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Résumé

La formation des muscles squelettiques est un processus complexe impliquant différentes
étapes de différenciation, de prolifération, et de fusion ainsi que de nombreux facteurs
moléculaires. Parmi ces derniers, la myostatine (Gdf8) est un régulateur négatif de la
prolifération et de la différenciation des myoblastes, et I’absence d’une protéine fonctionnelle
conduit a une remarquable augmentation de la masse musculaire. La myostatine, membre de
la superfamille des TGFp, est secrétée sous la forme d’un précurseur. De nombreuses études
sur la voie de signalisation de la myostatine ont permis de caractériser différents inhibiteurs
de Gdf8 comme par exemple son propeptide ou la follistatine. Récemment, Gaspl a été
identifié comme nouveau partenaire de la myostatine, agissant comme un régulateur négatif
de I’action de Gdf8. Afin de mieux connaitre le role de Gaspl, en particulier au cours de la
myogenese, nous l’avons invalidé chez la souris par recombinaison homologue dans des
cellules souches embryonnaires. L’établissement des souris knockout Gaspl”™ nous permet
maintenant d’aborder les aspects fonctionnels du geéne Gaspl. Des études préliminaires
révelent que les homozygotes sont viables et ne présentent pas de défauts de croissance.
D’autre part, I’expression de Gaspl a ¢été étudiée de manicre spatio-temporelle au cours du
développement embryonnaire griace a des expériences d’hybridation in situ sur des embryons
murins in toto et quantifiée en PCR quantitative au cours de la prolifération et différenciation

myogénique.

Mots-clés: Gaspl, myostatine, mod¢le animal, développement musculaire






Abstract

Skeletal muscle formation is a complex process that involves the proliferation, alignment and
fusion of myogenic precursor cells to form multinucleated myotubes that will subsequently
mature into muscle fibers. A number of regulatory factors involved in these different steps
have been identified. Among them, Myostatin (Gdf8), a member of TGFp super-family is a
negative regulator of myoblast proliferation and differentiation. The lack of a functional
protein leads to remarkable muscle mass growth. Several Gdf8 inhibitors like the propeptide
or the follistatin protein. Recently, Gaspl was identified as a new myostatin partner, acting as
a negative regulator of myostatin activity. To get more insights on Gaspl functions, especially
in myogenesis, we have used homologous recombination to effect the targeted disruption of
the Gasp-1 gene in mouse embryonic stem cells. Gaspl”™ knock-out mouse provides us an
excellent tool to conduct functional studies. Preliminary analyses show the viability of
homozygotes without growth defects. In parallel, Gaspl expression has been studied in
spatio-temporal manner during embryogenesis by in situ hybridization on mouse embryo and

quantified by quantitative PCR during myogenic proliferation and differenciation.

Key words: Gaspl, myostatin, animal model, muscular development
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Contexte bibliographique

1 Contexte bibliographique

1.1 Contexte au sein du laboratoire
L’Unité de Génétique Moléculaire Animale appartient au Département de Génétique Animale

de INRA. Il a pour objectif d’une part la compréhension du déterminisme génétique des
caracteres phénotypiques observés chez les animaux domestiques et de facon plus générale,
I’apport de connaissances en biologie intégrative. D’autre part il développe aussi des moyens

d’amélioration et de conservation génétique des populations d’animaux d’élevage.

Parmi ces objectifs, ’Unité de Génétique Moléculaire Animale de Limoges contribue a
I’acquisition des connaissances en génomique bovine et dans le déterminisme génétique de
caractéres d’intérét chez les bovins allaitants. Deux aspects sont développés en ce sens : un
premier aspect porte sur [’acquisition de connaissances relatives aux genes de la
glycosylation, et sur les genes intervenant dans le déterminisme des caractéristiques
musculaires et de la coloration de la robe. Le second aspect consiste au développement
d’outils moléculaires permettant la tragabilité, la sécurité et la qualité des produits carnés mais
aussi I’identification et la sélection des animaux les plus performants pour 1’industrie agro-
alimentaire. Plus particuliérement, I’étude du déterminisme génétique du développement
musculaire a pour but d’appréhender la variabilité de masse musculaire chez les bovins, et de
conduire a la sélection d’animaux possédant de meilleures performances agronomiques. La
compréhension de la myogenese représente un intérét agronomique et économique pour les
races bovines dites « a viande » par I’obtention d’animaux qui possédant un développement
musculaire plus important. Elle présente également un intérét en médecine humaine car elle
permettrait de développer des thérapeutiques pour les pathologies touchant les muscles

squelettiques tels que les dystrophies et les myopathies.

C’est dans ce contexte d’étude des génes impliqués dans le développement musculaire que
j’ai effectué mes travaux de thése. La recherche des geénes impliqués dans le développement
musculaire chez le bovin fait appel a des programmes basés sur le croisement d’animaux
sélectionnés sur le phénotype et I’étude de leur descendance. Ces programmes nécessitent
d’importants investissements financiers sur une longue période. De plus, ils ne permettent
d’obtenir que de larges QTL (Quantitative Trait Loci) et trés rarement I’isolement du géne

impliqué dans le développement musculaire. L’identification des geénes orthologues et la



Contexte bibliographique

conservation des génomes (séquences et fonctions) entre les espéces permettent d’envisager
des ¢études phénotypiques et fonctionnelles sur un gene d’intérét dans une espeéce modele

comme la souris, organisme modele de référence des mammiferes.

Afin de mieux comprendre le déterminisme génétique de 1’hypermusculature chez le bovin,
I’équipe a mis au point différentes stratégies chez la souris pour I’étude d’anomalies
conduisant a un fort développement musculaire. Dans ce but, deux approches ont été mises en
place : la premicre est une approche de génétique classique portant sur le criblage
phénotypique d’animaux porteurs de mutations aléatoires. La mutation causale du phénotype
musculaire observé, sera identifiée par une étape de cartographie génétique. Cette approche
permet d’identifier de nouveaux genes impliqués dans le développement musculaire ou de
nouvelles fonctions pour des génes déja connus. La deuxiéme approche fait appel a la
génétique inverse, elle permet d’identifier et d’analyser, in vivo, la fonction de génes qui n’est
pas encore connue. Cette analyse fonctionnelle est effectuée grace a I’étude des phénotypes de
lignées murines ayant subi une transgénese additive ou une recombinaison homologue. Ces
approches utilisent le modele murin afin d’acquérir de nouvelles connaissances qui pourront

étre transposées chez le bovin.

Mon projet de thése, basé sur la deuxiéme approche a consisté en 1’analyse fonctionnelle du
gene Gaspl (Hill et al., 2003), dont la protéine est connue pour étre un inhibiteur de la
myostatine (élément clé de la myogenese) et de son propeptide. Cette analyse est réalisée
aprés 1’établissement d’une lignée murine dont Gaspl a été invalidé par recombinaison

homologue.

1.2 Description du muscle squelettique
Trois grands types de muscle sont observés chez les vertébrés : le muscle cardiaque, le muscle

lisse et le muscle squelettique. Ces différents types de fibres possedent des caractéristiques a
la fois structurales et fonctionnelles qui leur sont propres. Les travaux de cette thése portant

sur le muscle squelettique, il sera le seul a étre décrit.

Le muscle squelettique est délimité par I’épimysium qui regroupe un ensemble de faisceaux
musculaires ainsi que des vaisseaux sanguins ; les faisceaux musculaires sont délimités par le
périmysium et regroupent les fibres musculaires, elles mémes entourées par I’endomysium
(Figure 1). Il se compose de différents types de fibres qui expriment chacune une forme de

chaine lourde de myosine (MyHC). Les fibres rapides expriment une des formes rapides de
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MyHC et posseédent une grande force. Elles se subdivisent en trois groupes : les petites fibres
de type ITA qui possédent un métabolisme oxydatif rapide, les intermédiaires de type 11X et
celles de type IIB qui utilisent la glycolyse rapide. Ces derni¢res montrent la vitesse de
contraction la plus importante, cependant cette glycolyse a pour conséquence une fatigue qui
survient plus tot. Mais également les fibres lentes qui expriment 1’isoforme a contraction lente
de MyHC. Elles possédent un métabolisme oxydatif, et peuvent maintenir une longue

contraction sans fatigue (Hughes et Salinas, 1999).

\aisseau
Périmysium sanguim

' Fibre
& musculaire
~ --‘"___'_'_‘_...-
2 L}Q_ T
- - i Faisceau
Tendon Epimysium i :
pirmy Endomysium 1 iscylaire
Figure 1 : Structure du muscle squelettique (d’aprés http://training.seer.cancer.gov/anatomy/muscular

/structure.html). Les fibres musculaires entourées par 1’endomysium sont regroupées en faisceau grice au
périmysium. L’ensemble des faisceaux regroupés dans I’épimysium forme le muscle.

Les cellules satellites sont aussi un élément qui compose le muscle squelettique. En cas de
1ésion du muscle, elles se divisent et se différencient pour former de nouvelles fibres. Elles
ont pour origine le muscle, I’endothélium ou la moelle osseuse ; de plus elles expriment des
marqueurs endothéliaux (Beauchamp et al., 2000). Les cellules satellites ont une capacité de
renouvellement limitée ; si les conditions sont pathologiques comme dans les myopathies, il
se produit une dégénérescence musculaire. Cependant des progéniteurs musculaires, sous
forme de cellules souches, contenus dans la moelle osseuse présentent un intérét pour le
traitement des myopathies (Ferrari et al., 1998). Le muscle adulte aussi contient des cellules

souches qui peuvent contribuer a la formation de muscle ou de sang (Gussoni et al., 1999).


http://training.seer.cancer.gov/
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1.3 Formation du muscle squelettique et facteurs

mis en jeu
La myogenése du muscle squelettique est un processus complexe faisant appel a des
mécanismes de délamination depuis les somites (structures embryonnaires). Les myoblastes
(ou cellules musculaires) vont alors migrer vers des sites de colonisations ou des mécanismes

de fusion et de différenciation vont permettre la mise en place du muscle squelettique.

Les muscles squelettiques ont pour origine les somites, ces derniers proviennent de la
segmentation du mésoderme paraxial. Leur partie ventrale donne naissance au sclérotome a
I’origine des cartilages, des os de la colonne vertébrale et des membres, alors que leur partie
dorsale permet la formation du dermomyotome précurseur du derme dorsal et des muscles

squelettiques (Figure 2 et 3).

Dermomyoctome —

Dermomyotome épiaxial  gpiayial intercalaire -.__,a-”"

Racine ganglionnaire dorsale

II/-'- 1 R‘ |(<’ .\. \ \.. Somite épithélial
| A\ \ { \
r' f ! - ')\ \ L, \
:L::ial 1 k)’( '\ / I%&ra\
p gl\'e"(ﬁe

VAW ) T

Epiaxial Postérieur
o & >
A// =T o oY :
'\_)-/; J ; \._\‘ ;

Dermomyotome hypaxial Antérisur Hypaxial

pré-somitique

—

Notochorde ;
Sclérot
clerotome Myotome Ventral

Figure 2 : Représentation schématique de la somitogenése (d’aprés Buckingham et al., 2003). Le mésoderme
présomitique se différencie en somite épithélial puis en mésoderme latéral. Le mésoderme devient ensuite
dermomyotome, myotome et sclérotome.
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Le dermomyotome donne naissance aux cellules musculaires grace aux signaux transmis par
I’ectoderme et les tissus environnants (Schmidt ef al., 1998 ; 2001). Il donne dans sa partie
médiane le muscle épiaxial et le derme du dos, dans sa partie latérale le muscle hypaxial. La
limite entre les deux lignées myogéniques divise le somite épithélial en deux parties : médiane
et latérale (Ordahl et Le Douarin, 1992). Durant la croissance du bord du dermomyotome les
cellules précurseurs du muscle épiaxial migrent vers le myotome auquel elles sont

additionnées en couches successives (Denetclaw et al., 1997 ; Ordahl et al., 2001).

La myogenése au niveau épiaxial requiert des signaux provenant de la structure axiale tels que
ceux de genes membres de la famille Wnt qui sont exprimés dans le tube neural (Ikeya et
Takada, 1998). Ces signaux sont indispensables pour démarrer et maintenir 1’expression de
MyoD (membre de la famille des MRF) dans le myotome épiaxial (Pownall et al., 1996 ;
Dietrich et al., 1997 ; Miinsterberg et Lassar, 1995 ; Stern et al., 1995 ; Buffinger et
Stockdale, 1994). Le muscle hypaxial a pour origine la partie latérale du dermomyotome, qui
est située entre les membres et qui forme le myotome hypaxial. Ces derniers donnent
naissance aux muscles thoraciques et abdominaux. Au niveau des membres, le
dermomyotome latéral se désintégre en relachant des progéniteurs musculaires qui migrent et
envahissent le bourgeon du membre ou ils continuent a proliférer. Aprés cette phase de

prolifération, ils se différencient en progéniteur musculaire (Brand-Saberi et Christ, 1999).

Les muscles des membres sont formés par les cellules provenant des somites, présentes dans
les bourgeons des membres. Le dermomyotome épiaxial qui est proche du tube neural et de la
notochorde forme les muscles profonds du dos alors que le reste des muscles du corps et des
membres dérive de I’extrémité hypaxial. La premi¢re masse musculaire qui se forme est le
myotome, qui donnera la musculature du tronc. Pour les bourgeons des membres, les cellules
progénitrices des muscles se délaminent a partir de 1'épithélium du dermomyotome hypaxial
et migrent dans les membres en position dorsale et ventrale ou se forment les masses
musculaires initiales. Ce sont les cellules du mésenchyme qui donnent le signal de
positionnement de ces progéniteurs musculaires venant des somites. Aprés la délamination,
les cellules pré-myogéniques migrent le long d’un réseau fibrillaire. La migration est
dépendante de protéines membranaires, N-cadherine et integrine, et de composants de la
matrice extracellulaire, la fibronectine et I’hyaluronane (Figure 4) (Jaffredo et al., 1988 ;

Brand-Saberi et al., 1996; Swartz et al., 2001).
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Le programme de différenciation myogénique, qui est marqué par 1’expression des MRF
(MyoD, Mpyogénine, Myf5 et MRF4), se déroule aprés la migration des précurseurs

myogéniques mais avant leur ségrégation en masse dorsale et ventrale.

Différents génes et familles de genes tels que les Pax (paired box gene), les MRF (Myogenic
Regulation Factor) ou les FGF (Fibroblast Growth Factor) sont impliqués au cours des
différentes étapes de la myogenése du muscle squelettique (Tableau 1). Ces geénes sont

hiérarchisés de par le lieu et le moment de leur expression au cours de la myogeneése.

Stades précoces de la migration Stades tardifs de la migration Formation du myotube
Mésenchyme jeune ou distal du Mésenchyme agé ou proximal du
bourgeon du membre bourgeon du membre
sooe Fibronectine = Intergrine w N-cadherine
AN MN-CAM ou _ N-cadherine
Hyaluronane autres CAMs " sous-exprimée

Figure 4: Représentation schématique des phases de migration et de différenciation des myoblastes en
considérant les molécules d’adhésion et la matrice extracellulaire (d’aprés Brand-Saberi et al., 1996). Au stade
précoce de la migration, les cellules sont séparées par une matrice extracellulaire hautement hydratée
comprenant du hyaluronane et d’autres glycosaminoglycanes, protéoglycanes et glycoprotéines. Les contacts
entre les cellules stationnaires et les myoblastes ainsi que ceux entre les myoblastes sont restreints aux sites
« focaux » transitoires. Plus tardivement, le hyaluronane est réduit dans 1’espace intercellulaire, ce qui permet
aux cellules d'établir des contacts via les molécules d’adhésion cellulaire. Ces contacts peuvent entrainer la
différenciation musculaire avec I’influence d’autres facteurs. La fusion se produit seulement entre deux
myoblastes car les molécules d’adhésion cellulaire (N-CAM et M-cadhérine) qui stabilisent la fusion ne sont
exprimées qu’au niveau des myoblastes. La fibronectine stabilise les myotubes nouvellement formés, la
N-cadhérine étant sous-exprimée.

1.3.1 Mise en place des fibres du muscle squelettique

Les fibres des muscles squelettiques sont formées par deux vagues de fusion successives : les

fibres primaires agissent comme un échafaudage pour les fibres secondaires (Figure 5). Il
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existe un motif spécifique des fibres rapides et des fibres lentes pour chaque muscle, qui
semble étre intrinséque aux myoblastes (Nikovits ez al., 2001 ; Miller et Stockdale, 1986). Cet
arrangement de fibres différe aussi sur I’axe proximo-distal, soulevant la question de savoir
comment il est spécifié¢ (Zhang et McLennan, 1998). Il peut étre modulé par I’innervation, les

hormones et les facteurs de croissances (Blagden et Hughes, 1999).

Dorsal Myogenése primaire Myogenése secondaire

/I/ Postérieur
Antérieur A

Ventral

Figure 5 : Myogenése primaire et secondaire chez le poulet (d’aprés Bryson-Richardson et al., 2008). A) Les
fibres précoces qui se forment sont les « fibres primaires » (en bleu). Elles dérivent du somite médio-dorsal
(Kahane et al., 1998) et occupent la position ventrale du dermomyotome (en rouge). B) Le myotome primaire se
forme grace a la délamination des cellules des quatre bords épithéliaux du dermomyotome. C) La structure de la
région centrale du dermomyotome (en jaune) se dé-épithélialise pendant la seconde phase myogénique,
contribuant ainsi a la seconde vague de formation du muscle.

Les fibres primaires et secondaires

Les fibres primaires se forment au cours du développement embryonnaire et se déposent au
niveau du site des futurs muscles. La quantité de masse musculaire formée par les myoblastes
primaires est trés réduite. Leur role est de définir le type, la forme et la position du muscle.
Les fibres primaires traversent le muscle de tendon a tendon et sont innervées en de multiples
plaques avant la formation des fibres secondaires (Duxson et Usson, 1989 ;
Duxson et Sheard, 1995). Les fibres secondaires se forment et s’insérent a la surface des
fibres primaires pres des sites d’innervations. Initialement, elles ne traversent pas le muscle
sur sa longueur totale. Elles augmentent rapidement en nombre et en nucléation, séparément

des fibres primaires.
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1.3.2 Les facteurs intervenant au cours de la myogenése

De nombreux facteurs inteviennent lors de la formation des fibres musculaires. Les
principaux constituent la famille des MRF (Myogenic Regulation Factor) qui appartiennent a
la famille de facteurs de transcription bHLH (hélice-boucle-hélice basique) et regroupent
Myf5, MyoD, Myogénine, MRF4 (Myf6) (Figure 6). Ils sont exprimés dans les précurseurs
myogéniques et sont essentiels pour la détermination et la différenciation des cellules

musculaires (Ott et al., 1991 ; Pownall et Emerson, 1992 ; Sassoonn, 1993).

