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INTRODUCTION GENERALE

Indispensable a la vie chez les mammiferes, le tissu musculaire représente prés de la moitié de la
masse du corps. La capacité de transformer I'énergie chimique en énergie mécanique lui permet
d’exercer un grand nombre de fonctions allant de la motricité jusqu’a la respiration. De la
spécification des cellules précurseurs a la maturation des fibres musculaires, la myogenese est
orchestrée par de nombreux facteurs moléculaires dont chacune des actions qu’ils exercent est

extrémement régulée (Buckingham, 2006, Bentzinger et al., 2012).

Parmi ces facteurs moléculaires, la myostatine est un régulateur négatif important de la
prolifération et de la différenciation des cellules musculaires si bien que la perte de la protéine
fonctionnelle conduit a une augmentation spectaculaire de la masse musculaire (McPherron et al.,
1997). En agronomie, les bovins présentant un phénotype hypermusclé dii a des mutations « perte
de fonction » du géne de la myostatine sont sélectionnés depuis longtemps puisqu’ils présentent un
intérét économique évident du fait de leur potentiel a produire une quantité plus importante de
viande (Kambadur et al., 1997, McPherron et Lee, 1997). Chez la souris, cette invalidation du gene
myostatine conduit a une hyperplasie (augmentation du nombre) et a une hypertrophie
(augmentation de la taille) des fibres musculaires, responsables de I'augmentation importante de la

masse musculaire.

Chez ’'homme, I'atrophie musculaire ou la perte de masse musculaire est un caractére commun
a la plupart des dystrophies musculaires, mais aussi a la cachexie cancéreuse, a l'insuffisance
cardiaque ou au syndrome d’immunodéficience acquise (Bonaldo et Sandri, 2013, Romanick et al.,
2013). En outre, cette perte excessive de masse musculaire peut augmenter la morbidité et nuire a
I'efficacité des traitements thérapeutiques. Par conséquent, il existe un intérét évident a développer
des stratégies favorisant la croissance musculaire aussi bien dans le cadre thérapeutique, afin de
mettre en place des traitements efficaces contre les pathologies musculaires citées, que dans le

cadre agronomique, pour le déterminisme génétique des caractéres liés a la quantité des viandes.

Depuis sa découverte en 1997, la myostatine reste a ce jour le plus puissant inhibiteur du
développement musculaire (McPherron et al., 1997). Fort de ce constat, bon nombre de stratégies
thérapeutiques visant a augmenter la masse musculaire sont maintenant développées pour inhiber
son action, soit par ciblage direct du géne, soit par I'utilisation de ses inhibiteurs naturels tels que la
follistatine, ou artificiels comme la protéine sActRIIB-Fc, notamment chez les souris mdx (Muscular

Dystrophy X-linked) (Bogdanovich et al., 2002, Wagner et al., 2002, Nakatani et al., 2008). Ces souris



présentent un déficit en dystrophine, similaire a celui observé dans la myopathie de Duchenne,
maladie neuromusculaire la plus fréquente chez I’enfant. Différents projets actuellement soutenus
par I'Association Frangaise contre les Myopathies (AFM), consistent a analyser le bénéfice apporté
par l'inhibition de la myostatine dans de telles pathologies. Ainsi, I'action de la protéine sActRIIB-Fc,
couplée a celle d’un adénovirus associé (AAV)-U7 qui restaure par saut d’exon la dystrophine, permet
d’augmenter la masse musculaire et d’améliorer sa fonction chez les souris mdx (Hoogaars et al.,
2012). L'inhibition de la myostatine par cette protéine artificielle s’avere étre aussi une méthode

prometteuse dans le traitement des cachexies cancéreuses (Zhou et al., 2010).

L'inhibition exercée par la myostatine est telle qu’elle est dépendante d’une régulation
physiologique trés fine, majoritairement effectuée par ses inhibiteurs tels que son propeptide, la
follistatine ou GASP-1, une protéine sécrétée a multiples domaines majoritairement retrouvés dans
les inhibiteurs de protéases (Lee et McPherron, 2001, Thies et al., 2001, Hill et al., 2003). Bien que de
nombreuses analyses aient été menées sur l'inhibition de la myostatine induite par son propeptide
ou par la follistatine, les quelques études concernant la protéine GASP-1 se sont principalement
concentrées sur la caractérisation fonctionnelle de ses domaines anti-protéases (Trexler et al., 2001,

Trexler et al., 2002, Nagy et al., 2003, Liepinsh et al., 2006).

