barberi 2010). La 

première consiste en la digestion enzymatique de l’ensemble du muscle 

permettant entres autres la libération des cellules satellites et leur culture en 

myoblastes. Ces dernières sont donc irrémédiablement retirées de leur niche 

anatomique. La deuxième méthode consiste à isoler des fibres musculaires 

intactes sur lesquelles on retrouve les cellules satellites en périphérie. Cette
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méthode permet de les maintenir dans leur niche et ainsi de préserver les signaux 

provenant de la lame basale et de la fibre sous-jacente. La mise en culture des 

fibres induit inévitablement l’activation des cellules satellites.

1.6.1 Isolement des CPM par dissociation enzymatique

La méthode d’isolement des cellules satellites primaires la plus courante 

consiste en la digestion enzymatique de muscles squelettiques. Celle-ci peut se 

faire à l’aide de différentes enzymes incluant un mélange de collagénase/dispase, 

de la pronase ou de la trypsine. Contrairement aux autres, le mélange 

collagénase/dispase a l’avantage de digérer le collagène retrouvé principalement 

entre les fibres et, plus spécifiquement, la lame basale de façon à libérer la cellule 

satellite de sa niche (Figure 1.17).

1.6.1.1 La méthode d’enrichissement par adhérence préférentielle (pre-plating)

L’isolement des cellules par dissociation enzymatique induit inévitablement 

l’obtention d’une population hétérogène de CPM, mais également de mrSC, de 

cellules endothéliales et une grande quantité de débris cellulaires. Cette procédure 

nécessite donc une étape d’enrichissement des cellules myogéniques basée sur 

leurs propriétés en culture cellulaire.

La méthode d’enrichissement classique des CPM, appelée technique de 

pre-plating (ou adhérence préférentielle), repose sur leur capacité adhésive (Qu et 

al. 1998; G haraibeh  et al. 2008). En effet, les CPM adhèrent difficilement au 

plastique contrairement aux principales cellules contaminantes non myogéniques. 

Pour cette méthode, les cellules musculaires préalablement isolées sont 

ensemencées dans un Pétri en plastique afin de permettre aux cellules 

contaminantes d’adhérer au plastique (B urton  et al. 2000). Le surnageant 

contenant les CPM est alors transféré dans un Pétri traité avec différentes 

protéines matricielles (e.g. collagène) permettant leur adhésion. Le transfert des 

cellules d’un Pétri non traité à un Pétri traité est répété fréquemment (environ tous 

les 4 jours) jusqu'à obtention d’une population pure de CPM. Cette méthode a
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permis de cultiver des CPM provenant de nombreuses espèces incluant les 

rongeurs, le poulet, le mouton, le cheval et le cochon (B urton  et al. 2000).

Par contre, cette méthode présente quelques désavantages. Il est connu 

que le nombre de passages nécessaire pour obtenir une population pure cause la 

diminution des capacités prolifératives, de différenciation et du potentiel régénératif 

des CPM suite à leur transplantation (M achida  et al. 2004). De plus, il est fréquent 

qu’une grande quantité de muscles, voir les muscles de plusieurs souris, soient 

regroupés ensemble afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules, ajoutant un 

degré de plus dans l’hétérogénéité des cellules d’intérêt (R osenblatt et al. 1995).

Pétri en 
plastique

Pétri recouvert 
de collagène

.  CeluiM  
v  myooénlques

a  Cellules 
flbroMestiques

„  Cellules 
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Figure 1.17 Méthode d'isolement et d'enrichissement des CPM par digestion 
enzymatique (illustration non publiée)

1,6.1.2 Autres méthodes d’enrichissement

Alternativement, les cellules satellites isolées par dissociation enzymatique 

de muscles entiers peuvent être enrichies par d’autres approches qui nécessitent 

toutefois des moyens matériels plus importants que la méthode classique. L’une
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de ces approches est la cytométrie de flux. Les cellules satellites peuvent être 

triées sur la base d’une sélection positive pour CD34, M-cadhérine et intégrine-a7, 

et négative des antigènes de surface CD45, CD31, et Seal (M ontarras et al. 

2005; Sacco  et al. 2008; Ieronimakis et al. 2010; Yi et Rossi 2011; Pasut et al.

2012). Les antigènes CXCR4, intégrine-(31 et syndécane-4 ont aussi été utilisés 

pour l’isolement des cellules myogéniques (Cerletti et al. 2008; Tanaka et al. 

2009; Uezumi et al. 2010).

L’utilisation de gènes rapporteurs fluorescents dans des souris 

génétiquement modifiées a également permis l’isolement des cellules satellites et 

des CPM. Les cellules satellites ont été notamment isolées de souris contenant un 

rapporteur GFP (Green Fluorescent Protein) sous le contrôle des éléments 

régulateurs des gènes Pax3, Pax7 ou Myf5 (M o n ta rra s  et al. 2005; Biressi et al. 

2007; G ayrau d -M o re l et al. 2007; Bosnakovski et al. 2008). Toutefois, certaines 

stratégies de tri présentent des limitations. En effet, Pax3 n’est pas exprimé par 

toutes les cellu les satellites (M ontarras  e t al. 2005) et l’expression de la GFP 

dans les cellules satellites des souris Myf5GFP est faible, rendant difficile l’utilisation 

du FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) pour l’isolement des cellules 

satellites de ces souris (Biressi et al. 2007; G ayrau d -M o re l et al. 2007; G ayraud- 

M o re l et al. 2012).

Par ailleurs, des rapporteurs fluorescents peuvent être activés de manière 

permanente dans des modèles murins Cre-Lox, exprimant la Cre-recombinase 

sous le contrôle de Pax3, Myf5 ou MyoD (Schienda  et al. 2006; Kuang et al. 2007; 

Kanisicak  et al. 2009; Joe et al. 2010). Toutefois, l’expression de Myf5-Cre a été 

rapportée dans certaines régions non myogéniques lors du développement (S eale 

et al. 2008; J inno et al. 2010). De plus, certaines cellules satellites, notamment des 

muscles de la tête, n’expriment pas Pax3 (Harel et al. 2009; B iressi et Rando

2010).

D’autres méthodes de purification ont été utilisées pour l’isolement de CPM, 

incluant des fractionnements par gradient de Percoll™ (Yablonka-R euveni et 

Nam eroff  1987; Kastner  et al. 2000; C he et al. 2011) qui tire parti des différences 

de densité entre les populations cellulaires du muscle et le tri par billes
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magnétiques (Lequerica  et al. 1999; A sakura  et Rudnicki 2002) utilisant les 

antigènes de surfaces spécifiques aux cellules d’intérêt. Il est intéressant de noter 

que les méthodes d’isolement qui dépendent des marqueurs de surface sont 

limitées par le fait que l’expression des marqueurs de surface peut varier, 

notamment en fonction des conditions de culture (Jankow ski et al. 2002).

Bien que la culture classique ait permis d’élucider les mécanismes de 

prolifération et de différenciation des CPM, ces dernières ont toutefois un faible 

potentiel d’intégration suite à leur transplantation puisqu’elles sont extraites de leur 

microenvironnement. Il est donc nécessaire de parvenir à un modèle in vitro 

prenant en compte les différents facteurs impliqués dans cette niche qui 

permettent le maintien de leurs propriétés régénératives.

1.6.2 Isolement des CPM par culture de fibres individuelles

La principale caractéristique de la culture par fibre individuelle est que les 

cellules satellites sont maintenues dans leur niche anatomique. Cette méthode 

permet ainsi l’étude in vitro du comportement des cellules satellites, notamment 

leurs mécanismes d’activation, sous l’influence directe de la fibre et de la lame 

basale qui l’enveloppe.

1.6.2.1 Isolement des fibres musculaires

L’isolement des fibres musculaires a initialement été décrit à la fin des 

années 70 par Bekoff et Betz (B ekoff et Betz 1977) puis amélioré par Bischoff 

(B ischoff 1986; B ischoff 1989). Ces auteurs ont décrit l’isolement de fibres du 

muscle court fléchisseur des orteils (flexor digitorum brevis, FDB). Du fait de leur 

petite taille, les fibres de ce muscle sont généralement cultivées en groupe. Cette 

méthode jusqu’alors peu utilisée a été reprise et améliorée dans le laboratoire de 

Terence Partridge, permettant l’isolement des fibres individualisées d’autres 

muscles incluant le TA, le soléus et plus fréquemment du long extenseur des 

orteils (extensor digitorum longus, EDL) (Rosenblatt  et al. 1995; Ro senblatt  et 

al. 1996). Pour obtenir des fibres, il est nécessaire d’isoler le muscle de tendon à
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tendon afin de maintenir leur intégrité. Elles sont alors dissociées les unes des 

autres enzymatiquement à l’aide de collagénase, préservant ainsi la lame basale 

et donc la niche anatomique des cellules satellites. Une fois digérées, les fibres 

sont délicatement dissociées du muscle et cultivées individuellement (Figure 

1.17).

1.6.2.2 La culture de fibres individuelles pour l'étude des cellules satellites

Une fois les fibres en culture, les cellules satellites s’activent, prolifèrent et 

migrent vers le substrat environnant en traversant la lame basale de la fibre. La 

culture des fibres dans un Pétri traité avec différentes protéines matricielles (e.g. 

collagène) permet leur adhésion, et les CPM issues des cellules satellites sont 

alors capables d’adhérer et de proliférer dans le Pétri. Cette méthode a permis 

d’isoler des fibres individuelles de muscles provenant de plusieurs espèces tels le 

rat, la chèvre et l’homme ainsi que de souris saines à différents âges et 

dystrophiques (Di Foggia  et Robson  2012). Elle a aussi permis l’étude des CPM 

de différents muscles et de différents types de fibres (Ro senblatt  et al. 1996; 

Zam m it  2008). Les CPM isolées de cette manière forment une population plus 

homogène que la méthode classique puisque les cellules à potentiel myogénique 

issues du stroma ne sont pas présentes.

L’isolement de fibres individuelles peut aussi être utilisé pour analyser le 

comportement des cellules satellites dans leur niche anatomique. En effet, certains 

laboratoires ont introduit une approche où les fibres musculaires restent en 

suspension dans le milieu de culture. Cette méthode alternative a notamment 

permis d’élucider le mécanisme de division asymétrique des cellules satellites 

impliqué dans leur auto-renouvellement (Zam m it  et al. 2004; Kuang  et al. 2007). 

L’intérêt du maintien des cellules satellites entre la lame basale et la membrane de 

la fibre sous-jacente pour le maintien de leurs propriétés régénératives a été 

démontré par Collins et collaborateurs qui ont montré une nette amélioration des 

capacités régénératives des cellules satellites suite à leurs transplantations dans 

un muscle hôte en régénération (C ollins  et al. 2005).
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Figure 1.18 Méthode d'isolement des fibres individualisées (illustration non publiée)

L’isolement de fibres individuelles est donc une méthode permettant l’étude 

in vitro du comportement des cellules satellites dans leur niche. Toutefois, 

l’activation des cellules satellites et la prolifération des CPM y sont faibles. Cela 

peut être expliqué par le fait que la fibre sous-jacente reste viable. Il n’existe pour 

le moment qu’un seul modèle mimant la dégénérescence de la fibre in vitro, induit 

par ajout d’un agent myotoxique (B ischoff 1990). Il n’a toutefois pas suscité 

beaucoup d’intérêt dans la communauté scientifique. Par contre, puisque le 

maintien des cellules satellites près de leur niche anatomique permet aux CPM de 

préserver leur potentiel régénératif, il serait intéressant de vérifier si les fibres 

pourraient être utilisées comme « bioréacteurs » pour l’isolement et l’amplification 

de CPM. Intuitivement, la culture des CPM dans un microenvironnement plus 

physiologique comme celui de la fibre, permettrait sans doute d’obtenir des CPM 

possédant un meilleur potentiel régénératif que des cellules cultivées à la surface 

d’un Pétri.
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1.7 Hypothèse de travail et objectifs de recherche

Le vieillissement du muscle et les myopathies ont comme caractéristiques 

communes l’altération du microenvironnement des cellules progénitrices stromales 

et myogéniques qui se répercutent sur la fonction du tissu.

Le comportement des cellules progénitrices est finement régulé par les 

composants biochimiques et biomécaniques de leur microenvironnement. La 

modulation de leur phénotype (quiescent vs activation/différenciation) est 

orchestrée par des facteurs provenant de la fibre, de la circulation sanguine, des 

cellules avoisinantes et de la MEC dans laquelle des facteurs de croissance 

peuvent être séquestrés (Cosg ro ve  et al. 2009). Le comportement des cellules est 

également guidé par une composante biomécanique, incluant la tension et la 

rigidité de la MEC.

En regard des travaux cités précédemment, nous formulons l’HYPOTHÈSE 

selon laquelle les altérations du microenvironnement se répercuteraient sur le 

comportement des cellules progénitrices et moduleraient leur capacité à régénérer 

le muscle squelettique. Afin de vérifier notre hypothèse, nous avons défini quatre 

objectifs:

1) Caractériser l’état de différenciation des CPM dans le muscle âgé.

Les modifications de l’environnement pouvant affecter le comportement des 

cellules progénitrices, nous quantifierons la population des cellules stromales 

résidentes du muscle (mrSC) ainsi que l’état de différenciation des cellules 

satellites et des CPM du muscle vieillissant en condition physiologique chez la 

souris. Nous pourrions ainsi définir l’état phénotypique des cellules progénitrices 

du muscle vieillissant.

2) Déterminer l’implication de la voie Wnt et des mrSC dans la fibrose des 

souris dystrophiques.

Il a été montré que l’activité Wnt canonique était augmentée dans de 

nombreuses pathologies fibrotiques (eg. fibrose pulmonaire) et dans le muscle 

âgé. Puisque les mrSC constituent une population d’intérêt dans la synthèse des
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constituants de la MEC, nous souhaitons caractériser par culture cellulaire et par 

des études in vivo l’implication de cette population et leur réponse à la voie Wnt 

dans la formation de la fibrose musculaire des souris mdx. La démonstration de 

l’implication des mrSC et de la voie Wnt canonique permettrait d’identifier une cible 

thérapeutique potentielle pour le traitement de la fibrose musculaire en général, 

mais également dans le muscle squelettique dans lequel ses effets causent 

d’importantes limitations fonctionnelles.

3) Déterminer l’influence de la rigidité du microenvironnement sur le 

comportement des CPM.

Notre laboratoire a constaté que les fibres musculaires individualisées et 

cultivées en culture tendaient à se réduire, concomitant avec l'activation et la 

prolifération des CPM. Comme nous observons une compaction de la fibre et de la 

lame basale, nous déterminerons sa rigidité et tenterons de récapituler ces 

modifications biomécaniques in vitro sur des substrats à rigidité déterminée et in 

vivo dans un modèle de ténotomie chez la souris. Nous montrerons ainsi l’aspect 

essentiel de l'environnement mécanique pour le maintien des propriétés souches 

des CPM.

4) Mettre au point une nouvelle méthode d’isolement des CPM

La réduction des fibres musculaires individuelles en culture cause 

l’activation des cellules satellites et la prolifération des CPM. Nous souhaitons 

nous servir de ce processus pour mettre au point une nouvelle méthode 

d’isolement des CPM primaires. Nous comparerons l’efficacité de cette méthode 

avec la méthode classique d’isolement des CPM (adhérence préférentielle). Nous 

évaluerons la rapidité d’enrichissement de cette population, le rapport entre le 

nombre de cellules obtenues et quantité de tissu utilisé et leur potentiel à prévenir 

une différenciation spontanée selon que les CPM prolifèrent sur fibre réduite ou sur 

Pétri de culture cellulaire. Cette nouvelle méthode permettrait le maintien des 

propriétés souches des CPM à court terme et faciliterait l’isolement et l’étude de 

ces cellules.
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CHAPITRE II: Matériel et méthodes

2.1 Animaux

Les expériences ont été réalisées sur des souris mâles C57BI/10ScSn- 

dmd/J (mdx) (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), Myf5-nLacz (Tajbakhsh  et al. 

1996), C57BI6/J (Charles River, St-Constant, Qc) âgées de 3 semaines (jeunes), 

12 semaines (adultes) ou 24 mois (âgées). Toutes les procédures impliquant ces 

animaux ont été approuvées par le comité d’éthique institutionnel de protection des 

animaux de l’Université de Sherbrooke (Protocole No. 133-06B). Les chirurgies ont 

été réalisées sous anesthésie par inhalation d’isoflurane (Laboratoires ABBOTT, 

QC, Canada). Une injection de Buprénorphine (Temgesic, Schering-Plough, USA; 

sous-cutanée, 0,05-0,1 mg/kg), un narcotique à longue durée, a été faite 30 

minutes (min) avant la chirurgie.

2.2 Isolement des muscles

Les muscles utilisés ont été le gastrocnémius (Gas), tibialis antérieur (TA), 

long extenseur des doigts (EDL) et le diaphragme (Dia). Les muscles ont été 

prélevés de tendon à tendon en prenant soin de retirer le fascia. Les muscles 

fraîchement isolés ont été soit digérés pour en isoler les cellules, traités pour des 

études histologiques, ou encore, immédiatement congelés dans l’azote liquide 

(flash frozen) pour des études moléculaires. Ces préparations de muscles 

congelées ont été broyées à l’aide d’un mortier refroidi à l’azote liquide pour en 

faire une fine poudre dont les protéines et/ou l’ARN ont été extraits.

2.3 Isolement du sérum

Le sang a été prélevé de manière rétro-orbitale sur des souris anesthésiées 

et déposé dans un tube Eppendorf™. Suite à la formation du coagulum (2 h à 

température ambiante), le sang a été centrifugé (1200 g pendant 15 min) puis le 

sérum récolté et congelé à -80 °C jusqu’à utilisation.
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2.4 Injections intramusculaires

Des injections en série des protéines recombinantes murines Wnt3a (R&D 

Systems, USA cat: 1324-WN-010/CF) et DKK1 (5897-DK-010-CF) diluées dans la 

saline ont été effectuées tous les quatre jours dans le muscle TA de souris C57BI/6 

anesthésiées, en utilisant des seringues à insuline (Becton Dickinson, NJ, USA). 

Pour étudier l’effet d’une activation de la voie Wnt canonique, trois doses de Wnt3a 

(250 ng/25 pl) ont été injectées. Huit doses de protéine recombinante DKK1 

(300 ng/25 pl) ont été injectées dans le TA de souris adultes mdx pour inactiver la 

voie Wnt canonique. Les muscles ont été récoltés sept jours après la dernière 

injection. Une solution saline (25 pl) a été injectée dans les muscles 

controlatéraux.

2.5 Ténotomies

Sur des souris Myf5-nLacZ anesthésiées, les TA ont été dégagés en 

incisant sur une longueur de 1 cm la peau et son fascia. Le tendon distal du TA 

droit a été sectionné. Après la procédure, la peau a été refermée par suture. Dix 

jours après la chirurgie, les souris ont été euthanasiées et les muscles isolés pour 

études histologiques.

2.6 Isolement et culture des cellules progénitrices du muscle squelettique

2.6.1 Les cellules stromales résidentes du muscle squelettique (mrSC)

Les cellules stromales résidentes du muscle (mrSC) ont été isolées comme 

décrit antérieurement (S cime et al. 2005; G renier  et al. 2007; T rensz et al. 2010; 

Leblanc  et al. 2011). Brièvement, les muscles des pattes postérieures de souris 

C57BI6 adultes et âgées ou mdx adultes ont été prélevés, émincés au ciseau 

chirurgical puis digérés pendant 45 min à 37°C dans une solution de collagénase 

de type I (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) dilué dans du DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contenant 10 % FBS (Fœtal Bovin Sérum) et 

1 % d’antibiotiques (Pénicilline-Streptomycine, Wisent Inc, QC Canada). Les débris
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ont été retirés par deux étapes de filtration successives (100 pm et 50 pm, Falcon, 

BD Biosciences) suivies de deux centrifugations à 300 g à 4°C durant lesquelles 

les culots ont été repris dans un milieu de culture (DMEM-10 % FBS-antibiotique) 

refroidi sur glace. Les mrSC ont alors été soit mises en culture ou encore 

immédiatement analysées par cytométrie de flux.

2.6.2 Les cellules progénitrices myogéniques (CPM): méthode classique 
d’adhésion préférentielle (pre-plating)

Les muscles des pattes postérieures de souris C57BI6 adultes ont été 

isolés, émincés au ciseau chirurgical puis digérés dans un solution de collagénase 

B (1 mg/ml; Roche, Mississauga, ON, Canada) et de dispase grade II (2,4 U/ml; 

Roche, Mississauga, ON, Canada) dilués dans du PBS (Phosphate Buffer Saline; 

pH: 7,4). Deux digestions de 12 min chacune ont été effectuées, entrecoupées 

d'aspiration/refoulement à l’aide d’une pipette 5 ml. La suspension cellulaire a été 

lavée avec du DMEM contenant 10 % de FBS froid (4°C), filtrée à deux reprises 

(70 pm puis 50 pm) et centrifugée (300 g, 6 min à 4°C). Le culot cellulaire a été 

repris dans un milieu de culture pour la prolifération des CPM, constitué de milieu 

HamF10 (Gibco, Burlington, ON, Canada) supplémenté de 20 % de FBS, 2,5 ng/ml 

de bFGF (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) et d’antibiotiques.

Les cellules ont été ensemencées dans des Pétris de culture (Falcon, BD 

Biosciences) afin de favoriser l’adhésion des cellules non-myogéniques (e.g. 

fibroblastes). Après 4 heures, le surnageant, contenant les cellules non adhérées 

enrichies en CPM, a été transféré sur des Pétris recouverts de collagène (Rat tail 

collagen ; cat: 08-115, Millipore, Temecula, CA, USA) afin de favoriser l’adhérence 

et la prolifération des CPM. Cette technique classique est également appelée 

« enrichissement par adhésion préférentielle ».

Cette première étape d’enrichissement n’est pas suffisante pour obtenir une 

population de CPM primaires pure. Il est donc nécessaire de procéder à d’autres 

étapes d’enrichissements. Ainsi, pour chaque passage, jusqu’à l’obtention d’une 

lignée pure, les cellules sont incubées 20 min dans un Pétri non traité puis le 

surnageant contenant la fraction de CPM enrichie est transféré dans un autre Pétri.
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Les enrichissements sont ainsi effectués environ tous les 4 jours. Le calcul du 

pourcentage de CPM et de cellules « contaminantes » (non-myogéniques) lors de 

l’enrichissement, ou après 6 et 7 jours de culture, a été effectué par leurs 

différences morphologiques en microscopie à contraste de phase et par 

immunomarquage avec Pax7.

2.6.3 Les fibres musculaires (myofibres)

Les fibres musculaires ont été isolées à partir du muscle EDL ou du Gas. 