Myogenése

Figure 6 : Voies de signalisation de 1’induction myogénique (d’aprés Bryson-Richardson et al., 2008). Dans le
dermomyotome épiaxial, Pax3, Myf5 et MFR4 peuvent induire indépendamment 1’expression de MyoD. Alors
que dans le dermomyotome hypaxial Pax3 induit directement I’expression de Myf5 et MRF4 qui vont activer
I’expression de MyoD. Le signal Wntl du tube neural induit la myogenése par 1’activation directe de Myf5, alors
que Wnt7a active préférentiellement MyoD. Shh régule aussi la myogenése en maintenant 1’expression de Myf5.
Six1 et Six4 régulent MRF4 dans le dermomyotome épiaxial, et induisent 1’expression de Pax3 dans le
dermomyotome hypaxial avec les cofacteurs Eyal et Eya2.

La régulation de ces genes en amont de la myogengése fait appel a un ensemble de génes parmi
lesquels Sonic hedgehog (Shh) qui permet le maintient des precurseurs musculaires dans un

¢tat indifférencié et prolifératif (Amthor et al., 1998 ; Kriiger et al., 2001). Il intervient dans la
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régulation de Pax3 (Duprez et al., 1998 ; Bren-Mattison et Olwin, 2002). Il régule aussi
I’expression de facteurs de transcription tel que MyoD (Miinsterberg et al., 1995 ; Chiang et
al., 1996 ; Borycky et al., 1999 ; Kriiger et al., 2001 ; Bren-Mattison et Olwin, 2002).
La famille de génes a homéodomaine Six prend également part dans cette régulation en
agissant sur ’expression de MRF4 mais aussi des Pax (Spitz et al., 1998 ; Relaix et

Buckingham, 1999 Griffone et al., 2005, 2007 ; Giordani et al., 2007) (Figure 7).

A
Pax3 MyoD —— Myogeneése

Six1l, 4 —— MRF4 —

BSixl, 4 S MYBINT—

— Pax3 MyoD —— Myogenese
Eyal, 2
\MRF4 /

Figure 7 : Action de Six1 et Six4 au cours de la myogenése (d’aprés Bryson-Richardson et al., 2008). A)
Activation paralléle de la myogenése entre Pax3 et Six1, 4. Pax3 active la myogenése par I’intermédiaire de
MyoD alors qu’en paralléle Six1 et Six4 I’activent par MRF4. B) Régulation de Pax3 par Six1, 4. Six1, Six4 et
leur cofacteur Eyal et Eya2 régulent Pax3 en amont des MRF lors de la myogenése.

Pax3 qui est un facteur de transcription permet le maintien des myoblastes dans un état
prolifératif (Amthor et al., 1998). 1l peut activer I’expression des MRF (Tajbakhsh et al.,
1997 ; Maroto et al., 1997 ; Heanue et al., 1999). Cependant il n’est pas essentiel pour la
différenciation myogénique (Daston et al., 1996). Les Wnt (wingless-related MMTV
integration site) activent aussi 1’expression des MRF et induisent la dorsalisation du membre
(Tajbakhsh et al., 1998 ; Parr et MacMahon, 1995 ; Riddle et al., 1995). L’interruption de leur
voie de signalisation entraine une modification de la survie, de la prolifération et de la

différenciation des myoblastes (Borello et al., 1999 ; Terry et al., 2000 ; Ladher et al., 2000).

Lorsque les myoblastes atteignent les bourgeons des membres, ils n’expriment plus Pax3
mais les MRF (Bober et al., 1994 ; Tajbakhsh et Buckingham, 1994 ; Gross et al., 2000 ;
Uchiyama et al., 2000). Ils sont exprimés de fagcon séquentielle, Myf5 puis MyoD marquent le

début de la myogenese. La voie de signalisation de Notch contrdle la transition de Myf5 a

10
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MpyoD dans la myogenese en provoquant la sous-expression de MyoD lors de son activation
(Delfini et al., 2000; Hirsinger et al., 2001). La Myogénine est ensuite exprimée et finalement
MRF4 s’exprime dans les fibres musculaires différenciées (Tajbakhsh et al., 1997 ; Delfini et
al., 2000 ; Rudnicki et al., 1993 ; Tajbakhsh ef al., 1997 ; Valdez et al ., 2000). Myf5 et MyoD
sont essentiels pour la détermination des précurseurs cellulaires en myoblastes, de plus ils
présentent une compensation de leur fonction (Tajbakhsh ef al., 1996 ; Kablar ef al., 1999 ;
Braun et al., 1992 ; Rudnicki et al. 1992). La Myogénine montre un rdle essentiel pour la
différentiation terminale des myoblastes lors de la mise en place des muscles au cours du

développement (Hasty et al., 1993 ; Nabeshima et al., 1993 ; Knap et al., 2006)

Des genes interagissent avec les MRF au cour de la myogenéses, notamment les FGF
(Fibroblast Growth Factor) qui permettent la prolifération des myoblastes et leur migration
dans les membres (Edom-Vovard et al., 2001 ; Webb et al., 1997). Ils inhibent aussi leur
différenciation au niveau de I’extrémité distale du membre.cependant lors de cette dernicre ils
doivent étre sous exprimé (Robson et Hughes, 1996 ; Itoh et al., 1996). Cette interaction se
fait au travers d’une boucle de régulation entre le récepteur 4 des FGF (Freck), Myf5et MyoD
(Marics et al., 2002 ; Delfini et al., 2004). Les BMP (Bone Morphgenic Protein), un sous-
groupe de la famille des TGFB (Transforming Growth Factor ) interagissent aussi avec les
MREF. Ils répriment le développement musculaire en inhibant Pax3 et MyoD (Amthor et al.,
1998, 1999 ; Pourquié et al., 1996 ; Reshef et al., 1998) (Figure 8). La levée de cette
inhibition, en particulier par I’inactivation de la myostatine (GdfS ou BmpS§), induit un
phénotype d’hypermuscularité, dont le phénotype « culard » chez le bovin (Grobet et al.,
1997 ; Kambadur et al., 1997 ; McPherron et Lee, 1997). De plus, la transduction du signal de
SF/HGF (Scatter Factor/Hepatocyte Growth Factor) par son récepteur c-met permet la
conservation des précurseurs musculaires dans un état indifférencié et prolifératif par

I’inhibition de MyoD (Scaal et al., 1999).

11
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Figure 8 : Signaux contrélant la migration et la différenciation des précurseurs musculaires du membre (d’apres
Francis-West et al., 2003). Les cellules prémyogéniques exprimant Pax3 (en orange) migrent vers I’AER (Apical
Ectodermal Ridge ; en gris), qui exprime les FGF et régule 1’expression de scatter factor dans le mésenchyme
sous-jacent (en jaune). Une fois dans le bourgeon du membre, les cellules prémyogéniques commencent a se
différencier et a exprimer les geénes de la régulation myogénique, Myf5 et MyoD (en vert). Les cellules
myogéniques se trouvent au centre du bourgeon du membre alors que les cellules en prolifération et exprimant
Pax3 sont proches de I’ectoderme. Les signaux BMP, issus de I’ectoderme et du mésenchyme, avec scatter
factor dans le mésenchyme et FGF dans I’AER répriment la différenciation myogénique.

Ectoderme

La différence entre les types de fibres se situe au niveau de I’expression des chaines lourdes

de myosine (MyHC) et de leur activité métabolique.

Dans I’embryon, les fibres lentes et rapides sont assemblées avant 1I’innervation ou I’influence
hormonale et doivent étre spécifiées par différentes molécules ou interactions cellulaires. Les
cellules des membres, isolées en culture semblent biaisées ou prédisposées a étre lentes ou
rapides, ce qui indique une population hétérogéne (Miller et Stockdale, 1986 ; Stockdale,
1990 ; DiMario et al., 1993, DiMario et Stockdale, 1995 ; Pin et Merrifield, 1997). Les
propriétés distinctes entre fibres lentes et rapides peuvent étre héritées de générations

successives (Robson et Hughes, 1999).

Les premiers myoblastes entrant dans le membre formeraient les fibres lentes. Ils
aquiéreraient leur détermination dans les somites ou pendant la migration, ils sont donc
prédéterminés (Van Swearingen et Lance-Jones, 1995). Cependant des expériences de greffes
de muscles, de cellules satellites ou foetales sont en faveur d’une détermination du type de
fibre par I’environement (Nikovits ef al., 2001 ; Hughes et Blau, 1992 ; DiMario et Stockdale,
1997 ; Robson et Hughes, 1999).

12
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Les variations entre les ¢études proviennent des populations analysées, les myoblastes
embryonnaires donnent les myotubes primaires et les myoblastes feetaux donnent les
myotubes secondaires. Ces derniers participent aussi a la croissance des fibres primaires et
des cellules satellites (Seed et Hauschka, 1984 ; Evans et al., 1994). Les cellules peuvent
avoir un devenir biais¢ a la sortie des somites car ce devenir peut étre supplanté par
I’environnement, le déterminisme entre fibre lente et fibre rapide se produit alors dans le
bourgeon du membre (Kardon et al., 2002). Cette plasticité est visible chez le poisson zebre
u-boot qui en absence de Shh ne peut pas former de fibres lentes alors que sa surexpression ne
donne que ce type de fibre qui pourront par la suite devenir des fibres rapides

(Roy et al., 2001).

Le patron des muscles est lié a la structure du squelette (Robson et al., 1994), si cette structure
est modifiée la musculature s’accorde au nouveau squelette (Parr et McMahon, 1995). Au
niveau moléculaire, la localisation spatiale des muscles est liée a I’expression différentielle de
Hoxal3 dans les masses prémusculaires (Yamamoto et al., 1998). Des expériences de KO
indiquent que le développement de chaque muscle dépend d’une combinaison spécifique de

facteurs tels que les geénes Lbx! et Mox2 (Mankoo et al., 1999).

1.3.3 Les cellules musculaires

Les fibres rapides

Dans les fibres rapides et intermédiaires (IIB et 11X), MyoD est fortement exprimé (Hughes et
al., 1997). Le KO de MyoD conduit a une absence des fibres de type IIA et I ainsi qu’a une
quantité moindre de fibres de type IIB dans les muscles rapides (Hughes et al., 1997). La
fraction de fibres rapides qui expriment normalement MyoD acquiert alors des
caractéristiques de fibres lentes, I’activité catalase qui est plus importante dans ces fibres
augmente. Pour les muscles lents, une perte des fibres lentes ainsi qu’une augmentation des

rapides de type IIA et IIX sont observées.

La Mpyogénine contrdle le fibrotype, 1’augmentation de son expression provoque le
changement du métabolisme glycolytique en métabolisme oxydatif, ce changement ne

s’accompagne pas du changement d’expression de MyHC (Hughes ef al., 1999).

13
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Les fibres lentes
Dans les fibres lentes (de type ) MyoD est exprimé a un faible niveau (Hughes et al., 1997).

Shh ou hedgehog permettent la formation de fibres lentes (Currie et Ingham, 1996 ; Blagden
etal., 1997 ;Duet al., 1997 ; Cann et al., 1999 ; Lewis et al., 1999 ; Barresi et al., 2000). Shh
réprime la différenciation des myoblastes postérieurs dans la masse musculaire ventrale,
autorisant les mitogeénes présents dans le mésenchyme du bourgeon du membre a stimuler
leur prolifération. Au contraire I’absence de Shh induit une différenciation précoce destinée a
exprimer des MyHC lentes. La différenciation précoce diminue le pool de myoblastes en
prolifération, le résultat in fine est une diminution de la masse musculaire, a cause de la perte

de fibres a MyHC lentes (Figure 9) (Bren-Mattison et Olwin, 2002).

Myoblastes en Différenciation
prolifération retardée

o=

o ®g —

+Shh ® ==
@

= c '
(==
Bourgeon du D'ff.' iati :
4 ifférenciation :
membre précoce bricocs Moins de muscle

I MyHC lente
[ MyHC rapide

Figure 9 : Modeéle de la fonction de Shh pendant le développement embryonnaire des myoblastes au niveau
hypaxial (d’aprés Bren-Mattison et Olwin, 2002). Shh réprime la différenciation des myoblastes postérieurs,
permettant ainsi aux mitogénes de stimuler leur prolifération. La différenciation précoce des myoblastes, due a
I’absence de Shh, les conduit a exprimer des MyHC lentes. Ceci conduit a une diminution du pool des
myoblastes prolifératifs et a une diminution de la masse musculaire due a la perte des fibres 8 MyHC lentes.
L’augmentation de Shh maintient les myoblastes primaires dans un état indifférencié, permettant aux mitogénes
d’augmenter le pool de précurseurs musculaires. Cela permet une expression ectopique de MyHC lentes et une
augmentation de la masse musculaire.

L’activité calcique, permet le développement et le maintien des fibres lentes chez 1’adulte, via
une sérine/thréonine phosphatase, la calcineurine (Chin et al, 1998 ; Dunn et al., 1999 ;
Bigard et al., 2000 ; Naya et al., 2000 ; Serrano et al., 2001). Alors que dans le membre

embryonnaire Wnt5a active le signal calcique, ce qui entraine le développement des fibres
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lentes (Slusarski et al., 1997; Kiihl et al., 2000 ; Anakwe et al., 2003). Les fibres lentes
possédent un haut niveau de calcium comparé aux fibres rapides ou de courts flux sont

observés lors de la contraction.

Les cellules satellites

Pax7 est 1I’élément clé dans la biogenese des cellules satellites. En son absence les cellules
satellites vont progressivement disparaitre par apoptose, pour étre en nombre trés réduit chez
I’adulte. Pax3 est exprimé¢ dans quelques cellules satellites, mais son faible niveau
d’expression I’empéche de compenser la perte de I’activité anti-apoptotique en absence de
Pax7 (Seale et al., 2000 ; Relaix et al., 2006 ; Oustania et al., 2004). Myf5 est transcrit dans la

plupart des cellules satellites ce qui les destine a la myogenese (Beauchamp et al., 2000)

PAX7+ MYF5+
] Deltal haut

Cellules satellite
quiescente

PAX7+
MYF5+

Division
planaire

Figure 10 : Myogenése chez 1’adulte (d’aprés Bryson-Richardson et al., 2008). Les cellules satellites (en vert)
expriment différents marqueurs spécifiques tels que PAX7, C-MET, ou M-cadherine. Elles peuvent donner des
précurseurs musculaires exprimant MYF5 (MYF5+) et maintenir un pool de cellules satellites (MYF5-). Celles
présentant une division planaire donnent généralement des cellules filles avec une expression de MYF5
symétrique. Celles se divisant de maniére apico-basale donnent généralement des cellules filles avec une
expression de MYF5S asymétrique.
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Les cellules satellites se divisent de maniére asymétrique (Figure 10) ce qui entraine la
ségrégation des déterminants myogéniques Delta, Numb et Myf5 dans 1’une ou ’autre des
cellules filles exprimant Pax7. Ce processus est caractéristique du renouvellement des
populations de cellules souches. Cette division semble s’accompagner de la rétention de
I’ADN parental dans les cellules contenant Pax7 et Numb. Cette « immortalisation » de
I’ADN parental parait étre un attribut spécifique des cellules souches (Shinin et al., 2006 ;
Kuang et al., 2007).

Les cellules progénitrices musculaires peuvent avoir plusieures sources, le mésenchyme du
bourgeon du membre (Bailey et al., 2001), la dorsale aortique embryonnaire (De Angelis et
al., 1999), dans le muscle lui-méme elles sont alors appelées « population de réserve dérivée
du muscle » (Guissoni et al., 1999). Les cellules satellites peuvent aussi dériver d’autres
tissus, tels que la moelle osseuse, les lignées vasculaire et hématopoiétique

(Péault et al., 2007).

Le muscle squelettique est une structure hétérogéne formée de fibres rapides et lentes, de
cellules satellites ainsi que de vaisseaux sanguins. Les myoblastes qui le composent
proviennent des somites qui sous I’effet de plusieurs facteurs (Pax, MRF, FGF...) vont se
délaminer et migrer vers leur lieu de différenciation et de fusion. La fusion des myoblastes
donne des fibres musculaires qui vont se regrouper en structure particuliere donnant le muscle

squelettique.

1.4 La myostatine (Gdf8)

1.4.1 Structure

La myostatine appartient a la famille des TGF[ et en posséde toutes les caractéristiques : une
séquence signal pour la sécrétion, un site de clivage protéolytique, un motif conservé de 9
cystéines (comme dans le TGF[ et I’inhibine B) et un nceud cystéine essentiel pour I’activité
de cette famille de protéines. Cependant, la myostatine n’appartient pas aux groupes

classiques tels que ceux des BMP ou de I’inhibine, cette déviation est évidente dans la région
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C-terminale. Parmi ces sous-familles elle est le plus homologue avec Vgrl (Bmp6) (45%
d’identité en C-terminal) (McPherron et al., 1997). La myostatine est trés conservée entre les
especes, chez la souris, le rat, I’homme, le porc, le poulet, la dinde elle présente 100%
d’identité dans sa partie C-terminale. Chez le babouin, le bovin et I’ovin elle ne différe que de
1 a 3 acides aminés alors que chez le poisson ze¢bre il n’existe plus que 88% d’identité

(McPherron ef al., 1997). De plus, la myostatine possede un fort pourcentage d’identité avec

Gdf11.

L’expression de Gdf8 varie suivant le muscle observé. Il existe un haut niveau d’expression
dans les muscles squelettiques tels que les muscles M. Semimembranosus et M. Biceps
femoris, un bas niveau dans les autres muscles des membres postérieurs et aucune expression

au niveau du cceur et du diaphragme (Kambadur ef al., 1997).

La séquence régulatrice de Gdf8 présente une grande homologie entre les especes. Elle
comprend plusieurs motifs de liaison a des facteurs de transcription (Ma et al., 2001, 2003):
des boites E pour la liaison a MyoD qui donne la spécificit¢ musculaire (Xu et al., 2003 ;
Salerno et al., 2004 ; Spiller et al., 2002), des sites de liaison a MEF2, NFKB (région
d’homologie avec la séquence de liaison) et des sites PPARY (Peroxyisome Proliferator
Activated Receptor y). Des séquences consensus de liaison aux hormones : ARE (Androgen
Response Element), GRE (Glucocorticoid Response Element), TRE (Thyroid hormon

Response Element) sont aussi présentes.

La myostatine est produite sous la forme d’un précurseur protéique possédant une séquence
signal, un domaine propeptide en N-terminal et un domaine C-terminal constituant le ligand
actif (McPherron et al., 1997) (Figure 11). Le clivage du précurseur protéique au site RSRR
permet la libération du propeptide N-terminal et de la forme mature de la myostatine. Le
propeptide et la forme mature de la myostatine peuvent se dimériser grace a la formation de
ponts disulfures. La myostatine mature est la seule forme active de la protéine. Dans le sérum,
de nombreuses protéines peuvent se lier a la myostatine et inhiber son activité comme Gaspl
(Growth and differentiation-associated factor-Associeted Serum Protein-1) et Flrg (follistatin-
related gene ; Hill e al., 2002 ; 2003) et au niveau musculaire hSTG (Wang et al., 2003),
titin-cap (Nicholas et al ., 2002), follistatine (Amthor et al., 2004).
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1 24 267 376

NH2 Propeptide COOH

Figure 11 : Structure de la protéine myostatine. La myostatine posséde un peptide signal (PS) en bleu, une
région propeptide en violet qui sera clivée au site RSRR durant la maturation et le peptide actif en partie
C-terminal en vert.