En 2006, I'équipe du Pr Véronique Blanquet au sein de I'Unité de Génétique Moléculaire
Animale initie I'analyse fonctionnelle de la protéine GASP-1 et de son paralogue GASP-2 au cours du
développement musculaire squelettique. Dans cet objectif, différentes stratégies d’invalidation ou de
surexpression de ces genes sont mises en place chez la souris. Au commencement de ma thése en
2010, I'équipe vient de générer différentes lignées de souris transgéniques surexprimant le géne
Gasp-1. Je participe alors aux analyses phénotypiques de ces souris. L'ensemble des lignées
présentant un phénotype musculaire similaire, nos efforts se sont concentrés sur la caractérisation
de la lignée surGasp1-20 dont le phénotype est le plus marqué. La lignée surGasp1-20 présente une
augmentation globale du poids des muscles squelettiques et une hypertrophie de I'ensemble des
fibres musculaires, conséquences d’une inhibition de la myostatine (Monestier et al., 2012b).
Pourtant, a la différence des souris Mstn 7~ dont le géne de la myostatine est invalidé, le nombre total
de fibres des souris surGasp1-20 et leur métabolisme ne présentent pas de variation par rapport aux
souris sauvages. Aucune variation morphologique sur I'ensemble des autres organes n’a été
observée. L'ensemble des analyses réalisées nous laisse alors supposer que la surexpression de

Gasp-1 dans nos lignées transgéniques n’a pas d’effet sur le développement musculaire prénatal.

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires régulés par la protéine GASP-1 au sein de ces

lignées, j'ai développé une étude in vitro des cellules myoblastiques dérivées des cellules satellites de



la lignée surGasp1-20, appelées cellules S20. Comme attendu, les premiéres analyses phénotypiques
de ces cultures primaires ont révélé une augmentation des processus de prolifération et de
différenciation des cellules S20 par rapport aux sauvages, cependant moindre que celle observée sur
les cellules issues des souris Mstn 7. Différents travaux ont montré que la myostatine régule les
processus myogéniques selon trois voies : elle active la voie des SMADs et les voies des MAPKs
ERK1/2 et p38, et elle inhibe la voie Akt, ceci aboutissant a l'inhibition globale des processus
myogéniques (Langley et al.,, 2002, Philip et al.,, 2005, Yang et al., 2006, Yang et al., 2007,
Trendelenburg et al., 2009). Notre intérét s’est donc porté sur les cascades de signalisation mises en
jeu par la myostatine et GASP-1 dans les cellules primaires et sur les génes dérégulés en aval de ces
cascades, afin d’expliquer le phénotype intermédiaire obtenu (Brun C et al., soumis dans Skeletal

Muscle Journal).

Au cours de la caractérisation des cellules, nous avons mis en évidence une surexpression de la
myostatine, aussi observée au sein de la lignée murine surGaspl-20. Pour expliquer un tel
phénomene, deux hypotheses de travail ont été proposées. Notre premiere hypothése consiste a
penser que la surexpression de Gasp-1 est telle qu’elle induit I'autorégulation de la myostatine
(Forbes et al., 2006). Pour le vérifier, j’ai réalisé le clonage du promoteur de la myostatine en amont
de la luciférase afin de tester son activité dans nos cellules S20 par rapport aux cellules sauvages. La
seconde hypothése consiste a penser que la surexpression de Gasp-1 dérégule I'expression de
certains miARNs impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de la myostatine. Pour les
identifier, j’ai donc créé une carte TLDA (Tagman Low Density Array) dont les sondes ont été

spécifiguement sélectionnées d’apres un crible bibliographique (Brun C et al., en préparation).

Enfin, j'ai réalisé une étude structure-fonction de la protéine GASP-1 (Brun et al., 2012).
L'émergence de l'industrie biopharmaceutique représente une révolution majeure pour la médecine
moderne a travers le développement de protéines thérapeutiques recombinantes. La demande
croissante pour ces traitements impose une évolution technologique constante afin d’accroitre les
rendements des produits tout en préservant leurs propriétés dont la glycosylation. En effet, la
glycosylation influence I'activité biologique, la demi-vie sérique mais aussi I'immunogénicité de la
protéine recombinante. Ainsi, connaitre I'état de glycosylation de la protéine GASP-1 et I'influence de
la glycosylation sur son activité est une étape essentielle avant d’envisager une éventuelle

production de la protéine dans un objectif thérapeutique.