Pour cette technique, les muscles ont été obligatoirement isolés de tendon à 

tendon afin de ne pas abimer les fibres. Les muscles ont été digérés dans une 

solution de collagénase de type I pendant 90 min à 37 °C et agités toutes les 15 

min Les muscles ont été triturés délicatement à l’aide d’une pipette Pasteur dont 

l’embout a été préalablement poli à la flamme afin de ne pas endommager les 

fibres. De plus, la paroi interne de la pipette a été enduite de sérum de cheval (HS, 

Horse Sérum, Hyclone) afin de réduire l’adhérence des fibres au verre. Pour 

éliminer un maximum de débris, les fibres intactes individualisées ont été 

soigneusement transférées dans deux à trois Pétris successifs contenant du 

HamF10-20 %FBS-bFGF-antibiotiques. Les fibres intactes ont alors subi une 

dernière digestion à la collagénase de type I (15 min) pour éliminer la présence de 

cellules contaminantes qui auraient pu se fixer aux fibres. Avec cette méthode, il a 

été possible d’isoler entre 200 et 600 fibres intactes individualisées vivantes selon 

les préparations. Ces fibres ont été soit mises en culture (HamF 10-20 % FBS- 

bFGF-antibiotiques) ou encore fixées au paraformaldéhyde (PFA) 4 % (10 min à 4 

°C).

2.6.4 Différenciation des CPM en myotubes

L’exposition des CPM à un milieu pauvre en sérum induit leur différenciation 

et leur fusion en cellules multinucléées appelées myotubes. Ainsi, les CPM 

prolifératives ont été incubées pendant 4 jours dans un milieu de différenciation 

constitué de DMEM contenant 5 % HS et 1 % d’antibiotiques. Les cellules
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différenciées ont ensuite été fixées au PFA 4% (4°C, 10 min) puis 

immunomarquées à l’aide d’anticorps dirigés contre la myogénine et la myosine 

(cf. section 3.8.2) ainsi qu’un marquage des noyaux au DAPI (4',6'-diamidino-2- 

phénylindole; 0,5|jg/ml ; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). Un index de fusion 

a pu être calculé en dénombrant les myotubes positifs pour MF20 et ayant plus de 

deux noyaux.

2.6.5 Traitement à la Mitomycine-C

Afin d’arrêter le cycle cellulaire des CPM, ces dernières ont été exposées à 

20 pg/ml de mitomycine-C (Cayman Chemical Company, Michigan, USA). Après 

deux heures d’incubation à 37°C, les cellules ont été rincées au PBS, mises en 

suspension à l’aide de trypsine, centrifugées, comptées, puis ensemencées dans 

leur milieu de culture à une densité définie selon l’expérience.

2.7 Préparation des coupes histologiques de muscles

Pour leur caractérisation morphologique, les muscles ont été préparés par 

une technique en congélation dans l’OCT (Optimal Cutting Température, Tissue- 

Tek® O.C.T. Compound, Torrance, CA) ou par inclusion en paraffine.

Pour la préparation en congélation, les muscles ont été récoltés et 

immergés dans des bains successifs de PBS contenant des concentrations 

croissantes de sucrose (4,15 et 30 %) à 4°C. Les changements de bain ont été 

effectués après que les échantillons aient coulé au fond du tube, indiquant le 

remplacement de l’eau du tissu par la solution de sucrose. Les muscles ont ensuite 

été enrobés d’un mélange d’OCT/sucrose 30 % (2:1 volume/volume), congelés 

dans du 2-méthylbutane refroidi à l’azote liquide, puis stockés à -80°C jusqu'à leur 

utilisation. Une marque à l’encre de chine a été faite au préalable sur la partie 

médiane du muscle afin de servir de repère lors de la coupe et une étiquette a été 

déposée lors de la congélation afin de définir l’orientation du tissu. Les muscles ont 

ensuite été coupés (transversal ou longitudinal) à une épaisseur de 5 ou 10 pm au
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cryostat (Leica CM1850, Richmond Hill, ON, Canada) ajusté à une température de 

-20°C.

Pour la préparation en paraffine, les muscles prélevés ont été fixés dans 

une solution de formaline (neutral buffered, 10%; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 

Canada) et déposés dans des cassettes pour imprégnation et inclusion en 

paraffine. Les blocs ont ensuite été coupés à une épaisseur de 4 pm à l’aide d’un 

microtome (RM2235, Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne).

2.8 Colorations cyto- et histologiques

Les coupes en paraffine ont été réhydratées en procédant à des bains 

successifs de toluène ( 2x5 min), d’éthanol 100% ( 2x5  min), d’éthanol 70% (2x5 

min) et d’eau distillée ( 2x 5  min). Les coupes congelées ont été décongelées puis 

fixées 10 min dans la PFA 4 % à 4°C.

2.8.1 Colorations histologiques communes

Les colorations hématoxyline et éosine (H&E) et le trichrome de Masson ont 

été effectuées à partir de coupes en paraffine. Elles avaient pour but de mettre en 

évidence la structure du tissu et sa composition en collagène, respectivement. Les 

colorations Sirius Red et Oil red O ont été effectuées selon des techniques 

standards sur des coupes congelées et avaient pour but de mettre en évidence les 

dépôts de collagène et les adipocytes (triglycérides), respectivement (Junqueira  et 

al. 1979; Scime et al. 2005).

Après leur coloration, les coupes ont été déshydratées (éthanol et xylène), 

puis montées entre lame et lamelle dans du milieu de montage permanent 

(Permount™; Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada). Les coupes colorées à l’Oil 

red O n’ont pas été déshydratées, mais ont été plutôt montées dans un milieu de 

montage aqueux.
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2.8.2 Marquage au X-gal

Les tissus et les fibres des EDL issus de souris Myf5-nLacZ, ont été fixés à 

la PFA 4 % (4°C, 10 min). Les préparations ont ensuite été rincées dans un 

tampon phosphate 0,1 M pH 7,3 contenant 2 mM MgCh, et incubées 30 min dans 

une solution détergente qui est un tampon phosphate contenant 5 mM potassium 

ferricyanide [K3Fe(CN)6], 5 mM potassium ferrocyanide [K4Fe(CN)6], 2 mM MgCfe, 

0,01% sodium desoxycholate et 0,02 % Nonidet P40 (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 

Canada). Les préparations ont ensuite été transférées dans une solution de 

coloration qui consiste en la solution de rinçage contenant 1 mg/ml de réactif X-Gal 

(Wisent Inc, QC, Canada). La coloration a été effectuée toute la nuit à 37°C. Une 

fois le marquage satisfaisant, les échantillons ont été rincés au PBS.

2.8.3 Immunomarquages en fluorescence

Les immunomarquages ont été réalisés sur des coupes congelées, des 

fibres musculaires individualisées et des cellules en culture. Dans tous les cas, les 

préparations ont été fixées dans la PFA 4 % à 4°C pendant 10 min, bloquées et 

perméabilisées dans du PBS contenant 10 % (v/v) de sérum de chèvre, 1 % (m/v) 

Bovin Sérum Albumin (BSA; New England Biolabs, MA, USA) et 0,2 % (v/v) Triton 

X100 (EMD, NJ, USA) pendant 1 h à la température ambiante. Les préparations 

ont alors été incubées pendant 90 min en présence d’anticorps primaires dilués 

dans la solution de blocage. Les anticorps primaires utilisés sont présentés dans le 

tableau 2.1. Après trois rinçages au PBS contenant 1 % de Tween-20 (Fisher 

Scientific, Ottawa, ON, Canada), les préparations ont été incubées 1 h avec des 

anticorps secondaires de chèvre (1:2000) dans la solution de blocage, tel que 

décrit dans le tableau 2.2., à l’exception de l’anticorps primaire Seal et de la 

toxine Phalloïdine qui sont directement couplés à des fluorochromes. Pour toutes 

les préparations, les noyaux des cellules ont été marqués avec le DAPI. Comme 

contrôle négatif, l’anticorps primaire a été omis.

Le dénombrement des cellules a été effectué en contraste de phase en 

comptant le nombre de cellules et en fluorescence, à partir du nombre de cellules 

total dont les noyaux ont été marqués avec le DAPI.
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Tableau 2.1 Anticorps primaires utilisés en immunofluorescence

Pax7

MyoD

KW7

Seal

FITC)

Phalloïdine 

(conjuguée 

Alexa 488)

IgGl Souris

IgG Lapin

Lapin

Laminine a2 Rat

lgG2aRat

Amanite

Phalloïde

Poulet 

(Protéine 

recombinante 

E. coli)

Clone M-318

Myogénine lgG1 Souris Rat

Lignée de 
ceflutoa-T, 
Clone 07

N/A

Mono 1:3

Poly 1:500

Mono 1:3

PepUde
synthétique Mono 1:100
OonaSPS

Clone 4H8-2 Mono 1:800

Mono 1:400

N/A 1:100

DSHB (Developmental 

Studies Hybridoma Bank) 

PAX7

Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA,
Cat: sc-360 
DSHB (Developmental 

Studies Hybridoma Bank), 

F5D

Abcam 
Cat: ab16667

Sigma-Aldrich, Oakville, 

ON, Canada, Cat: L0663

BD-Bioscience 
Miasiseauga, ON, Canada, 
Cat 557405

Cellules satellites 

quiescentes et 

CPM

prolifératlves

CPM
prolifératlves

CPM

différenciées

- -  - H -------
P tv M N w n rN

Lame basale

Calulas souches 
muttoeientM
dont las mrSC

Invitrogen, Burlington, ON, Filaments

Canada, Cat: A12379 d'actine

Tableau 2.2 Anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence
Note : Tous les anticorps secondaires proviennent de la compagnie Invitrogen, Burlington, ON, Canada

Alexa-Fluor® 488 anti lgG1 souris cat: A21121

Alexa-Fluor* 594 anti IgG H+L lapin cat: A11012

Alexa-Fluor® 594 anti IgG H+L souris cat: A11005

Alexa-Fluor* 594 antilgGH+L rat cat: A11007

Alexa-Fluor® 647 anti IgG H+L rat cat: A21247
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2.8.4 Coloration au bleu Evans

Pour tester la viabilité des fibres fraîchement isolées et mises en culture, 

celles-ci ont été immergées dans une solution de bleu Evans 0,5% pendant 5 min 

puis rincées au PBS. Le bleu Evans est un colorant qui reste exclu des cellules 

viables (incolores), mais pénètre la membrane de cellules non viables (bleues). 

Les fibres ont ensuite été récoltées et mises entre lame et lamelles dans un milieu 

de montage pour observation au microscope.

2.9 Observations microscopiques

Les tissus et les cellules colorés et/ou immunomarqués ont été examinés à 

l’aide d’un microscope en contraste de phase/épifluorescence Axioskop 2 (Cari 

Zeiss, Thornwood, NY, USA) ou un microscope inversé à contraste de 

phase/épifluorescence (Nikon instrument Inc., Melville, NY, USA). Les 

microphotographies ont été prises à l’aide d’une caméra numérique Retiga-SRV 

Fast1394 (Qlmaging, Surrey, Colombie-Britannique, Canada) contrôlée par les 

logiciels Image Pro (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA) ou Simple PCI 

(Hamamatsu Corporation, Sewickley, USA). Pour les marquages au Sirus Red, la 

densité de pixels, relative au dépôt de collagène, a été mesuré à l’aide du logiciel 

Image Pro (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA) sur 10 champs par 

muscle, choisis aléatoirement.

2.10 Quantification de l’aire des fibres

L’aire transversale des fibres des souris a été mesurée sur des coupes 

transversales de TA colorées à l’H&E. Plus de 200 fibres par muscle provenant 

d’au moins 10 champs choisis aléatoirement (40X) ont été mesurées à l’aide du 

logiciel ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) (Abramoff  et al. 2004).
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2.11 Analyse par cytométrie de flux

Les suspensions cellulaires obtenues à la suite de la digestion des muscles 

ont été centrifugées (300 g, 4°C) et les cellules comptées à l’aide d’un 

hémacytomètre de type Neubauer. Les cellules ont été reprises dans 200 pl de 

milieu DMEM contenant 2 % [v/v] de HS puis incubées 20 min sur glace en 

présence d’anticorps directement couplés à un fluorochrome (Tableau 2.3) à 

raison de 1 pg par 1x106 cellules. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 

5 min à 300 g à 4 °C. Le surnageant jeté, le culot de cellules a été repris dans un 

volume permettant d’obtenir environ 1,5x106 cellules/ml puis filtrées (50 pm; 

CelITrics, Partec, Allemagne) afin d’éliminer les agrégats cellulaires.

Sca-1

CD-31

CD11b

CDte

lgG2a,

Souris

lgG2a, Rat

Igoi,

Lignée de 

cellules-T, clone 

D7

Lignée de

lgG2b, Rat

sndothétiaies, 
donc MEC 13.3

Lignée de 

cellules-T et 

splénocytes, 

clone M1/70

Lymphocytes T, 
done 145-2C11

Tumeur murine 

CD4S/B220 lgG2a, Rat Pre-B, clone 

RA3-6B2

Fluorescéine 

isothiocyanate (FITC)

Phycoérythrine (PE)

Phycoérythrine (PE)

Phycoérythrine (PE)

Phycoérythrine (PE)

BD-Bioscience 

Mississauga, ON, 

Canada, Cat: 557405

BO-Biotcianci 
MlssiiMuga, ON, 
Canada, Cet: 553373

BD-Bioscience 

Mississauga, ON, 

Canada, Cat: 557397

BD-Bioscience 
Mississauga, ON, 
Canada, Cat 553063

BD-Bioscience 

Mississauga, ON, 

Canada, Cat: 553089

Cellules souches 

multipotentes

Granulocytes,

macrophages,

cellules

dendritiques,

cellules NK, et

microglies

Thymocytes,

matures et 
oeflules NK-T

Lymphocytes B

Tableau 2.3 Anticorps directement conjugués 
cytométrie de flux

à un fluorochrome utilisés en

Les analyses ont été effectuées avec un cytomètre de flux FACScan 

(Becton Dickinson, San José, CA) associé au logiciel CelIQuest (Becton Dickinson, 

San José, CA). Les données ont été collectées sur un graphique avec une échelle



70

logarithmique. La population de mrSC a été sélectionnée par la pose graphique 

d'une fenêtre («gating») afin de ne pas considérer les débris cellulaires et les 

doublets par l’analyse de la taille (FSC) et la granulosité (SSC) des événements 

observés. Les préparations cellulaires marquées ont été comparées avec des 

cellules contrôles non marquées afin de déterminer la population d’intérêt.

2.12 PCR quantitative en temps réel

L’ARN total des muscles de souris a été extrait de poudre provenant de 

muscles broyés à l’aide d’un mortier, ou encore de cultures de CPM et de mrSC, 

par l’utilisation de TRIzol (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). La qualité de l’ARN 

a été déterminée lors de sa quantification par le rapport DO 260/280. Un 

microgramme d’ARN a été utilisé pour la synthèse d'ADN complémentaire (ADNc) 

par la Reverse Transcriptase Superscript II (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) 

tel que préconisé par le manuel du fabricant. Les produits de réaction ont alors été 

dilués à une concentration finale de 25 ng/ul d’ADNc par ajout d’eau nanopure 

stérile. Pour toutes les réactions de PCR quantitative (quantitative Polymerase 

Chain Reaction, qPCR), les amorces ont été élaborées à l’aide du logiciel Primer3 

(Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research) à partir des séquences 

des gènes fournies dans la banque NCBI. Toutes les amorces ont été synthétisées 

par la compagnie Invitrogen. Les séquences des amorces utilisées apparaissent 

dans le tableau 3.4. Les réactions de qPCR ont été préparées dans un volume 

final de 20 pi contenant le SYBR green master mix 2X (BioRad, Mississauga, ON, 

Canada), 50 ng d’ADNc et 50 ng de chaque amorce. Les réactions ont été 

effectuées et analysées avec l’appareil RotorGene (Corbett, Concorde, Australie). 

Le programme utilisé est le suivant: 10 min à 95 °C, puis 40 cycles de 40 secondes 

à 95 °C, 40 secondes à 56 °C et 40 secondes à 72 °C. La courbe de dissociation 

(melting curve) a été vérifiée à chaque fois pour valider la qualité des amorces 

utilisées. L’analyse des données a été faite avec la méthode normalisée de 

quantification 2 AÛCT en utilisant dans tous les cas les gènes de référence GAPDH 

ou HPRT.
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Tableau 2.4 Amorces utilisées en PCR quantitative en temps réel

Axln2 5'-GGGGGAAAACACAGCTTACA-3’ 5’-TTGACTGGGTCGCTTCTCTT-3’ NM_015732.4

Codai 5’-GAGCGGAGAGTACTGGATCG-3’ 5'-GCTTCTTTTCCTTGGGGTTC-3’ NM.007742.3

Col3a1 5-GTCCACGAG GT G ACAAAGGT-3’ 5'-GATGCCCACTTGTTCCATCT-3’ NM_009930.2

HPRT 5-GCAAACTTTGCTTTCCCTGG-3' 5-ACTTCGAGAGGTCCTTTTCACC-3' NM_013556.2

GAPDH 5'-AACCAGAAGACT GTGGATGG-3’ 5-CACATTGGGGGTAGGAAC-3' NM 008084.2

2.13 Immunobuvardage de type western

Une petite quantité (~100 mg) de muscles broyés à l’azote liquide a été 

homogénéisée sur glace dans une solution de RIPA (Radio-immunoprecipitation 

assay)(0,5 % [v/v] NP-40, 0.1 % [m/v] désoxycholate de sodium, 150 mM NaCI, 50 

mM Tris-HCI, pH 7,5) contenant des inhibiteurs de protéases (Complété™, Roche 

Molecular Biochemical, Laval, QC, Canada). L’homogénat a ensuite été centrifugé 

à 16800 g à 4°C pendant 10 min, et le surnageant contenant la fraction protéique 

soluble, récupéré. La concentration protéique a été déterminée par la méthode de 

Bradford (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) en utilisant une courbe étalon faite 

de solutions de BSA à concentrations connues. Les extraits protéiques (30 pg) ont 

été dilués dans le tampon de charge Laemmli 1X (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 20 % 

glycérol, 10% [m/v] SDS, 0,25 % [m/v] bleu de Bromophenol, 10% [m/v] 3- 

Mercapto-éthanol) puis séparés par SDS-PAGE à voltage constant de 100 V 

pendant 90 min Les protéines ont ensuite été transférées sur des membranes de 

PVDF (Millipore, Etobicoke, ON, Canada) 400 A pendant 2h30 à 4°C en utilisant 

du tampon de transfert (150 mM Glycine, 20 mM Tris-base et 10 % [v/v] de 

méthanol). Les membranes ont alors été incubées pendant 30 min dans le PBS-T 

(PBS contenant 0,1 % [v/v] de Tween 20) supplémenté de 5 % [m/v] de lait écrémé 

(Carnation). Après trois lavages au PBS-T, les membranes ont été incubées toute 

la nuit à 4°C avec l’anticorps anti-3-caténine (1:800; BD Bioscience, Mississauga,
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ON, Canada) ou anti-GAPDH (1:1000; Clone FL-335, Santa Cruz, CA, USA). Les 

membranes ont ensuite été rincées plusieurs fois au PBS-T avant d’être incubées, 

pendant 1h à température ambiante avec l’anticorps secondaire approprié couplé à 

l’enzyme HRP (Horseradish Peroxydase) (1:5000; Amersham, Oakville, ON, 

Canada). Après plusieurs lavages au PBS-T, les membranes ont été immergées 

1 min dans une solution de chemiluminescence maison [tampon Tris 0,1 M, pH 8,5 

(20 ml) dans laquelle est ajoutée 50 pl d’acide coumarique (90 mM dans DMSO), 

100 pl de luminol (250 mM dans DMSO) et 6 pl de peroxyde d’hydrogène 30 % 

(v/v)] puis mise en contact avec un film photographique BioMax ML Film (Kodak, 

Rochester, NY, USA). Les bandes obtenues lors de l’exposition ont été 

numérisées et analysées par densitométrie à l’aide du logiciel ImageJ (Abramoff 

et al. 2004).

2.14 Mesure de l’activité de la voie Wnt/caténine/TCF

Le plasmide Super(8X)TOPFIash (200 ng; Addgene no. 12456) qui traduit 

l’activité de la protéine TCF, son contrôle muté Super(8X)FOPFIash (200 ng ; 

Addgene no. 12457) (V eeman  et al. 2003), ainsi que le plasmide contrôle pRL- 

CMV (20 ng ; Promega, Madison, Wl) ont été incubés avec 1 pl de Fugene 6™ 

(Roche, Mannheim, Allemagne) dans 800 pl de DMEM sans sérum (Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada) dans des plaques 24 puits contenant des cellules 

HEK293 (Human Embryonic Kidney-293)(100 000 cellules/puits; ATCC). Après 16 

heures, le milieu a été remplacé par du DMEM contenant 10 % de sérum de souris 

(adulte et âgée). La protéine recombinante murine Wnt3a (R&D Systems, USA) 

(100 ng/ml) a été utilisée comme contrôle positif pour l’activation de la voie Wnt 

canonique. L'activité transcriptionnelle a été mesurée par le biais d’un essai 

luciférase après 24 heures de traitement en exposant les cellules lysées à une 

solution Dual-Glo assay (Promega, Madison, Wisconsin, USA). L’activité 

luciférase a été mesurée à l’aide d’un luminomètre (Titertek-Berthold, USA). 

L’activité luciférase a alors été normalisée par rapport à celle de la Renilla, tel que 

recommandé par le manufacturier. La Renilla est exprimée sous le contrôle d’un
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promoteur constitutivement actif et est communément utilisé comme contrôle 

interne (Shifera  et Hardin  2010).

2.15 Mesure de la rigidité de surface par microscopie à force atomique

La rigidité de fibres isolées ainsi que de C2C12 différenciées a été mesurée 

à l’aide d’un microscope à force atomique (AFM). Les fibres individuelles isolées 

d’EDL ont été rincées dans du PBS puis déposées dans une plaque six puits 

contenant du ruban adhésif double face avec le plus petit volume de liquide 

possible. Les plaques ont alors été déposées dans des godets adaptés puis 

centrifugées à 400 g à 4°C pendant 10 min (Hettich Rotina 420R, Newport 

Pagnell, Royaume-Uni). Le ruban avec les fibres adhérées a alors été placé dans 

un Pétri dans lequel du PBS a été ajouté avant la prise de mesure.

Pour la quantification des C2C12 différenciées (myotubes), des cellules ont 

été ensemencées à 13 000 cellules/cm2 puis différenciées en myotubes pendant 8 

jours dans le milieu de différenciation (DMEM+2 % HS, 1 % antibiotiques). Le 

milieu a été changé après 4 jours. La rigidité des mytotubes a été quantifiée dans 

le milieu de différenciation.

L’AFM est un microscope composé d’un levier sur lequel un laser est 

réfléchi. Lors du contact entre le levier et le tissu (ou la cellule), la déflexion du 

laser est mesurée par une photodiode. Cette déflexion, correspondant à 

l’indentation du levier dans l’échantillon, permet l’obtention d’une courbe 

force/distance qui peut alors être traduite en rigidité par des algorithmes 

mathématiques (K u znetsova  et al. 2007).



74

Figure 2.1 Schéma du montage de l'AFM
1) Piezo à axe-z de 12 pm; 2) micro-vis permettant d'abaisser l'AFM; 3) laser; 4) 
photodiode segmentée; 5) microscope inversé; 6) effet du mouvement du levier par la 
réflexion du faisceau laser sur la photodiode (Sôllradl et al., non publié).