La région propeptide permet un repliement et une dimérisation correcte du peptide C-terminal
mais aussi la régulation de son activité biologique grace a la formation du complexe latent.
C’est la forme sous laquelle la myostatine est sécrétée (Lee et McPherron, 2001 ; Wolfman et
al., 2003). Ce complexe est constitu¢ de la région propeptide s’associant de fagon non

covalente avec un dimére C-terminal mature.

1.4.2 Fonction au cours de la myogenése

Au niveau sérique, la myostatine circule sous la forme d’un complexe latent, elle peut aussi

former un complexe avec Flrg et Gaspl (Hill ez al., 2002, 2003).

Les différents ¢léments de la voie de signalisation de la myostatine ont été définis en 2003
(Rebbapragada et al., 2003) (Figure 12). Le dimére de myostatine C-terminal mature se lie
avec une haute affinité a ActRIIB (récepteur a I’activine IIB), il peut aussi se lier a ActRIIA
qui est trés proche (Lee et McPherron, 2001 ; Rebbapragada et al., 2003). Suite a cette liaison,
la cascade du signal intracellulaire est initiée par le recrutement d’un récepteur de faible
affinité¢ de type I, qui est soit ALK4 (activin-like kinase-4) soit ALKS. La formation de cet
hétérodimere par la myostatine permet au domaine kinase constitutivement actif d’ActRIIB
de transphosphoryler le récepteur de type I ALK4/5 au niveau de la région GS qui est
intracellulaire et proche de la membrane. Cette phosphorylation entraine 1’activation d’un
domaine sérine/thréonine kinase. Cela permet au récepteur de type I activé de phosphoryler
smad2 et smad3 qui interagissent alors avec le co-smad, smad4, et se transloquent dans le
noyau. Le complexe smad se lie directement a I’ADN et interagit avec les coactivateurs ou
corépresseurs nucléaires afin de réguler I’expression des geénes cibles de la myostatine (Zhu et

al., 2004).

Le signal de la myostatine peut aussi passer par une voie de signalisation smad-indépendante,
via la voie des MAP kinases mais les détails de ce mécanisme d’activation restent a

déterminer (Philip et al., 2005).
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Figure 12 : Voie de signalisation de la myostatine (d’aprés Joulia-Ekaza et al., 2006). La myostatine peut &tre
trouvée dans un état inactif lorsqu’elle est liée a Flrg, Gaspl, hSGT, T-cap, la follistatine ou au propeptide de la
myostatine. Le dimére actif de la myostatine se lie au récepteur de type II, ActRIIB, puis recrute et active le
récepteur de type I, ALK4 ou ALKS, par transphosphorylation. Smad2 et Smad3 sont ensuite activés et se lient
avec Smad4. Ils sont alors transloqués dans le noyau ou ils activent la transcription du geéne cible. Deux
inhibiteurs de ce signal ont été identifiés : Smad7 réprime le signal en liant son domaine MH2 au récepteur
activé empéchant ainsi le recrutement de R-Smads. Smurf1 est une ligase ubiquitine qui entraine I’ubiquitination
et la dégradation consécutive des R-Smads.

Chez la souris, la myostatine peut étre détectée dans le muscle squelettique des 9,5 jours post
coitum (jpc) (McPherron et al., 1997), ’ARNm et la protéine sont retrouvés dans d’autres

tissus et dans le plasma (Gonzalez-Cadavid ef al., 1998 ; Ostbye et al., 2001 ; Ji et al., 1998).

Chez le poisson, il existe deux isoformes de la myostatine dans une grande diversité
d’organes (Ostbye et al., 2001 ; Roberts ef al., 2001 ; Rescan et al., 2001). L’ARNm est
exprimé préférentiellement dans le muscle rouge (Roberts et al., 2001 ; Rescan et al., 2001)
ce qui suggere qu’elle serait impliquée dans les différences du taux de croissance entre les

muscles lents et rapides.

Au niveau musculaire, la myostatine agit sur la prolifération des myoblastes (Rios et al.,
2001 ; Taylor et al., 2001 ; Joulia et al., 2003 ; Thomas et al., 2000), elle peut aussi agir sur la

différenciation (Langley et al., 2002) lors du développement alors que la taille des fibres
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semble étre dépendante de 1’action de la myostatine sur les cellules satellites. Elle inhibe la
prolifération en stimulant p21 et en diminuant les niveaux de Cdk2 (cyclin-dependent kinase
2) et de Rb (retinoblastoma protein) phosphorylées, ce qui a pour effet I’inhibition du cycle
cellulaire (Rios et al., 2001 ; Thomas et al., 2000) (Figure 13). Sans myostatine, il se produit

une diminution de p21 et du temps de doublement cellulaire (Joulia ez al., 2003).

L’effet de la myostatine sur la différenciation semble passer par I’inhibition des facteurs de
différenciation myogénique MyoD, Myf5 et Myogénine (Joulia et al., 2003 ; Langley et al.,
2002 ; Rios et al., 2002). Cependant, MyoD n’est pas une cible de la myostatine endogene
(Joulia et al., 2003). Son inhibition passe par un intermédiaire qui est p21. Pendant la
différenciation la myostatine provoque une diminution de I’activit¢ du promoteur de p21
conduisant a la baisse de son expression (Langley ef al ., 2002). Cela conduit a la diminution
de I’expression de MyoD. Les cibles majeures et physiologiques de la myostatine endogene

semblent étre la Myogénine et p21 (un CKI) (Joulia et al., 2003).

La surexpression de la myostatine diminue grandement ’apoptose via la régulation de p21 et

le réle anti-apoptotique des CKI (Wang et al., 1996).

Précurseurs

Myoblastes
tipeteaty Y Rp Myoblastes en

différenciation
4
~®
— P21 m—f Cdk2

MyoD

Figure 13 : Role de la myostatine dans la croissance musculaire (d’aprés Thomas et al., 2000 ; Langley et al.,
2002). Pendant la myogenése embryonnaire, Myf5 et MyoD ménent les cellules dans la voie myogénique. La
prolifération des myoblastes est régulée par la myostatine via la stimulation de p21 et I’inactivation de I’activité
de Cdk2. Cela provoque I’hypophosphorylation du retinoblastome (Rb) et 1'arrét du cycle cellulaire en phase G1.
En réponse au signal de différenciation, MyoD devient pleinement fonctionnel activant I’expression des génes de
la myogenése, ce qui inclut la Myogénine et p21. Il en résulte la fusion des myoblastes en myotubes
multinucléés. La myostatine régule ce processus en inhibant I’expression de MyoD par I’intermédiaire de Smad3.
Alors les signaux myogéniques sont perdus ainsi que la différenciation myogénique.
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La myostatine appartient a la famille des TGFp, elle est trés conservée entre les espéces. Elle
est sécrétée sous la forme d’un complexe inactif composé de la forme mature de la myostatine
et de son propeptide. Elle peut se lier a d’autres protéines possédant un domaine follistatine.
Au niveau musculaire, elle inhibe la prolifération des myoblastes et leur différenciation en

myotubes.

1.5 Le phénotype « culard » et la myostatine

1.5.1 Le phénotype « culard »

Le phénotype de double musculature est observé depuis 200 ans. Au cours des années 1970 —
1980, les causes qui sont évoquées pour étre a I’origine de I’hypertrophie musculaire bovine

sont des anomalies au niveau de la membrane cellulaire ou bien un déséquilibre endocrinien.

Des différences au niveau hormonal ont pu étre observées chez les veaux. Ceux présentant
une hypertrophie musculaire sont plus légers a la naissance que les normaux. Apres le
sevrage, le taux de croissance est plus bas a cause d’un taux d’hormone de croissance plus
faible que chez les veaux sauvages. Cet état dure jusqu’a 4 mois et demi. Le taux d’insuline
est aussi plus faible chez les individus a double musculature (Arthur et al., 1989). L’insuline
est impliquée dans le métabolisme lipidique, favorisant la lipogenése et inhibant la lipolyse
(Brockman, 1978). Ces hormones sont évoquées de par leur role : I’hormone de croissance
intervient dans la synthése de protéines dans le muscle, la croissance linéaire du squelette, et
I’insuline permet la synthése de métabolites. L hypertrophie musculaire ne s’accompagne pas
d’une croissance linéaire du squelette plus importante (Arthur et al., 1989). Cela indique
qu'un facteur autre que I’hormone de croissance est responsable de cette hypertrophie

(Arthur et al., 1989).

Depuis, les études chez le bovin a double musculature (DM) ou « culard » ont permis d’autres
observations. Ils possédent, par rapport aux bovins normaux, un faible taux d’hormone de
croissance (Hocquette et al., 1999), d’insuline (Arthur ef al., 1990), de créatine et d’ARNm au
niveau musculaire pour I’IGF2. Cependant la créatinine présente un taux plus élevé (Istasse et
al., 1990). De plus, une concentration de lactate supérieure est observée chez les bovins DM,
cela étant causé par une plus grande sensibilité au stress (Holmes et al., 1973). Le niveau de

graisse intramusculaire chez les individus de génotype DM est inférieur d’environ 50% aux
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individus sauvages (Hocquette et al., 1999), ce qui provoque une diminution de la flaveur.
Cependant, la proportion des acides gras insaturés est supérieure chez les individus DM en
comparaison a des individus sauvages (Webb et al., 1998). Ce faible dépdt de gras n’est pas
lié¢ a la nutrition mais a une plus faible concentration plasmatique en hormones lipogéniques
(insuline, T3) ou en métabolites comme le glucose. Le dépdt de gras est moins important chez
les individus DM a cause d’un nombre et d’une taille réduite des adipocytes

(Hocquette et al., 1999).

La naissance, la nourriture et le sexe ont aussi une influence sur ce phénotype. En 1991
Hanset observe, contrairement a ce qui est observé par Arthur et coll. (1989), que les animaux
DM possedent un poids plus élevé a la naissance a cause d’une période de gestation plus
longue. Cependant, du fait de la musculature plus importante du pelvis, les naissances sans
assistance vétérinaire se révelent problématiques (Wiener et al, 2002). Les individus
hétérozygotes n’ont pas ce probleme car 1’allele mutant est partiellement récessif.
L’hétérozygotie a des effets sur la musculature, cependant le phénotype de double
musculature requiert I’homozygotie (Hanset et Michaux, 1985 ; Charlier et al., 1995). Par
conséquent il est préférable d’avoir des meres hétérozygotes donnant naissance a des
individus homozygotes, ce qui permet a la fois de diminuer le coft et les risques de perte des
animaux. En plus des modifications phénotypiques déja évoquées, d’autres peuvent étre
observées comme une réduction des organes internes (Hocquette et al., 1999), et de la fertilité
chez les femelles, une baisse de la viabilité a la naissance et un retard de maturation sexuelle.
Au niveau cellulaire, une hyperplasie musculaire est observée chez le bovin a la différence de
chez la souris ou ce phénotype d’hypermusculature a pour origine une hypertrophie et une
hyperplasie musculaire. Cette hypertrophie n’a pas été observé chez le bovin car la section
des fibres musculaires est comparable entre la race Bleu Blanc Belge et une race n’ayant pas
de double musculature (Wegner et al., 2000). Cette différence de phénotype peut étre

attribuée la sélection bovine pendant laquelle d’autres génes ont été sélectionnés.

1.5.2 Les causes génétiques du phénotype « culard »

Le phénotype «culard» a pour origine génétique une mutation au sein du géne de la
myostatine (GDF8) (Kambadur et al.,, 1997 ; McPherron et al., 1997), elle conduit a une

augmentation de 20 a 25% de la masse musculaire. Les mutations a 1’origine du phénotype
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d’hypermuscularité n'empéchent pas I’expression de Gdf8 mais elles conduisent a la

production d’une forme protéique ayant une activité altérée.

Une grande variété de mutation chez le bovin

Différentes mutations au sein de GDFS§ ont été identifiées chez le bovin (Figure 14). La
premiére d’entre elle est une délétion de 11pb en position 821 (Exon 3) causant I’apparition
d’un codon stop (nt821(delll)) (Grobet et al., 1997). Cette mutation qui provoque un
phénotype d’hypermusculature, peut étre retrouvée dans la plupart des races européennes

(Dunner et al., 2003).

Grobet et coll. (1998) ont identifi¢ d’autres mutations de GDFS, certaines entrainent la
formation d’un codon stop de manicre prématurée. C’est le cas pour I’insertion/délétion en
position 419 avec un remplacement de 7pb (nt419(del7-insi0)), ainsi que pour les
substitutions de 2 bases dans 1’exon 2 provoquant les transitions C>T en 610 (Q204X) et G>T
en 676 (E226X).

La transition G>A en 938 (C313Y) provoque un changement de résidu cystéine en tyrosine.
Cela induit une modification de structure de la protéine car cette une cystéine conservée au

cours de I’évolution est impliquée dans un pont disulfure intramoléculaire.

La transition C>A en 282 (F94L) n’entraine pas un phénotype musculaire important et la
transition C>T dans ’exon 2 (nt414(C-T)) est silencieuse. De plus, 4 mutations sont connues

au niveau des introns : nt374-51(T-C), nt374-50(G-A), nt374-16(dell), nt748-78(dell).

Récemment, une transition G>T en 871 a ¢été identifiée entrainant un phénotype
d’hypermusculature (Marchitelli et al., 2003). Elle modifie un résidu acide glutamique en
codon stop (E291X) et crée un site de reconnaissance pour I’enzyme de restriction Tru9l

permettant un génotypage par PCR-RFLP.

L’analyse génétique du gene de la myostatine et 1’identification des individus porteurs de
mutations au sein d’une population peut contribuer a I’amélioration des programmes de

sélection.
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Figure 14 : Mutations bovines de GDF$§ (d’apres Grobet et al., 1997 ; Marchitelli et al., 2003). Les parties
grises représentent les parties 5° et 3° non traduites (épaisses) et les introns (fines). Les parties bleue, violette et
verte représentent respectivement la séquence signale, le peptide N-terminal associé au peptide actif et le
domaine C-terminal bioactif de la protéine. Les barres bleue, verte et rouge correspondent respectivement aux
mutations silencieuses, conservatrice et non-sens. Dans les boites se trouvent le détail des mutations, la séquence
de référence provient de la race Holstein-Friesian. Les différences sont mises en valeur par la couleur.

Mutations au sein d’autres espéces

Des mutations au sein de Gdf8 entrainant un phénotype d’hypermuscularité ont été¢ identifiées

au sein d’autres especes (Figure 15).

Chez I’homme, il existe une mutation spontanée dans le géne de la myostatine (Figure 12C,
D). C’est une transition G>A au nucléotide g.IVS1+5 qui induit un défaut d’épissage
(Schuelke et al., 2004). Cette position est connue comme étant un site de mutation pour les

sites donneur d’épissage (Krawczak et al., 1992).

En 2006 chez le mouton, Clop et coll., ont identifi¢ un polymorphisme de nucléotide (SNP)
(g+6723G-A) créant un motif (ACATTCCA). Ces octaméres (ACATTCCA) sont la cible des
micro-ARN (miARN) miR-1, miR-206 et miR-122a, ce dernier n’étant pas exprimé au niveau
musculaire (Xie ef al., 2005). Le miR-1 est trés exprimé au niveau du muscle squelettique et
du ceeur chez la souris (Zhao et al., 2005). Ce SNP entraine la création d’un site illégitime

pour au moins deux miARN fortement exprimé dans le muscle, provoquant ainsi la sous-
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expression de GDFS8. Les SNP peuvent affecter les octaméres cibles de miARN (création,

destruction) et provoquer une modification de 1’expression des genes (Clop et al., 2006).

Chez la souris, une mutation spontanée Compact (Cmpt) induit le phénotype
d’hypermusculature (Figure 12B). Le locus de Cmpt est trés proche du marqueur
microsatellite D1Mit237 (situé sur le chromosome 1 murin) (Szabo et al., 1998). Ce locus
correspond au segment du chromosome 2 humain 2q32-35 et au chromosome 2 bovin ou est
cartographié le géne mh de la double musculature (Charlier et al., 1995). La mutation a
I’origine de ce phénotype s’aveére étre une délétion dans le géne de la myostatine de 12pb

entre les nucléotides 775 et 786 éliminant ainsi les acides aminées 224 a 228. Cela crée un

Cmpt-dl1 Abc

nouveau mutant Gdf8

Figure 15 : Phénotype d’hypermusculature chez le bovin, la souris et ’homme (McPherron et al., 1997 ; Varga
et al., 1997 ; Schuelke et al., 2004). A) Taureau Bleu Blanc Belge pure race B) Souris avec un phénotype normal
(a droite) comparée a une souris avec le phénotype Compact (hypermusclé, a gauche) C, D) Enfant a 6 jours et 7
mois, les fléches indiquent I’hypertrophie des muscles au niveau des cuisses et des mollets.

Chez le modele murin KO pour Gdf8, une augmentation de la taille de 30% par rapport aux
individus sauvages ou hétérozygotes et une augmentation de la masse de deux a trois fois sont
observées. L’augmentation de la masse musculaire est due a une hyperplasie cellulaire
(observée par la quantification de I’ADN dans le muscle) et une hypertrophie des fibres
musculaires de 7 a 22% (McPherron et al., 1997 ; Lee et McPherron, 2001). Ces parameétres
varient suivant les muscles observés, comme cela avait déja été décrit chez les bovins
« hypermusclés ». La réalisation d’'un KO conditionnel en post-natal provoque une

hypertrophie généralisée qui est équivalente a un KO constitutif (Grobet et al., 2003).

Des inhibitions de la myostatine ont été réalisées par différentes approches. Une

surexpression de la myostatine présentant une absence du site de clivage permet a la protéine
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d’agir comme un dominant négatif et d'empécher la formation de dimére actif (souris dnMS)
(Zhu et al., 2000). Les autres approches utilisées sont une surexpression du propeptide de la
myostatine sous le contréle du promoteur de la chaine 1égére de la myosine (MLC1) qui
forme un complexe avec la myostatine (Yang et al., 2001 ; Lee et McPherron, 2001) et
’utilisation d’un anticorps bloquant la myostatine (Whittemore et al., 2003). Ces inhibitions
de la myostatine provoquent une augmentation de la masse musculaire pouvant atteindre celle
obtenue lors de I’inactivation de la myostatine. McPherron et coll. (1997) n’ont pas vu de
différence dans la masse de graisse entre les souris sauvages et Gdf§ KO a 8 semaines.
Cependant a 32 semaines elle est réduite de 70% chez les souris Gdf8 KO. Chez la souris
Gdf8 KO, I’augmentation du poids a pour origine I’augmentation de la masse musculaire.
Alors que chez le bovin cette augmentation musculaire s’accompagne de 1’augmentation du
poids de la peau, des tissus adipeux, des os, du tractus digestif et de la plupart des organes

internes. Les raisons de cette différence demeurent inconnues.