L’ensemble de ces résultats sera présenté dans la deuxiéme partie de mon
manuscrit sous forme de trois articles commentés apres avoir décrit dans une premiere
partie les connaissances sur la myogenese du muscle squelettique chez les vertébrés, les
mécanismes moléculaires régulant la masse musculaire et les protéines GASPs. Enfin, la
troisieme partie de mon manuscrit sera dédiée a une discussion prospective sur la (les)

fonction (s) de la protéine GASP-1.
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EXPOSE BIBLIOGRAPHIQUE

Représentant 40 a 50 % de la masse corporelle totale chez 'Homme, le muscle est un tissu
contractile dédié aux mouvements et au métabolisme énergétique. Au regard de leurs
caractéristiques structurales et fonctionnelles, trois types de muscles peuvent se distinguer : lisse,
cardiaque et squelettique. Les cellules musculaires lisses sont localisées dans la lumiére des organes
creux comme les vaisseaux sanguins ou les tractus gastro-intestinaux et respiratoire. Les cellules
musculaires cardiaques, uniquement retrouvées dans le coeur, fournissent la force nécessaire pour
propulser le sang a travers le systeme circulatoire. Les muscles lisses et cardiaque sont dits
involontaires, c’est-a-dire que leur contraction est dépendante d’impulsions inconscientes. lls
participent a des fonctions vitales de I'organisme, telles que la circulation sanguine, la digestion ou la
respiration. A linverse, le muscle squelettique est dit volontaire puisque sa contraction,
coordinatrice des mouvements et de la motricité, est contrélée par le systéme nerveux central.
Comme les cellules du muscle cardiaque, les cellules musculaires squelettiques apparaissent striées

du fait de leurs arrangements cytosquelettiques et présentent un profil en bandes lorsqu’elles sont

observées par microscopie (Figure 1).

a. Muscle squelettique Muscle cardiaque Muscle lisse

Striations

Noyau

Striations :
Disques

intercalaires Noyau

FIGURE 1. LES DIFFERENTS TYPES DE CELLULES MUSCULAIRES. (a) Microscopie optique des sections
longitudinales colorées en hématoxyline/éosine de chaque type de fibres musculaires (rose) et leurs
noyaux (violet). (b) Représentation schématique de chaque type de cellules musculaires. Les fibres
musculaires squelettiques sont des cellules longues, multinucléées et striées. Les cellules cardiaques
sont des cellules striées de un a deux noyaux, séparées par des disques intercalaires permettant la
communication cellulaire et une contraction synchronisée. Les cellules musculaires lisses sont
mononucléées, longues et en forme de fuseau.



Myogenése du muscle squelettique chez les vertébrés

Structure et fonction du muscle squelettique

Comme leur dénomination le suggére, les muscles squelettiques sont ancrés a un os au
minimum par des faisceaux de fibres de collagene formant les tendons. Le muscle squelettique est
composé de dizaines a centaines de fibres musculaires cylindriques, aussi appelées myofibres,
mesurant de 10 a 100 um de diamétre et quelques centimétres de longueur. Ces cellules
multinucléées résultent de la fusion de cellules progénitrices du muscle, lors de I’'embryogenese ou
de la réparation du muscle adulte. Chaque myofibre est entourée par une fine couche de tissu
conjonctif appelée endomysium (ou lame basale). Environ 20 a 80 fibres musculaires ou myofibres,
sont regroupées parallélement en faisceaux, ou fascicules musculaires, entourés par le périmysium.
Chaque muscle est ainsi formé par un ensemble de faisceaux musculaires enfermés dans un dernier
tissu conjonctif, véritable prolongement des tendons, I'épimysium ou fascia. Les différentes couches
de tissus conjonctifs forment a la fois le cadre et les points d’ancrage des fibres musculaires

(Figure 2 a).

La fibre musculaire est elle-méme constituée d’'un grand nombre de myofibrilles alignées,
entourées par le sarcolemme et intégrées dans le réticulum sarcoplasmique. Une série de bandes
claires et sombres perpendiculaires a leur axe longitudinal constitue la caractéristique microscopique
la plus frappante des myofibrilles et des muscles striés. Les myofibrilles sont les unités contractiles de
la fibre musculaire. Chacune d’entre elles contient de nombreuses structures fonctionnelles : les
filaments fins et les filaments épais. Ces filaments sont disposés de facon répétitive sur toute la

longueur de la myofibrille et constituent le sarcomere (Figure 2 b) (Sanger et al., 2010).