Les expériences d’indentation ont été faites par le biais d’un AFM équipé 

d’un piezo (1) à une dimension, permettant un mouvement de profondeur précis et 

d’un microscope inversé (Cari Zeiss, Germany) pour le positionnement adéquat du 

levier vis-à-vis de la préparation cellulaire et les micro-vis (2) permettent son 

l’abaissement. Le contact est indiqué par un mouvement du laser (3) sur la 

photodiode segmentée (4). Le contact entre le levier et la fibre induit une 

modification de l’angle du laser sur le levier (6). Un microscope inversé (5), a 

permis le positionnement du levier sur la fibre (Figure 2.1).

Avant chaque expérience, le levier (k=0.01 N/m, MLCP, Buker AFM probe, 

USA) a été calibré d’après sa constante de raideur (k) fournie par le manufacturier. 

Pour chaque préparation cellulaire, trois mesures ont été effectuées. Chaque 

mesure permet l’obtention d’une courbe Voltage/distance d’indentation dont le 

voltage de la photodiode est immédiatement traduit en force, aboutissant à une 

courbe force/distance (courbe F/D). La pente de la courbe correspond à la rigidité 

de la préparation cellulaire analysée. Plus la valeur de la pente est élevée, plus la 

fibre est rigide (Figure 2.2).
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Figure 2.2 Schéma illustrant les types de courbes F/D obtenues en fonction du type 
d'échantillon

L’analyse des courbes F/D a été effectuée à l’aide du programme Matlab 

(MathWorks, USA). Un module de Young a été déterminé point par point en 

utilisant un algorithme semi-automatique pour chaque courbe F/D, à l’aide d’un 

modèle de Hertz modifié pour un indentateur pyramidal à quatre côtés:

E ( tan a)
1 -  v2 y[2

S2

où F correspond à la force d’indentation, £  le module de Young, v le ratio de 

Poisson (défini à 0,5 pour les matériaux incompressibles isotropiques), ô 

l’indentation, et a l’angle de face de la pyramide (17,5° pour le levier utilisé). Pour 

l’analyse, 65 points d’analyse ont été déterminés avec une taille de 15 nm/point 

(Figure 2.3). Ainsi, plus le nombre de points d’analyse est élevé, plus la résolution 

sera grande. Le nombre de points d’analyse choisi assure que le point de contact 

entre le levier et l’échantillon se trouve dans nos points d’analyse et permet 

l’obtention d’une résolution suffisante dans un temps de calcul raisonnable. La
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taille des points et la résolution choisie permettent d’obtenir une profondeur 

d’indentation maximum de 975 nm. La précision de la force d’indentation est de 

l’ordre du pico Newton (pN).

g Point d'analyse

jdx = >1049.4806 , dy = 8.3522fl-012[
•2S00 -1500•3000

Figure 2.3 Analyse informatisée d'une courbe F/D pour l'obtention d'un Module de 
Young

L'algorithme permet ainsi d’obtenir un ensemble de courbes (profondeur 

d’indentation vs. Young’s modulus) provenant de chaque point d’analyse, qui 

correspondent chacune à un module de Young et donc à une rigidité (Figure 2.4).

Pour choisir une courbe représentant la valeur absolue de rigidité de la fibre 

analysée, trois critères ont été 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 se situant avant la valeur critique du bruit résiduel.

3. Si deux courbes ou plus partagent la même profondeur d’indentation, celle avec le 

plus petit RMSD (root mean square déviation) est sélectionnée.
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Figure 2.4 Obtention du Module de Young d'une courbe F/D
La courbe sélectionnée correspond à la courbe la plus profonde (vers la droite) se situant 
en dessous de la valeur critique du bruit résiduel et avec le plus petit RMSD. La valeur 
retenue pour cette mesure est donc de 3,54 kPa (cercle rouge)

Le premier critère assure que le module de Young obtenu est en accord 

avec le modèle utilisé. Le deuxième critère permet de s’assurer que le point de 

contact physique correspond au point de départ. Dans le cas où deux 

correspondances ou plus sont valides, ont la même valeur d’indentation et sont 

situées dans le bruit de fond, le RMSD est le dernier critère de sélection utilisé. 

Ces trois critères permettent de s’assurer qu’un seul module de Young soit obtenu 

pour chaque courbe F/D. Ce module de Young correspond à la rigidité en Pascal 

(Pa) de la courbe F/D analysée. Ainsi, au cours d’une expérience, nous avons 

obtenu 3 mesures/cellule et quantifié un minimum de 20 cellules ou fibres.

2.16 Synthèse de substrats à base de gels d’acrylamide

Des substrats de différentes rigidités ont été synthétisés d’après la méthode 

décrite par Tse et Engler (Tse et Engler 2010). Brièvement, des lamelles rondes



78

en verre de 25 mm2 ont été nettoyées avec une solution de NaOH 0,1 M. Dans une 

chambre d’azote, la surface des lamelles a ensuite été recouverte de 3- 

Aminopropyltriethoxysilane (APES) permettant l’adhésion du gel. Les lamelles ont 

ensuite été rincées à l’eau distillée puis dans une solution 0,5 % de glutaraldéhyde 

diluée dans du PBS. Parallèlement, des lames de verre ont été traitées avec du 

Dichlorodiméthylsilane (DCDMS) pendant 5 min afin d’empêcher l’adhésion du gel 

puis les lames ont été rincées à l’eau distillée. Pour la synthèse des gels, 

différentes concentrations d’acrylamide et de bis acrylamide ont été mixées dans 

un volume final de 10 ml d’eau nanopure tel que décrit dans le tableau 2.5.

Tableau 2.5 Concentrations d'acrylamide et de bis-acrylamide utilisées pour la 
synthèse des substrats

3 0,06 0,75 0,3 8,95 0,5

5 0,03 1,25 0,15 8,6 1

4 0,01 1 0,5 8,5 2

10 0,34 2,5 1,68 15,82 4

20 0,23 5 1,14 13,86 12

Avant sa polymérisation, le mélange a été dégazé à l’aide d’un vacuum 

pendant 15 min Pour permettre la polymérisation, du persulfate d’ammonium 

(1:100) et du Temed (1:1000) ont été ajoutés à chaque préparation. Un volume de 

25 pl a été déposé immédiatement entre une lame et une lamelle préalablement 

traitées (Figure 2.5). Une fois le gel polymérisé, les lamelles ont été entreposées à 

4°C dans une solution d’éthanol 40 %, jusqu’à utilisation. La veille de leur 

utilisation, les lamelles ont été rincées au PBS puis recouvertes de collagène (Rat 

tail collagen ; cat: 08-115, Millipore, Temecula, CA, USA) pour permettre 

l’adhésion des cellules. Le recouvrement des gels d’acrylamide par du collagène 

est une couche très fine qui n’affecte pas la rigidité du substrat (Pelham  et W ang
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1997; Flanagan et al. 2002; Khatiwala et al. 2006; T se et Engler  2010).

Pour l’étude de la prolifération des CPM sur différents substrats, des CPM 

ont été ensemencées à une confluence de 1750 cellules/cm2. Après trois jours, un 

décompte du nombre de cellules par champs pris aléatoirement (8 champs/puits, 3 

puits/préparation) a été effectué, et ce pour trois préparations indépendantes.

i

Figure 2.5 Schéma de fabrication des substrats à base d'acrylamide
A) Lamelle de verre amino-silanée. B) Mélange d'acrylamide et de bis-acrylamide en 
polymérisation. C) Lame de verre chloro-silanée. D) Les différents composants une fois 
assemblés.

2.17 Analyses statistiques

Les valeurs obtenues ont été présentées comme la moyenne ± Terreur-type. 

Les analyses statistiques ont été faites par des tests-f appariés pour les 

expériences visant à comparer des cellules ou des tissus provenant des mêmes 

souris. Des tests-f non appariés ont été utilisés pour les expériences visant à 

comparer des tissus ou des cellules provenant de souris différentes. L’analyse 

statistique des mesures de rigidités comparant plusieurs groupes a été effectuée 

par un ANOVA suivi d’un test de Tukey. Les calculs de puissance ont été effectués
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avec un intervalle de confiance de 95 %. Les valeurs p<0,05 ont été considérées 

comme statistiquement significatives. Les analyses statistiques et les graphiques 

ont été réalisés avec le logiciel Prism 5.0. (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

USA).
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Chapitre III: Résultats

3.1 Modulation de l’environnement et du comportement des cellules 
progénitrices du muscle squelettique lors du vieillissement

3.1.1 La structure et la composition du muscle âgé sont différentes du muscle 
adulte

Les causes du vieillissement musculaires sont multifactorielles et incluent 

une dégénérescence neuromotrice, une altération de la production de facteurs 

hormonaux, une inflammation chronique ou encore un stress oxydatif (D egens  

2007; G opinath  et Rando  2008; M eng et Yu 2010).

Nous avons effectué une caractérisation macroscopique et histologique des 

muscles squelettiques de souris adultes (3 mois) et âgées (24 mois) afin de valider 

si elles correspondent à ce qui est rapporté dans la littérature (cf. section 1.5.1). 

Ces âges ont été choisis puisqu’à partir de 3 mois, les souris sont matures et n’ont 

plus de croissance musculaire et osseuse. À l’âge de 24 mois, elles sont 

considérées physiologiquement âgées (F lu rk e y  et al. 2007).

Nous avons tout d’abord mesuré le poids de muscles communément 

utilisés, à savoir le gastrocnémius (Gas) et le tibialis antérieur (TA), provenant de 

souris adultes (3 mois) et âgés (24 mois). Nos résultats montrent une diminution 

significative (18 %) de la masse du Gas mais non du TA des souris âgées par 

rapport aux souris adultes (Fig. 3.1.1 A). Une étude histologique a par la suite été 

effectuée par le biais d’observation microscopique de coupes transversales de 

muscles TA colorés à l’hématoxyline & éosine (H&E). Les résultats montrent une 

diminution significative de l’aire des fibres dans un muscle âgé par rapport à un 

muscle adulte (Fig. 3.1.1B-C),

La portion stromale du muscle vieillissant montre également d’importantes 

variations histologiques. En effet, des colorations de coupes transversales de TA 

au Sirius red et à l’Oil red O révèlent respectivement une accumulation importante 

de tissu fibreux et de cellules adipocytaires (dégénérescence graisseuse) dans le 

muscle âgé (Fig. 3.1.1D).
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La population progénitrice stromale, aussi appelée cellules progénitrices 

résidentes du muscle squelettique (mrSC), est reconnue pour sa multipotence et 

son implication dans la production du collagène interstitiel. Nous avons quantifié 

cette population par cytométrie de flux à l’aide d’anticorps spécifiques. Les mrSC 

sont positives pour l’antigène Seal, mais négatives pour le marqueur des cellules 

endothéliales CD31 et des cellules hématopoïétiques matures (Lineage: CD11b, 

Gr-1 CD3e et CD45R/B220) (Sca1+CD31Lm ou S+CL ) (G ren ie r et al. 2007; 

Leblanc et al. 2011). Nos résultats montrent une augmentation significative de 

plus de trois fois du nombre de mrSC dans le muscle âgé par rapport au muscle 

adulte (Fig. 3.1.1E) possiblement lié à l’infiltration de tissus adipeux et 

l’accumulation de tissu fibreux observé dans la portion stromale du muscle âgé 

(Narici et M a ffu lli  2010). L’ensemble de ces résultats a permis de valider les 

différences de composition entre les muscles de souris adultes et âgées utilisées 

pour nos études.
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Figure 3.1.1. Caractérisations macroscopiques, histologiques et de 
compositions cellulaires entre les muscles de souris adultes et âgées.
(A) Mesure de la masse des muscles tibialis antérieur (TA) et gastrocnémius (Gas) 
provenant de souris C57BI/6 adultes (3 mois; n=6) et âgées (24 mois; n=6). (B) 
Coupes transversales (5 pm) représentatives de muscles TA de souris adultes et 
âgées colorées au H&E. (C) Quantification de l’aire des fibres de muscles de 
souris adultes et âgées. Ces résultats ont été obtenus par la quantification de l’aire 
de plus de 200 fibres choisies aléatoirement sur des coupes transversales de TA 
de souris adultes (n=3) et âgées (n=3) colorées au H&E. (D) Coupes transversales 
(5 pm) représentatives de muscles TA de souris jeunes et âgées colorées au Sirius 
red et à l’Oil red O. (E) Histogramme présentant le pourcentage de mrSC (S+CL) 
fraîchement isolées de muscle TA de souris adultes (n=4) et âgées (n=4). Les 
résultats sont présentés comme la moyenne ± l’erreur-type. La signification 
statistique a été déterminée par un test t non apparié.

3.1.2 L’état des cellules progénitrices myogéniques est altéré lors du vieillissement

Puisque ce sont les cellules progénitrices myogéniques (CPM) qui assurent 

le renouvellement des fibres musculaires en condition physiologique ou leur 

régénération à la suite d’un dommage, il est essentiel de les caractériser dans le 

muscle vieillissant, connu pour son déclin régénératif.

Des coupes transversales de muscle Gas de souris jeunes (3 semaines), 

adultes (3 mois), et âgées (24 mois) ont été immunomarquées à l’aide d’anticorps 

dirigés contre: 1) le Ki67, un antigène nucléaire exprimé par les cellules 

prolifératives, 2) le facteur de transcription Pax7, spécifique aux cellules satellites 

quiescentes et CPM prolifératives, ainsi que 3) la laminine, localisée dans la lame 

basale des fibres musculaires et des vaisseaux sanguins. Les noyaux ont été 

marqués au DAPI (Fig. 3.1.2A). Ces immunomarquages ont permis de localiser et 

de déterminer le pourcentage de cellules prolifératives totales (Ki67+) ainsi que de 

CPM prolifératives (Pax7+Ki67+) dans le muscle des souris à différents âges.

Le décompte des cellules prolifératives totales (myogéniques et non 

myogéniques) sur l’ensemble des noyaux a révélé une diminution significative (2,5 

fois) entre les muscles de souris jeunes par rapport à ceux de souris adultes (Fig. 

3.1.2B). La comparaison entre le muscle de souris adultes et âgées met en 

évidence une diminution significative (2 fois) du pourcentage de cellules



85

prolifératives totales. Il est intéressant de mettre ce résultat en relation avec 

l’augmentation des cellules mésenchymateuses observé avec l'âge (Fig. 3.1.1 D) 

suggérant que la diminution totale de cellules prolifératives (Pax7+Ki67+ et Pax7" 

Ki67+) dans le muscle âgé serait la conséquence d’une réduction importante du 

nombre de CPM prolifératives (Pax7+Ki67+).

Dans le but de confirmer ce point, nous avons évalué le pourcentage de 

CPM prolifératives (Pax7+Ki67+/Ki67+totales) sur des coupes de muscles de souris 

à différents âges. Les résultats montrent une quantité de CPM prolifératives 9 fois 

plus élevée dans le muscle jeune par rapport à un muscle adulte. Cette forte 

prolifération est attribuée au processus de maturation du tissu. Les résultats 

montrent également une importante diminution (>15 fois) des CPM prolifératives 

dans le muscle âgé ce qui pourrait expliquer en partie la diminution du potentiel 

régénératif lors du vieillissement (Fig. 3.1.2C).
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Figure 3.1.2. L’état prolifératif des CPM est altéré lors du vieillissement.
(A) Immunomarquage sur coupes transversales (5 pm) représentatives de Gas de 

souris C57BI/6 adultes à l’aide d’anticorps dirigés contre Pax7 (vert), Ki67 (rouge), 
laminine (mauve). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (bleu). Les flèches 
indiquent des cellules Pax7+Ki67', Pax7‘Ki67+ et Pax7+Ki67+. (B) et (C) 
Histogrammes représentants les cellules prolifératives totales (Ki67+) et les CPM 
prolifératives (Pax7+Ki67+/Ki67+ totales), respectivement. Les comptes ont été 
effectués sur des coupes transversales de muscle Gas provenant de souris jeunes 
(3 semaines, n=4), adultes (3 mois, n=4) et âgées (24 mois, n=4). (B) et (C) sont 
représentés en valeurs relatives par rapport aux muscles adultes. Les résultats 
sont présentés comme la moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été 
déterminée par un test t non apparié.

3.1.3 L’état de différenciation des CPM est altéré dans le muscle vieillissant

Le potentiel régénératif du muscle squelettique est lié à la capacité des 
CPM à s’activer, proliférer et se différencier (fusionner) afin de reconstituer le pool 

de noyaux des fibres musculaires endommagées, ou encore, de former de 

nouvelles fibres suite à un dommage. Il est possible de discerner l’état de 

différenciation des CPM par l’étude de la co-expression de facteurs de 

transcription qui leur sont spécifiques, Pax7 et MyoD. Ainsi, les CPM quiescentes 

sont Pax7+MyoD", les CPM activées sont Pax7+MyoD+, et les CPM compétentes à 

fusionner, Pax7"MyoD+ (cf. section 1.3.2.2).

Dans le but de définir quelle(s) étape(s) de la différenciation des CPM 

pourrai(en)t faire défaut dans le muscle âgé, les pourcentages de CPM 

quiescentes, activées et compétentes à fusionner ont été quantifiés sur des 

coupes transversales de muscle Gas de souris jeunes, adultes et âgées. Les 

valeurs obtenues ont été relativisées par rapport à un muscle adulte. Les résultats 

montrent une augmentation relative de CPM quiescentes (Pax7+MyoD ) chez les 

souris jeunes et âgées (1,6 et 1,8 fois, respectivement) (Fig. 3.1.3A), suggérant 

que ce n’est pas la quantité de cellules satellites présentes à l’état basai qui est en 

cause dans le déficit régénératif du muscle vieillissant.
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Pour les CPM activées/prolitératives (Pax7+MyoD+), nos résultats montrent 

une diminution significative entre les muscles jeunes et adultes (4,7 fois) ainsi 

qu’entre les muscles âgés et adultes (9,5 fois). (Fig. 3.1.3B). De plus, nos résultats 

révèlent une augmentation du pourcentage de CPM compétentes à fusionner 

(Pax7'MyoD+) chez les souris jeunes (6,2 fois) et chez les souris âgées (23,4 fois) 

(Fig. 3.1.3C).

Ensemble, ces résultats suggèrent un défaut sévère de 

l’activation/prolifération des CPM dans le muscle des souris âgées, pouvant être 

impliqué dans la diminution du potentiel régénératif du muscle squelettique lors du 

vieillissement. Aussi, la présence de cellules compétentes à fusionner indique que 

dans le muscle de souris âgées, les CPM activées ont tendance à fusionner plutôt 

qu’à proliférer.
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Figure 3.1.3 L’état de différenciation des CPM est modulé dans le muscle 
vieillissant.
Immunofluorescence sur coupes congelées (5 pm) de Gas de souris C57BI/6 
adultes à l’aide d’anticorps dirigés contre les protéines Pax7 (vert), MyoD (rouge) 
et laminine (mauve). Les noyaux ont été marqués au DAPI (bleu). Histogramme 
représentant le nombre de CPM (A) quiescentes Pax7+MyoD\ (B) prolifératives 
(Pax7+MyoD+) et (C) compétentes à fusionner (Pax7'MyoD+) sur le nombre de 
noyaux totaux. La totalité de ces décomptes a été effectuée sur l’ensemble de 
coupes transversales provenant de la partie médiane du Gas de souris C57BI/6 
jeunes (3 semaines, n=3), adultes (3 mois, n=3) et âgées (24 mois, n=3). Les 
résultats de cette figure sont représentés en valeurs relatives à partir des valeurs 
obtenues sur les coupes de muscles adultes. Les résultats sont présentés comme 
la moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été déterminée par un test 
t non apparié.

En résumé, nous avons montré que l’état de différenciation des CPM du 

muscle âgé est différent du muscle adulte. En effet, le muscle vieillissant présente 

une atrophie des fibres musculaires, une augmentation de la population des mrSC 

et une accumulation de tissu fibreux et adipeux dans sa portion stromale. De plus, 

le muscle âgé présente une diminution du pourcentage de CPM prolifératives et 

une augmentation du pourcentage de CPM compétentes à fusionner en condition 

physiologique. Ces résultats pourraient expliquer le délai de régénération suite à 

un dommage, caractéristique du muscle vieillissant.
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3.2 La voie Wnt canonique contribue à la formation de la fibrose du muscle 
squelettique de souris mdx

3.2.1 La population des mrSC est augmentée dans le muscle des souris mdx

Les muscles du modèle de souris dystrophiques mdx sont caractérisés à 

l’âge adulte (>3 mois) par une forte accumulation de tissu fibreux (cf. section 

1.5.2.2). Cette fibrose est également une caractéristique commune au 

vieillissement du muscle.

La fibrose a été mise en évidence par le biais d’une coloration au trichrome 

de Masson (TM) sur des coupes transversales de TA, Gas et Dia de souris mdx et 

sauvages âgées de trois mois (Figs. 3.2.1A et S1). Outre la fibrose (coloration 

bleue), on constate également la présence de fibres de diamètre variés, dont 

certaines nécrotiques, caractéristiques du muscle dystrophique. Puisqu’il présente 

les caractéristiques des souris dystrophiques, les expériences qui suivent ont été 

menées dans le TA.

Afin de confirmer l’accumulation de collagène dans le muscle des souris 

mdx, nous avons procédé à la quantification par PCR quantitative (PCR en temps 

réel) de l’expression des gènes codants pour le collagène de type I et III, 

principaux types de collagènes fibrillaires présents dans le tissu fibrotique (L ig h t et 

Champion 1984; G il le s  et L ieber 2011). Nos résultats montrent une augmentation 

significative de l’expression du collagène de type I (4 fois) et de type III (18 fois) 

dans le muscle des souris mdx par rapport aux souris sauvages (Fig. 3.2.1 B). Les 

mrSC étant connues pour leur capacité à produire de la MEC (G re n ie r  et al. 2007; 

Joe et al. 2010; Leb lanc  et al. 2011), nous avons évalué la proportion de cette 

population dans le muscle des souris mdx. Pour ce faire, nous avons effectué un 

immunomarquage des mrSC à l’aide de l’antigène Seal sur des coupes 

transversales. Cette expérience a permis de mettre en évidence une augmentation 

importante et significative du nombre de cellules Seal positives au pourtour des 

fibres musculaires immunomarquées par la laminine, dans le muscle de souris 

dystrophiques par rapport aux muscles de souris sauvages. (Fig. 3.2.1C),

La population de mrSC a été également quantifiée par cytométrie en flux 

par le biais d’un immunomarquage des cellules totales provenant de la digestion
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des tissus, à l’aide d’anticorps dirigés contre Seal et CD31 ainsi que contre les 

différentes lignées hématopoïétiques matures (lineage). Les résultats montrent que 

le pourcentage de mrSC (ou S+CL ), par rapport à la population cellulaire totale, est 

augmenté de façon significative (2,1 fois) dans les muscles des souris mdx par 

rapport à ceux des souris sauvages (Fig. 3.2.1 D).
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Figure 3.2.1 Les muscles des souris mdx sont fibrotiques et ont une 
population de mrSC augmentée.
(A) Coupes transversales (5 pin) représentatives de muscles Tibialis Antérieur 
(TA) provenant de souris sauvages (CTL) et dystrophiques (mdx) adultes colorées 
au trichrome de Masson. Cette coloration permet de localiser le collagène en bleu 
et les fibres musculaires en rouge. (B) Expression relative par qPCR des gènes 
collagènes type I et III dans les TA de souris mdx par rapport aux souris sauvages 
(n=6). (C) Immunofluorescence sur coupes congelées transversales (5 pm) 
représentatives de TA de souris sauvages et mdx à l’aide d’anticorps dirigés contre 
Seal (vert) et laminine (rouge). Les noyaux ont été colorés au DAPI (en bleu). (D) 
Pourcentage de mrSC (S+CL) dans le muscle de souris sauvages et mdx, 
déterminé par cytométrie de flux (n=5). Les résultats sont présentés comme la 
moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été déterminée par un test t 
non apparié.