Le phénotype « culard » est observé depuis des siecles. Ces bovins présentent une double
musculature causée par une hyperplasie des fibres musculaires qui est accompagnée d’une
réduction de la quantité de gras intramusculaire. L’ origine de ce phénotype est une mutation
au sein du gene de la myostatine conduisant a la production d’une protéine inactive qui ne
peut plus inhiber le développement musculaire. 11 existe plusieurs mutations chez le bovin

ainsi que chez d’autres especes.

1.6 Gaspl

L’étude d’un geéne codant pour un nouvel inhibiteur de la myostatine, Gasp! (Hill et al.,
2003), constitue une nouvelle approche dans 1’étude de génes déterminant les caractéristiques
musculaires qui est développée au sein du laboratoire et basée sur les données disponibles

chez la souris.

Les expériences de co-immunoprécipitation de la myostatine menées par Hill et coll. en 2003
ont permis d’identifier ses partenaires. Parmi toutes les protéines identifiées lors de ces

expériences, un nouveau partenaire de la myostatine, Gaspl, a €té mis en évidence.
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Gaspl peut se lier a la myostatine mais aussi a son propeptide, et il possede de nombreux
domaines inhibiteurs de protéases. Il pourrait intervenir dans le développement musculaire en
agissant sur la myostatine qui est elle-méme un régulateur négatif de la croissance musculaire.
L’hypothése émise est que cette liaison pourrait inhiber la maturation du propeptide de la
myostatine en myostatine mature, elle pourrait aussi empécher la liaison de cette derni¢re a

son récepteur.

L’étude de Gaspl apportera de nouvelles connaissances sur le développement musculaire,

identifiant peut étre ainsi une nouvelle voie de régulation de la myostatine.

1.6.1 Structure

Chez la souris, Gaspl est situé sur le chromosome 11 et comprend deux exons repartis sur
7kb (Figure 16). Il code pour une protéine (Figure 17) de 571 acides aminés comprenant de
nombreux sites inhibiteurs de protéase qui sont des régions conservées. En raison de ces
domaines Gaspl est aussi retrouvé sous le nom Wfikkn2 (WAP, follistatin/kasal,
immunoglobulin kunitz and netrin containing protein 2 Precursor). La protéine Gaspl
comprend aussi deux sites de N-glycosylation potentiels sur les acides aminés 314 qui est
situ¢ entre le domaine Ig et le domaine BTPI/Kunitz 1&2, et 514 situé dans le

domaine Netrine.

Exon 1 Intron 1

WAP

S5 Follistatine Netrine

Ig (Type C2) BTPI/Kunitz 1&2
Kazal

Figure 16: Schéma du géne Gaspl avec la représentation des zones codant les domaines protéiques .
SS : séquence signal

Domaine Domaine Domaine
Follistatine Ig (type c2) Netrine
aa: 1 38 100 170 220 285 325 430 450 555 571
S T T T W T 1] ||
Domaine Domaine Domaine BPTI/Kunitz
wap Kazal let2

Figure 17 : Schéma des domaines de la protéine Gaspl (d’aprés Hill et al., 2003). aa : acide aminé, SS:
Séquence signal
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Un autre geéne, Gasp2 découvert lors de I’analyse des bases de données murine montre que ce

gene possede 54% d’identité avec Gaspl murin.

Chez I’homme, il existe des séquences homologues de Gaspl et de Gasp2 (Trexler et al.,

2001, 2002) qui possedent 90% d’identité avec les séquences murines (Figure 18).

hGASPI
L—— mGASPI

——— hGASP2
L — mGASP2

mTFPIB

Figure 18 : Arbre phylogénétique des protéines Gaspl et Gasp2 prédites a partir des séquences génomiques
humaine et murine (Hill ef al., 2003). Gaspl humain et murin possedent 90% d’identité alors que Gaspl et
Gasp2 ne possedent que 54% d’identité.

1.6.2 Expression

Gaspl est exprimé dans de nombreux tissus tels que le cceur et le muscle squelettique ou son
expression est la plus forte, mais aussi dans le foie et les reins ou elle est la plus faible (Figure
19). 1l est aussi exprimé au cours de I’embryogenése avec un niveau relativement stable.
Toutefois son expression est faible comparée a l’expression d’un geéne de référence tel

que G3PDH.

@
S
g embryons
- c B Q R R
0 @ %o 3582 55535
@ E [ [ =
gc 9 3 Q2555 H & ===
Sy 8 PR 8 0N
Gaspl
M o
38 cycles
23 cycles

Figure 19 : Expression de Gaspl dans différents tissus et au cours du développement embryonnaire (d’aprés Hill
et al., 2003). Elle est visualisée par PCR semi-quantitative. Gaspl est le plus fortement exprimé au niveau du
muscle squelettique et dans le cceur, il est aussi exprimé au cours du développement embryonnaire.
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1.6.3 Interaction avec la myostatine

Hill et coll. (2003) ont montré par immunoprécipitation et western blot 1’interaction entre

Gaspl et la myostatine (Figure 20).

GASP1: -+++4+ -+ 4+ 4+ +
myostatine: + - + - + + - 4+ - +
propeptide: + = - + + + - - + +

blot: 08—
. ' - D e o

anti-V5 g7, -

anti-
myostatine 14~ () - - - w

. -

anti- =~ 3o

propeptide L - Yool

Figure 20 : Interaction entre Gaspl, la myostatine et le propeptide de la myostatine (Hill et al., 2003). Western
Blot, les protéines présentes sont identifiées grace a un anticorps anti-V5 pour Gaspl, un anticorps anti-
myostatine et un anticorps anti-propeptide de la myostatine. Sur la partie de gauche la myostatine est
immunoprécipitée, depuis un milieu témoin ou un milieu contenant des cellules COS transfectées avec Gaspl-
V5-His et qui sont supplémentés ou non avec de la myostatine ou son propeptide sous forme purifiée
recombinante. La partie droite est la réplique de la gauche, a I’exception de Gaspl-V5-His qui est
immunoprécipité a la place de la myostatine. V5 : peptide dérivé des protéines P et V du paramixovurs de
séquence GKPIPNPLLGLDST.

Gaspl peut se lier indépendamment au propeptide et a la forme mature de la myostatine.
Cependant, en contact avec ces deux protéines Gaspl se lie de fagon plus importante avec la
myostatine mature ce qui indiquerait une compétition avec le propeptide. D’autre part, le
propeptide et la forme mature de la myostatine sont immunoprécipités par 1’anticorps anti-
myostatine, ce qui empéche de conclure sur le fait que Gaspl peut se lier au complexe latent

de la myostatine.
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Figure 21: Inhibition de I’activité A) de la myostatine B) de BMP11 C) de I’activine et D) du TGF31 en fonction
de la quantité de Gaspl (d’apres Hill et al., 2003). Cette inhibition est visualisée grace a 1’activité d’une protéine
rapportrice, la luciférase. Son activité seule correspond a la ligne en pointillés sans symbole et en présence des
molécules servant au test d’inhibition elle correspond a la ligne en pointillés avec les diamants. La ligne avec les
cercles blancs correspond aux dilutions d’un milieu sans Gaspl-V5-His (t¢émoin négatif) et celle avec les carrés
noirs aux dilutions d'un milieu avec Gaspl-V5-His. Le test est fait avec une concentration de 10ng/mL de
myostatine, de BMP11 et d’activine, elle est de 0,5ng/mL pour le TGFB1.

La follistatine et Flrg (follistatin-related gene) sont deux protéines a domaine FS capables
d’inhiber la myostatine, mais aussi des protéines voisines telles que 1’activine et BMP11 (Hill
et al., 2002 ; Gammer et al., 1999 ; Nakamura et al., 1990 ; Tsuchida et al., 2000). Du fait de
la présence d’un domaine FS, la capacit¢ d’inhibition de Gaspl envers la myostatine,
BMP11, I’activine et le TGFB1 a été testée dans un systéme rapporteur luciférase (Figure 21).
L’activité de la myostatine est inhibée de maniére dose dépendante de méme que BMP11.
Cela était prévisible, ces deux protéines ne différant que de 11 acides aminés. L ’activine et le
TGFpB1 ne sont pas inhibés ce qui suggére un niveau de spécificité qui n’avait pas encore été
vu chez les autres protéines a domaine FS. Gaspl montre donc une spécificité dans son
inhibition de la myostatine et BMP11. L’inhibition de myostatine par Gaspl a été quantifi¢e

(Figure 22).
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Figure 22 : Courbe d’inhibition de la myostatine (20ng/mL) par Gaspl permettant le calcul de I’ICs, (d’apres
Hill ef al., 2003). Cette inhibition est visualisée grace a I’activité d’une protéine rapportrice, la luciférase. Son
activité seule correspond a la ligne en pointillés sans symbole et en présence de myostatine elle correspond a la
ligne en pointillée avec les diamants. L’inhibition de la myostatine est réalisée par ajout croissant de Gaspl.

L’expression de Gaspl est relativement élevée au niveau du muscle squelettique suggérant
une liaison a la myostatine pendant ou peu de temps aprés sa sécrétion. Gaspl étant produit
dans une grande variété de tissus, il peut étre libéré dans la circulation sanguine ou il pourra
se lier a la myostatine. Gaspl peut aussi jouer un role d’inhibiteur vis a vis d’autres facteurs

de croissance tels que BMP11.

La sous-famille de la follistatine et Flrg posséde un domaine N-terminal qui permet la liaison
avec une haute affinité pour I’activine (Schneyer ef al., 2001). Gaspl n’ayant pas de similarité
significative pour ce domaine avec eux, il appartiendrait & une seconde sous-famille de
protéine a domaine FS. Cette sous-famille n’est pas connue pour inhiber 1’activine ou les
autres membres de la famille TGFB ( Schneyer e al., 2001). Gaspl est donc le premier
exemple d’une protéine a domaine FS qui peut inhiber spécifiquement un membre de la
famille TGFB sans inhiber I’activine, cette sélectivité est due aux régions a 1’extérieur du
domaine FS de Gaspl qui facilitent sa liaison a la myostatine. Alternativement, Gaspl peut
lier la myostatine indépendamment du domaine FS. Il est intéressant de noter que Gaspl
possede la méme sélectivité que le propeptide de la myostatine, ce dernier ne contient pas de

domaine FS mais inhibe aussi la myostatine, BMP11 mais pas ’activine.
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Gaspl pourrait réguler 1’activité de la myostatine par un mécanisme indépendant du domaine
FS. Le propeptide de la myostatine coimmunoprécipite avec Gaspl méme en absence de
myostatine mature alors que ’interaction myostatine-Flrg se fait par la myostatine mature
(Hill et al., 2002). Cette derniére pourrait entrer en compétition avec son propeptide pour la
liaison a Gaspl qui peut interagir de maniere indépendante avec 1’un ou I’autre. Gaspl inhibe
I’activit¢ de la myostatine mature mais son rdle dans la régulation du propeptide

est moins clair.

1.6.4 Gaspl, un inhibiteur de protéase ?

Gaspl contient de multiples domaines inhibiteurs de protéase. Deux domaines Kunitz en
tandem qui sont trés similaires a 1’inhibiteur inter-a-trypsine indiquent un domaine inhibiteur
de protéase a sérine certainement fonctionnel. Gaspl pourrait aussi inhiber les
métalloprotéases grace a un domaine netrine en C-terminal (Banyai ef al., 1999 ; Mott et al.,
2000). Le domaine FS de Gaspl est similaire au domaine inhibiteur de protéase a sérine
Kazal. Plusieurs protéines a domaines FS contiennent une insertion hydrophobe dans la
région entre les cystéines 6 et 7 de ces domaines, correspondant a la boucle de I’inhibiteur de
protéase Kazal, ovomucoide (Hohenester et al., 1997). Cette insertion pourrait expliquer le
manque de démonstration de I’activité protéase dans ces protéines (Hohenester et al., 1997).
Gaspl ne contient pas d’insertion dans cette région donnant la possibilité que ce domaine
puisse agir comme un inhibiteur de protéase a sérine Kazal-like fonctionnel. De par la
présence de ces motifs conservés, Gaspl pourrait agir comme un inhibiteur de protéase
multifonctionnel contre les protéases a sérine et les métalloprotéases. Car chez I’homme,
GASP1 et GASP2 possedent des domaines fonctionnels homologues, notamment le deuxiéme
domaine Kunitz donc la structure et la fonction d’inhibiteur de protéases ont été
particulierement étudiées (Trexler et al, 2001; 2002; Nagy et al, 2003;
Liepinsh et al., 2006)

Récemment, Kondas et coll. (2008) ont caractérisé les différents domaines de GASP1 et
GASP2 par rapport a I’inhibition de GDF8 et GDF11 qui sont trés proches (ces protéines ne
difféerent que de 11 acides aminés). GDF11 joue un réle important dans 1’établissement du
squelette. La liaison de GASPl ou GASP2 avec la myostatine se fait par le domaine
follistatine, le domaine NTR intervient dans la liaison au propeptide de la myostatine. De

plus, le premier domaine Kunitz est peu conservé, ce qui indique une faible importance pour
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la liaison a la myostatine ou au propeptide de la myostatine ainsi que pour les autres
fonctions. Le domaine WAP, immunoglobuline et le deuxiéme domaine Kunitz sont
fortement conservés indiquant des domaines critiques pour I’intégrité structurelle de la
protéine mais aussi dans leur implication avec des protéines autre que les GDF. La liaison de
GDF8 et GDF11 se fait avec une haute affinité¢ indiquant une similarit¢ de fonction entre
GASP1 et GASP2 mais qui ne sont pas équivalentes car 1’affinité varie selon le GDF auquel
elle se lie. De plus, les différences entre les patrons d’expression de ces protéines qui ne
coincident que partiellement, indiquent une subfonctionnalisation dans le controle de GDFS et

GDF11 (Kondas et al., 2008).

In vivo, sous le contréle d’un promoteur fort, Gasp! est capable d’induire une augmentation
de la masse corporelle (environ 20%) associée a un accroissement musculaire ainsi qu’une
augmentation de la force de préhension, aprés son injection en intramusculaire (Rodino-
Klapac et al., 2009). Cette surexpression de Gaspl n’entraine aucune modification au niveau

du cceur ou des cardiomyocytes, indiquant une inhibition muscle spécifique de la myostatine.

De plus, lors la croissance longitudinale du muscle squelettique, provoquée par I’étirement,
une augmentation de I’expression de Gasp! est constatée alors que celle de Gdf8 est diminuée

(Aoki et al., 2009)

La signification biologique de ces multiples domaines inhibiteurs de protéases reste floue.
Mais Gaspl pourrait jouer un réle dans un processus de régulation impliquant des protéases
tels que I’activation du complexe latent de la myostatine ou le clivage de la proprotéine de la
myostatine pour relacher le propeptide et la myostatine mature. Gaspl peut empécher le
clivage de la proprotéine par Dl’inhibition de protéases furin-like, il en résulterait une
myostatine non clivée inactive. L’activité de la myostatine pourrait donc étre régulée par un
mécanisme qui n’est pas associé au domaine FS. Gaspl constitue une nouvelle classe de

protéine inhibitrice se liant aux TGFp.

Gaspl posséde de nombreux domaines inhibiteurs de protéases, I'un d’eux présentant une
grande similitude avec un inhibiteur trypsique. 1l constitue une nouvelle classe d’inhibiteur de
TGFB de par sa séquence et les membres de la famille des TGF qu’il est capable d’inhiber.
De plus, il peut se lier a la myostatine mature mais également a son propeptide. Sa capacité a

se lier a la myostatine pourrait lui permettre de réguler le développement musculaire.
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1.7 Projet de thése

Les travaux effectués au cours de ma thése consistent en une analyse fonctionnelle de Gasp1,
en particulier son implication dans le développement musculaire. Différentes approches
seront employées, génétiques et physiologiques, au sein d’un modele murin. Ces travaux sont
répartis en trois volets, le premier est la création d’un modele animal pour lequel le géne

Gaspl est invalidé par recombinaison homologue dans des cellules ES de souris.

Le second volet consiste a étudier les domaines d’expression du géne Gaspl par hybridation
in situ sur des embryons de souris. Les domaines d’expression ainsi identifiés seront

comparés a ceux de la myostatine et plus particulierement au niveau musculaire.

Le troisieme axe concerne 1’étude de I’expression de Gaspl dans le modéle cellulaire
myoblastique C2C12 qui est le modele de référence pour I’étude de la prolifération et

différenciation myoblastique in vitro.

Nos travaux devraient concourir & mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués
dans le développement musculaire, en particulier d’élucider la fonction du géne Gasp! dans
ce systeme physiologique. Au final, en s’appuyant sur les connaissances acquises dans une
espeéce modele, les travaux réalisés au cours de ma thése permetteront par le transfert de ces
données, chez le bovin, d’identifier si Gaspl est impliqué dans le phénotype

d’hypermusculature chez le bovin.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Biologie moléculaire

2.1.1 Réactions « standards »

Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique est extrait a partir de tissus ou de cellules par incubation dans un tampon
d’extraction (50mM Tris-HCI pHS, 100mM EDTA pHS8, 100mM NaCl, 1% SDS (p/v)) avec
de la protéinase K (5mg/mL), durant une nuit, a 56°C. Les protéines et les débris cellulaires
sont ¢liminés, par centrifugation apres ajout de NaCl 6M. L’ADN présent dans le surnageant
est précipité par addition d’isopropanol, puis sédimenté par centrifugation. Le culot d’ADN
est ensuite lavé deux fois a 1’éthanol 70% (v/v), séché et repris dans du TE (10mM Tris-HCI
pHS, ImM EDTA pHS).

Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

Le mélange de réaction de PCR comprend un tampon d’activité, des dNTP, des amorces
spécifiques du fragment d’ADN a amplifier (Tableau 1), de la Taq polymérase (Uptitherm
DNA Polymerase ; Interchim) dans les quantités recommandées par le fournisseur ainsi que
de ’ADNg. La PCR comprend une dénaturation initiale de I’ADN de 5Smin a 94°C, 35 cycles
comprenant une phase de dénaturation de 30 secondes (s) a 94°C, une phase d’hybridation de
30s a une température (Tm) dépendante des amorces utilisées et une phase d’élongation de

Imin/kb a 72°C, et une élongation finale de Smin a 72°C.

Pour les amplifications supérieures a 2kb le kit "Expand Long Template PCR System"
(Roche) est utilisé. La "long Taq" ne possédant pas d’activité terminale transférase, les
fragments issus de cette amplification nécessitent 1’addition d’un A afin de pouvoir étre cloné
dans un vecteur TOPO®XL. Cet ajout se fait par I’incubation du produit de PCR dans du
dATP et 1 unit¢ de Taq "Uptitherm DNA Polymerase" (Interchim) dans son tampon

d’activité.
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Couple Séquence des amorces Taille de ’amplicon | Tm en °C

d’amorces en pb

Gaspl Exon 1 5> AAGTCAACGACAGCTGGGAG 3’ 5461 57
5' CAACTGGAGCCGACACAAATGC 3'

NEO-SexAl 5" GGCCAGTGAATTCGAGCTCG ¥’ 1800 56
5> AAGCTTGCATACCTGGTGGTC 3’

Gasp5’ 5" TCGGGACAACAACCCTAGAC ¥’ 675 57
5> ATCCGCAACGGTATCTTCAC 3’

Gasp3’ 5" GCCATCAGGTCAAAGAGCAG ¥’ 825 59
5" AAGCCACAGGGAGAAGAGGT 3’

Gdf8 3’ | 5> GAATTCAAGCACCACAGGCT 3’ 1378 45

(McPherron et al.,

1997)

5" AAAAATGTGAAAACACTTTA 3

Gaspl 595pb 5> GCTCACTTGGGAGAAACAGC ¥ 595 58
5> GAAGGGACACGACTCCTCAC 3’

Gaspl 897pb 5’ TGGAGGACCGAGAGAATGTT 3° 897 58
5> CAAAGCTATCGGGTCTCAGC 3’

Gaspl 1,4kb 5> GAGAAATGCTGCCCCAATGT 3’ 1400 58
5> CAAAGCTATCGGGTCTCAGC 3’

Gaspl 5> AGCCAGTCACAGCAGCTGAA 3’ 523 57
5> CTCAAGCCCTGTTTGTCTCT 3’

Gaspl KO 5° 5> GAACCCGAGATCAAGGATCA 3° 2972 57
5> TACGAAGTTATGCGGCCGTC 3’

NEO 5’ GGCATTCTGCACGCTTCAA 3° 276 56
5> CCTGCAGTTCATTCAGGGCA 3°

Gaspl KO 3’ 5> GGCTACCCGTGATATTGCTG 3’ 2977 59

5" CAACTGGAGCCGACACAAATGC 3°

Tableau 1 : Détails des amorces utilisées. Gaspl Exon 1 et Neo-SexAl servent a la création du vecteur de
recombinaison homologue, Gasp3’ et Gasp5’ sont utilisées pour la création des sondes de Southern blot. Les
amorces Gdf8 3’, Gaspl 595, 897 et 1,4kb permettent 1’obtention des sondes d’hybridation in situ, les Gaspl,
Gaspl KO 5’ et 3’ ainsi que NEO permettent le crible des souris de la lignée Gaspl KO.

Purification d’ADN a partir de gel d’agarose
Deux kits ont été utilisés : le kit "QIAquick™ Gel Extraction Kit" (Qiagen) et le kit "QIAEX II

Gel Extraction Kit" (Qiagen). Leur utilisation s’est faite suivant les instructions du

fournisseur.
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Séquencage
Le séquengage est réalisé selon la méthode des didéoxynucléotides (Sanger et al., 1977). La
réaction de séquencage est purifiée sur des colonnes de Séphadex G50, séchée et

ressuspendue dans de la formamide. Elles sont ensuite analysées en électrophorése capillaire

sur un ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems).

Ligation en vecteur TOPO®

Cette ligation est réalisée en suivant les recommandations fournies dans les kits. Les vecteurs

utilisés sont indiqués dans le tableau 2.

Vecteur Insert Antibiotique de sélection
pCR*2.1-TOPO" Sonde Gasp3’ et Gasp5’ Ampicilline
pCR*II-TOPO® Sonde Gasp 595 et Gdf8 5’ Ampicilline
pCR*-XL-TOPO" ADNg Gaspl Kanamicyne
pcDNA3.1/V5-His-TOPO® ADNc Gaspl Ampicilline

Tableau 2 : Liste des vecteurs TOPO® utilisés. Le pCR®72.1-TOPO® permet le clonage des matrices servant a la
synthése des sondes de Southern blot, le pCR*II-TOPO® est utilisé de la méme maniére mais pour les sondes
d’hybridation in situ. Le pCR®-XL-TOPO" est utilisé pour amplifier Gasp! lors de la création du vecteur de
recombinaison pKO1. Le pcDNA3.1/V5-His-TOPO® permet la surexpression de Gasp! dans les cellules C2C12.

Autres ligations

La réaction de ligation comprend du tampon de ligase 1X, une unit¢ de T4 DNA ligase
(Ozyme) et un mélange vecteur/insert dans un ratio 1/3 pour un volume final de 20uL. La

ligation s’effectue sur la nuit & 16°C. Les vecteurs utilisés sont indiqués dans le tableau 3.

Vecteur Insert

pBluescript pKS- Cassette de la Thymidine Kinase (TK)

pTK ADNg Gaspl

pUCI19 Cassette de résistance a la néomycine (NEO)
pTKGASP Cassette de résistance a la néomycine (NEO)

Tableau 3: Liste des vecteurs utilisés pour les différentes étapes de la création du vecteur de
recombinaison pKO1.
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Bactéries compétentes :

- TOPI10: souche d’Escherichia coli de génotype: FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
080lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG.
- INV110 (Invitrogen C7171-03) : souche d’Escherichia coli de génotype : F* {traA36 proAB

lacl® lacZAM15} rpsL (StrR) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dem
supE44 A(lac-proAB) A(mcrC-mrr)102::Tnl10 (Tet®)
La transformation de ces bactéries se fera en suivant les recommandations fournies dans les

kits et leur culture se fera sur un milieu approprié a la souche et au gene de résistance a

I’antibiotique présent sur le plasmide qui y est introduit.

Extraction d’ADN plasmidique

Deux kits sont utilisés :

- Hight pure isolation kit (Roche) pour les minipreps.
- Plasmid Midi Kit (Qiagen) pour les midipreps.

Leur utilisation s’est faite suivant les instructions du fournisseur.

Southern Blot

L’ADN génomique, apres sa digestion et sa migration sur gel, est transféré par capillarité sur
une membrane de nitrocellulose selon la méthode mise au point par Southern en 1975. A

I’issue du transfert, I’ ADN est fixé a la membrane grace a une exposition aux UV.

La sonde utilisée est marquée au P** grace au kit Rediprime II Random Prime Labelling
System (Amersham Biosciences) et a 'utilisation de Klenow et d’hexanucléotides. Elle est
dénaturée avant d’€tre ajoutée au tampon d’hybridation. L hybridation s’effectue sur la nuit et
est suivie par une série de lavages afin d’¢éliminer tout marquage aspécifique. La révélation se
fait, dans une cassette possédant des écrans pour intensifier le signal, en exposant un film

autoradiographique (Kodak) qui sera ensuite développé.
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2.1.2 Hybridation in situ

La synthése des sondes ARN est effectuée grace au DIG RNA labeling kit (Roche).

Un vecteur TOPO®IL, dans lequel est cloné un fragment du géne d’intérét servant de matrice
pour la synthése de la sonde ARN anti-sens, est linéarisé par HindIIl, BamHI ou Xhol. La
sonde est synthétisée par une ARN polymérase (T3, T7 ou SP6) pendant 2h a 37°C en
présence d’un inhibiteur de RNAse pour protéger les sondes synthétisées. Les sondes sont
ensuite précipitées avec du LiCl 0.8M et de 1’éthanol absolu et reprises dans du tampon
d’hybridation (50% formamide (v/v), 5X SSC pH 4.5, 1% SDS (p/v), 50ug/mL yeast tRNA,
50 pg/mL héparine).

L’hybridation est effectuée sur des embryons GdﬁS’H " ou GdﬁS"/ ", issus d’accouplements
contrdlés. Ils sont fixés par du paraformaldéhyde (PFA) 4% dans du phosphate buffered saline
(PBS) et conservés dans du méthanol. Des sondes ARN marquées a la DIG pour les geénes

Gdf8 et Gaspl seront utilisées (Tableau 1).

Les embryons sont réhydratés en solution méthanol (MeOH)/PBST (PBS, 0.1% (v/v) Tween
20) 70-30 (v/v), MeOH/PBST 50-50 (v/v), MeOH/PBST 30-70 (v/v), PBST pendant Smin a
chaque fois puis blanchis 30min dans du peroxyde d’hydrogene (H>O,) 6% (v/v) diminuant
ainsi le bruit de fond des phosphatases endogenes. Ils sont a nouveau lavés dans du PBST
Smin puis digérés avec de la PK (10pg/mL), 8 & 15min pour les embryons de 10.5 a 12.5 jour
post coitum (jpc), pour augmenter 1’accessibilité aux ARNs cibles, la réaction est stoppée par
deux lavages de 5min dans du PBST. Ils sont ensuite fixés par du PFA 4% dans du PBST
pendant 15min pour éviter leur dégradation puis lavés Smin en PBST. Une pré-hybridation a
65°C est effectuée dans un tampon approprié¢ (50% formamide, 5X SSC pH 4.5, 1% SDS,
50pug/mL yeast tRNA, 50 pg/mL héparine). Elle est suivie par I’hybridation (sonde a 1pg/mL

dans du tampon de pré-hybridation) a 65°C sur la nuit.

Les embryons sont lavés dans la solution I (50% formamide, 5X SSC pH 4.5, 1%SDS dans de
I’eau miliQ), la solution II (50% formamide, 2X SSC pH 4.5, 0.2%SDS dans de 1’eau miliQ)
trois fois 30min pour chacune. Un traitement a la RNAse (100png/mL) 1h a 37°C est réalisé
apres équilibrage en tampon RNAse (NaCl 500mM, Tris-HCI 10mM pH 7.4, Tween20 0.1%)
Smin. Puis ils sont lavés dans du MAB (100mM acide maléique, 150mM NaCl, 2mM
Levamisole, 0,1% Tween 20, pH 7,5) Smin et préincubés dans du MAB/Blocking (Roche)

2%/Sérum de mouton inactivé 2% pendant 2 a 3h a 4°C. Finalement ils sont incubés toute la
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nuit a 4°C dans du MAB/Blocking 2%/Sérum de mouton inactivé 2%/anticorps anti-DIG
(Roche) dilué au 1/5000°™.

Une série de lavages de 1h en MAB est effectuée tout au long du troisiéme jour avant de laver
les embryons avec du NTMT (MgCl, 50mM, NaCl 100mM, TrisHCI pH 9.5 100mM, Tween
20 0,1%)/Levamisole 2mM et coloré en BM purple (Roche)/Levamisole 2mM. La coloration
est arrétée par des lavages de Smin en PBS et les embryons sont conservés a 4°C dans du

PBST.

2.1.3 Extraction des ARN totaux

Elle s’effectue grace au kit RNeasy (Quiagen). Apres la lyse des cellules, les ARN sont
purifiés sur une membrane de silice grace a une série de lavages, puis ils sont élués dans de

I’eau RNAse free.

2.1.4 Vérification de la qualité des ARN (kit RNA 6000 Nano

Assay, Agilent)
Aprés avoir dosé la quantit¢é d’ARN extraits des cellules au NanoDrop, leur qualité est
vérifiée grace au BioAnalyser 2100 d’Agilent. La puce permettant cette vérification est

composée d’un réseau de capillaires dans lesquels vont migrer les échantillons lors de leur

analyse dans le BioAnalyser 2100 (Agilent).

2.1.5 Transcription inverse (High Capacity ¢cDNA Archive Kit,
Applied Biosystems)

La transcription inverse se fait dans un ratio maximum de 2ug d’ARN pour un volume
réactionnel final de 20uL. Un mix 2X est réalisé¢ et sera mélangé a ’ARN en volume

équivalent puis incubé 10min a 25°C, 2h a4 37°C et Smin a 85°C pour synthétiser les ADNc.

Le mix 2X est composé de tampon RT 2X, ANTP 8mM chacun , d’amorces aléatoire RT 2X
et de MultiScribe Reverse Transcriptase 50U.
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2.1.6 PCR quantitative en temps réel

Syber Green

Le Syber Green est un fluorochrome qui va s’intégrer aux brins d’ADN lors de la PCR,
libérant ainsi de la fluorescence au cours de I’amplification, proportionnellement a la quantité
synthétisée.

La réaction d’amplification se fait dans un volume final de 17.5uL comprenant 8.75uL de

mix SyberGreen, 5,25pmol de chacune des amorces et 50ng d’ADNc.

TagMan®

La réaction d’amplification s’effectue dans un volume final de 20uL avec du master mix 1X,
la sonde 1X et 50ng d'ADNCc. Le suivi de la fluorescence s’effectue sur un 7900HT Fast Real-
Time PCR System d’Applied BioSystems. La réaction d’amplification comprend une
incubation de 2min a 50°C, une dénaturation initiale de 10min a 95°C et 40 cycles composés
de 15s de dénaturation a 95°C avant I’¢longation de 1min a 60°C. Les sondes utilisées sont

indiqués dans le tableau 4.

Nom Références

Tbp Mm00446973 ml
Gapdh Mm99999915 gl
Beta-2-microglobuline MmO00437762_ml
Dffa Mm00438410_ml
Gaspl Mm00725281 ml
Gdf8 Mm03024050_ml
MyoD Mm00440387_ml
Myog MM00446194 ml
Mrf4(Myf6) MmO00435126 ml
Myf5 Mm00435125 ml
Pax3 MmO00435463 ml
Pax7 Mm0305796_s1

Tableau 4 : Sondes TagMan® utilisées pour 1’étude de I’expression des geénes de la myogenése au cours des
étapes de prolifération et de différenciation des cellules C2C12. Thp, Gapdh, Beta-2-microglobuline et Dffa sont
des sondes pour des génes de référence. Gaspl, Gdf8, MyoD, Myog, Myf6, Myf5, Pax3 et Pax7 sont des sondes
pour les génes d’intérét.
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2.2 Culture cellulaire

2.2.1 Culture de cellules souches embryonnaires (ES)

Préparation de fibroblastes primaires

Il faut sacrifier une souris gestante a 14,5 — 15,5jpc et disséquer les embryons dans du DPBS
(PBS sans CaCl2 ni MgCl2 ; Gibco). Puis dans du DPBS neuf on retire la téte et hors PBS les
organes internes avant de remettre les carcasses (une dizaine) dans du DPBS pour étre lavées
trois fois et éliminer le plus de sang possible. Apres cela les carcasses sont hachées sur de la
glace au maximum S5min pour éviter d’avoir trop de mort cellulaire. Elles sont ensuite
incubées 15min a 37°C dans 10mL de solution de Trypsine a 0,05% contenant 2 mg de
DNAsel. Ensuite, le lysat est filtré, les agrégats cellulaires sont dissociés par addition de
Trypsine jusqu’a un volume de S0mL. De la DNAse peut aussi €tre rajoutée si la solution est
trop visqueuse a cause de la libération d’ADN. Cette solution est incubée 30min a 37°C sous
agitation avant d’étre répartie dans deux tubes avec du DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium avec 4.5g/L de glucose, 4mM de L-glutamine et 0.11g/L de pyruvate de sodium ;
Gibco) et centrifugée Smin a 1500rpm. Le culot cellulaire est lavé deux fois dans du DMEM,
s’1l est trop visqueux il peut étre incubé avec de la DNAse pendant 30min a 37°C. Les cellules
sont ensuite comptées et réparties sur boites de 150mm a raison de 3,5.10* cellules/cm®. Le
milieu est changé le lendemain pour enlever les débris cellulaires et également apres 2 a 3
jours. Quand les cellules sont a confluence, elles sont divisées au cinquiéme sur de nouvelles
boites, ce qui permet d’éliminer les cellules qui ne sont pas des fibroblastes mais aussi de les

amplifier avant leur congélation lorsqu’elles seront a nouveau a confluence.

Préparation de fibroblastes mitomycinés

Les fibroblastes primaires sont décongelés par ajout de 10mL de milieu pour fibroblastes
(DMEM, 10% sérum de veau feetal, 1% L-Glutamine, 1% Acides Aminés non essentiels) puis
centrifugés Smin a 1 200rpm. Le culot est ensuite resuspendu dans 10mL de ce méme milieu
et étalé sur boite 100mm a 13.10* cellules/cm?. Les cellules sont incubées 3 jours a 37°C, 5%
COy; les cellules mortes sont éliminées le lendemain par changement du milieu. Elles peuvent
étre trypsinées et réétalées sur des boites 150mm afin d’étre amplifiées. Pour le traitement a la
Mitomycine C (Sigma), le milieu est retiré et 15mL de nouveau milieu contenant 10pg de

Mitomycine C sont ajoutés et répartis de fagon homogene. Les cellules sont ensuite incubées
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2h30 a 37°C, 5% CO,. Elles sont lavées 2 fois avec du DPBS avant d’étre trypsinées
(incubation a 37°C pendant 5Smin). Les agrégats cellulaires sont dissociés par pipetages
successifs, la réaction est arrétée par addition de milieu avant que les cellules soient
centrifugées (1200rpm, Smin). Elles sont remises en suspension dans du milieu afin de faire

une solution a 2.10°cellules/mL avant d’étre étalées sur boite.

Les fibroblastes mitomycinés sont a utiliser dans les 4 jours, apres il est préférable d’en
utiliser des frais. Il faut remplacer le milieu de culture pour fibroblaste par du milieu de
culture pour cellule ES (DMEM, 15% sérum de veau feetal, 10*M B-Mercaptoéthanol, 2mM
L-Glutamine, 1000U/mL de LIF) avant de mettre des cellules ES.

Amplification des cellules ES

Les cellules ES sont décongelées rapidement puis transférées dans 10mL de milieu pour
cellules ES et centrifugées a 1200rpm pendant Smin. Elles sont resuspendues dans SmL de
milieu avant d’étre étalées sur boite de 60mm dont le fond est recouvert de fibroblastes
mitomycinés. Le jour suivant le milieu est changé. Le deuxiéme jour apres la décongélation,
les cellules sont trypsinées apres deux lavages au DPBS et réétalées a I’état de cellule unique

(1.10" cellules/cm?) sur boite de 100mm de fibroblastes mitomycinés.

Electroporation des cellules ES

Apres amplification, les cellules ES sont trypsinisées, culotées par centrifugation et
resuspendues dans 1mL de DPBS. Elles sont ensuite comptées afin de mettre 7.10° cellules
dans une cuvette a électroporation avec 20ug du vecteur de ciblage préalablement linéarisé, le
tout ne devant pas excéder les 900uL. La cuvette et ensuite mise dans I'¢lectroporateur
(BioRad Gene Pulser Xcell) et un choc électrique (240V, 500uF et environ 6ms) est délivré
dans la cuvette. La cuvette est laissée 10 a 20min a température ambiante avant que son
contenu soit repris avec 2mL de milieu pour cellule ES contenant du LIF et réparti sur 2
boites de 10cm avec des fibroblastes mitomycinés. Le lendemain le milieu est changé, et deux

jours apres I'¢lectroporation la sélection est commencée.