3.2.2 L’activité de la voie Wnt canonique est augmentée chez les souris mdx et 
stimule la prolifération des mrSC et leur synthèse de collagène in vitro

Dans le but de voir si l’activité de la voie Wnt canonique est augmentée 

dans l’environnement des cellules progénitrices du muscle des souris mdx, nous 

avons mesuré par des essais luciférases l’activité transcriptionnelle du complexe 

Wnt/p-caténine/T cell factor (TCF). Les résultats montrent une augmentation 

significative (1,8 fois) de l’activité TCF/LEF en présence de sérum provenant de 

souris mdx par rapport au sérum de souris sauvages, traduisant ainsi une 

augmentation de l’activité de la voie Wnt canonique dans l’environnement 

systémique des souris dystrophiques (Fig. 3.2.2.A).

Afin de confirmer l’augmentation de l’activité de la voie Wnt canonique, nous 

avons procédé à la quantification de l’expression de la p-caténine, protéine pivot et 

principale effectrice de cette voie de signalisation, dans des extraits de muscles 

Gas de souris mdx et sauvages. Une activité de la voie Wnt canonique prévient la 

dégradation de la (3-caténine favorisant son accumulation. Les immunobuvardages 

de Gas révèlent une augmentation significative (1,5 fois) de l’expression de la P- 

caténine dans les muscles de souris dystrophiques par rapport aux souris 

sauvages (Fig. 3.2.2.B).



95

Le muscle des souris mdx présentant une augmentation de l’activité de la 

voie Wnt canonique, nous avons isolé puis mis en culture les mrSC en présence 

de Wnt3a un agoniste reconnu pour activé la voie Wnt canonique (Shimizu et al. 

1997; B ra c k  et al. 2008; M a cD o n a ld  et al. 2009). Nous avons observé une 

augmentation significative de leur prolifération par rapport aux cellules non traitées 

(Fig. 3.2.2.C). L’augmentation du nombre de mrSC dans le muscle des souris mdx 

pourrait donc être directement liée à une augmentation de l’activité de la voie Wnt 

canonique observée dans le muscle et dans l’environnement systémique.

Afin de confirmer l’activation de la voie Wnt canonique dans les mrSC 

traitées avec la protéine recombinante Wnt3a, nous avons procédé à la 

quantification de l’expression de la P-caténine par immunobuvardage sur des 

mrSC mises en présence de Wnt3a avec ou sans ajout de DKK1, un antagoniste 

de la voie Wnt canonique (N ie h rs  2006; B ra c k  et al. 2007; M a cD o n a ld  et al. 

2009) (Fig. 3.2.2.D), Les cellules traitées avec Wnt3a présentent une accumulation 

significative de P-caténine contrairement aux cellules traitées avec Wnt3a et DKK1 

dont l’expression de la P-caténine correspond à celle des cellules non traitées. Ces 

résultats ont été confirmés en mesurant par qPCR le niveau d’expression de 

l’Axine 2, un gène cible de la voie Wnt canonique (Nusse 2012), et le collagène de 

type I, reconnu pour être le composant majeur du dépôt matriciel dans la fibrose. 

Les niveaux d’expression du collagène de type I et de l’axine 2 étaient 

significativement augmentés (1,4 et 12 fois, respectivement) dans les cellules 

traitées avec Wnt3a par rapport aux cellules non traitées (Fig. 3.2.2.E). Dans les 

deux cas, leur expression a été inhibée par l’ajout de DKK1.

Ensemble, ces résultats montrent que l’augmentation de l’activité de la voie 

Wnt canonique observée dans le muscle de souris dystrophiques favorise la 

prolifération des mrSC ainsi que l'expression du gène codant pour le collagène de 

type I.
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Figure 3.2.2 L’activité de la voie Wnt canonique est augmentée chez les 
souris mdx et stimule la prolifération des mrSC et la synthèse de collagène 
in vitro.
(A) Mesure de l’activité luciférase relative à l’activité transcriptionnelle de la voie 

Wnt/p-caténine/Tcell factor (TCF) à l’aide de plasmides rapporteurs (8xTOPFIash 
et son contrôle muté 8xFOPFIash) transfectés dans les cellules HEK293. Les 
cellules ont été traitées avec 10 % du sérum provenant de souris mdx (n=6) ou 
sauvages (n=6) pendant 24 h. La protéine recombinante Wnt3a (100 ng/ml) a servi 
de contrôle positif. Quatre expériences indépendantes ont été réalisées. (B) 
Immunobuvardage pour la p-caténine sur des extraits protéiques de muscles TA 
provenant de souris sauvages et mdx. La protéine GAPDH a été utilisée comme 
contrôle de chargement. Le graphique montre l’expression relative de la p-caténine 
mesurée à partir des données densitométriques provenant de quatre TA de 
chaque groupe. (C) Pourcentage de prolifération des mrSC exposées pendant 
quatre jours à 0, 50 ou 100 ng/ml de protéines recombinantes murines Wnt3a 
(n=6). Les décomptes ont été effectués à l’aide d’un hemacytomètre (D) 
Immunobuvardage pour la P-caténine sur des extraits protéiques de mrSC en 
culture exposées pendant quatre jours à de la protéine recombinante murine 
Wnt3a (100 ng/ml) seule ou avec DKK1 (250 ng/ml). GAPDH a été utilisé comme 
contrôle de chargement. Le graphique montre l’expression relative de la P-caténine 
mesurée à partir des données densitométriques provenant de quatre préparations 
cellulaires. (E) Expression relative mesurée par qPCR des gènes codants pour 
l’axine 2 et le collagène de type I dans des mrSC non traitées (CTL), traitées avec 
Wnt3a (100 ng/ml) seul, ou en combinaison avec DKK1 (250 ng/ml) (n=6). Les 
résultats sont présentés comme la moyenne ± l'erreur-type. La signification 
statistique a été déterminée par un test t non apparié.

3.2.3 L'activation de la voie Wnt canonique réduit la prolifération des CPM in vitro, 
mais n’a pas d’effet sur leur synthèse de collagène

Afin de déterminer si les CPM pourraient causer l’accumulation de tissu 

fibreux dans les muscles dystrophiques, nous avons stimulé les CPM avec un 

agoniste de la voie Wnt canonique. Des cultures de fibres individuelles ont été 

traitées, ou non, pendant quatre jours en présence de 100 ng/ml de Wnt3a. Les 

CPM ont été quantifié par décompte du nombre de cellules Pax7+ par fibre. Les 

résultats montrent une réduction significative (1,6 fois) de l’activation/prolifération 

des CPM (cellules Pax7+) par rapport aux fibres non traitées (Fig. 3.2.3A), Le 

traitement des CPM en culture avec Wnt3a inhibe de façon dose dépendante leur 

prolifération (Fig. 3.2.3B). Une réduction de la prolifération de plus de 50 % a été
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atteinte avec une concentration de 100 ng/ml de Wnt3a. Dans le but de vérifier si 

l’exposition des CPM à un agoniste de la voie Wnt canonique pouvait moduler 

l’expression de gènes cibles, l’expression de l'Axine 2 et du collagène de type I ont 

été quantifiées par qPCR. L’exposition des CPM à Wnt3a pendant quatre jours 

induit une augmentation significative (environ 13.5 fois) de l’expression de l’Axine2 

indiquant la capacité des CPM à transduire la signalisation de la voie Wnt 

canonique, mais sans toutefois moduler l’expression du collagène de type I (Fig. 

3.2.3C), Ensemble, ces résultats montrent que l’activation de la voie Wnt 

canonique inhibe la prolifération des CPM en culture et ces dernières ne semblent 

pas être impliquées dans la synthèse de collagène de type I du muscle 

squelettique.
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Figure 3.2.3 L’activation de la voie Wnt canonique réduit la prolifération des 
CPM mais n’a pas d’effet sur l’expression du collagène de type I.
(A) Nombre de cellules Pax7+ en fonction du nombre de fibres musculaires 
individuelles fraîchement isolées (jour 0, CTL) ou cultivées pendant quatre jours en 
présence ou en absence (CTL) de la protéine recombinante Wnt3a (100 ng/ml) (50 
fibres). (B) Pourcentage de CPM prolifératives cultivées en présence de 
concentrations croissantes de Wnt3a (10, 25, 50, 75 et 100 ng/ml) (n=6). Le 
comptage a été effectué à l’aide d’un hémocytomètre (C) Expression relative de 
l’Axine 2 et du collagène de type I par qPCR, dans des cultures primaires de CPM 
contrôle (CTL) (n=6) ou traitées avec Wnt3a (100 ng/ml) (n=6). Les résultats sont 
présentés comme la moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été 
déterminée par un test t non apparié.

3.2.4 Wnt3a stimule la prolifération et l ’expression de collagène des mrSC in vivo

Nos résultats précédents ont montré que l’activation de la voie Wnt 

canonique induit une augmentation de la prolifération des mrSC et la synthèse de 

collagène in vitro. Afin de confirmer ces résultats in vivo, des injections répétées de 

Wnt3a ont été effectuées dans le TA de souris sauvages. Une solution saline a été 

injectée aux mêmes temps dans le muscle controlatéral.

L’activation de la voie Wnt canonique a été vérifiée par la quantification 

protéique de l’expression de la p-caténine. L’immunobuvardage sur les extraits 

protéiques révèle une accumulation significative de la 3-caténine (1,3 fois) dans les 

TA traités par rapport aux TA contrôles (Fig. 3.2.4A). Dans le but de voir si le 

traitement avait influencé la population des mrSC, une quantification des cellules 

S+CL' a été effectuée par cytométrie en flux. Les résultats montrent une 

augmentation significative (1,3 fois) de la proportion des mrSC dans les muscles 

traités (Fig. 3.2.4B). Ce résultat a été confirmé par un immunomarquage des 

cellules Sca1+ (vert) sur des coupes transversales de TA où l’on a pu observer une 

augmentation du nombre de cellules Sca1+ dans les TA traités avec Wnt3a (Fig. 
3.2.4C).

Nous avons ensuite mesuré par qPCR l’expression des gènes codants pour 

les collagènes de type I et III. Les injections de Wnt3a ont induit une augmentation 

significative (1,4 et 1,3 fois, respectivement) des deux types de collagène
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fibrillaires (Fig. 3.2.4D). Ce résultat a été confirmé in situ sur des coupes 

transversales de TA traitées ou non avec Wnt3a et colorées au Sirius Red. Les 

résultats montrent une augmentation de la coloration dans les TA traités avec du 

Wnt3a (Fig. 3.2.4E), L’intensité de la coloration, quantifiée par la mesure de la 

densité des pixels, révèle une augmentation significative et constante du collagène 

entre les TA contrôle et traités de plusieurs souris (Fig. 3.2.4F).

Ces résultats indiquent que la présence d’agonistes de la voie Wnt 

canonique dans le muscle de souris sauvages est suffisante pour induire une 

augmentation de la prolifération et de la synthèse de collagène par les mrSC in 

vivo.
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Figure 3.2.4 Wnt3a stimule la prolifération et l’expression de collagène des 
mrSC in vivo.
(A) Immunobuvardage pour la p-caténine à partir d’extraits protéiques de TA suite 
à 3 injections intramusculaires à quatre jours d’intervalle de la protéine 
recombinante Wnt3a (250 ng/ml) et de solution saline (25 pi) dans le TA 
controlatéral de souris sauvages (C57BL/6). La protéine GAPDH a été utilisée 
comme contrôle de charge. Graphique présentant l’expression relative de la p- 
caténine mesurée à partir des données densitométriques (n=5). (B) Pourcentage 
de cellules S+CL" dans les TA traités ou non avec Wnt3a (250ng/ml) (C) 
Immunomarquage représentatif de coupes transversales de TA traités avec Wnt3a 
(250 ng/ml) ou de solution saline (25 p!) dans le TA controlatéral. Les coupes 
congelées (5 pm) ont été mises en présence d’anticorps dirigés contre Seal (vert) 
et la laminine (rouge). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (bleu) (D) 
Expression relative, mesurée par qPCR, des gènes codants pour les collagènes de 
type I et III dans les TA traités ou non avec Wnt3a (250 ng/ml) (n=5). (E) 
Reconstitution représentative de coupe transversale de TA traités, ou non, avec 
Wnt3a et colorés au Sirius Red. (F) Représentation graphique de la quantification 
du marquage au Sirius Red observée en (E) (n=3). Les résultats sont présentés 
comme la moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été déterminée par 
un test t apparié.

3.2.5 L ’antagoniste Dickkopf 1 (DKK1) inhibe l ’effet de la voie Wnt canonique dans 
le muscle de souris mdx

Afin de vérifier si l’inhibition de la voie Wnt dans le muscle de souris mdx 

permettrait de réduire la fibrose, des injections intramusculaires répétées de 

l’antagoniste DKK1 ont été effectuées dans le Gas de souris mdx jeunes adultes (8 

semaines). Comme contrôle, une solution saline a été injectée dans le muscle 

controlatéral. La diminution de l’activation de la voie Wnt canonique a été vérifiée 

par quantification de l’expression de la p-caténine. L’immunobuvardage de type 

Western sur les extraits protéiques provenant des muscles contrôles et traités 

montre une diminution de plus de 40 %, du niveau d’expression de la p-caténine 

suite aux injections de DKK1 par rapport aux muscles controlatéraux (Fig. 3.2.5A), 

Cette diminution était accompagnée d’une réduction importante de l’expression du 

collagène de type I, déterminée par qPCR (Fig. 3.2.5B).

Afin de vérifier si l’inhibition de la voie Wnt réduit la population des mrSC in 

vivo, un immunomarquage des cellules Sca1+ (vert) a été effectué sur des coupes
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transversales de Gas de souris mdx, traitées avec DKK1 ou de la solution saline 

(controlatéraux) (Fig. 3.2.5.C), Les résultats montrent une diminution du nombre 

de cellules positives pour Seal dans les Gas traités avec DKK1 par rapport aux 

Gas contrôles. Finalement, nous avons procédé à une coloration au Sirius Red des 

coupes transversales de Gas traités, ou non, avec DKK1 (Figs. 3.2.5D et S2). 

L’intensité de la coloration, quantifiée par la mesure de la densité des pixels, révèle 

une diminution significative et constante du marquage du collagène des Gas traités 

avec DKK1 par rapport aux Gas controlatéraux de plusieurs souris (Figs. 3.2.5E et 
S2).

Ensemble, ces résultats suggèrent que la diminution de l’activité Wnt 

canonique dans le muscle de souris dystrophique, par le biais d’injections répétées 

d’un antagoniste, permet de réduire de manière significative la population des 

mrSC, leur synthèse de collagène et surtout la fibrose musculaire des souris mdx.
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Figure 3.2.5 L’antagoniste Dickkopf 1 (DKK1) inhibe l’effet profibrotique de la 
voie Wnt canonique dans le muscle de souris mdx.
(A) Immunobuvardage pour la p-caténine à partir d’extraits protéiques de muscles 
Gas provenant de souris dystrophiques ayant subis une série de huit injections à 
quatre jours d’intervalle de DKK1 (300 ng/25 pi) ou de solution saline (25 pi) dans 
le muscle controlatéral. La protéine GAPDH a été utilisée comme contrôle de 
charge. Graphique montrant l’expression relative de P-caténine à partir des 
données densitométriques (n=4). (B) Expression relative du gène codant pour le 
collagène de type I dans les muscles Gas traités par huit injections de DKK1 (300 
ng/25 pl) et de solution saline (25 pl) dans le muscle controlatéral mesuré par 
qPCR. (C) Immunofluorescence sur des coupes transversales (5 pm) de muscle 
Gas de souris ayant subi des injections de DKK1 (300 ng/25 pl) ou de solution 
saline. Les coupes ont été mises en présence d’anticorps dirigés contre Seal 
(vert) et la laminine (rouge). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (bleu). (D) 
Reconstructions représentatives de muscles colorés au Sirius red. (E) 
Représentation graphique de la quantification informatique du marquage au Sirius 
red observé en (D). Les quantifications ont été faites à partir de quatre souris mdx. 
Les résultats sont présentés comme la moyenne ± l’erreur-type. La signification 
statistique a été déterminée par un test t apparié.

En résumé, nos résultats montrent une augmentation de la population mrSC 

dans le muscle des souris mdx. Nous avons également montré que l’activation de 

la voie Wnt canonique, augmentée chez les souris mdx, stimule la prolifération des 

mrSC et leur synthèse de collagène in vitro. L’activation de la voie Wnt dans le 

muscle de souris sauvages induit une accumulation de collagène et l’augmentation 

de la population de mrSC. À l’inverse, l’inhibition de cette voie chez la souris mdx 

par injection de DKK1 induit une diminution de la population de mrSC et de la 

fibrose musculaire.
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3.3 La modulation mécanique du microenvironnement favorise la 
prolifération des CPM

3.3.1 La perte de tension interne des fibres individuelles en culture induit la 
prolifération des CPM

Lors de la culture de fibres musculaires, nous avons noté qu’une proportion 

d’entre elles se « réduisent », c’est-à-dire qu’elles perdent leur tonus, mais sans se 

casser. Afin de définir à quel moment ce phénomène se produit, un décompte des 

fibres intactes et réduites en culture a été effectué quotidiennement pendant six 

jours (Fig. 3.3.1A). Vingt-quatre heures après l’isolement et la mise en culture de 

fibres intactes, près de la moitié d’entre elles se sont réduites. Ce chiffre a atteint 

plus de 80% après six jours. Fait intéressant, ces fibres réduites ont comme 

caractéristique un fort bourgeonnement cellulaire à leur périphérie.

Afin de déterminer la nature des cellules bourgeonnantes, nous avons 

cultivé pendant six jours des fibres isolées de souris Myf5-nLacZ. Ces souris ont la 

particularité d’exprimer la |3-galactosidase ((3-gal) nucléaire des cellules 

myogéniques qui expriment Myf5 et permet donc de distinguer les CPM des autres 

cellules non-myogéniques (Ta jbakhsh  et al. 1996). Comme l’indique la figure
3.3.1 B, un nombre important de CPM (bleues) a été observé sur les fibres réduites 

après six jours en culture par rapport aux fibres non réduites, suggérant une 

grande prolifération des CPM. La nature myogénique de ces cellules a été 

confirmée par un immunomarquage contre Pax7 (Fig. 3.3.1 C). Nos résultats 

montrent que la réduction des fibres entraine l’activation et la prolifération d’un 

grand nombre de CPM (cellules Pax7+) à leur surface par rapport aux fibres 

intactes.
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Figure 3.3.1 La perte de tension interne des fibres individuelles en culture 
induit la prolifération des CPM.
(A) Pourcentage de fibres restées intactes en culture en fonction du temps (n=5 ; 
100 fibres/préparation) (B) Marquage au X-gal sur des fibres intactes et réduites 
isolées de muscles EDL de souris Myf5-nLacZ, après 1, 3 ou six jours de culture. 
Les flèches indiquent des cellules Myf5+. (C) Immunofluorescence représentative 
d’une fibre réduite après six jours de culture, marquée à l’aide d’anticorps dirigés 
contre Pax7 (vert). Les noyaux ont été marqués par le DAPI (bleu).

3.3.2 La réduction des fibres constitue un environnement favorable à la 
prolifération des CPM

Afin de quantifier la prolifération des CPM sur les fibres réduites par rapport 

aux fibres intactes, un décompte du nombre de CPM a été effectué après six jours 

de culture par le biais d’un immunomarquage à l’aide d’anticorps dirigés contre 

Pax7. Les résultats montrent que le nombre de CPM (cellules Pax7+) est 

significativement augmenté (3,5 fois) sur les fibres réduites par rapport aux fibres 

intactes (Fig. 3.3.2A). De plus, nous avons constaté une grande variabilité dans le 

nombre de CPM sur les fibres réduites d’un même individu allant de zéro à plus de 

500 cellules myogéniques par fibre après six jours. En effet, 26,5 % des fibres 

réduites avaient plus de 100 cellules Pax7+ après six jours de culture alors 

qu’aucune fibre intacte avec plus de 100 CPM n’a été observée (Fig. 3.3.2B). 

Ainsi, il semble que la réduction des fibres constitue un microenvironnement 

favorable à la prolifération des CPM,
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Figure 3.3.2 La réduction des fibres constitue un environnement favorable à 
la prolifération des CPM.
(A) Graphique en boite à moustache (90lème percentile) présentant le nombre de 

cellules Pax7+ après six jours de culture. Les fibres (entre 10 et 43 fibres) 
provenant de l’EDL de trois souris ont été immunomarquées à l’aide d’un anticorps 
dirigé contre Pax7. Les noyaux ont été colorés par le DAPI (bleu). (B) Distribution 
du nombre de cellules Pax7+ par fibres réduites et intactes après six jours de 
culture. Les résultats sont présentés comme la moyenne ± Terreur-type. La 
signification statistique a été déterminée par un test t non apparié.

3.3.3 La réduction des fibres est induite parla perte de leur viabilité

Pour expliquer la réduction des fibres, nous avons posé l’hypothèse qu’une 

perte de viabilité de la fibre pourrait l’empêcher de maintenir sa structure et 

conduire à sa réduction. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons exposé les 

fibres au bleu Evans, un colorant qui reste exclu des cellules viables (incolores), 

mais pénètre la membrane de cellules non viables (bleues). Alors que les fibres 

intactes sont incolores même après six jours de culture, les fibres réduites sont 

quant à elles colorées en bleue dès leur réduction (Fig. 3.3.3A).

Afin de montrer le lien entre la viabilité et la perte de tension interne, nous 

avons effectué un marquage à la phalloïdine (vert), une toxine extraite de l’amanite 

phalloïde qui se lie de manière spécifique aux filaments d’actine (actine F) 

permettant d’apprécier la structure striée caractéristique des fibres musculaires 

(B a rden  et al. 1987; C o o p e r 1987). Les fibres ont également été 

immunomarquées à l’aide d’anticorps dirigés contre Pax7 (rouge) ainsi qu’un 

marquage des noyaux au DAPI (bleu). Les résultats montrent que les fibres 

intactes ont une structure striée typique d’une organisation des filaments d’actine, 

et ce même après six jours de culture, indiquant le maintien de leur structure 

interne (Fig. 3.3.3A), Par contre, les filaments d’actine des fibres réduites sont 

complètement désorganisés. L’immunofluorescence à l’aide d’anticorps dirigés 

contre Pax7 a permis de mettre en évidence une forte dégradation des noyaux 

internes de la fibre musculaire (flèches) contrairement aux noyaux des CPM Pax7+ 

(pointes de flèches) qui ont maintenu une taille et une apparence normale (Fig. 