Sélection des cellules ES recombinantes

Elle s’effectue par 1’ajout de G418 a 200pug/mL et de Gancyclovir a 2uM dans le milieu de

culture pour cellules ES. Le G418 ou Généticine va permettre une sélection positive des
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clones ayant intégrés la cassette de résistance a la Néomycine, le Gancyclovir est un analogue
du dGTP qui sera incorporé a I’ADN en présence de la cassette TK (thymidine kinase),
provoquant alors 1’arrét de sa réplication et une sélection négative des cellules ayant intégré
cette cassette. Ce milieu de sélection est changé tous les jours durant 6 a 8 jours au bout

desquels il ne reste plus que des colonies résistantes sur les boites.

Amplification des clones de cellules ES résistants

Les clones de cellules ES résistants au G418 et au Gancyclovir, sont repiqués sur des plaques
96 puits avec des fibroblastes mitomycinés. Ils seront amplifiés, divisés et synchronisés afin
d’obtenir les clones en triplicats, deux seront congelés sur plaques 96 puits, le troisiéme
servant a ’amplification. Elle s’effectue par une augmentation progressive de la taille des
puits ou ils sont cultivés afin d’obtenir une quantité de cellule suffisante pour la réalisation
d’un crible permettant de vérifier ’événement de recombinaison ayant eu lieu dans ces

cellules.

Microinjection des cellules ES recombinantes en blastocyste

Quinze cellules ES recombinantes sont microinjectées par blastocyste. Les blastocystes sont

ensuite implantés dans une femelle pseudo-gestante.

2.2.2 Cultures de cellules myoblastiques C2C12

Pour réaliser une cinétique de fusion/différenciation, les cellules C2C12 sont ensemencées,
aprés amplification, a une densité de 5 000 cellules/cm” sur des boites de 100mm pour
extraire les ARN qui serviront a une étude d’expression, et de 60mm pour la réalisation de la
courbe de fusion. Leur culture comprend deux étapes, tout d’abord une phase de prolifération
de 48h puis une phase de différenciation qui dure 14 jours. La différenciation est induite par
le remplacement du milieu riche en sérum (DMEM, 10% sérum de veau feetal, 2% L-
Glutamine, 5 000U Pénicilline/5Smg Streptomycine) par un milieu pauvre en sérum (DMEM,

2% sérum de cheval, 2% L-Glutamine, 5 000U Pénicilline/5Smg Streptomycine).
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Etude de fusion

A partir de 24h de différenciation, puis toutes les 24h, une boite est lavée deux fois au PBS,
fixée pendant 15min avec du PFA 4%, a nouveau lavée deux fois au PBS puis déshydratée

dans de 1’éthanol 70% a 4°C pendant au moins 12h.

Lors de la coloration, 1’éthanol est éliminé par deux ringages avec du PBS puis les cellules
sont mises en contact avec de I’hématoxyline Shandon Harris (Thermo scientific) pendant
10min afin de colorer les noyaux en bleu foncé. Aprés trois ringages avec du PBS, le
cytoplasme est coloré¢ en rose pendant 10min dans de I’éosine Y Shandon (7hermo scientific).
Aprés trois nouveaux ringages avec du PBS les cellules sont recouvertes d’un mélange

PBS/glycérol 10%.

L’observation des cellules se fait au grossissement de X400 et les noyaux des cellules sont
comptés dans 12 champs. Le rapport entre le nombre de noyaux contenus dans les myotubes

et le nombre total de noyaux donne le pourcentage de fusion.

Etude d’expression

Elle s’effectue grace a la technologie TagMan® a partir des ARN totaux extraits a différents

temps de la cinétique

Transfection des cellules C2C12

Elle s’effectue grace a du Fugene6 Transfection Reagent (Roche 11 814 443 001) qui est un
agent non liposomal formant un complexe avec ’ADN et permettant ainsi son incorporation
dans les cellules C2C12. Les cellules sont trypsinées et réensemencées a une concentration de
5000 cellules/cm?. La transfection a lieu durant la phase de prolifération, 48h avant le passage

en phase de différenciation.

Le Fugene6 est utilisé en accord avec les recommandations du fournisseur. Pour une boite de
35mm, 9uL de Fugene6 sont ajoutés a 2ug du plasmide a transfecter dans un volume final de
100pL de DMEM et incubés 45min a température ambiante puis ajoutés aux cellules. Le

milieu est changé 24h apres.
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3 Résultats

3.1 Etude des domaines d’expression de Gaspl par
hybridation in situ sur embryon murin in toto

3.1.1 Mise au point d’une sonde ARN anti sens Gaspl

Aucune sonde pour hybridation in situ sur embryon murin in toto n’a pour I’instant été créée,

d’ou la nécessité de réaliser et caractériser une sonde utilisable pour cette méthode.

Nous avons réalis€¢ et testé¢ plusieurs sondes ARN anti-sens; en général elles sont
sélectionnées dans la partie 3°UTR du gene, cependant cette région du gene n’était pas
connue lors de la synthése de ces sondes. L’exon 1 étant trop court, les sondes ont été
sélectionnées au sein de I’exon 2 (Figure 23). Trois sondes ont ét¢ dessinées puis testées car la

spécificité varie suivant la position et la taille de la sonde.

1 195 3431 4952
Exon 1 Intron Exon 2

i:—

3447 4857

|
35941 4535
3571

Figure 23 : Sonde ARN anti-sens Gasp/ testées. Elles se situent dans 1’exon 2 et font, de haut en bas, 1 410, 595,
897pb.

Les tests réalisés nous ont permis de retenir la sonde de 595pb se situant au milieu de 1’exon
2. Elle permet la visualisation des domaines d’expression de Gaspl avec le meilleur rapport

signal/bruit.

3.1.2 Domaine d’expression de Gaspl

Nous avons visualisé les domaines d’expression de Gasp! entre 9,5 et 12,5 jpc (Figure 24). A
9,5 jpc, Gaspl s’exprime au niveau du tube neural. A 10,5 jpc, I’expression est détectée au
niveau du tube neural et au niveau du bourgeon des membres. A 11,5 jpc, I’expression se

situe au niveau du tube neural, dans la partie caudale de I’embryon, et au niveau des membres
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I’expression s’étend sur 1’axe proximo-distal. A 12,5 jpc, I’expression est au niveau de la

partie caudale, des membres et du bourgeon génital.

Figure 24 : Domaines d’expression de Gasp/ de 9,5 a 12,5 jpc. De 9,5 a 12,5 jpc, Gaspl s’exprime au niveau du
tube neural. De 10,5 a 12,5 jpc, il s’exprime au niveau du bourgeon des membres. A 12,5 jpc, il s’exprime au
niveau du bourgeon génital. TN : tube neural, BM : bourgeon des membres, BG : bourgeon génital.

Au niveau des membres, Gaspl s’exprime dans les régions antérieures et postérieures du
bourgeon a 11,5 jpc. A 12,5 jpc cette expression s’étend aux zones de condensations

précartilagineuses qui donneront naissance aux doigts (Figure 25).

11,5 jpc 12,5 jpc
A

\ /

Figure 25 : Domaines d’expression de Gaspl au niveau des membres, a 11,5 et 12,5 jpc. A) Gaspl s’exprime au
niveau des condensations précartilagineuses. B) Schéma de I’expression de Gasp!.
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3.1.3 Comparaison avec I’expression de Gdf8

La réalisation d’hybridation in situ sur embryon entier avec une sonde pour Gdf8 nous
permettera de comparer ces domaines d’expression avec ceux obtenus précédement pour

Gaspl.

Figure 26 : Domaine d’expression de Gdf8 de 9,5 jpc a 12,5 jpc. De 9,5 a 12,5 jpc, Gdf8 s’exprime au niveau des
somites. S : somites.

De 9,5 a 12,5 jpc D’expression de Gdf8 est limitée aux somites jeunes (Figure 26).
L’expression, qui se situe en position dorsale a 9,5 jpc, progresse sur 1’axe rostro-caudale
pour ne plus étre que faiblement présente a ’extrémité caudale a 12,5 jpc. Ses domaines

d’expression sont différents de ceux de Gasp!.

Nous avons également analysé I’influence de Gdf8 sur ’expression de Gaspl par la
réalisation d’hybridation in sifu sur des embryons sauvages ou KO (hétérozygote ou
homozygote) pour Gdf8 (Figure 27). La localisation tout comme [’intensité des domaines
d’expression ne varient pas pour un age donné quelque soit le génotype des embryons. Les

domaines visualisés correspondent a ceux obtenus précédemment sur des embryons sauvages.
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12,5 jpc

X0.8

Figure 27 : Domaines d’expressions de Gaspl en fonction du génotype de Gdf8. Pour Gdf8 +/+, +/-, -/- de 10,5 a
12,5 jpc les domaines d’expression de Gaspl sont le tube neural, les bourgeons des membres et le bourgeon
génital.

3.2 Etude in vitro: Expression de Gaspl et des génes
myogéniques lors de la fusion et de la différenciation
des myoblastes

3.2.1 Le modéele cellulaire C2C12

La lignée de cellules myoblastique C2 a été isolée en 1977 par Yaffe et coll. a partir de
myoblastes murins (lignée C3H). A 1’état de cellules mononuclées, le temps de génération est
de 24h et lorsque les cellules arrivent a confluence, elles commencent a fusionner. Ainsi
quelques jours aprés le début de la fusion, un réseau dense de fibres multinucléées est
observé¢, le maximum de fusion atteint est entre 50 et 60%. L’utilisation d’un milieu appauvri

en sérum permet une augmentation de la formation des fibres. Quelques jours apres le début
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de la fusion les cellules sont capables de se contracter, la force de ces contractions peut
provoquer le décollement des cellules. De plus, la formation de fibres multinucléées est
associée a une augmentation de ’activité créatine kinase en comparaison de celle observée

dans les cellules mononuclées (Yaffe et al., 1977).

3.2.2 Caractérisation du modeéle cellulaire C2C12

Elle est faite par I’observation de la fusion des myoblastes puis par 1’analyse de I’expression
de différents geénes intervenants au cours du processus de différenciation des myoblastes en
myotubes. Cela permet de connaitre le comportement de notre modéle par rapport aux

conditions de culture utilisées et aux données de la littérature.

La courbe de fusion (Figure 28) atteint le maximum de fusion (environ 50%) 168 heures apres
la mise en différenciation des cellules ce qui correspond aux données de la littérature (Yaffe

et Saxel, 1977 ; Boone Miller et al., 1990).

60
40

Pourcentage 4

de fusion 3, de fusion
20

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h 312h 336h

Temps apres la mise en différentiation

Figure 28 : Courbe de fusion des C2C12. A partir de 72h les myoblastes commencent a fusionner, le maximum
de fusion, qui se situe a environ 50%, est atteint 2 168h. Cela indique une fusion normale. Le pourcentage de
fusion est obtenu gréce a trois cinétiques différentes. Les barres verticales représentent les écarts moyens.

La différenciation des myoblastes passe par leur alignement et leur allongement avant qu’ils

fusionnent pour donner des mytubes (Figure39).
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Figure 29 : Photographie des cellules C2C12 a différents stades de fusion. A 48h les cellules s’alignent et
s’allongent, a 72h les cellules ont fusionné a 10%, 50% a 240h. Grossissement X100.

Pour I’étude de I’expression des geénes impliqués lors de la fusion des myoblastes I’intervalle
compris entre 0,5 et 2 pour la quantité relative (zone en gris) correspond a 1’espace ou de
maniere arbitraire les variations des genes ne sont pas prises en considération, au-dessus le
gene est surexprimé alors qu’en-dessous il est sous exprimé. Les points isolés, a la limite de
cet intervalle 0,5 — 2 ne sont pas considérés comme significatifs en raison du manque de
données permettant de valider la significativité statistique de telles variations. Ces valeurs
sont exprimées avec une échelle Logarithmique, une valeur en échelle linéaire est donnée

entre parentheses.

Au cours de la cinétique la Myogénine (Figure 30) est sous exprimé d’un facteur d’environ
0,1 (sous expression d’un facteur -10) durant la phase de prolifération, puis son expression
augmente tout au long du processus de fusion des myoblastes pour atteindre un facteur de

surexpression de 350 a environ 60h et se stabilise jusqu’a la fin de la cinétique.

1000
100 = o

Quantité 10 o
relative o
o Myogénine

01 @

0.01
-48h -24h 0h &h 1zh 18h 24h 30h 36h 48h 6&0h 72h 844 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h 312h 336h

Temps

Figure 30 : Expression de la Myogénine lors de la prolifération et de la fusion des C2C12. La courbe représente
la moyenne de triplicats issus de trois cinétiques différentes. Les barres verticales représentent 1’écart-type.
Gapdh, Dffa et p-2-microglobuline sont utilisés comme geénes de référence et les courbes sont normalisées a Oh.
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L’expression de MyoD (Figure 31) ne subit pas de variation importante pendant la durée de la
cinétique.

Myf5 (Figure 31) ne subit pas de variation importante de son expression jusqu’au début de la
fusion (environ 60h) puis elle diminue et se stabilise en fin de fusion a un facteur de sous

expression de 0,2 (sous expression d’un facteur -5).

MRF4 (Figure 31) est sous exprimé d’un facteur 0,25 (sous expression d’un facteur -4) durant
la phase de prolifération. L’expression ne subit pas de variation importante jusqu’a 120h, ce
qui correspond & environ 25% de fusion. Ensuite elle augmente jusqu’a un facteur de
surexpression de 5. Les valeurs pour les temps entre -48h et 84h peuvent étre discutés du fait

d’un Ct élevé (supérieur a 33) et de la dispersion des réplicats.

Pax3 (Figure 31) est sous exprimé d’un facteur 0,4 (sous expression d’un facteur -2,5)
pendant la prolifération. L’expression ne varie pas de fagon importante au début de la phase
de différenciation jusqu’a environ 30h, puis elle diminue au cours de la fusion et se stabilise a
un facteur de 0,1 (sous expression d’un facteur -10). Les valeurs pour les temps de -48h et
entre 48 et 336h peuvent étre discutées du fait d’un Ct élevé (supérieur a 33) et de la

dispersion des réplicats.

L’expression de Pax7 (Figure 31) ne subit pas de variation importante au cours de la phase de
prolifération jusqu’au début de la phase de différenciation (environ 96h). Elle diminue durant
la fusion des myoblastes et se stabilise a un facteur de sous expression de 0,45 (facteur de

sous expression de -2,2).
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Figure 31 : Expression de MyoD, Myf5, MRF4, Pax3 et Pax7 lors de la prolifération et de la fusion des C2C12.
Les courbes représentent la moyenne de triplicats issus de trois cinétiques différentes. Les barres verticales
représentent 1’écart-type. Gapdh, Dffa et p-2-microglobuline sont utilisés comme geénes de référence et les
courbes sont normalisées a Oh.
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3.2.3 Etude de I’expression de Gaspl et Gdf8 au sein de ce modéele

Gaspl (Figure 32) ne présente pas de variation importante de son expression (variation

inférieure a un facteur de +2) au cours de la cinétique de différenciation des cellules C2C12.

Gdf8 (Figure 32) est sous exprimé d’un facteur 0,25 (sous expression d’un facteur -4) durant
la phase de prolifération (de -48h a -24h). Puis D’expression augmente au début de la
différenciation et passe un seuil avec ’apparition des premiers myotubes. L’augmentation
atteint un maximum, avec une augmentation de son expression comprise entre 15 et 20, a
environ 72h et dure jusqu’a 144h ou la fusion est au trois quarts de son maximum.
L’expression va ensuite diminuer pour revenir et se stabiliser a un facteur de surexpression de
2,5. Les valeurs pour les temps entre -48h et 30h ainsi qu’entre 240 et 336h peuvent étre
discuté du fait de sa tres faible expression qui entraine un Ct élevé (supérieur a 33) et de la

dispersion des réplicats.
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Figure 32 : Expression de Gaspl et Gdf8 lors de la prolifération et de la fusion des C2CI12. Les courbes
représentent la moyenne de triplicats issus de trois cinétiques différentes. Les barres verticales représentent
I’écart-type. Gapdh, Dffa et p-2-microglobuline sont utilisés comme génes de référence et les courbes sont
normalisées a Oh.

3.2.4 Conséquences de la surexpression de Gaspl

L’¢tude de la surexpression de Gaspl a été faite au sein de la lignée de myoblastique murine

C2C12. Une partie des cellules a été transfectée avec un vecteur permettant la surexpression
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de Gaspl (lignée SurGasp), le reste servant de contrdle a été pour une partie transfectée avec
un vecteur «controle » (lignée Controle), I'autre partie n’ayant pas subit de transfection

(lignée NT).

Effet sur la fusion des myoblastes

L’étude des conséquences de la surexpression de Gaspl a d’abord été faite au niveau de la
fusion des myoblastes (Figure 33), permettant d’observer les conséquences au niveau du

pourcentage maximum de fusion et de la vitesse a laquelle elle s’effectue.

60
50

40

Pourcentage ,
; 0
de fusion

wsurGasp
== contrile

VNT
20

10

0 o
24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h 312h 336h
Temps aprés la mise en différentiation

Figure 33 : Effet de la surexpression de Gasp! sur la fusion des myoblastes en myotubes. Le profil de fusion des
C2C12 est similaire entre les trois lignées étudiées, la fusion progresse de fagon comparable et le maximum de
fusion est atteint de maniére identique pour les différentes conditions.

La vitesse de fusion entre les différentes conditions subit des variations (a 120h le
pourcentage de fusion est compris entre 20 et 30%) mais reste comparable (Figure 36). Le
maximum de fusion, pour les différentes conditions, atteint 50% au huitieme jour. La fusion
des myoblastes s’effectue normalement, aucune différence n’est visible au niveau de leur

morphologie (Figure 34).
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Figure 34 : Photographie des cellules C2C12 a différents stades de fusion, pour les lignées SurGasp, Controle et
non transfectée. A 48h les cellules s’alignent et s’allongent, a 72h les cellules ont fusionné a 10%, 50% a 240h.
Grossissement X100.

Etude de D’expression des génes précédemment analysés lors de la surexpression

de Gaspl

Cette étude permet d’analyser les conséquences provoquées par la surexpression de Gaspl au

niveau de I’expression de Gdf8, des MRF, de Pax3 et Pax7.

Au cours de la cinétique, pour la lignée Controle, I’expression de Gaspl (Figure 35A) ne

subit pas de variation importante.