3.3.3B). Cette observation appuie la notion de dégénérescence des fibres réduites, 

qui perdent leur viabilité, leur tension interne et l’organisation de leur cytosquelette.
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Figure 3.3.3 La perte de viabilité cause la réduction de la fibre et une 
désorganisation de son cytosquelette.
(A) Microphotographies en microscopie à fluorescence représentatives de fibres 
intactes et réduites mises en culture pendant 0 et 6 jours à l’aide d’anticorps 
dirigés contre Pax7 (rouge) ainsi qu’un marquage à la phalloïdine (vert) et au DAPI 
(bleu). Les flèches indiquent la localisation de CPM. À droite, images 
représentatives de fibres musculaires intactes et réduites mises en culture pendant 
0 ou 6 jours et colorées au bleu d’Evans. (B) Immunofluorescence représentative 
d’une fibre musculaire réduite mise en culture pendant quatre jours à l’aide 
d’anticorps dirigés contre Pax7 (vert). Les noyaux ont été marqués par le DAPI 
(bleu). La flèche indique la localisation d'un noyau de la fibre et la tête de flèche 
une CPM sur cette même fibre.

3.3.4 La perte de tension des fibres musculaires induit une augmentation de la 
rigidité de l ’environnement des CPM

Des travaux récents ont montré l’importance du microenvironnement 

mécanique sur le comportement des cellules souches (E ngler et al. 2006; Lutolf 

et Blau 2009; Lee et al. 2011; Li et al. 2011) incluant les cellules satellites (Boonen  

et al. 2009; G ilbert et al. 2010). Comme la réduction de la fibre cause une 

rétraction de la lame basale et possiblement sa compression, nous avons vérifié si 

l’environnement mécanique des CPM associées à celle-ci était modifié. La rigidité 

de fibres intactes et réduites a été mesurée par microscopie à force atomique 

(AFM) (Fig. 3.3.4A), Les résultats montrent une augmentation significative (4 fois) 

de la rigidité des fibres réduites après 0 et six jours de culture, par rapport à des 

fibres intactes fraichement isolées, passant de 0,5 à 2 kPa. Nous avons également 

mesuré la rigidité de cellules C2C12 différenciées en myotubes (Fig. 3.3.4A). 

Aucune différence significative n’a été observée entre les fibres intactes et les 

cellules C2C12 différenciées.

La Fig. 3.3.4B permet d’observer le levier de l’AFM qui a permis de 

quantifier la rigidité sur les différentes préparations à l'étude: les fibres adultes 

intactes et réduites et les C2C12 différenciées (myotubes).
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Figure 3.3.4 La perte de tension des fibres musculaires induit une 
augmentation de la rigidité de l’environnement des CPM.
(A) Rigidité en kPa mesurée à l’aide d’un microscope à force atomique (AFM) de 
différentes préparations: cellules C2C12 différenciées pendant 8 jours dans un 
milieu de différenciation (20 myotubes), fibres intactes adultes fraîchement isolées 
(27 fibres), fibres réduites après 0 jours de culture (26 fibres) et de fibres réduites 
après six jours de culture (22 fibres). Les expériences ont été effectuées sur 3 
préparations cellulaires indépendantes. (B) Images en contraste de phase 
représentatives d’une fibre intacte fraîchement isolée, d’une fibre réduite après six 
jours de culture, et de cellules C2C12 différenciées lors de la quantification de leur 
rigidité par le levier de l’AFM (triangle). Les résultats sont présentés comme la 
moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été déterminée par un 
ANOVA suivi d’un test de Tukey.

3.3.5 L’augmentation de la rigidité du microenvironnement des CPM favorise leur 
prolifération

Afin de confirmer la différence de prolifération des CPM observée entre les 

fibres intactes et réduites, nous avons cultivé des CPM isolées d’EDL de souris 

sauvages adultes par la méthode de fibre (cf. section 3.4) sur des substrats de 

polyacrylamide de 0,5 et 2 kPa, correspondant aux rigidités mesurées par AFM de 

fibres intactes et réduites, respectivement. Ces substrats enduits de collagène ont 

été fabriqués selon un protocole décrit à la section 2.16.

Nos résultats montrent que les CPM cultivées sur un substrat d’une rigidité 

de 2 kPa ont une prolifération significativement supérieure (1,5 fois) à celle des 

CPM cultivées à 0,5 kPa (Fig. 3.3.5A). Afin de s’assurer que les différences 

obtenues n’étaient pas dues à un problème d’adhérence lors de la mise en culture, 

des CPM ont préalablement été traitées à la mitomycine, qui empêche la 

prolifération cellulaire, puis ensemencées sur des substrats de 0,5 et 2 kPa (Fig. 
3.3.5B). Après deux jours de culture, le décompte du nombre de CPM n’a révélé 

aucune différence significative, indiquant que l’augmentation de la prolifération sur 

un substrat d’une rigidité de 2 kPa n’est pas du à un attachement ou à un 

décollement plus important des cellules.
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Dans le but de confirmer l’augmentation de prolifération, des CPM cultivées 

sur des substrats (0,5 et 2 kPa) puis immunomarquées en fluorescence à l’aide 

d’anticorps dirigés contre le Ki67, marqueur nucléaire de prolifération (S c h o lze n  et 

G e r d e s  2000) et contre la myogénine (Myog), un marqueur de différenciation des 

CPM, ainsi qu’un marquage au DAPI. Nous avons constaté une augmentation 

significative (2,4 fois) du nombre de cellules prolifératives (cellules Ki67+) sur le 

nombre de noyaux totaux sur des substrats de 2 kPa par rapport à des substrats 

de 0,5 kPa (Fig. 3.3.5C). Le décompte des cellules en différenciation (cellules 

Myog+) a quant à lui révélé une diminution de près de deux fois du nombre de 

CPM en différenciation sur des substrats de 2 kPa (Fig. 3.3.5D).

Ensemble, ces résultats indiquent qu’une rigidité correspondant à la rigidité 

des fibres réduites (2 kPa) est favorable à la prolifération des CPM et à leur 

maintien dans un état prolifératif, par rapport à un environnement correspondant à 

la rigidité de fibres intactes (0,5 kPa).
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Figure 3.3.5 L’augmentation de la rigidité de l’environnement maintien les 
CPM dans un état prolifératif.
(A) Nombre de CPM/cm2, après trois jours de culture dans un milieu prolifératif, sur 
des substrats de rigidité de 0,5, et 2 kPa. (B) Variation relative de CPM/cm2 après 
trois jours de culture sur des substrats de rigidité de 0,5, et 2 kPa, préalablement 
traités à la mitomycine. (C) Nombre de CPM positives pour le marqueur de 
prolifération Ki67 (Ki67+) sur le nombre de noyaux totaux, après trois jours de 
culture dans un milieu prolifératif, sur des substrats de rigidité de 0,5, et 2 kPa. (D) 
Nombre de CPM positives pour le marqueur d’entrée en différenciation Myogénine 
(Myog+) sur le nombre de noyaux totaux, après trois jours de culture dans un 
milieu prolifératif, sur des substrats de rigidité de 0,5, et 2 kPa. Les valeurs en (C) 
et (D) sont représentées en valeurs relatives par rapport à une rigidité de 0,5 kPa. 
Les résultats ont été obtenus par décompte de huit champs (10x, 600 pm2)/puit, 
sur trois puits par préparation pour chacune des trois lignées (n=3). Les lignées de 
CPM primaires provenaient de 3 souris. Les résultats sont présentés comme la 
moyenne ± Terreur-type. La signification statistique a été déterminée par un test t 
non apparié.

3.3.6 La perte de tension du muscle induit la prolifération des CPM in vivo

Nous avons souhaité déterminer si la perte de tension des fibres 

musculaires pouvait induire la prolifération des CPM in vivo. Pour cela, nous avons 

procédé à des ténotomies du tendon distal du TA de souris Myf5-nLacZ. Les TA 

controlatéraux respectifs ont été utilisés comme contrôle. Après 10 jours, les TA 

ténotomisés et controlatéraux ont été isolés puis colorés au X-gal (Fig. S3). Un 

décompte du nombre de CPM par champ (0,95 mm2), a été effectué sur la même 

zone du muscle, sur trois coupes par muscle et pour chacune des souris (Fig. 

3.3.6A), Nous avons constaté une augmentation significative (3 à 20 fois) du 

nombre de CPM quiescentes et prolifératives suite à une ténotomie par rapport 

aux muscles controlatéraux (Fig. 3.3.6B). Ces résultats indiquent que la perte de 

tension des fibres musculaires in vivo induit la prolifération des CPM.
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Figure 3.3.6 La perte de tension des fibres in vivo induit la prolifération des 
CPM.
(A) Images représentatives de coupes longitudinales de TA de souris Myf5-nLacZ 
ayant subi ou non une ténotomie 10 jours auparavant. Les CPM apparaissent en 
bleue suite à une coloration X-gal. Les champs ayant été utilisés pour le décompte 
du nombre de CPM/champs (0,95 mm2) sont représentés. (B) Graphique en 
colonnes présentant le nombre de CPM (cellules Myf5+)/champ. Ces résultats ont 
été obtenus par décompte du nombre de cellules Myf5+ sur un champ pris dans la 
même région du muscle, trois lames par muscle (n=5). Les résultats sont 
présentés comme la moyenne ± Terreur-type. La signification statistique a été 
déterminée par un test t apparié.

En résumé, nous avons montré que la formation de fibres réduites en 

culture était due à leur perte de tension interne induite par la perte de leur viabilité. 

Cette perte de tension cause une augmentation de la rigidité de l’environnement 

des CPM qui favorise leur maintien dans un état prolifératif. Finalement, nous 

avons montré que la perte de tension des fibres in  vivo  entraînait également la 

prolifération des CPM.
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3.4 Technique originale d’isolement des CPM à partir des fibres réduites

3.4.1 L’isolement de CPM par culture de fibres permet d’éliminer les cellules 
contaminantes

Puisque la réduction des fibres musculaires favorise l’obtention d’un grand 

nombre de CPM après quelques jours de culture (cf. Fig. 3.3.2), nous avons mis à 

profit cette observation pour mettre au point une nouvelle méthode d’isolement des 

CPM.

Des fibres musculaires d’EDL de souris sauvages ont été mises en culture 

pendant six jours afin de permettre aux CPM de proliférer en périphérie des fibres 

(Fig. 3.4.1A). Il est intéressant d’observer que les fibres mises en culture 

n’adhèrent pas au fond du Pétri contrairement aux cellules contaminantes. Bien 

qu’un certain nombre de CPM se sont détachées de la fibre et ont adhéré au Pétri, 

le nombre de cellules contaminantes (e.g. fibroblastes, mrSC) ayant adhéré au 

Pétri en plastique est supérieur à 80 % (Fig. 3.4.1 B). Le dénombrement des CPM 

(flèches) et des cellules contaminantes (tête de flèches) a été effectué d’après 

leurs différences morphologiques au microscope à contraste de phase. En effet, 

par rapport aux autres cellules présentes dans le muscle, les CPM ont une 

apparence sphérique caractéristique et poussent en colonie.

Une simple trituration mécanique a permis de séparer la quasi-totalité des 

CPM de leur fibre qui ont pu ainsi adhérer à un Pétri recouvert de collagène (Fig.

3.4.1 C). Cette méthode a permis d’obtenir un Pétri dont la pureté de CPM 

avoisinait les 95 % après seulement 6 jours de culture (Fig. 3.4.1 D).

Afin de définir si la réduction des fibres constitue un microenvironnement 

permettant de maintenir les CPM dans un état moins différencié, des CPM 

obtenues par isolement de fibres et par méthode classique (ou adhérence 

préférentielle) ont été mises en culture (aucun passage; PO), puis 

immunomarquées à l’aide d’anticorps dirigés contre le Ki67 et la myogénine 

(Myog). Après six jours, les CPM cultivées sur fibres réduites présentent un 

pourcentage de cellules prolifératives (cellules Ki67+) significativement supérieur 

(près de 30 %) aux CPM cultivées dans des Pétris enduits de collagène (Fig.
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3.4.1 E). Fait intéressant, la proportion de CPM ayant entamé le processus de 

différenciation (Myog+) est nettement réduite (61,6 %) lorsque cultivées sur fibres 

par rapport à la méthode classique (Fig. 3.4.1 E).

Parce que les CPM prolifèrent sur leurs fibres et que leur séparation est 

aisée, la culture de fibres réduites permet d’obtenir rapidement et facilement des 

CPM avec un haut niveau de pureté. De plus, la fibre constitue un environnement 

favorable au maintien des CPM dans un état prolifératif en prévenant leur 

différenciation.
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Figure 3.4.1 L’isolement de CPM par culture de fibres permet d’éliminer les 
cellules contaminantes et de prévenir leur différenciation.
(A) Image en contraste de phase représentative d’une fibre réduite isolée d’un 
muscle EDL de souris adulte sauvage et cultivées pendant six jours. La flèche 
indique une CPM adhérée au Pétri, la pointe de flèche indique une cellule 
contaminante adhérée au Pétri. B) Pourcentage de CPM et de cellules 
contaminantes adhérées au Pétri en plastique après six jours de culture dans un 
milieu prolifératif (n=6). C) Image en contraste de phase représentative d’une fibre 
réduite cultivée pendant six jours, triturée afin de libérer les CPM. La flèche indique 
une CPM, la pointe de flèche indique une cellule contaminante 24 h post
trituration. Les cellules myogéniques et non myogéniques ont des particularités 
morphologiques permettant de les distinguer au microscope en contraste de 
phase. D) Pourcentage de CPM et de cellules contaminantes après six jours de 
culture dans un Pétri en plastique et 24h dans un Pétri recouvert de collagène 
suite à l’étape de trituration (n=7). (E) Pourcentages de cellules Ki67+ ou 
Myogénine+ sur le nombre de cellules totales, après six jours de culture de CPM 
par la méthode classique d’adhérence préférentielle ou par isolement de fibres. 
Les noyaux ont été marqués au DAPI. Le pourcentage de cellules Ki67+ et Myog+a 
été quantifié sur des lignées primaires issues de 3 souris. Les résultats sont 
présentés comme la moyenne ± l’erreur-type. La signification statistique a été 
déterminée par un test t non apparié.

3.4.2 Les fibres réduites permettent l ’enrichissement des CPM indépendamment 
de la qualité du sérum utilisé

Dans le but de montrer que la qualité du sérum dans le milieu de culture a 

des conséquences sur les capacités prolifératives des CPM in vitro, un essai de 

prolifération a été effectué sur des CPM primaires isolées de trois souris adultes 

sauvages. Les CPM ont été cultivées dans un milieu prolifératif contenant soit 

20 % d’un lot de sérum provenant de la compagnie Wisent™, soit 20 % d’un lot de 

sérum provenant de la compagnie Hyclone™. Le décompte des cellules a montré 

que la prolifération des CPM était significativement augmentée (1,5 fois) lorsque 

cultivées avec du FBS Hyclone™ par rapport a du FBS Wisent™ (Fig. 3.4.2A). 

Cela indique que la qualité du sérum module les capacités prolifératives des CPM 

cultivées sur plastique. Pour la suite des expériences, les sérums provenant des 

compagnies Hyclone™ et Wisent™ ont donc été considéré comme riche et pauvre
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respectivement, d’après leur capacité à favoriser la prolifération des CPM. Afin de 

vérifier si des CPM sur les fibres se comporteraient comme celles sur plastique, 

des fibres ont été mises en culture pendant six jours dans les mêmes milieux. Le 

décompte des cellules Pax7+ par fibre n’a révélé aucune différence significative de 

prolifération entre les deux types de sérum (Fig. 3.4.2B), Ces résultats indiquent 

que la fibre constitue un microenvironnement qui supporte la prolifération des CPM 

indépendamment de la qualité du sérum.
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Figure 3.4.2 Les fibres réduites constituent un environnement permettant 
l’enrichissement des CPM indépendamment de la qualité du sérum utilisé.
(A) Graphique en nuage de points présentant le nombre de CPM par cm2 
provenant de trois souris adultes sauvages, ensemencées à 1500 cellules par cm2 
et mises en culture pendant quatre jours dans un Pétri recouvert de collagène avec 
un milieu prolifératif (Ham’s F10, 1% d’antibiotiques, 2,5 ng/ml de bFGF) 
contenant soit 20 % de sérum pauvre « Wisent™ », soit 20 % de sérum riche 
« Hyclone™ » (n=3). (B) Graphique en boite à moustache présentant le nombre de 
cellules Pax7+ par fibre provenant de trois souris adultes sauvages et mises en 
culture pendant six jours dans les milieux contenant du sérum « pauvre » et 
« riche » (n=3). Les résultats sont présentés comme la moyenne ± l’erreur-type. La 
signification statistique a été déterminée par un test t non apparié.

3.4.3 La qualité du sérum influence la vitesse d’enrichissement des CPM isolées 
par la méthode classique contrairement aux fibres réduites

Nous avons comparé l’enrichissement des CPM isolées par la culture de 

fibres avec la méthode classique (adhérence préférentielle). Les CPM isolées par 

les deux méthodes ont été enrichies dans un milieu prolifératif contenant 20 % de 

sérum « riche » (Hyclone™). Les résultats montrent que sept jours après 

isolement, les CPM issues des fibres avaient un niveau d’enrichissement supérieur 

à celles isolées par la méthode classique (Fig. 3.4.3A). De plus, le temps 

nécessaire à l’obtention d’une pureté de près de 100 % avec l’isolement de fibres a 

été réduit de plus d’une semaine.

Afin de vérifier si la qualité du sérum dans le milieu de culture pouvait 

affecter l’enrichissement des CPM, nous avons procédé à la même expérience, 

mais en les cultivant en présence d’un sérum pauvre (Wisent™). Nous avons 

constaté qu’un sérum pauvre n’affecte pas l’enrichissement des CPM isolées à 

partir de fibres réduites (Fig. 3.4.3B), En effet, après sept jours, le niveau 

d’enrichissement des CPM isolées par culture de fibres qui était de 94,9 % pour un 

sérum « riche », est de 92,5 % avec un sérum « pauvre ».

La qualité du sérum pour la culture ne semble donc pas influencer 

l’isolement des CPM obtenues par culture de fibres. Par contre, il est intéressant 

de constater que la méthode classique est quant à elle fortement affectée par la
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richesse du sérum utilisé. En effet, sept jours après isolement, les CPM isolées par 

la méthode classique avaient un niveau d’enrichissement de 53,5 %, ce qui fait 

une diminution de 34 %. De plus, le pourcentage de cellules myogéniques a chuté 

au douzième jour indiquant que la population de CPM prolifère moins rapidement 

que les cellules contaminantes, ces dernières ayant mieux toléré une diminution de 

la richesse du sérum du milieu de culture. Finalement, le temps nécessaire à 

l’obtention de CPM ayant un enrichissement de 100 % avec un sérum pauvre est 

allongé de 12 jours par rapport aux cellules issues de fibres dans les mêmes 

conditions de culture et de cinq jours par rapport aux cellules isolées par 

adhérence préférentielle, mais cultivées dans un sérum « riche ».

Ensemble, ces résultats indiquent que la qualité du sérum n’influence pas 

l’enrichissement des CPM par la méthode de fibres réduites, contrairement à la 

méthode classique d’adhérence préférentielle.
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Figure 3.4.3 L’enrichissement des CPM à partir des fibres n’est pas influencé 
par la qualité du sérum.
(A) Histogramme présentant le pourcentage de CPM issues de l’isolement de 
fibres ou de l’isolement par la méthode classique (adhérence préférentielle) en 
fonction du temps. (B) Histogramme présentant le pourcentage de CPM issues de 
l’isolement de fibres ou de l’isolement par la méthode classique en fonction du 
temps. Les cellules issues de fibres ont été isolées à partir d’EDL de quatre souris 
adultes sauvages et les cellules isolées par la méthode classique ont été obtenues 
à partir des TA, Gas et quadriceps des quatre mêmes souris par digestion 
enzymatique. Les CPM ont été cultivées dans un milieu prolifératif contenant 20% 
de sérum « riche » (A) ou « pauvre » (B).

3.4.4 L’isolement de CPM par culture de fibres réduites nécessite peu de tissu et 
ne diminue pas leur potentiel prolifératif et de différenciation

La quantité de tissu nécessaire à l’isolement de fibres étant nettement 

inférieure à celle nécessaire pour les isoler avec la méthode classique nous avons 

souhaité quantifier le rapport entre la quantité de tissu utilisé et le nombre de CPM 

obtenues. Pour cela, 100 fibres musculaires ont été isolées à partir des EDL de 

cinq souris adultes et mises en culture dans un milieu prolifératif pendant six jours. 

Les CPM ont alors été séparées des fibres et ensemencées dans un Pétri 

recouvert de collagène. Parallèlement, des CPM ont été isolées par la méthode 

classique à partir des TA, Gas et Quad de ces mêmes souris (environ 1g de 

tissu/souris). Après sept jours, un décompte du nombre de CPM a été effectué. 

Les décomptes ont ensuite été rapportés à la masse de tissu utilisé. Pour obtenir 

le même nombre de CPM, la méthode d’isolement par fibres nécessite 37 fois 

moins de tissu que l’isolement par la méthode classique lorsque l’on considère le 

poids d’une fibre, estimé dans la littérature à 8 pg (R o s en b la tt  et al. 1995) (Fig. 
3.4.4A).

Les potentiels de prolifération et de fusion des CPM peuvent être observés 

et quantifiés en culture, donnant des indices sur la qualité des cellules isolées. 

Nous avons donc souhaité vérifier si les propriétés prolifératives des CPM issues 

de culture de fibres sont comparables à celles isolées par la méthode classique. 

Pour cela, des CPM isolées par les deux méthodes ont été ensemencées au
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même passage et à la même confluence, et cultivées pendant quatre jours suivis 

d’un décompte. Il en résulte que les cellules issues des deux méthodes d’isolation 

ont un potentiel prolifératif comparable et n’ont donc pas de différences 

significatives (Fig. 3.4.4B).

Lorsque les CPM sont exposées à un milieu de différenciation, celles-ci sont 

capables de fusionner entre elles pour former des myotubes s’apparentant à des 

fibres musculaires. Le dénombrement des cellules ayant fusionné avec au moins 

une autre cellule permet d’estimer la compétence des cellules à fusionner. Ainsi, 

des CPM provenant des deux méthodes d’isolement ont été mises en présence 

d’un milieu de différenciation pendant trois jours. Les cellules ont ensuite été fixées 

puis immunomarquées pour la chaîne lourde de la myosine (MHC) ainsi qu’un 

marquage des noyaux au DAPI. Le dénombrement des cellules ayant fusionné 

avec au moins une autre cellule a permis de calculer un index de fusion. Les 

résultats montrent que les CPM ont une capacité à fusionner similaire, peu importe 

la méthode d’isolement choisie (Fig. 3.4.4C).
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Figure 3.4.4 La culture de fibres musculaires nécessite peu de tissu et 
aboutit à l’obtention de CPM avec des caractéristiques similaires à celles 
isolées par la méthode classique.
(A) Nombre de CPM isolées par culture de fibres et par adhésion préférentielle en 
fonction de la quantité de tissu initiale, après 6 jours de culture. Les CPM isolées 
par adhésion préférentielle sont issues des TA, Gas et Quad de cinq souris. Les 
CPM isolées par culture de fibres sont issues des EDL de ces cinq mêmes souris. 
Les CPM ont été discernées des cellules non-myogéniques selon leur morphologie 
et leur nombre a été déterminé par l’utilisation d’un hémacytomètre. (B) Nombre de 
CPM/cm2 obtenu après quatre jours de culture dans un milieu prolifératif. Les CPM 
ont été ensemencées à 2000 cellules/cm2 et comptées à l’aide d’un 
hémacytomètre (six puits/lignée; n=3). (C) Pourcentage de cellules ayant fusionné 
(plus de deux noyaux) en fonction du type d’isolement. Les CPM ont été 
ensemencées à 13 000 cellules/cm2. Après trois jours de culture dans un milieu de 
différenciation les cellules ont été fixées puis marquées à l’aide d’un anticorps 
dirigé contre MHC. Les noyaux ont été marqués par le DAPI (bleu). Le décompte 
des cellules fusionnées a été effectué sur cinq champs par lignée, choisis 
aléatoirement (n=3). Les résultats sont présentés comme la moyenne ± l’erreur- 
type. La signification statistique a été déterminée par un test t non apparié.