Pour la lignée surexprimant Gaspl, nommée SurGasp, il est surexprimé d’un facteur 10 000
lors de la phase de prolifération et pendant les 18 premiéres heures de la phase de
différenciation. Un facteur 10 de surexpression est perdu durant le début de la fusion des
myoblastes jusqu’a 48h environ ou le facteur de surexpression est de 1000. Au cours de la
fusion, un facteur 10 de surexpression est a nouveau perdu et la surexpression de Gaspl se

stabilise a un facteur de surexpression de 200 qui perdure jusqu’a la fin de la cinétique.
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Au cours de la cinétique de différenciation, les expressions de Gdf8 (Figure 35B), des MRF
(Figure 36-37) ainsi que de Pax3 et Pax7 (Figure 38) au sein de la lignée Contrdle et de la

lignée SurGasp sont similaires a celles observées lors de la caractérisation du modele C2C12.
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Figure 35: Expression de Gaspl (A) et Gdf8 (B) au sein des lignées Contréle et SurGasp. Gapdh, Dffa et la
S-2-microglobuline sont utilisés comme geénes de référence.
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Figure 36: Expression de la Myogénine (A) et de MyoD (B) au sein des lignées Contrdle et SurGasp. Gapdh,
Dffa et la f-2-microglobuline sont utilisés comme genes de référence.
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Figure 37: Expression de Myf5 (A) et MRF4 (B) au sein des lignées Controle et SurGasp. Gapdh, Dffa et la
[-2-microglobuline sont utilisés comme génes de référence.
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Figure 38: Expression de Pax3 (A) et Pax7 (B) au sein des lignées Controle et SurGasp. Gapdh, Dffa et la
[-2-microglobuline sont utilisés comme génes de référence.

3.3 Etude in vivo: Réalisation d’un modéle murin
Gaspl KO

La réalisation d’un mod¢le murin KO par recombinaison homologue en cellules souche
embryonnaires (ES) pour Gaspl permettra I’étude de sa fonction in vivo. La réalisation d’un
tel modéle comprend plusieurs étapes: la construction du vecteur de recombinaison
homologue, l'intégration du vecteur en cellules ES, la sélection des clones de cellules
recombinantes et la micro-injection des cellules ES recombinantes dans des blastocystes de

souris sauvages afin d’obtenir des souris chimeéres et d'établir une lignée murine KO.
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3.3.1 Construction du vecteur de ciblage

Le travail de construction de ce vecteur a ¢té initi¢ par Christelle Vincent (M2R, 2006).

L'invalidation d'un géne par recombinaison homologue dans les cellules ES consiste au
remplacement d'un all¢le de type sauvage par un alléle muté. Pour cela, nous avons inséré le
gene d'intérét qui possede la mutation désirée dans un vecteur de clonage ainsi que différentes
cassettes de sélection. Elles permettront de sélectionner les cellules ES recombinantes. La
stratégie utilisée pour la construction du vecteur de ciblage comprend plusieurs étapes

(Figure 39).
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Figure 39 : Stratégie de la réalisation du KO de Gasp!

A) Intégration de la cassette TK (Thymidine Kinase) ; B) Clonage de Gasp! ; C) Insertion de la cassette Néo ;
D) Linéarisation du vecteur de ciblage par digestion avec 1’enzyme de restriction Notl
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Le vecteur pKO1 posséde le geéne de résistance a la néomycine. En présence de cet
antibiotique, seuls les clones ayant intégré ce vecteur sont résistants (sélection positive). En
parallele, une deuxiéme sélection est effectuée avec du Gancyclovir. Les clones n'ayant pas
effectu¢ la recombinaison homologue posseéderont encore la cassette TK ce qui les rendra

sensibles a I'action de Gancyclovir (sélection négative).

En premier, la cassette TK a été clonée dans un vecteur plasmidique qui a été nommé pTK
(Figure 39A). Puis, I’exon 1 de Gaspl ainsi que les séquences en 5’ et 3’ servant de bras
d’homologie (environ 1 000pb chacune) ont été ajoutés dans le pTK permettant 1’obtention du
vecteur pTKGASP (Figure 39B). Finalement, I’exon 1 de Gasp! a été remplacé par la cassette
NEO donnant le vecteur de ciblage pKO1 (Figure 39C).

Le vecteur a été vérifié par une série de digestion enzymatique (Figure 40) ainsi que par

séquencage aux points de jonction.

+— 10000 pb

3000 ph
+—2000 pb

+— 1000 phb

Figure 40 : Vérification de I’intégration de Néo dans pTKGASP.

Digestion par BamHI/EcoRI (piste 1), Clal/Kpnl (piste 2) et Clal/NotI (piste 3).
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3.3.2 Recombinaison homologue dans les cellules souches
embryonnaires (ES)

Les sondes utilisées pour cribler les cellules ES se situent hors des bras d’homologie du
vecteur de recombinaison et permettront apres digestion enzymatique de distinguer 1’allele
sauvage de l’allele recombinant. En effet, I’introduction de sites de restriction

supplémentaires (Sphl) dans I’alléle muté créera une différence de taille de bande apres

digestion (Figure 41).
Gasp 5'NEOGasp 3' TK
Vecteur de i i — : |
ciblage
. Sph | Sph
Allele 1 Gasp5' Ex1l Intron [Ex2 Gasp 3' .
endongéne 10 Kb
Sonde 5' ‘ Sonde 3'
=ph | Sphl Sphl Sph
Allele o e e .
modifié j BEKD 34 Kb
Sonde 5' Sonde 3'

Figure 41: Recombinaison homologue et crible des cellules ES résistantes. Lorsque la recombinaison
homologue s’effectue correctement le remplacement de 1’exon 1 de Gaspl par la cassette de résistance a la
néomycine introduit deux nouveaux sites de restriction Sphl. Ces nouveaux sites permettent, aprés digestion
enzymatique, de distinguer 1’alléle endogene, pour laquelle les sondes 5’ et 3’ permettront de visualiser une
bande de 10kb, de I’allele modifié pour laquelle les sondes 5° et 3” permettront de visualiser respectivement une
bande de 6,6kb et 3,4kb.

Electroporations

La premicere et la deuxieme ¢électroporation (Tableau 5) ont été réalisées avec 20ug du vecteur
pKO1 linéarisé par Notl (Figure 40D) dans des cellules ES E14 (129 Sv/Ola). Pour la
premicre, nous avons pu repiquer et amplifier 480 clones résistants. Leur crible par les sondes

57 et 3° (Figure 42), nous a permis d’identifier 23 clones simple recombinant mais aucun ne
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s’est avéré €tre double recombinant. Pour la deuxiéme, nous avons repiqué 384 clones
résistants et 227 clones ont pu étre amplifiés et criblés. Leur crible a permis d’identifier un

clone simple recombinant mais pas double recombinant.

mxb_”“ 10 KD -

4 KD —
4 Kb =

3 Kb
ER ]

Figure 42 : Crible des clones ES par Southern blot avec la sonde Gasp 3’. A) La bande a 10 Kb correspond a
I’alléle sauvage. Les autres bandes des pistes 1, 2 et 3 correspondent a des insertions aléatoires du transgéne. B)
L’alléle sauvage correspond a la bande située a 10 Kb. Piste 1 : la bande a environ 3,5Kb correspond a 1’alléle
recombinant, les bandes entre 10 et 4 Kb sont dues a la digestion partielle. Piste 2, 3 et 4 : seul 1’alléle sauvage
peut étre observé.

La troisiéme électroporation (Tableau 5) a été réalisée avec 20ug du vecteur pKO1 linéarisé
par Sspl dans des cellules ES E14 (129 Sv/Ola). Sspl est la seule autre enzyme utilisable pour
linéariser le vecteur de recombinaison homologue. Nous avons amplifié¢ et criblé 187 clones
résistants. Leur crible a permis d’identifier 8 clones simple recombinant dont un double
recombinant. Nous avons vérifi¢ ce clone par Southern Blot (Figure 43) ainsi que par
séquencage de fragments amplifiés par PCR (Annexe 1). Ces fragments sont amplifiés grace a
une amorce se situant hors des bras d’homologie et ’autre dans la cassette de résistance

a la néomycine.
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Sonde 5'

Figure 43 : Vérification par Southern blot de la recombinaison homologue du clone recombinant en 5’ et en 3.
La bande correspondant a 1’alléle sauvage est a 10 Kb, celles pour les alléles recombinants en 5’ et 3’

respectivement & 6,6 Kb et 3,4 Kb.

Electroporation | Clones Clones Simple Double
résistants criblés recombinant | recombinant

1 480 480 23 0

2 384 227 1 0

3 187 187 8 1

Tableau 5 : Résumé des différentes électroporations.

3.3.3 Injection des cellules ES Gaspl KO dans des blastocystes

Nous avons injecté le clone double recombinant dans 36 blastocystes, de la lignée C57BL/6J,

nous permettant d’obtenir 13 chimeres, ce qui correspond a une efficacité de transfection de

36%. Ces chimeéres ont été croisées avec des souris sauvages C57BL/6J afin de vérifier la

transmission germinale. Vingt-quatre souris agoutis (13 males et 11 femelles) provenant de

ces chimeéres ont été obtenues, leur génotypage est effectué par PCR (Figure 44 et 45). Parmi

ces souris, 12 sont porteuses de I’alleéle recombinant (6 males et 6 femelles).

65



Résultats

Allele
sauvage : — —
Gaspl
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recombinante ' — —
Gaspl KO &' I\E Gaspl KO 3

Figure 44 : Schéma des fragments amplifiés lors du génotypage des souris de la lignée Gasp! KO.

Gaspl Gaspl KO 5' NEO Gaspl KO 3'

1 234 1 234 1 234 1 234

4000 pb
3000 pb =+

650 pb s—

300 pb
500 ph w—

200 ph —

Figure 45: Génotypage des souris agoutis. Les individus 1 et 4 posseédent l’alléle sauvage et l’alléle
recombinant, les individus 2 et 3 ne possedent que ’alléle sauvage.
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4 Discussion et perspectives

Les travaux effectués au cours de ma theése avaient pour objectif 1’analyse fonctionnelle d’un
nouveau partenaire inhibiteur de la myostatine, Gaspl, en particulier, la facon dont il est
impliqué dans le développement musculaire. Différentes approches ont été employées, avec
I’étude des domaines d’expression de Gaspl par hybridation in situ et 1’analyse de son
expression in vitro dans la lignée cellulaire C2C12. Une approche in vivo est aussi utilisée
avec la création d’un modele murin pour lequel I’inactivation de Gaspl est réalisée. Ces
approches ont permis d’apporter de nouvelles connaissances concernant ce géne, comme
I’identification des domaines d’expression de Gaspl au cours de I’embryogenése et sa
cinétique d’expression au cours de la fusion des myoblastes en myotubes. L’approche in vivo
nous donne la possibilité¢ d’étudier le role de ce gene dans un contexte physiologique. Ces
connaissances acquises au sein d’un organisme mod¢le pourraient étre transposées chez le
bovin permettant ainsi d’expliquer le réle que Gaspl pourrait avoir dans le phénotype

d’hypermusculature.

En premier, je discuterai de I’approche in vitro, des études et des résultats qui y sont liés, puis
de I’approche utilisant 1’hybridation in situ et finalement de I’approche in vivo. Les

perspectives seront intégrées au cours de la discussion.

Etude de I’expression de Gaspl au cours de la myogenése

La caractérisation du modele cellulaire C2C12 grace a I’étude de la courbe de fusion et de
I’expression des génes intervennant au cours de la différenciation myogénique a permis de
valider I'utilisation de ce modele cellullaire pour les conditions de cultures utilisées. Les
profils d’expression des MRF durant la fusion des myoblastes correspondent a ceux décrits
dans la littérature (Shimokawa et al., 1998 ; Dedieu et al., 2002). De méme que pour les Pax
dont I’expression au niveau des myoblastes va se retrouver limitée aux cellules satellites
(Collins et al., 2009), et Gdf8 dont I’expression augmente lors de la fusion des myoblastes
afin d’inhiber les processus de prolifération et de différenciation (Thomas et al., 2000 ;

Langley et al., 2002).

L’expression de Gaspl ne varie pas au cours de la différenciation, ce niveau basal
d’expression indiquerait une action constante ou une absence d’action de Gaspl au cours de la
différenciation myogénique, cette action pouvant s’exercer au cours de la phase de

prolifération. Des expériences similaires visant a étudier son expression lors de cette phase
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ont récemment €té entreprises, la quantification de cette expression étant actuellement en

cours.

La modification de I’expression normale de Gaspl notamment par sa surexpression permet de
mieux appréhender sa fonction. Lors de la surexpression de Gaspl, la fusion des myoblastes
pendant la phase de différenciation n’est pas modifiée. De plus, 1’expression des genes étudiés
pour leur implication dans la myogenése ne semble pas étre modifiée. La surexpression de
Gaspl devrait entrainer sa surexpression au niveau protéique. Cette validation doit étre
réalisée par western blot. De méme, 1’augmentation de la sécretion de Gaspl sera vérifiée par
la méme méthode mais en comparant la quantité de Gaspl présente dans le milieu de culture
avec celle contenue dans les cellules. Si Gaspl est sécrétée alors les quantités retrouvées dans
le milieu de culture seront plus importantes que celle dans les cellules. Dans le cas contraire
Gaspl serait séquestrée a I’interieur des cellules, elle pourrait y étre retrouvée sous la forme
de corps d’inclusion. Dans le cas d’une absence d’augmentation de Gaspl secrétée, un
nouveau vecteur permettant cette surexpression devra étre réalisé afin de pouvoir observer
I’effet, in vitro, de cette modification d’expression. Au contraire une surexpression correcte
de Gaspl permettera la réalisation d’études protéiques qui n’ont pas été faites au moment de
ces études transcriptomiques. Gaspl étant capable d’inhiber des TGFB on pourrait s’attendre
a voir une modification des génes qu’il régule, comme par exemple la Myogénine et MyoD
qui par I’intermédiaire des Smad sont régulés par la myostatine. Par conséquent on peut
s’attendre a ce que les geénes dont la régulation passe par I’intermédiaire d’un TGFf
potentiellement inhibé par Gaspl voient leur expression altérée de méme que leur niveau
protéique.

Les observations faites lors de la surexpression de Gasp! indiquent que I’augmentation de son
expression au cours d’une transfection transitoire n’a pas d’incidence sur la différenciation
des myoblastes. La réalisation d’une transfection stable serait intéressante afin de vérifier si le
type de transfection ne serait pas responsable de 1’absence de modification phénotypique. En
effet les cellules C2C12 sont réputées étre difficilement transfectables, la modification du
phénotype peut donc ne pas étre visible car seulement un petit nombre de cellules
surexpriment Gaspl. Cependant 1’étape de prolifération n’étant pas étudiée les éventuelles
modifications provoquées par la surexpression de Gaspl, qui peut avoir un réle plus
important lors de cette phase, peuvent ne pas étre observées. Rodino-Klapac et coll. (2009)
ont montré que, in vivo, cette surexpression induite par injection adénovirale au niveau des

membres a pour conséquence une augmentation de la masse musculaire qui est spécifique du
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muscle squelettique, le muscle cardiaque ne présentant pas d’altération. La surexpression de
Gaspl est induite par un vecteur ou ’ADNc de Gaspl est sous le contréle du promoteur du
CMV. L’augmentation de I’expression de Gaspl n’est pas forcement corrélée avec un niveau
protéique plus important en raison des systémes de régulations intervenant au cours des
différentes étapes conduisant a la production d’une protéine. Une étude permettant de voir si
la protéine est surexprimée dans ce systéme a récemment été entreprise. Actuellement la mise
au point des conditions permettant la détection de Gaspl en western blot est en cours en
utilisant un anticorps polyclonal anti-Gaspl. La non sécrétion de Gaspl, notamment par
I’utilisation de I’interférence ARN, pourrait provoquer un phénotype d’atrophie des myotubes
induit par la myostatine qui n’est alors plus inhibée par Gaspl. La surexpression de Gaspl
pourrait provoquer une inhibition accrue des phénomenes faisant intervenir des protéases
ainsi qu’un accroissement de I’inhibition de la myostatine, des mécanismes inverses
pourraient étre observés dans le cas d’une absence de Gaspl. Cependant, si I’action de Gaspl
n’est pas directe ou s’effectue dans une voie myostatine-indépendante, il est possible que ce
phénotype ne puisse pas €tre observé en culture cellulaire qui constitue un modele d’étude

moins complexe que le modéle murin.

Une étude d’expression similaire pourrait étre effectuée pour 1’extinction de Gasp! en isolant
des cellules souches musculaires issues de souris KO pour Gaspl! et en les cultivant in vitro.
Une telle culture permettrait d’observer I’impact de I’invalidation de Gasp! sur les étapes de
prolifération et de différenciation des myoblastes mais aussi sur I’expression des geénes
impliqués dans la myogenése.

De manicre plus large, Gaspl s’exprimant dans d’autres tissus que le muscle squelettique, son
absence pourrait provoquer des modifications, a des niveaux transcriptionnel ou protéique,
des génes autres que ceux intervenant au cours de la myogenése. Des techniques plus globales
telles que des analyses d’expression réalisées grace a des puces a ADN ou des analyses
protéomiques a 1’aide de gels 2D couplés a de la spectrométrie de masse pourraient permettre
d’identifier ces modifications. L’étude du role joué par Gasp! dans différents types cellulaires
pourrait étre effectuée grace a une orientation de la différenciation de cellules ES KO, cette
derniére pouvant étre obtenue par 1’addition de facteurs de croissance spécifique lors de la

culture de ces cellules.
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Etude des domaines d’expression de Gaspl par hybridation in situ

Lors de I’embryogenése, les domaines d’expression de Gaspl ont pu €tre visualisés par
hybridation in situ a partir de 9,5 jpc bien qu’il puisse étre détecté de fagon plus précoce grace
a d’autres techniques (Hill ez al., 2003). L avantage de cette technique est de pouvoir observer
I’expression spatio-temporelle de genes. Cependant, dans notre cas, la trés faible expression
de Gaspl a rendu délicate 1’étude de ses domaines d’expression par hybridation in situ. Dans
un premier temps, il a fallu trouver une sonde qui puisse étre utilisée en hybridation in situ sur
embryon in toto et qui soit de qualité satisfaisante, c’est a dire qui permet le marquage des
différents domaines en ne générant pas de bruit de fond. D’une facon générale, les sondes
utilisées en hybridation in situ se situent dans la partie 3’UTR du geéne permettant ainsi
d’obtenir une plus grande spécificité. Cependant, au moment ou les sondes ont été
sélectionnées, 1’annotation du geéne était encore incompléte et cette région n’était pas encore
identifiée, les sondes ont alors été prises au sein de 1’exon 2. Plusieurs sondes ont été testées
et malgré cela, celle permettant d’observer le meilleur marquage ne donne pas des résultats

satisfaisants.

Les zones, au niveau des membres, ou s’exprime Gaspl, correspondent a celles ou se mettent
en place les blastémes précartilagineux des futurs doigts ainsi que les masses musculaires
dorsales et ventrales. La comparaison de ces domaines avec ceux de Six2 et Scléraxis qui
interviennent respectivement dans la détermination du lignage chondrogénique et le patron
tendon/ligament au niveau des membres (Oliver et al., 1995 ; Brown et al., 1999) concorde
avec la position des domaines d’expression de Gaspl au niveau des blastémes
précartilagineux des membres. Le recoupement des domaines d’expression de ces geénes
indiquerait ’implication de Gasp! dans la mise en place des muscles squelettiques au niveau

des membres lors du développement embryonnaire.