En résumé, nous avons montré que l’isolement des CPM par fibres était 

plus efficace que la méthode classique. Tout d’abord, nos résultats indiquent que 

l’isolement par la culture de fibres individuelles permet d’obtenir plus rapidement 

des CPM avec un niveau d’enrichissement très élevé, et ce à partir d’une quantité 

de tissu initiale très réduite. Ensuite, nous avons montré que la prolifération des 

CPM sur fibre, ainsi que leur enrichissement ultérieur, se faisait de manière 

indépendante de la qualité du sérum utilisé, contrairement à la méthode classique. 

Enfin, les résultats indiquent que quelle que soit la méthode d’isolement, les CPM 

obtenues ont des potentiels de prolifération et de fusion comparables.
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CHAPITRE IV: Discussion, perspectives & conclusions

4.1 Les cellules progénitrices du muscle des souris âgées

Le vieillissement du muscle est caractérisé par une accumulation excessive 

de composants de la MEC ainsi qu’une infiltration de tissu adipeux. Cette 

diminution de la masse et de la force musculaire est aussi appelée sarcopénie 

(Narici et Maffulli 2010). Pour la personne âgée, ces modifications entraînent 

des difficultés à effectuer ses activités quotidiennes, donc une perte d’autonomie, 

et augmentent le risque de chute et de fracture (T rappe 2009).

4.1.1. Le phénotype des cellules satellites et les CPM sont altérés dans le muscle 
des souris âgées

De nombreuses études mettent en évidence un déclin du potentiel 

régénératif du muscle vieillissant (Brooks et Faulkner 1990; G rounds  1998; 

W elle et al. 2002; Brack et Rando  2007; Smythe  et al. 2008; Jang  et al. 2011). 

En effet, la régénération du muscle âgé à la suite d’une activité physique intense 

ou d’un dommage est ralentie, voire incomplète. Ces études mettent en cause les 

cellules satellites, principales sources de cellules nécessaires à la régénération 

des fibres musculaires.

Les cellules satellites représentent de 3 à 6 % des noyaux totaux des fibres 

adultes, et certaines équipes ont montré une diminution du nombre de cellules 

satellites alors que d’autres montrent que ce nombre ne varie pas ou encore 

augmente (G ibson et Schultz 1983; C onboy  et al. 2003; Sajko et al. 2004; Brack 

et al. 2005; Shefer  et al. 2006; Brack et Rando  2007). Nos résultats indiquent 

que le nombre de cellules satellites est augmenté dans le muscle des souris âgées 

par rapport aux souris adultes. Ainsi, il ne semble pas que la perturbation de la 

régénération observée dans le muscle âgé soit liée à un manque de cellules 

satellites comme stipulé dans d’autres études (S hefer  et al. 2006). Compte tenu
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des différences de résultats, nous avons caractérisé l’état phénotypique des CPM 

à l’aide de facteurs de transcription spécifiques.

Nos résultats montrent une diminution du pourcentage de cellules 

prolifératives totale, une forte diminution du nombre de CPM prolifératives 

(Pax7+Ki67+) et activées (Pax7+MyoD+), et une augmentation du pourcentage de 

cellules compétentes à fusionner dans le muscle de souris âgées. Ces résultats 

tendent à montrer que dans le muscle vieillissant, les CPM ont une forte tendance 

à se différencier plutôt qu’à proliférer. Cette observation est en accord avec la 

diminution du nombre de noyaux par fibres décrite dans la littérature (Brack et al.

2005). De plus, elles confirment d’autres études ayant montré un défaut 

d’activation et de prolifération des cellules satellites résultant en une diminution 

des CPM du muscle âgé à la suite d’un dommage (M cG eachie et G rounds  1995; 

Carlson  et al. 2001; Conboy  et al. 2003).

Les différentes étapes menant à la régénération de fibres musculaires par 

les cellules satellites sont guidées par la modulation de facteurs présents dans leur 

microenvironnement. Des perturbations de facteurs de la niche des cellules 

satellites pourraient donc être à l’origine du défaut de régénération observé dans le 

muscle vieillissant. En effet, les progéniteurs de muscle âgé prolifèrent aussi bien 

que des progéniteurs de muscle jeune en culture (Barani et al. 2003; Shefer  et al.

2006) indiquant que la perturbation de leur prolifération n’est pas due à des 

modifications intrinsèques des CPM. La mise en évidence de facteurs de la niche 

modulés dans le muscle âgé est donc un aspect clé dans la compréhension de la 

diminution des capacités régénératives du muscle vieillissant.

Un certain nombre de signaux ont déjà été mis en évidence notamment la 

voie Notch, connue pour intervenir dans l’activation et la prolifération des cellules 

satellites ainsi que dans la progression du cycle cellulaire (C onboy et Rando  2002; 

C onboy  et al. 2003; Sarm ento  et al. 2005). L’inhibition de l’activité Notch entraîne 

l’inhibition de la régénération du muscle. Dans le muscle âgé, une détérioration de 

la signalisation Notch diminue les capacités prolifératives des CPM et leur potentiel 

régénératif. Finalement, l’activation forcée de la voie Notch dans un muscle âgé 

améliore le potentiel régénératif des CPM (Conboy et al. 2003; C onboy et al.
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2005). La modulation de cette voie de signalisation semble donc être fortement 

impliquée dans la diminution des capacités régénératives du muscle âgé et donne 

une explication à la perturbation de l’activation que nous avons observée.

La voie Wnt canonique intervient dans la formation du muscle squelettique 

lors de l’embryogenèse (Cossu et Borello 1999) en jouant un rôle essentiel dans 

la différenciation myogénique (P etropoulos  et S kerjanc 2002; A nakwe et al. 

2003). Lors de la myogenèse adulte, la voie Wnt canonique contrôle la transition 

des CPM d’un état prolifératif à un état différencié. Cette étape implique une 

transition de la voie Notch à la voie Wnt (Brack et al. 2008). L’activation de cette 

voie de signalisation dans les CPM réduit leurs capacités prolifératives, favorisant 

leur différenciation et leur fusion. Nous avons aussi montré que l’activation de la 

voie Wnt canonique dans des CPM en culture par ajout de Wnt3a diminue leur 

prolifération.

Fait intéressant, la comparaison de l’expression génique par puce à ADN 

entre le muscle jeune et âgé effectué dans le laboratoire a mis en évidence une 

diminution de l’expression de gènes codants pour un agoniste de la voie Notch 

(Dner) et pour des antagonistes de la voie Wnt (Wif-1 et sFRP2) dans le muscle de 

souris âgées, suggérant une augmentation de l’activité de ces voies de 

signalisation avec l’âge (S cime et al. 2010). Ces résultats sont en accord avec les 

travaux de Brack et ses collaborateurs qui ont montré une augmentation de 

l’activité de la voie Wnt canonique associée à une augmentation de la fibrose et 

une diminution du potentiel régénératif avec l’âge (Brack et al. 2007). Finalement 

les souris déficientes pour la protéine Klotho, un inhibiteur de la voie Wnt, 

présentent un vieillissement accéléré se traduisant par des modifications liées à 

l’âge plus précoce, une augmentation de la sénescence et une altération du 

nombre de cellules souches (Liu et al. 2007). La modulation de la voie Wnt 

canonique pourrait donc être fortement impliquée dans l’altération de l’état de 

différenciation des CPM que nous avons décrit ainsi que dans la diminution du 

potentiel régénératif du muscle vieillissant.

Les Wnt non canoniques ont aussi été décrits pour pouvoir influencer le 

comportement des CPM. Les cellules satellites quiescentes expriment le récepteur
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Fzd7. Les travaux de Legrand et collaborateurs ont montré que la liaison de Wnt7a 

au récepteur Fzd7 dans la phase précoce de la régénération musculaire stimule la 

division symétrique des cellules satellites (Le G rand  et al. 2009). De plus, la 

surexpression de Wnt7a suite à un dommage améliore la régénération musculaire 

et augmente le nombre de cellules satellites. L’importance de la signalisation de 

Wnt non canonique dans l’étape précoce de la régénération musculaire est 

appuyée par le fait que les souris déficientes pour cette protéine présentent un 

nombre réduit de cellules satellites suite à la régénération musculaire (Le G rand  et 

al. 2009).

Wnt7a peut aussi agir sur les fibres musculaires par l’intermédiaire de la 

voie Akt/mTOR, une autre voie Wnt non canonique. En effet, la liaison de Wnt7a 

sur le récepteur Fzd7 exprimé par les fibres musculaires induit leur hypertrophie 

(von  Maltzahn  et al. 2012). Il est donc possible que l’activité des voies non 

canoniques de Wnt soit aussi perturbée dans le muscle vieillissant. Elles 

pourraient notamment être impliquées dans la sarcopénie et le délai de 

régénération caractéristiques du muscle âgé.

4.1.2. Directions futures et résultats anticipés

L’augmentation de la voie canonique de Wnt dans le muscle âgé (Brack  et 

al. 2007) pourrait être responsable de la diminution du nombre de CPM 

prolifératives et l’augmentation du nombre de CPM en voie de différenciation 

observé dans notre laboratoire. L’analyse des CPM prolifératives et en 

différenciation suite à des injections en série d’agoniste de Wnt dans le muscle de 

souris sauvages adultes permettrait de valider si cette voie de signalisation est 

responsable de l’altération de l’état de différenciation des CPM observées dans le 

muscle des souris âgées. Si l’augmentation de la voie canonique de Wnt dans le 

muscle âgé est responsable de la perturbation de la différenciation des CPM en 

condition physiologique, l’inhibition chronique de l’activité de la voie Wnt dans le 

muscle âgé devrait favoriser la prolifération et inhiber la différenciation des CPM et 

ainsi rétablir la proportion de cellules prolifératives et différenciées.
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Le double rôle de Wnt7a en fait un candidat prometteur pour le traitement 

de la dystrophie musculaire et la sarcopénie. Von Maltzahn et collaborateurs ont 

récemment montré que le traitement local de muscle de souris mdx avec Wnt7a 

induit l’expansion des cellules satellites et l’hypertrophie des fibres, aboutissant à 

une augmentation de la force musculaire et une réduction des dommages induit 

par la contraction musculaire (von  Maltzahn  et al. 2012). Il serait donc intéressant 

de déterminer, dans un premier temps, si les voies PCP et Akt/mTOR sont 

également altérées dans le muscle vieillissant. Il serait alors pertinent d’explorer 

l’impact de la stimulation de ces voies de signalisation sur le muscle âgé, par des 

injections de Wnt7a. Si l’hypothèse est exacte, on devrait s’attendre à ce que les 

muscles âgés traités présentent une diminution de l’atrophie musculaire ainsi 

qu’une meilleure régénération suite à un dommage. Si tel est le cas, un traitement 

par Wnt7a pourrait améliorer la force musculaire des souris âgées.

4.2 L’activité de la voie Wnt canonique dans le microenvironnement des 
mrSC contribue à la fibrose dans le muscle de souris mdx

La MEC joue un rôle critique dans la répartition des forces lors de la 

contraction en permettant le maintien de la structure du tissu (G il l e s  et L ieber

2011). Elle sert aussi d’échafaudage pour la réparation des fibres par les CPM à la 

suite d’un dommage (S errano  et al. 2011). La MEC joue de plus un rôle 

biochimique par la séquestration de facteurs de croissance, synthétisés par les 

cellules résidentes. La fibrose du muscle squelettique est secondaire à une 

inflammation chronique suivant un trauma ou à de nombreuses pathologies du 

muscle telles les dystrophies musculaires (Engelund  et Kjersgaard  1991; 

D eco ninck  et Dan 2007). Elle est aussi associée à l'atrophie musculaire induite 

par non-utilisation, par dénervation ainsi que dans le processus physiologique du 

vieillissement. La récurrence de la fibrose dans les pathologies musculaires et les 

conséquences qu’elle a sur la fonction musculaire, et in fine sur la qualité de vie 

des individus, en fait un sujet de recherche intensif.
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4.2.1 L’activité de la voie Wnt canonique est augmentée dans le muscle fibrotique 
des souris mdx

La communauté scientifique s’intéresse de plus en plus aux populations de 

cellules progénitrices de la portion stromale pouvant être impliquées dans la 

myogenèse adulte et le remodelage des constituants de la matrice. L’antigène 

Stem Cell Antigen-1 (Sca-1) a permis d’identifier et d’enrichir des populations de 

cellules stromales dans plusieurs tissus, dont le muscle squelettique (G renier  et 

al. 2007; Joe et al. 2010) (Scime  et al. 2005; Leblanc et al. 2011). Les cellules 

stromales Sca1+ ont une localisation périvasculaire et semblent être étroitement 

associées aux cellules satellites (C hristov  et al. 2007; G renier  et al. 2007; 

C risan et al. 2008; Joe et al. 2010; Leblanc et al. 2011). Les mrSC se distinguent 

des cellules vasculaires et hématopoïétiques par l’absence des antigènes CD31 et 

Lineage, respectivement. Il s’agit d’une population de cellules mésenchymateuses 

du muscle, qui comme d’autres sous populations sont capable de se différencier 

en de nombreuses lignées mésodermiques dont en adipocytes, chondrocytes, 

ostéocytes et en cellules endothéliales (Asakura et Rudnicki 2002; S herw ood  et 

al. 2004; G renier  et al. 2007; Joe et al. 2010; M itchell et al. 2010). Bien que 

controversé, les CSM ont été décrites comme capable de différenciation 

myogénique par diverses méthodes (G ang et al. 2004; Liu et al. 2007; Gang  et al.

2008). Toutefois, cela n’a jamais été montré pour les mrSC.

D’autres sous-populations de cellules progénitrices mésenchymateuses 

provenant du muscle peuvent être enrichies à l’aide de Sca1+. Il y a notamment les 

progéniteurs fibro/adipogéniques (FAP) qui peuvent se différencier en adipocytes 

in vitro et suite à un dommage (Joe et al. 2010) ainsi que les cellules interstitielles 

PW1+Pax7' (PICs) qui possèdent un fort potentiel myogénique (M itchell et al. 

2010). De par leur localisation périvasculaire, leur multipotence et l’expression de 

l’antigène Seal, il est possible que ces sous-populations soient liées par une 

origine commune. Dans tous les cas, nos résultats montrent que la proportion de 

cellules Sca1+ générale, dont fait partie la population de mrSC, est augmentée 

dans le muscle des souris dystrophiques. En raison de leur multipotence, ces 

différentes populations cellulaires pourraient être impliquées dans la surproduction
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de MEC observée dans le muscle des souris dystrophiques ainsi que dans la 

formation de tissu adipeux.

Notre laboratoire a mis en évidence dans le muscle âgé une diminution de 

l’expression de sFRP2 et de Wif1 (Scime et al. 2010), deux inhibiteurs de la voie 

Wnt canonique (N usse  2008; A nastas et Moon  2013). Cette diminution 

d’antagonistes de la voie Wnt suggère une augmentation de l’activité Wnt 

canonique dans le muscle squelettique vieillissant, ce qui a été confirmé par 

d’autres équipes (Brack et al. 2007). Pour ces raisons, nous nous sommes 

intéressés au rôle que pouvait jouer la voie Wnt canonique dans les muscles 

dystrophiques. Nos résultats montrent une augmentation systémique de l'activité 

Wnt canonique ainsi que la surexpression de la (3-caténine dans le muscle des 

souris mdx. Cette augmentation systémique et locale de l’activité Wnt canonique 

pourrait donc, comme dans le muscle vieillissant (Brack et al. 2007), être 

impliquée dans la fibrose des muscles de souris dystrophiques. L’ensemble de ces 

observations tendent à monter que la voie Wnt canonique pourrait être une voie de 

signalisation centrale dans la fibrose quelque soient la cause ou le type d’organe. 

En effet, elle a été associée à la fibrose de nombreux organes, dont le poumon 

(Salazar et al. 2009; Hsu et al. 2011). Dans tous les cas, la population cible 

présumée pour être activée et contribuer à la fibrose sont les cellules souches 

mésenchymateuses. Or dans le muscle, la contribution des mrSC et leur réponse 

suite à l'activation de la voie Wnt canonique n’avait pas été montrée.

4.2.2 Les mrSC sont sensibles à une modulation de l’activité Wnt dans leur 
environnement

En culture, la stimulation de la voie Wnt canonique maintient les MSC dans 

un état indifférencié et permet leur auto-renouvellement (Boland et al. 2004; C ho 

et al. 2006; Baksh et al. 2007). Cette voie de signalisation est aussi impliquée dans 

la différenciation des MSC en ostéocytes, chondrocytes et adipocytes (L ing et al.

2009). Nos résultats montrent que l’ajout d’un agoniste de la voie Wnt canonique 

dans des cultures de mrSC cause leur prolifération ainsi que l’augmentation de 

l’expression du collagène de type I, suggérant qu’elles pourraient être impliquées



141

dans la fibrose des muscles de souris mdx. D’après leur recherche, Brack et 

collaborateurs suggèrent que l’augmentation de la fibrose avec l’âge serait due à 

une conversion des cellules myogéniques en cellules non myogéniques du fait 

d’une augmentation du pourcentage de cellules fibroblastiques dans des cultures 

de CPM isolées de muscles âgés comparées à des muscles jeunes (Brack  et al.

2007). Dans le but de valider si les CPM pouvaient jouer un rôle dans la synthèse 

de collagène in vitro, nous avons cultivé des fibres musculaires ainsi que des CPM 

en présence de Wnt3a. Nos résultats montrent que l’activation de la voie Wnt 

induit une diminution de la prolifération des CPM en culture. De plus, elle n’a 

aucun effet sur leur synthèse de collagène. Ces résultats suggèrent que les CPM 

ne sont pas impliquées dans la formation de collagène et de ce fait dans la fibrose 

musculaire des souris mdx.

Selon nos résultats, l’augmentation du pourcentage de cellules non 

myogéniques en culture observée par Brack et collaborateurs (Brack et al. 2007) 

ne serait pas due à une conversion des CPM en cellules à caractère fibroblastique, 

mais plutôt à une augmentation de la prolifération des cellules non myogéniques 

contaminantes et une diminution de la prolifération des CPM, induite par la voie 

Wnt canonique. Ainsi, l’accumulation des constituants de la MEC dans le muscle 

impliquerait principalement les mrSC. Nos résultats in vitro montrent que la voie 

Wnt a un effet opposé sur la prolifération des mrSC et des CPM. Or, le 

vieillissement et la dystrophie ont en commun un débalancement entre la portion 

myogénique et la portion stromale. La perturbation de la voie Wnt pourrait donc 

être directement impliquée dans ce processus en favorisant la prolifération des 

mrSC et leur synthèse de constituants de la MEC, et en inhibant la prolifération 

des CPM.

Dans le but de définir l’impact d’une stimulation chronique de la voie Wnt 

canonique dans le muscle, nous avons procédé à une série d’injections de Wnt3a 

dans les muscles TA et/ou Gas de souris sauvages. Cette stimulation a induit une 

accumulation de (3-caténine dans le TA des souris sauvages qui s’est traduite par 

une augmentation de l’activité de la voie Wnt canonique dans les muscles
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squelettiques. Celle-ci causa l’augmentation de la population Seal* ainsi qu’une 

hausse de l’expression des collagènes de type I et III. De plus, un marquage au 

Sinus Red a mis en évidence une augmentation de la fibrose dans les muscles 

traités au Wnt3a.

Le but de la recherche des mécanismes de fibrose étant de l’induire chez 

des individus sains, mais également de la réduire en condition pathologique, nous 

avons procédé à des injections chroniques de DKK1 dans le muscle de souris 

mdx. L’inhibition chronique de l’activité Wnt canonique dans le muscle des souris 

mdx a permis de réduire l’expression de collagène de type I, la population des 

cellules Sca1+ et l’accumulation de tissu fibreux (Figure 4.1). Ces recherches ont 

permis de montrer l’importance de l’environnement systémique pour les cellules 

progénitrices et les conséquences de la perturbation de leur environnement sur 

leur activité et les propriétés régénératives du muscle.

L’utilisation d’inhibiteurs de la voie Wnt tel DKK1, ou de molécules qui les 

ciblent, sont actue llem ent à l’é tude pour le tra item ent d ’autres pathologies te lles 

que l’arthrite rhumatoïde ou le myélome (Schett  et al. 2008; G avriatopo ulo u  et 

al. 2009). La fibrose étant aussi observée suite à une immobilisation prolongée et à 

un dommage musculaire important (Kaariainen  et al. 2000; Jarvinen  et al. 2002) il 

est fort probable que la voie Wnt soit aussi augmentée dans ces cas-ci, ce qui 

appuierait le rôle pivot de la voie Wnt dans le processus de fibrose dans le muscle 

squelettique, mais également d’autres organes dont le poumon (Salazar  et al. 

2009; Russell et al. 2010; Hsu et al. 2011).
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Cellule satellite

^  «— A g o n is te  de la vole 
Wnt canonique

^  *— Antagoniste de ta voie 
Wnt canonique

r  \  —  Collagène fibrülaire

B C

Figure 4.1 Schéma récapitulant l'impact de la voie Wnt sur la fibrose musculaire par 
l'intermédiaire des mrSC
(A) La portion stromale du muscle squelettique contient des mrSC impliquées dans le 
remodelage de la MEC, et plus particulièrement des collagènes de type I et III. (B) Le 
muscle des souris dystrophiques ainsi que le muscle sain soumis à des injections de 
Wnt3a présente une augmentation de l’activité de la voie Wnt canonique, de la population 
des mrSC, du dépôt de collagène de type I et III et une fibrose. (C) Le muscle 
dystrophique soumis à des injections de DKK1, un inhibiteur de la voie Wnt, présente une 
diminution de l'activité de la voie Wnt canonique, de la population des mrSC, du dépôt de 
collagène de type I et III et un ralentissement de la fibrose.

La majorité des recherches mettent en avant le rôle de l’inflammation et plus 

particulièrement du TGF-(3, connu pour ses propriétés pro-fibrotiques dans de 

nombreux organes, dont le poumon, le rein ou le foie ( V e r r e c c h ia  et M a u v ie l  

2007; B ie r n a c k a  et al. 2011). Dans le muscle squelettique, le TGF-p est 

principalement synthétisé par les monocytes et les macrophages qui apparaissent
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dans les premiers jours suivant un dommage musculaire. Comme la voie Wnt 

canonique, il a un effet opposé sur la portion stromale et la portion myogénique. En 

effet, le TGF-p est capable d’inhiber la différenciation myogénique ainsi que 

l’expression de plusieurs protéines spécifiques du muscle (Florini et al. 1991 ; Liu 

et al. 2001). De plus, il favorise le dépôt de collagène et de tissu fibreux dans le 

muscle dystrophique (G osselin  et al. 2004; Serrano  et al. 2011).