Au niveau du corps, le marquage observé suggere une expression au niveau du tube neural,
des somites et du bourgeon génital. Le seul domaine d’expression qui serait alors commun
entre Gaspl et Gdf8 est situé au niveau des somites mais son interprétation est difficile du fait
du faible marquage de Gaspl en hybridation in situ. Cette difficulté pourrait étre contournée
par la réalisation et ’utilisation d’une souris Knock In (KI) GaspI-LacZ pour laquelle le géne
rapporteur LacZ serait sous le contrdle du promoteur de Gaspl et mimerait donc son
expression. Actuellement la réalisation de cette souris est en cours, elle permettera une
meilleure observation des domaines d’expression de Gaspl mais aussi de réaliser un double

marquage Gaspl-LacZ et Gdf8 en hybridation in situ.
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Gaspl pouvant étre impliqué dans la mise en place de la musculature au cours de
I’embryogenese, son invalidation pourrait conduire & une modification dans I’établissement
des muscles embryonnaires. Cette modification affecterait les domaines d’expression des
genes de la myogenese, tels que Pax3 et Shh qui s’expriment lors de la formation des somites
ou de la Myogénine et MRF4 dont I’expression est en fin de myogenéese. Elle pourrait étre
visualisée par hybridation in situ et permettrait de mieux connaitre le role de Gasp! lors du

développement embryonnaire.

Etude in vivo de la fonction de Gaspl grace a un modéle murin

La création d’un modele murin dans lequel Gasp! est invalidé, constitue un outil permettant
I’étude de son role in vivo et particulierement d’appréhender sa fonction dans le
développement musculaire. La stratégie utilisée pour la réalisation de ce KO est la
recombinaison homologue en cellules ES. Le vecteur de recombinaison possede dans sa
structure 1’alléle modifi¢ a introduire dans le génome et les génes permettant la séléction des

cellules ES ayant subit un événement de recombinaison.

Le site de linéarisation du vecteur de recombinaison par Notl est trés proche de la cassette
TK, ce qui a la vue des résultats des deux premicres électroporations, nous a fait émettre
I’hypothése que la sélection par le gancyclovir n’était pas assez efficace du fait d’une possible
dégradation de la séquence de la TK lors de la linéarisation du plasmide. Ce manque
d’efficacité de la sélection a été résolu en utilisant Sspl lors de la troisiéme électroporation.
Sspl est la seule autre enzyme utilisable pour la linéarisation et dont le site de coupure est

¢loigné de I’ensemble des séquences servant a la recombinaison.

Gasp1 possede une séquence riche en GC provoquant des difficultés lors de son amplification
qui sont dues a la présence de structures secondaires. De plus, au milieu de son intron se
trouvent 16 répétitions du site de coupure pour I’enzyme de restriction Pstl. Ces répétitions se
situent a la fin de bras d’homologie 3’, elles peuvent provoquer une réduction du pourcentage

de recombinaison comme pour le cas de I’invalidation de la E-cadhérine (Biet et al., 2003).

Aucun des clones simple recombinant de la premiére ou de la seconde électroporation ne s’est
avéré étre double recombinant. Le changement de site de linéarisation du vecteur de
recombinaison homologue, pour la troisi¢éme ¢€lectroporation, a permis 1’obtention d’un clone
double recombinant. Grace a ce clone, des souris hétérozygotes pour Gasp! ont été obtenues,

leur croisement a permis trés récemment d’établir une lignée murine Gaspl/ KO. Des
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croisements entre souris Gaspl KO hétérozygotes nous permettront de connaitre et d’étudier
le phénotype chez les homozygotes. Gaspl étant un inhibiteur de la myostatine, le phénotype
attendu est une atrophie musculaire, I’inverse du phénotype observé chez les souris Gdf8 KO.
Certaines analyses sur la lignée Gaspl KO viennent de débuter et portent sur la courbe de

poid, la formule sanguine et des parametres biochimiques.

Le phénotype attendu pour cette lignée Gaspl KO est une atrophie musculaire qui est le
phénotype inverse de celui observé lors de la surexpression de Gaspl. Cette surexpression
grace un promoteur fort (celui du CMV) apres injection adénovirale directement dans le
muscle (Rodino-Klapac et al., 2009) ou dans le pronucléus conduisant a 1’obtention de
lignées transgéniques (Heu, communication personnelle), entraine une augmentation de la
masse musculaire liée a I’inhibition de la myostatine (Hill e al., 2003). Le phénotype attendu
pour la lignée Gaspl KO serait dii a une augmentation de I’action de la myostatine lors de la
myogenese en raison de I’absence de 1’effet inhibiteur de Gaspl. L’absence de phénotype
pourrait indiquer une compensation de I’inactivation de Gasp! par Gasp2 qui est exprimé au
niveau du muscle squelettique feetal comme Gaspl (Trexler et al., 2002). Sa fonction est
inconnue mais il pourrait étre redondant avec Gaspl et donc compenser son inactivation.
L’invalidation de Gasp?2 et I’établissement d’une lignée murine Gaspl/Gasp2 KO permettrait

une étude phénotypique de ces génes tout en s’affranchissant de cette possible redondance.

La caractérisation de cette lignée Gaspl KO sera entreprise afin de quantifier les
modifications de taille, de type et du nombre des fibres musculaires. Une étude de la force de
préhension pourrait aussi €tre envisagée. Gaspl étant aussi exprimé dans d’autres tissus (Hill
et al., 2003) une étude anatomique et histologique de ces différents organes pourrait révéler
des modifications induites par son absence. D’autres analyses plus spécifiques de certains
organes pourraient compléter ces analyses, telles que des études comportementales (cerveau),
des tests de fertilité (testicule), des analyses respiratoires (poumon) ainsi que des analyses
hématologiques et biochimiques du sang et des urines (rein). Ces analyses apporteraient ainsi

une meilleure compréhension du role de Gaspl dans ces organes.

L’étude de lignées murines porteuses de mutations ponctuelles au sein de Gaspl pourrait
permettre d’identifier différents alléles ou ’action de Gasp1 serait altérée permettant ainsi une

meilleure compréhension de son rdle.
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La compréhension du role de Gaspl au cours du développement musculaire permettra

d’approfondir la connaissance de ce géne et de son impact lors de la myogenese.

Chez I’homme, cela pourrait ouvrir de nouvelles voies dans le traitement des myopathies qui
pour I’instant reposent sur 1’inhibition de la myostatine ou une augmentation de la follistatine.
Dans le traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne avec un anticorps anti-
myostatine ou son inactivation en modele murin, qui permet d’observer un accroissement de
la masse musculaire (Bogdanovich et al., 2002 ; Wagner et al., 2002). La myostatine a un
effet de régulation négative au niveau de la régénération musculaire de par son action sur
I’activation des cellules satellites et la migration des myoblastes et des macrophages au site de
blessure, son administration engendrant une cachexie (Zimmer et al., 2002 ; McCroskery et
al., 2005 ; Wagner et al., 2005). Son inhibition représente un traitement potentiel des
dystrophies musculaires mais aussi des pertes musculaires survenant dans d’autre maladies
telles que la cachexie, certains cas de cancer ou de VIH (Gonzalez-Cadavid et al., 1998), mais
aussi celles dues a I’immobilisation ou a 1’dge. Cependant, ces traitements présentent des
effets secondaires, ceux reposant sur la follistatine provoquent un arrét dans le développement
des organes reproducteurs menant a la stérilit¢ (Guo et al., 1998). Ceux faisant appel a une
inhibition de la myostatine engendrent un affaiblissement des tendons ce qui entraine une plus

grande sensibilité aux blessures lors d’un effort (Mendias et al., 2008)

Suite aux analyses fonctionnelles chez la souris, I’implication de Gaspl dans le
développement musculaire pourrait étre démontrée de fagon plus précise grace a son
extinction ou sa surexpression. La recherche de mutations par séquencage chez les races
bovines ou d’autres animaux de rente qui possédent un fort développement musculaire, sans
que Gdf8 ne soit altéré, pourrait permettre d’identifier des mutations de Gaspl spécifique a
ces races. Ces mutations pourraient provoquer sa surexpression protéique ce qui serait
vérifiable par western blot. La recherche de telles mutations conduisant a identifier un all¢le
dominant-négatif qui provoque la surexpression de Gaspl permetterait de déterminer si
Gaspl est impliqué dans ce phénotype d’hypertrophie musculaire.

La transformation du muscle en viande fait intervenir les mécanismes de 1’apoptose et de
dégradation des fibres musculaires par des protéases. La tendreté¢ de la viande résultant de
cette maturation fait 1’objet d’étude notamment au travers des systémes protéases/anti-

protéases mis en jeu. Gaspl et Gasp2 possédant des fonctions d’inhibiteur de protéase, leur
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role dans cette transformation du muscle en viande et sa tendreté pourrait faire I’objet d’une

étude.

Pour conclure, ces travaux de thése ont apport¢ de nouvelles informations, domaines
d’expression et cinétique d’expression, sur un nouvel inhibiteur de la myostatine, ainsi que la
construction d’une lignée murine Gasp/ KO qui sera un outil précieux pour continuer 1’étude
in vivo des différentes fonctions de ce géne. Lorsque de plus amples connaissances concernant

la fonction de Gaspl chez la souris auront été obtenues, des études afin de les transférer chez

le bovin pourront alors étre envisagées.
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Annexe 1

Vérification du clone ES recombinant en 5’ et 3” par s€quengage

Gasp 5' NEO intron Ex2 Gasp 3'

A <
[ I |
bras b bras d
d'homologie d'homologie

Gasp KO CTTAGCCCOACATCCATTCCCAGT GAGGALCTTGOTGCAGGET GGGACT GOGT GTGAGT GGGGT TGGET CACAGAGAGGT CTOGGTT GOTGOGALL
& CTTAGC CCOACAT CCATTCC CAGT QAGGAACTTOGT GCAGEGT GO0ACT OOGT GTGAGT SOGGTTGOGT CACAGAGAGGT CTOOGTT GGT GOGAAC

Gasp KO TTCAGAKTAGCCTTAGAAA CANGCTTCAGGECAGAGETAGA GAGGOEGAGGT CTCCOTOGGE GOAGOOGOCG0AGCTTOCCAGACTT CATAGT
& TTCAGASTAGC CTTAGAAACAAGCTT CAGGG CAGAGGETAGAGAGGA0GAGGETCTCCOTOGGEGTTT GGAGGGGGGGGAGCTT G CAGCCTT CATAGT

Gasp KO ACAGAAAGTACAD
A ACAGAANGTACAG

Gasp KO CCCCCOCCCOCOCAGCTCACGTCOT OCAGRACGT GACAMAT GGAAGTAGCACGT CT CACTAGTCTCOT G CA GAT GGACAGCACCGCT GAGCALT GGA
B COCCOOCCCCOCAGCTCOCOTCOT OCAGOACGTGACARNT G CAAGTAGCACTT CTCACTAGT CTCOTGCA QAT GOACAGCACCOCT GAGCANT GO

Gasp KO AGCOOGTAGGCC GE0GCAGCEEC CARTAGCAGT GCTCCTTCOC CTOOECTCAGAGOCT OEMAGEGET OG0T CCOG0E0CAaECTCA
B AQCOGETAGGCCTTTOGA0CAGCAGCCANTAGCAGCTTTGCTCCTT COCTTTCTA0GCT CAGAGACT O0GAAGGACET OOETCCOGE0ECEGaCTCA

Gasp KO GOOGCO00CTCAGGEOCOG0GC000COCCOoARGETCCTCCOGAGGCCCOOCATTCTGCACOCTT CAMMAGCGCACGT CTOCCOCOCTGTTCTCCT
B GEGGCO0ECTCAGGEECEO0GCO0ECOCCCOAMGGTCCTCCOGAGGCCCOOCATTCTOCACOCTT CAMASCOCACGTCTOCCOCACTGTTCTCCT

Gasp KO CTTCCTCATCTCCAGACCTTTCGACCT GCAGC CANTAT GOGAT COGC CATT QAA CAAGAT GOATT GCACGCAGETTCTCCAGCCOCTTOGGT GGAG
B CTTCCTCATCTCCAGGCCTTTCOACCT GCAGC CANTAT GG GATCGGC CATT GAl CAAGAT GEATT GCACGCAGGTTCTCCOGCCACTTOGGT GGAG

Gasp KO AGGCTATT COGCTATGACT GGGCACALCA GACART COGCTOCT CTOATGCCOCCET OTTCCOGCTET CAGCOCAGGEGCOCCCOET
B AQOCTATTCOGCTAT GACT GO0 CA CAACAGA CART COGCTACT CT GATOCCOCCOTATTCOOGCT GT CAGCACAGGGECACCCOaT

Gasp KO AGCTTOGCOOCAANT GEGCTGACCOCTTCCTCOTOCTTTACGGTATCOCCOCTCCCAATTCOCAGC QAT COCCTTCTATCGCCTTCTT GACGAGT
c AGCTTOOCOOCAAAT GOGCTGACCOCTTCCTCAGTGCTT ACGGTATCGCCOCT CCCOATT COCAGCGCAT COCCTTCTAT COCCTT CTT GACGAGT

Gasp KO TCTTCTGAGOEGAT CARTTCTCTAGAGCTCOCT QAT CAGCCTCOACTOTOCCTTCTAGTTACCAGCCATCTOTTS GCCCCTCCCCCOTOCCTT
c TCTTCTGAGEGEAT CANTT CTCTAGAGCT CGCT QAT CAGCCTCOACT GTOCCTT CTAGTT QCCAGC CATCTGTTGTT TACCCCTCCCCOGTGoCTT

Gasp KO CCTTOACCCTOGAAGETOCCACTCCCACT OTCCTTT COTARTAAMNT GA GOARKT T GCAT COCATT GTCTGAGTAGGT GT CATT CTATT CTGGGG0G
C CCTTEACCCTOOAAGGT OCCACTCCCACTGTCCTTT COTARTAARKT GAG CAAATTGUAT COCATTGTCTGAGTAGGT GT CATT CTATT CTOGGGG

Gasp KO GTEG0GTGEGECAGGACAGCAAGOEGRAGEATT G0 GAAGACANTA
c GTEOEGET GO0ECAGEACAGCALGOEGGAGGEATTOOGAA GA CAKTA

GASP KD TAAAA T TTTCTCTCTCCCTT GAGCCT CAGC T CT G OAT GT GAC CCATCTCT GT CCT CAAGCTTCCCCTGTT GT GG CCCAGAAGCCTAT GCCARACALG
[} TAAARTTTTCTCTCTCCCTTOAGCCT CAGCT CTOOAT GTGA CCCAT CTCTOTCOT CAAGCTT CCOCTOTTET OO CC CAGAA GC CTAT G CALA CAL DT

GASP KD GECTT CAANA CAAAGT CCTTATT CT GAACT GARA GG GGG GACAA GAGTAAA CAAGT COAGCCOCCCAGCAGCT CCACACAGCCOGET GOGEGGET I
o] GOCTT CAAALCAANGT CCTTATT CT GAACT GAAGGEGGGA GAL GAGTAAL CAAGT COAGCCOCCCAGCAGCT CCACACAGCCOGOTOOGEGGTETTT

GASP KD COCCOOTCTTAGCC CAT GTOGANT GT CAGALA G OCT GAMKT CAAL GT GOGAA GEACAL GASOCCAGT GTOOT OOOGA CTAAT T CACACAGT CACTAC
[} COCCCOTCTTAGCCCATGT GOANT GT CAGAAL GG CTCAAKT CARA BT G GAA BGA CAL GAGCCCAGTOT OOT OO G0ACTART T CACACAGT CACTAC

GASF KD CTOGTOGAGOATTAGCAGCCCAGC CAGCTGCC CAGCCACACTGT GT QA CATT GT GCAAAGCAC CACA
&) CTOGTOGAGGAT TAGCAGCCCAGCCAGCTOCCCAGCCACACGOT GTOACATT OT G CAML GCAC CA CA

Les séquences réalisées (A, B, C, D) correspondent bien a celle de référence (Gasp KO), donc

ce clone s’avére bien recombinant en 5’ et 3°.
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Résumé

La formation des muscles squelettiques est un processus complexe impliquant différentes
¢tapes de différenciation, de prolifération, et de fusion ainsi que de nombreux facteurs
moléculaires. Parmi ces derniers, la myostatine (Gdf8) est un régulateur négatif de la
prolifération et de la différenciation des myoblastes, et I’absence d’une protéine fonctionnelle
conduit a une remarquable augmentation de la masse musculaire. La myostatine, membre de
la superfamille des TGFp, est secrétée sous la forme d’un précurseur. De nombreuses études
sur la voie de signalisation de la myostatine ont permis de caractériser différents inhibiteurs
de Gdf8 comme par exemple son propeptide ou la follistatine. Récemment, Gaspl a été
identifié comme nouveau partenaire de la myostatine, agissant comme un régulateur négatif
de I’action de Gdf8. Afin de mieux connaitre le réle de Gaspl, en particulier au cours de la
myogenese, nous 1’avons invalidé chez la souris par recombinaison homologue dans des
cellules souches embryonnaires. L’établissement des souris knockout Gaspl”™ nous permet
maintenant d’aborder les aspects fonctionnels du géne Gaspl. Des études préliminaires
révelent que les homozygotes sont viables et ne présentent pas de défauts de croissance.
D’autre part, I’expression de Gaspl a été étudiée de manicre spatio-temporelle au cours du
développement embryonnaire grace a des expériences d’hybridation in situ sur des embryons
murins in toto et quantifiée en PCR quantitative au cours de la prolifération et différenciation
myogénique.

Mots-clés: Gaspl, myostatine, mod¢le animal, développement musculaire

Abstract

Skeletal muscle formation is a complex process that involves the proliferation, alignment and
fusion of myogenic precursor cells to form multinucleated myotubes that will subsequently
mature into muscle fibers. A number of regulatory factors involved in these different steps
have been identified. Among them, Myostatin (Gdf8), a member of TGFp super-family is a
negative regulator of myoblast proliferation and differentiation. The lack of a functional
protein leads to remarkable muscle mass growth. Several Gdf8 inhibitors like the propeptide
or the follistatin protein. Recently, Gaspl was identified as a new myostatin partner, acting as
a negative regulator of myostatin activity. To get more insights on Gaspl functions, especially
in myogenesis, we have used homologous recombination to effect the targeted disruption of
the Gasp-1 gene in mouse embryonic stem cells. Gaspl”™ knock-out mouse provides us an
excellent tool to conduct functional studies. Preliminary analyses show the viability of
homozygotes without growth defects. In parallel, Gaspl expression has been studied in
spatio-temporal manner during embryogenesis by in situ hybridization on mouse embryo and
quantified by quantitative PCR during myogenic proliferation and differenciation.

Key words: Gaspl, myostatin, animal model, muscular development
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