Fait intéressant, il semble exister un cross-talk entre la voie du TGF-p et la 

voie Wnt. En effet, Akhmetshina et ses collaborateurs ont récemment montré que 

la voie du TGF-P stimule la voie Wnt canonique de manière p-38 dépendante, en 

inhibant l’expression de l’antagoniste de la voie Wnt, DKK-1 (A khm etshina  et al.

2012). De plus, l’inhibition de la voie Wnt par surexpression de DKK-1 réduit l’effet 

pro-fibrotique du TGF-p (A khm etshina  et al. 2012). À l’inverse, Carthy et ses 

collaborateurs ont montré que Wnt3a, un agoniste de la voie canonique, induit la 

différenciation de fibroblastes en myofibroblastes par le biais de l’augmentation de 

l’expression du TGF-P via SMAD2 (Carthy  et al. 2011). Bien qu’il soit difficile pour 

le moment d’établir quelle est la voie de signalisation en amont de l’autre, il semble 

clair qu’il existe des interactions entre ces deux voies et qu’elles jouent un rôle 

central probablement synergique dans la fibrose.

4.2.3 Implication possible des mrSC dans la fibrose du muscle vieillissant

D’un point de vue mécanique, la MEC joue un rôle critique dans la 

répartition des forces lors de la contraction permettant le maintien de la structure 

du tissu (G illies  et L ieber 2011). Elle sert de plus d’échafaudage pour la 

réparation des fibres par les CPM à la suite d’un dommage (S errano  et al. 2011). 

La MEC joue aussi un rôle biochimique par la séquestration de facteurs de 

croissance circulants, synthétisés par les cellules résidentes. La modification des 

composants de la MEC lors du processus de vieillissement a donc des 

conséquences directes sur le comportement des cellules progénitrices et sur la 

fonction musculaire (K ragstrup  et al. 2011). Bien que les cellules myogéniques
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soient largement étudiées, les cellules présentes dans la portion stromale le sont 

moins.

Nos résultats montrent que la population des mrSC des souris âgées est 

augmentée. L’augmentation de cette population pourrait être en lien avec 

l’accumulation de tissu fibreux et la dégénérescence graisseuse observées dans le 

muscle âgé. Cette fibrose affecte finalement les capacités régénératives des 

cellules satellites. En effet, Urciolo et collaborateurs ont récemment montré que la 

perte d’expression du collagène de type VI, augmenté dans le muscle vieillissant, 

diminue la rigidité de l’environnement des cellules satellites affectant négativement 

leur auto-renouvellement et leur potentiel régénératif (U rciuolo  et al. 2013). 

L’augmentation de rigidité dans le muscle âgé semble donc avoir un impact direct 

sur le potentiel régénératif des cellules satellites. La voie Wnt canonique semble 

impliquée dans la formation de fibrose dans d’autres organes (C hilosi et al. 2003; 

J iang et al. 2006; He et al. 2009; W ei et al. 2011). Les résultats obtenus dans le 

laboratoire (Scime et al. 2010) ainsi que les travaux de Brack et ses collaborateurs 

ont montré que l’activité de la voie Wnt canonique est augmentée lors du 

vieillissement musculaire et pourrait être en cause dans la fibrose du muscle 

vieillissant (B rack  et al. 2007). Les travaux présentés dans cette thèse ont montré 

que l’activation de cette voie induit la prolifération des mrSC ainsi que leur 

production de collagène in vitro et in vivo dans le muscle de souris dystrophiques. 

Il est donc fort probable que l’augmentation de l'activité Wnt canonique puisse 

avoir les mêmes effets sur les mrSC du muscle vieillissant que dans le muscle de 

souris dystrophiques.

4.2.4 Directions futures et résultats anticipés

Certains travaux suggèrent que la fibrose musculaire serait causée 

par une augmentation dans l’environnement systémique d’agonistes de la voie Wnt 

canonique (Brack  et al. 2007). Notre laboratoire a plutôt montré que 

l’augmentation de l’activité Wnt canonique lors du vieillissement était plutôt due à 

la diminution des agonistes naturels comme sFRP2. Des travaux sont en cours
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dans le laboratoire pour déterminer l’effet de la délétion de sFRP2 (souris sFRP2 

KO) sur le comportement des mrSC et leur impact dans la composition du muscle 

squelettique par rapport à une souris sauvage. Si il n’y a pas de phénomène de 

compensation, la perte d’expression de sFRP2 pourrait induire une augmentation 

de l’activité de la voie Wnt canonique et pourrait se traduire par une augmentation 

de la population des mrSC et un débalancement entre la portion myogénique et 

stromale, tel que nous l’avons observé dans le muscle dystrophique. Un résultat 

obtenu dans notre laboratoire montre que les souris déficientes pour sFRP2 ont un 

retard de réparation caractérisé par un plus grand nombre de noyaux centraux 

ainsi qu’une plus grande quantité d’adipocytes suite à un dommage (Figure 4.2). 

Ces résultats abondent donc dans le sens qu’une augmentation de la voie Wnt 

canonique, due à la perte d’un antagoniste naturel, diminue la capacité 

régénérative du muscle squelettique.

A B
Saline

Figure 4.2 Caractéristiques histologiques des muscles de souris sFRP2 KO
(A) Histogrammes représentant le pourcentage de fibres ayant au moins un noyau central 
(fibres en maturation) sur des coupes transversales de TA (4 pm) de souris sauvages 
(WT) et sFRP2 KO, 28 jours après injection de solution saline ou de CTX dans le muscle 
controlatéral. (B) Images représentatives de coupes transversales de TA (4pm, 10X) de 
souris sauvages et sFRP2 KO, colorées au H&E, 28 jours après dommage à la CTX.

Enfin, nos résultats mettent en évidence le rôle des mrSC dans la fibrose 

musculaire des souris dystrophiques (mdx) impliquant une augmentation locale et 

systémique de la voie canonique de Wnt. La population des mrSC étant
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augmentée dans le muscle âgé, il serait intéressant de déterminer le degré 

d’implication des mrSC dans la fibrose musculaire lors du vieillissement.

D’un point de vue thérapeutique, il serait finalement intéressant de mesurer 

la contribution réelle de l’activité de la voie Wnt canonique sur la perte de fonction 

du tissu par rapport au TGF- j3 . Cela pourrait être effectué par des injections à long 

terme d’agoniste de la voie Wnt canonique et de TGF- j3 dans le muscle de souris 

adultes sauvages. Le dépôt fibreux serait alors mesuré par des méthodes 

histologiques et la fonction musculaire pourrait être quantifiée par des tests 

d’aptitudes physiques.

4.3 La rigidité du microenvironnement module le phénotype des CPM

Les cellules satellites sont considérées comme la principale source de 

cellules pour la croissance et la réparation du muscle squelettique adulte (R udnicki 

et al. 2008; W ang  et Rudnicki 2012). Elles sont localisées dans un 

microenvironnement appelé niche dont les multiples signaux permettent de les 

maintenir dans un état quiescent ou encore, à la suite d’un dommage, d’orchestrer 

leur activation (et auto-renouvellement), prolifération et différenciation afin de 

reconstituer des fibres endommagées ou en créer de nouvelles. Ces signaux sont 

la plupart du temps de nature biochimique ou cellulaire. Plus récemment, il a été 

montré que la composante mécanique, provenant des composants de la MEC, de 

la lame basale et du tissu interstitiel, pouvait également moduler le phénotype des 

cellules progénitrices (K uang  et al. 2007; Boonen  et Post 2008; Cosg ro ve  et al. 

2009; G ilbert et al. 2010; Pannerec  et al. 2012).

4.3.1 La réduction des fibres in vitro induit l’activation et la prolifération des CPM

Lors de la mise en culture de fibres individuelles, un certain nombre de

myofibres se « réduisent » lors des premiers jours de culture. Bien que

s’apparentant à première vue à des fragments de fibres, leur observation

quotidienne nous a permis de confirmer que ces bouts de fibres sont en fait des
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fibres entières semblant s’être «hypercontractées» ou « réduites ». Nous avons 

également observé qu’après six jours de culture, un grand nombre de cellules 

bourgeonnait au pourtour de ces fibres et que ce nombre est bien supérieur à celui 

des fibres demeurées intactes. Ce phénomène de bourgeonnement a été observé 

et brièvement décrit par Bischoff (B ischoff  1990), mais n’a toutefois pas été 

investigué davantage.

L’utilisation de gène rapporteur (Myf5/nLacZ) et l’immunomarquage des 

cellules Pax7+ montrent que la grande majorité des cellules bourgeonnant sur les 

fibres réduites sont en fait des CPM. Les autres étant certainement des cellules 

myogéniques ayant perdu l’expression de ce facteur de transcription et pourraient 

donc correspondre à des CPM en voie de différenciation. L’augmentation 

importante du nombre de cellules myogéniques sur les fibres réduites suggère une 

modification du microenvironnement des cellules satellites.

L’isolement et la culture de cellules satellites par la méthode classique 

entrainent irrémédiablement leur activation et la sortie de leur quiescence. De plus, 

le maintien des CPM en culture impliquant leur passage régulier provoque 

inévitablement la diminution de leur potentiel prolifératif, leur potentiel de fusion 

(M achida  et al. 2004) et surtout leur compétence à participer à la régénération 

musculaire suite à leur transplantation (B eaucham p  et al. 1999; Cao  et al. 2005; 

Collins  et al. 2005; M ontarras  et al. 2005; Sacco  et al. 2008). Ainsi, le maintien 

des cellules satellites dans leur niche anatomique permet de préserver de 

meilleures propriétés régénératives que la culture de CPM sur Pétri. En procédant 

à des transplantations intramusculaires de fibres uniques intactes, Collins et ses 

collaborateurs ont mis en évidence un potentiel d’intégration et de régénération 

robuste des cellules satellites, montrant ainsi l’importance d’un 

microenvironnement approprié sur leur potentiel régénératif (C ollins  et al. 2005; 

Boldrin  et al. 2012). Les signaux provenant du microenvironnement des cellules 

satellites sont donc nécessaires au maintien de leur caractère souche (K uang  et 

al. 2008).

La comparaison de CPM proliférant sur fibres et de CPM cultivées de 

manière classique nous a permis de montrer que l’expansion des CPM sur fibres
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réduites favorise leur maintien dans un état prolifératif. En effet, les CPM semblent 

moins enclines à exprimer la myogénine, et donc à se différencier, que les CPM 

cultivées en Pétri. Les signaux provenant de la fibre réduite sont donc favorables 

au maintien des CPM dans un état prolifératif et indifférencié.

La lame basale entourant les myofibres est un réseau de composants de la 

MEC fait principalement de collagène de type IV, laminine, fibronectine, entactine 

et autres protéoglycanes et glycoprotéines (Sanes  2003). Les protéoglycanes de la 

lame basale peuvent également séquestrer des facteurs de croissance provenant 

de la circulation sanguine, des fibres musculaires ainsi que des cellules satellites 

elles-mêmes. Ces facteurs incluent le bFGF, le HGF, EGF, IGF et les protéines de 

la famille des Wnts. Ces divers facteurs sont capables de stimuler la survie, 

l’activation et/ou la prolifération des cellules satellites (D iMario  et al. 1989; 

Tatsumi et al. 1998; Mach id a  et Booth  2004; G olding  et al. 2007; Brack  et al.

2008). Il est donc possible que la réduction des fibres et de la lame basale puisse 

libérer ces facteurs et/ou augmenter leur accès par les cellules satellites 

contribuant ainsi à leur forte prolifération et leur maintien dans un état prolifératif.

In vivo, les cellules satellites sont aussi sous l’influence de signaux 

provenant des cellules du tissu interstitiel notamment les mrSC et les cellules 

endothéliales ainsi que de facteurs provenant de la circulation sanguine (C hristov  

et al. 2007) (M achida  et Booth  2004) (Brack  et al. 2007). Il est important d’ajouter 

à cela les facteurs produits par les cellules hématopoïétiques/inflammatoires 

(T idball et V illalta  2010). De nombreux facteurs de croissance sont capables de 

moduler le comportement des CPM in vitro. Toutefois, leurs origines, contributions 

et degrés d’implication in vivo restent encore largement à définir.

Le modèle de culture de fibres individualisées est habituellement utilisé pour 

décortiquer les mécanismes impliqués dans la polarité et l’auto-renouvellement, 

guidés par les signaux de la fibre dans la partie apicale et de la lame basale dans 

la partie basale (Fuchs et al. 2004; Kuang  et al. 2008). Dans notre cas, les fibres 

réduites pourraient constituer un modèle de dommage in vitro à l’échelle de fibres 

individuelles puisqu’elles favorisent une forte prolifération des CPM telle 

qu’observée in vivo dans un muscle endommagé. Ce modèle pourrait permettre de
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décortiquer le rôle de la fibre sous-jacente et de la lame basale dans l’activation et 

la prolifération des cellules satellite de manière spécifique puisque les autres 

composants de leur niche à savoir l’environnement systémique, les cellules de la 

MEC, les cellules inflammatoires et la MEC elle-même sont absents. La forte 

prolifération de CPM observée sur des fibres en culture laisse supposer que, 

contrairement aux composants de la niche précédemment cités, la fibre et la lame 

basale semblent fortement impliquées dans l'activation et la prolifération des CPM.

4.3.2 La réduction des fibres en culture entraine leur dégénérescence

Un marquage à la phalloïdine montre que la fibre réduite a un cytosquelette 

désorganisé. De plus, les noyaux qui composent la fibre se dégradent et tendent à 

disparaître. Un test de viabilité a confirmé la dégénérescence des fibres dès leur 

réduction, contrairement aux fibres intactes qui restent viables en culture. Il est 

donc probable que la dégénérescence de la fibre soit impliquée dans l’activation et 

la prolifération des CPM, et ce par la perte des jonctions entre les cellules satellites 

et la fibre.

Les cellules satellites et la fibre sous-jacente communiquent via des 

jonctions faisant intervenir les M-cadhérines (C ornelison  et W old  1997; K uang  et 

al. 2008). La M-cadhérine joue un rôle dans l’attachement et la fusion des CPM 

lors de la myogenèse prénatale (C ifuentes-D iaz et al. 1995) et est surexprimée 

dans les cellules satellites lors de la régénération musculaire adulte (Irintchev  et 

al. 1994). Toutefois, les souris déficientes pour la M-cadhérine possèdent une 

régénération musculaire normale, probablement due à une compensation par 

d’autres cadhérines (H ollnagel et al. 2002). Il a de plus été montré que la fibre 

endommagée libère du HGF qui participerait dans l’activation des cellules satellites 

(Tatsum i et al. 2006; W ozniak  et A nderson  2007). Le traitement de fibres 

individuelles avec une drogue myotoxique (marcaïne), cause la mort de la fibre, 

mais sans affecter la lame basale, induit la prolifération des CPM et la réparation 

de fibres endommagées (B ischoff 1990). La fibre sous-jacente semble donc être 

impliquée dans le maintien des cellules satellites à l’état quiescent. Ainsi, la perte
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des interactions entre la fibre et la cellule satellite ainsi que le relargage possible 

de HGF par les fibres en dégénérescence pourrait favoriser l’activation des cellules 

satellites et la prolifération des CPM.

4.3.3 La réduction des fibres en culture induit la modification de la rigidité du 
microenvironnement des CPM favorable à leur prolifération

Des études récentes montrent que les cellules sont capables de répondre à 

une modification de la rigidité de leur microenvironnement par des mécanismes de 

mécanotransduction (B utcher  et al. 2009; W ang  et al. 2009). La quantification de 

la rigidité d’un tissu ou d’une cellule est désormais possible depuis une dizaine 

d’années grâce à l’avènement du microscope à force atomique (AFM) en biologie.

Plusieurs laboratoires ont mesuré la rigidité des muscles squelettiques, des 

fibres musculaires et des cellules myogéniques prolifératives et différenciées. La 

rigidité de tranches longitudinales de muscle squelettique au repos ainsi que pour 

une lignée de cellules myogéniques immortalisées (C2C12) et différenciées en 

culture a été estimée à 12 kPa (Collinsw o rth  et al. 2002; Engler  et al. 2004b). 

Cette valeur est généralement utilisée comme référence pour la rigidité du muscle 

squelettique. Plusieurs autres équipes se sont par ailleurs intéressées à la rigidité 

de fibres musculaires individuelles de souris et de rats, et ont obtenu des résultats 

très variables allant de 350 Pa à 61 kPa (D efranchi et al. 2005; Canato  et al. 

2010; Marg  et al. 2010; O gneva  et al. 2010). L’ensemble de la littérature met en 

évidence une certaine discordance dans l’estimation des valeurs absolues de 

module de Young obtenu (K uznetsova  et al. 2007), que ce soit pour des muscles 

entiers, des fibres individuelles ou des C2C12 différenciées. Cela peut être 

expliqué par la variation de nombreux paramètres incluant: les conditions 

d’isolement des tissus ou des fibres, le milieu dans lesquelles ils ont été mesurés, 

le type de levier utilisé, le microscope à force atomique, et surtout le modèle 

mécanique utilisé pour traduire les valeurs de forces en module de Young 

(K uznetsova  et al. 2007).

La quantification de l’environnement biomécanique (rigidité) des fibres en 

culture nous a permis de montrer une augmentation de quatre fois de la rigidité
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des fibres réduites (2 kPa) par rapport aux fibres intactes (0,5 kPa). La rigidité des 

fibres réduites n’a pas varié entre les jours 0 et 6 indiquant que les fibres réduites 

acquièrent leur rigidité dès leur réduction.

Par la suite, nous avons tenté de récapituler les rigidités des fibres intactes 

et réduites in vitro en cultivant des cellules sur des substrats à rigidité contrôlée. La 

rigidité correspondant aux fibres réduites augmente la prolifération des CPM 

(Ki67+) et, de manière intéressante, diminue le nombre de cellules en voie de 

différenciation (Myog+). Un environnement d’une rigidité de 2 kPa est donc 

favorable à la prolifération des CPM et diminue leur différenciation spontanée. Fait 

intéressant, il a récemment été montré que l’environnement biomécanique des 

CPM a un impact direct sur le maintien des propriétés régénératives des CPM lors 

de transplantations musculaires (G ilbert et al. 2010). En effet, les auteurs ont 

montré que le taux d’intégration des CPM préalablement cultivées sur un substrat 

de rigidité de 12 kPa pendant une semaine est significativement supérieur à des 

CPM préalablement cultivées sur des substrats de rigidités de 2, 42 ou 106kPa 

correspondants à la rigidité du cerveau, du cartilage et d’un Pétri en plastique, 

respectivement.

Dans le but de comparer nos résultats avec ceux de la littérature, nous 

avons aussi quantifié la rigidité de myotubes issus de la fusion de C2C12 après 

huit jours de culture dans un milieu de différenciation. Ces résultats montrent 

qu’avec la méthode de mesure utilisée, le module de Young de C2C12 

différenciées est de 0,5 kPa, ce qui est bien inférieur à la valeur obtenue par 

Collisworth et collaborateurs (12 kPa) (Collinsw o rth  et al. 2002), mais 

correspond parfaitement avec la rigidité de nos fibres individuelles intactes. Il est 

en effet fort probable que la rigidité de myotubes soit égale ou inférieure à celle de 

fibres individuelles.

De manière intéressante, Meyer et Lieber ont comparé la rigidité de 

faisceaux de fibres avec des fibres individuelles qui ont par la suite été 

« regroupées », permettant ainsi d’estimer l’implication du tissu conjonctif dans la 

rigidité du muscle (M eyer et L ieber 2011). Ils ont constaté une augmentation 

importante de la rigidité des faisceaux de fibres comparées aux fibres regroupées
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dont la rigidité était identique à celle de fibres individuelles. Ces résultats 

suggèrent que la rigidité du muscle squelettique est principalement définie par la 

MEC. De ce fait, la lame basale qui enveloppe chaque fibre individuelle pourrait 

être fortement responsable des valeurs de rigidités obtenues.

Bien que n’ayant jamais été quantifié par AFM, plusieurs études tendent à 

montrer que la rigidité du muscle squelettique augmente lors du vieillissement 

(R odrigues  et al. 1996; G osselin  et al. 1998; Gao  et al. 2008), en lien avec un 

débalancement de la portion stromale (K ragstrup  et al. 2011). Une expérience 

effectuée dans le laboratoire a montré que la rigidité de fibres individuelles 

provenant d’EDL de souris âgées de 24 mois était augmentée de plus de 4 et 8 

fois, lorsque comparée à des fibres de souris adultes âgées de 3 mois (Figure 

4.3).

pcQ.0001

p<0.0001

Intactes Réduites Intactes Réduites

Adultes Agées

Figure 4.3 Rigidité de fibres individuelles provenant d'EDL de souris adultes et 
âgées
(A) Image en contraste de phase représentative d’une fibre intacte fraichement isolée 

d’un EDL d’une souris âgée (24 mois) lors des mesures par AFM (triangle). (B) 
Histogramme présentant la rigidité (kPa) des fibres intactes fraichement isolées et réduites 
après 6 jours de culture de fibres provenant de souris adultes (<27 fibres) et âgées de 24 
mois (<24 fibres). Ces expériences ont été réalisées à partir de 3 souris différentes pour 
chaque groupe.

Il est donc possible que l’augmentation de la rigidité de l’environnement des 

cellules satellites du muscle âgé soit impliquée dans la perturbation de leur état de 

différenciation en condition physiologique normale ainsi que dans la diminution de 

leur potentiel régénératif suite à un dommage. Ces résultats suggèrent de plus que
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la lame basale est une partie de la MEC fortement affectée par la fibrose lors du 

vieillissement musculaire.

Par ailleurs, une expérience effectuée dans notre laboratoire visant à 

explorer le potentiel régénératif des CPM sur des substrats de rigidités allant de 

0,5 à 12 kPa, a révélé un effet «cloche» avec un pic de prolifération à 2 kPa suivit 

d’une perte de prolifération avec l’augmentation de la rigidité (Figure 4.4). Cela 

tend à montrer qu’une rigidité élevée, comme observé dans le muscle 

dystrophique dont la rigidité mesurée par d’autres équipes se situe à 12 kPa 

( E n g l e r  et al. 2004b), nuit au potentiel régénératif des CPM. La forte rigidité du 

muscle dystrophique, en lien avec l’accumulation de tissu conjonctif pourrait donc 

être impliquée dans la diminution de ses capacités régénératives.
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Figure 4.4 Capacités prolifératives de CPM sur des substrats de différentes rigidités
(A) Histogramme présentant le nombre de CPM par cm2 après 3 jours de culture sur des 

substrats de 0,5, 1, 2, 4 et 12 kPa. Ces résultats on été obtenus par décompte de 8 
champs/puits, trois puits par condition et sur 3 lignées primaires.

4.3.4. Directions futures et résultats anticipés

Collins et collaborateurs ont montré que la transplantation de fibres intactes 

provenant d’EDL de souris adultes donne de bien meilleurs résultats que la 

transplantation de CPM préalablement cultivées (Collins  et al. 2005). Comparer 

l’efficacité de transplantations de fibres individuelles provenant d’EDL de souris 

adultes et âgées permettrait de définir le degré d’implication de la lame basale et
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de la fibre sous-jacente dans la diminution des propriétés régénératives des 

cellules satellites du muscle âgé. Cela pourrait être effectué en transplantant des 

fibres individuelles isolées de souris Myf5-nLacZ adultes et âgées dans le muscle 

de jeunes adultes, précédé d’un dommage à la cardiotoxine. En parallèle, des 

transplantations de CPM primaires adultes et âgées dans des souris adultes 

permettraient de s'assurer qu’il n’y a pas de modifications intrinsèques dans les 

CPM âgées, comme le suggère la littérature (Carlson  et Faulkner  1989; Barani 

et al. 2003; Shefer  et al. 2006).

L’importance de la rigidité du microenvironnement des cellules souches du 

muscle n’a été montrée que très récemment (Boonen  et al. 2009; G ilbert et al. 

2010). Il y a donc de nombreux aspects à étudier quant à son impact sur les 

modulations phénotypiques des mrSC et des CPM du muscle squelettique. Le 

comportement des CPM étant modulé par une variation de la rigidité de leur 

environnement, il parait important de quantifier l’évolution de la rigidité lors du 

processus de régénération musculaire à la suite d’un dommage. Il est en effet 

connu que la MEC subit un remodelage de ses constituants lors du processus de 

régénération (C hen et Li 2009; Mann  et al. 2011; Calve  et S imon  2012). Nos 

résultats suggèrent que la modification de la rigidité de l’environnement des CPM 

lors de ce processus fasse partie intégrante des signaux impliqués dans 

l’activation, la prolifération et/ou la différenciation des cellules satellites. De la 

même manière, la quantification de la rigidité de muscles de fibres âgés permettrait 

de vérifier in vitro si une modulation du microenvironnement biomécanique pourrait 

expliquer la diminution du potentiel régénératif du muscle âgé.

Bien que n’ayant pas été étudiées dans les cellules myogéniques, de 

nombreuses voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire ont 

été associées à la mécanotransduction dans d’autres types cellulaires. C’est 

notamment le cas des voies Wnt canonique, PI3K/Akt MAPK et MEK/ERK 

impliqués dans la prolifération des ostéoblastes (L iedert  et al. 2006) et des voies 

Rho/ROCK, MAPK et Ras/ERK dans la prolifération des cellules cancéreuses 

(Jaalo uk  et Lam m er ding  2009; D'A ngelo  et al. 2011). Il serait donc intéressant de
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déterminer le degré d’activité de ces voies de signalisation dans des CPM 

cultivées sur des substrats de différentes rigidités par la quantification de 

l’activation de protéines et de facteurs de transcription et la quantification de 

l’activité transcriptionnelle des gènes cibles de ces voies.

Enfin, les mrSC étant impliquées dans la synthèse et le remodelage des 

constituants de la MEC, il est probable que leur comportement (phénotype) soit 

fortement affecté par une modulation de la rigidité de leur environnement. Il serait 

donc intéressant d’étudier in vitro les conséquences d’une modulation de la rigidité 

sur le phénotype des mrSC. Chez l’adulte, les mrSC ont une activité faible. Par 

contre, lors du développement ou dans le muscle âgé, les mrSC prolifèrent et 

synthétisent activement de la matrice. Il pourrait donc y avoir un effet cloche où 

une rigidité physiologique n’induirait qu’une faible prolifération des mrSC et de leur 

synthèse de collagène. À l’inverse, un environnement moins (e.g. développement) 

ou plus rigide (e.g. vieillissement) entraînerait leur prolifération et la synthèse de 

composants de la matrice et de métalloprotéinases (MMP), respectivement.

De plus, les mrSC étant des cellules multipotentes, il serait pertinent de 

vérifier si la rigidité de leur microenvironnement pourrait influencer leur 

différenciation. Outre le processus de fibrose, il a été montré que les mrSC 

contribuent à d’autres pathologies musculaires telle l’ossification hétérotopique 

(Leblanc  et al. 2011) et pourraient être impliquées dans l’apparition de tissu 

graisseux dans le muscle vieillissant (Taaffe  et al. 2009; J oe et al. 2010; Uezumi et 

al. 2010). Ainsi, nous postulons que l’augmentation de la rigidité pourrait être liée à 

l’accumulation de tissu fibreux, caractéristique du muscle dystrophique et du 

muscle vieillissant.

Une perturbation de la rigidité du microenvironnement du muscle vieillissant, 

ou encore à la suite d’un traumatisme, pourrait donc avoir un impact direct sur la 

différenciation des mrSC en ostéoblaste ou en adipocyte. Il serait donc important 

d’évaluer la rigidité d’un muscle endommagé et âgé et de vérifier son effet sur le 

potentiel de différenciation des mrSC.
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4.4 La culture de fibres réduites: une approche originale pour isoler les CPM

L’étude des mécanismes intervenant dans la prolifération et la 

différenciation des CPM a été possible grâce à leur culture in vitro. La méthode 

classique consiste en l’isolement par digestion enzymatique des cellules du muscle 

squelettique. L’obtention d’une lignée pure de CPM nécessite ensuite une étape 

d’enrichissement qui peut être faite par différentes méthodes telles que le tri 

cellulaire (billes magnétiques ou cytométrie de flux), par des gradients de Percoll™ 

et par la méthode classique d’adhérence préférentielle (ou pre-plating) (M egeney  

et al. 1996; Jankow ski et al. 2001; Park  et al. 2006; C he et al. 2011; Pasut  et al. 

2012). Cette dernière consiste à enrichir les CPM au fil des passages en utilisant 

leurs propriétés adhésives qui diffèrent des cellules non myogéniques (M egeney  et 

al. 1996; Burton  et al. 2000).

L’isolement des fibres permet d’éliminer d’emblée les cellules non 

myogéniques provenant du tissu interstitiel et de maintenir les cellules dans leur 

niche. Nos résultats montrent que le fait de maintenir les fibres en suspension 

permet l’expansion ex vivo des CPM sur la fibre dans un environnement proche de 

leur niche. La trituration mécanique des fibres permet par la suite d’isoler aisément 

les CPM avec une grande pureté. Cet avantage constitue d’une part un gain de 

temps et de travail non négligeable, mais aussi une réduction du nombre de 

passages nécessaires à l’obtention d’une lignée pure qui est délétère pour les 

propriétés régénératives des CPM (Figure 4.5).

La prolifération d’une population pure de CPM sur Pétri dépend de la qualité 

du sérum. Par contre, la prolifération des CPM sur fibre y est insensible. Il est 

possible que la lame basale des fibres réduites, dans laquelle sont séquestrés des 

facteurs de croissance, apporte les facteurs nécessaires à la bonne prolifération 

des CPM en présence d’un sérum pauvre (O lwin  et Rapraeg er  1992; Jenniskens  

et al. 2006; Lang sdo rf  et al. 2007). Par ailleurs, la présence de la lame basale 

semble constituer un substrat idéal au maintien des propriétés souches, comme 

l’indique la plus faible proportion de cellules Myog* après 6 jours de culture par 

rapport à leur culture sur plastique (méthode classique). La présence de la lame
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basale est donc un atout majeur pour la prolifération des CPM par culture de 

fibres.

L’efficacité et la rapidité de l’enrichissement des CPM par méthode 

classique dépendent de la qualité du sérum contrairement à l'enrichissement des 

CPM issues de fibres. Lorsque les CPM sont hautement purifiées, c la méthode de 

fibre, la qualité du sérum n’influence pas. Par contre, l’enrichissement d’une 

population impure de CPM, tel qu’obtenue par la méthode classique, favorise la 

prolifération des cellules fibroblastiques contaminantes qui s’accommodent 

facilement d’un sérum de moins bonne qualité. La méthode d’isolement des CPM 

que nous avons décrite a donc l’avantage d’apporter une plus grande 

reproductibilité intra- et inter-laboratoires.

Enfin, nous avons montré que les CPM isolées par l’intermédiaire de fibres 

réduites puis purifiées en culture présentent des potentiels de différenciation 

comparable aux CPM isolées par la méthode classique. Ce résultat est très 

intéressant puisque, comme dit précédemment, la qualité de différenciation des 

CPM varie en fonction des passages. Dans ce cas-ci, il est clair que le doublement 

de population des CPM isolées par la méthode des fibres réduites est nettement 

plus élevé, considérant le fait que les cellules proviennent de seulement quelques 

myofibres. Malgré cela le phénotype des CPM isolées par cette méthode ne s’en 

ressent guère. Ainsi, il est permis de croire que la matrice des fibres réduites 

constitue un microenvironnement bénéfique pour le maintien des propriétés 

souches des CPM.

Nos résultats montrent que le rapport quantité tissu/nombre cellules obtenues par 

notre méthode est très supérieur à la méthode classique bien que le nombre initial 

de cellules obtenu par la méthode classique reste quand même supérieur. Cela 

s’explique par le fait que la quantité de tissu nécessaire pour isoler les fibres (deux 

EDL par souris) est bien inférieure à la quantité de tissu nécessaire à l’isolement 

par digestion enzymatique complète du muscle et enrichissement par adhérence 

préférentielle pour laquelle la majorité des muscles des pattes postérieurs sont 

utilisés, incluant les TA, les Gas et les Quad. Cette nouvelle méthode a donc 

l’avantage d’obtenir des CPM à partir d’une faible quantité de tissu, ce qui
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constitue un atout de taille lorsque les travaux se font sur des muscles spécifiques 

et de surcroît sur de petits animaux comme la souris. Elle permet de plus d’isoler 

et d’étudier les cellules satellites provenant d’un seul muscle, réduisant ainsi 

l’hétérogénéité de la population d’intérêt. Il est intéressant de noter que les 

différents muscles ne possèdent pas le même nombre de cellules satellites ce qui 

pourrait influencer les résultats de rendements obtenus. Toutefois la littérature 

montre que l’EDL semble posséder moins de cellules satellites par fibre que le TA, 

le Gas ou le Soleus (Haw ke  et Garr y  2001; C ollins  et al. 2005). Par ailleurs, il 

aurait été possible d’isoler les CPM par la méthode classique mais aurait nécessité 

de combiner les EDL de nombreuses souris, réduisant ainsi la puissance du test 

statistique (indépendant vs apparié).
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Figure 4.5 Récapitulatif des effets de la réduction des fibres individuelles en culture
La réduction de la fibre entraine une augmentation de la rigidité de l’environnement des 
CPM qui contribue à leur prolifération tout en inhibant leur différenciation par rapport à une 
fibre intacte. L’isolement des CPM par la culture de fibres réduites permet d’obtenir une 
lignée pure de CPM plus rapidement et avec peu de tissu. Les CPM obtenues par les 
deux méthodes d’enrichissement ont un potentiel de prolifération et de différenciation 
comparables.
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L’isolement des fibres musculaires individuelles nécessite de récupérer un 

muscle de tendon à tendon. C’est pour cette raison que les fibres utilisées dans 

ces expériences proviennent des EDL dont les tendons sont bien visibles et assez 

longs pour être sûr de ne pas couper dans les fibres. Toutefois, il est possible 

d’isoler les fibres provenant d’autres muscles. En effet, nous avons été capables 

d’isoler des fibres de Gas, de TA, de diaphragme et du muscle masséter de la 

mâchoire. Les muscles de la tête, tels le masséter de la mâchoire ou adducteur de 

la mandibule, ont la particularité de ne pas avoir la même origine embryonnaire 

que les muscles des pattes ou du tronc (N oden et Fr ancis-W est 2006; Harel  et 

al. 2009). Cette méthode pourrait donc permettre d’isoler des CPM provenant de 

muscle ayant des origines embryonnaires différentes. Dans le but d’être 

concordants avec la littérature, nous avons choisi de faire nos expériences avec le 

muscle EDL qui est classiquement utilisé pour l’isolement des fibres musculaires.

4.1.1 Directions futures et résultats anticipés

Afin de déterminer si la culture des CPM sur fibres lors de leur isolement 

permet réellement de maintenir leur caractère souche, il serait pertinent d’effectuer 

des expériences de transplantation avec des CPM isolées par les deux méthodes. 

Pour cela, des CPM cultivées sur des fibres et des CPM isolées de manière 

classique issues de souris Myf5nLacZ pourraient être transplantées dans le 

muscle TA de souris (mdx). La participation à la régénération musculaire des 

cellules injectées pourrait alors être déterminée en dénombrant les fibres issues 

des cellules transplantées par le biais d’un marquage en immunofluorescence pour 

la dystrophine. Une révélation des cellules Myf5+ au X-gal permettrait de plus de 

déterminer si les cellules transplantées sont capables d’intégrer la niche des 

cellules satellites, aspect essentiel au renouvellement musculaire à long terme. 

Ceci pourrait être fait en isolant les fibres. D’après nos résultats, la culture des 

CPM dans un environnement favorable au maintien de leurs propriétés souches 

devrait améliorer leur potentiel de transplantation (engraftment) par rapport à des 

CPM isolées de manière classique.
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4.5 Conclusion

Les cellules progénitrices du muscle squelettique jouent un rôle essentiel 

dans le renouvellement des fibres musculaires ainsi que le remodelage de la 

matrice suite à un traumatisme, mais également pour maintenir l’intégrité du tissu 

au cours de la vie. Leur comportement est intimement lié aux signaux provenant 

de leur environnement (local ou systémique). La connaissance des facteurs 

biochimiques, biomécaniques ou cellulaires guidant leur comportement est donc 

un aspect clé pour une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans 

la physiopathologie du muscle squelettique.

Les travaux présentés montrent pour la première fois une altération de l’état 

de différenciation des cellules satellites du muscle âgé en condition physiologique 

qui pourrait expliquer la diminution du potentiel régénératif du muscle vieillissant. 

Par ailleurs, nous avons également montré une modulation de la population mrSC 

dans le muscle âgé qui pourrait être impliquée dans la formation de tissu adipeux 

et de la fibrose du muscle vieillissant et de ce fait, dans l'augmentation de la 

rigidité du muscle âgé.

Nos travaux ont aussi mis en évidence une augmentation de l’activité de la 

voie Wnt canonique dans l’environnement musculaire et systémique des souris 

dystrophiques modulant le comportement des mrSC. Ces observations ont permis 

de mieux comprendre l’effet global d’une voie de signalisation sur les modifications 

du comportement cellulaire et in fine sur la composition du muscle squelettique. 

Ces travaux complètent les découvertes d’autres équipes qui ont montré un lien 

entre Wnt et la formation de fibrose dans le muscle âgé, mais se distinguent quant 

au type cellulaire impliqué, dans ce cas-ci, les mrSC.

L’aspect biomécanique de la niche et la préservation du caractère souche 

des cellules progénitrices est un thème de recherche qui ne s’est développé que 

très récemment. Nos résultats montrent pour la première fois qu’une légère 

augmentation de la rigidité du microenvironnement des cellules satellites favorise 

leur prolifération. Nous avons corrélé nos résultats obtenus in vitro avec une 

approche in vivo où l’on a causé avec pertes de tensions dans le muscle 

squelettique. Ensemble, ces résultats suggèrent que la perte de tension
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mécanique peut moduler l’activation des cellules satellites et la prolifération des 

CPM, deux étapes essentielles à la réparation du tissu.

Finalement, nous avons mis à profit l’importante prolifération des CPM sur 

fibres réduites pour mettre au point une technique originale d’isolement des CPM. 

Cette nouvelle approche permet d’obtenir rapidement, à partir d’une faible quantité 

de tissus des CPM d’une grande pureté. Notre méthode d’isolement des CPM se 

distingue de plus de la méthode classique par le fait qu’elle est indépendante de la 

qualité du sérum, démontrant par le fait même l’importance du substrat de la niche 

par rapport aux facteurs biochimiques environnants.

Les cellules progénitrices du muscle possèdent un potentiel de régénération 

extraordinaire comme en fait foi la régénération du muscle au cours de la vie et à 

la suite d’un trauma. Par contre, l’utilisation thérapeutique des cellules 

progénitrices du muscle est limitée par la perte de leur caractère souche lorsque 

m ises en culture. La caractérisation des facteurs constituant leur niche perm ettra it 

de conserver leur plein potentiel régénératif, ce qui permettrait d’utiliser cette 

source de cellules en médecine régénératrice afin de contrer ou prévenir les 

myopathies débilitantes ou encore, les effets de la sarcopénie (C onboy  et al. 2005; 

Scime  et al. 2010; Leblanc  et al. 2011; T rensz et al. 2011; von  Maltzahn  et al. 

2012). Les travaux présentés dans cette thèse ont donc permis d’apporter une 

pierre à l’édifice pour une meilleure compréhension des fondements de 

l’environnement complexe des cellules progénitrices du muscle squelettique.
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Annexes

Annexe 1 Les dystrophies musculaires et protéines associées
Liste non exhaustive des dystrophies musculaires, leur mode de transmission mendélien, 
la localisation chromosomique de la mutation, la protéine mutée et les modèles murins 
disponibles. DM, dystrophie musculaire; LGMD, « Limb-girdle muscular dystrophie », 
dystrophie musculaire des ceintures; DMC, dystrophie musculaire congénitale; RX, 
récessive liée à l’X; DA, dominante autosomale; RA, récessive autosomale. Adapté de 
(D u r b e e j  et C a m p b e l l  2002)

DM de Duchenne et de Becker 
DM d'Emerly-Dreifuss

RX
RX

Xp21
Xp28

Dystrophine
Emerine

Mdx

LGMD 1A DA 5q31 Myotiline .

LGMD 1B DA 1q11 Lamine A/C Lmna4'
LGMD 1C DA 3p25 Cavéoline-3 Cav34
LGMD 1D DA 6q23 ? -

LGMD 1e DA 7q32 ? -
LGMD 1F DA Sq31 ? -

LGMD 2A RA 15q15 Calpaïne-3 Capn3'
LGMD 2B RA 2p13 Dysférine SJL
LGMD 2C RA 13q12 y-sarcoglycane Sgcg '''
LGMD 2D RA 17q12 a-sarcoglycane Sgca4-
LGMD 2e RA 4q12 p-sarcoglycane Sgcb 4‘
LGMD 2F RA 5q33 S-sarcoglycane Sgcd4
LGMD 2G RA 17q11 Telethonine -
LGMD 2H RA 9q31 TRIM31 -
LGMD 21 RA 19q13 Protéine liée à la Fukutine -

Myopathie de Miyoshi 
DM tibialelle

DMC classique 
DMC de Fukuyama
DMC1C
DMC intègrine-a7 
DMC d’Ulrich 
DMC de colonnne raide
Syndrome muscle-œil-cerveau

RA
DA

RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA

2p13
2q31

Dysférine
?

SJL

6q22 Laminine a 2 Dy
9q31 Fukutine
19q13 Protéine liée à la Fukutine
12q13 intégrine-a7 Itga7'

? Collagène VI aZ
1p35 Sélénoprotéine N
1p32 POMGnTI

DM d'Emerly-Dreifuss 
Myopathie de Bethlem 
Myopathie de Bethlem 
Myopathie de Bethlem 
DM Facio-scapulo-humerale 
DM Scapulo-peronéale 
DM Oculo-pharyngée 
Dystrophie Myotonique

DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA

1q11 LaminA/C
21q22 Collagène VI a l
21q22 Collagène VI a2
2q37 Collagène VI a3
4q35 ?
12q21 ?

14q11.2 Protéine de liaison PolyA-2 
19q13 Protéine kinase-

myotonine/Six5

Lmna ''' 
Col6a1 +

SixS 4'
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Annexe 2 Modèles murins déficients pour une protéine du complexe DGC
De nombreux modèles murins déficients pour une protéine impliquée dans la jonction 
fibre/MEC ont été créés et présentent une longévité variable et un phénotype plus ou 
moins sévère. Adapté de (Durbeej et Campbell 2002)

Sgca'- (a-sarcoglycane)
Sgcb^ (g-sarcoglycane)
Sgcg'A (y-sarcoglycane)
Sgcd '̂ (6-sarcoglycane)
Sspn'/_ (Sarcospane)
DGW' (Dystroglycane)
DG chimérique (Dystroglycane)
Mdx (dystrophine)
Mdx20* (dystrophine, Dp260)
Mdx30* (dystrophine, Dp260, Dp140, Dp116, Dp71) 
Mdx4cv (dystrophine, Dp140, Dp260)
Mdx50* (dystrophine)
Mdx52(dystrophine, Dp140, Dp260)
Dp71'/'
Mnf/mdx (myocyte nuclear factor, dystrophine) 
MyoD/mdx (MyoD, Dystrophine) 
nNOS_/' (neuronal nitric oxyde synthase) 
nNOS/mdx
Utrn'  ̂(utrophine)
Utrn‘/7mdx (utrophine, dystrophine)
Utrn'/7mdx3cv (utrophine, dystrophine Dp260, Dp140, 
Dpi 16, Dp71)
Adbn (a-dystrobrévine)
Adbn'/'/mdx (a-dystrobrévine, dystrophine) 
Utrn^/mdx/Adbn^' (utrophine, dystrophine, a- 
dystrobrévine) 
a1-dystrophine 
CavZ'1' (Cavéoline-3)

> 1 an Modérée
> 1 an Sévère
20 sem. Sévère
> 1 an Sévère
> 1 an Aucune
Mort embryonnaire Non appli
> 1 an Modérée
> 1 an Modérée
> 1 an Modérée
> 1 an Modérée
> 1 an Modérée
> 1 an Modérée
> 1 an Modérée
> 6 mois Aucune
3 sem. Sévère
1 an Sévère
> 1 an Aucune
> 1 an Modérée
> 1 an Aucune
4-20 sem. Sévère
4-20 sem. Sévère

> 1 an Modérée
8-10 mois Modérée
3-11 sem. Sévère

> 1 an Aucune
> Modérée
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Figure S1 : Reconstitutions de coupes transversales (5 pm) de muscles Tibialis 
Antérieur (TA), Gastrocnemius, (Gas) et Diaphragme (Dia) provenant de 3 souris 
sauvages (CTL) et dystrophiques (mdx) colorées au trichrome de Masson. Cette 
coloration permet de localiser le collagène en bleu et les fibres musculaires en 
rouge.
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Figure S2 : Reconstitutions de coupes transversales (5 pm) de Gastrocnemius 
(Gas) colorées au Sirius Red, provenant de 4 souris dystrophiques (mdx), taitées 
(DKK1) ou non (saline) avec l’antagoniste de la voie Wnt, DKK1.
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Contrôle Ténotomie

Souris 1

Souris 2

Souris 3

Souris 4
m
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Figure S3 : Images en lumière visible de muscles Tibialis Anterior (TA) 10 jours 
suivant une ténotomie. Les TA controlatéraux on été utilisée comme contrôle. Les 
ténotomies on été effectuées chez des souris Myf5-nLacz permettant, suite à un 
marquage au X-gal, de localiser les cellules satellites et les CPM en bleu. Notez 
l’important marquage bleu dans le muscle ayant subi la ténotomie attestant d’une 
forte présence des CPM prolifératives. Notez aussi la réduction de taille des 
muscles ténotomisés par rapport à leurs contrôles respectifs.