Situé au milieu de chaque sarcomere, les filaments épais sont presque exclusivement composés
de la protéine motrice, la myosine. Leur arrangement parallele et parfaitement ordonné produit une
large bande sombre connue sous le nom de bande A. Recouvrant une partie des filaments épais, les
filaments fins se composent de la protéine cytosquelettique actine, ainsi que deux autres protéines,
la troponine et la tropomyosine, jouant un réle majeur dans la régulation de la contraction. Chaque
sarcomére contient deux séries de filaments fins ancrés a un réseau de protéines constituant la
ligne Z. Deux lignes Z successives définissent les frontieres d’un sarcomére. La bande claire se situant
entre les bandes A de deux sarcomeéres adjacents est appelée bande |. Enfin, une bande étroite et
sombre nommée ligne M correspond aux protéines qui lient les régions centrales des filaments épais

(Figure 2 b, c) (Huxley, 1985, Sanger et al., 2010).



Axone du
motoneurone

Vaisseau sanguin
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fibre musculaire

Noyau
Sarcolemme
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FIGURE 2. ANATOMIE DU MUSCLE SQUELETTIQUE ET STRUCTURE DE LA MYOFIBRE. (a) Le muscle
squelettique contient un grand nombre de myofibres comprises en fascicules et entouré de tissus
conjonctifs. Les myofibres sont des cellules multinucléées constituées de filaments fins et filaments
épais établissant la myofibrille, véritable unité contractile du muscle. (b) Photographie en microscopie
électronique de 'organisation ultrastructurale des sarcomeres organisés en paralléle. (c) Représentation
schématique du sarcomére. Le sarcomére comprend des filaments fins d’actine, des filaments épais de
myosine, ainsi qu’une protéine géante et filamenteuse, la titine. Les filaments fins sont ancrés au niveau
de la ligne Z, ou ils sont réticulés par I’ a-actinine. Les filaments épais sont situés au centre du sarcomere
et constituent la bande A. La ligne M est la bande sombre correspondant aux régions centrales des
filaments épais adjacents. La bande | est la région claire ou les filaments fins ne sont pas recouverts par
les filaments épais. (Adaptée de Ottenheijm et al. (2008))



La contraction des muscles squelettiques induite par les myofibrilles est dépendante de
I’augmentation du taux de calcium intracellulaire (Ca%*). La concentration de Ca?* cytosolique est
controlée par des évenements électriques sur la membrane plasmique des myofibres. En effet,
chaque fibre musculaire est innervée par un motoneurone au niveau de la jonction neuromusculaire
(Hirsch, 2007). Lorsqu’un potentiel d’action arrive, le motoneurone libére de I'acétylcholine (ACh) a
la jonction neuromusculaire entrainant une dépolarisation de la membrane plasmique de la fibre.
Cette dépolarisation conduit a la libération de Ca?* du réticulum sarcoplasmique vers le cytoplasme,
conduisant a la contraction musculaire par raccourcissement des sarcomeres (Schiaffino et Reggiani,
2011). Le raccourcissement des sarcomeéres est induit par le glissement des filaments fins sur les

filaments épais tout au long de la myofibrille (Huxley, 1969).

Les muscles squelettiques étant adaptés a différents types de mouvements comme la
locomotion, le maintien de la posture ou la respiration, ils ne partagent pas tous les mémes
caractéristiques concernant la mécanique et le métabolisme de leurs fibres. En effet, les fibres
musculaires sont classées en fonction de leurs vitesses maximales de raccourcissement : rapide ou
lente, et en fonction de la voie métabolique principalement utilisée pour produire de I'ATP:
oxydative ou glycolytique (Tableau 1) (Schiaffino et Reggiani, 2011). La vitesse de contraction dépend
de l'isoforme exprimée de chaine lourde de myosine (MyHC) et de son activité ATPasique. Ainsi, les
fibres contenant des myosines avec une forte activité ATPasique sont classées parmi les fibres a
contraction rapide ou de type ll. En revanche, les fibres dont les myosines ont une faible activité

ATPasique sont définies comme des fibres lentes ou de type .

Une autre facon de classer les fibres musculaires squelettiques est de considérer le type de voie
métabolique majoritaire utilisé pour synthétiser I’ATP. Les fibres lentes ou de type | apparaissent
rouges car elles sont entourées d’un réseau capillaire dense pour drainer la myoglobine liée a
I’oxygéne ainsi que les nutriments essentiels a la production d’ATP. Elles contiennent de nombreuses
mitochondries ce qui les classe parmi les fibres oxydatives. Ces fibres de type | sont résistantes a la
fatigue et impliquées dans des mouvements réguliers et prolongés. Les fibres a contraction rapide ou
de type Il sont classées en deux catégories en fonction de leur fatigabilité. Les fibres de type lla
partagent certaines caractéristiques avec les fibres lentes : elles reposent aussi sur le métabolisme
oxydatif mais possedent une quantité abondante de glycogene et contiennent plus de
mitochondries. Elles sont utilisées pour des activités a long terme et des contractions rapides. Les
fibres de type Ilb/x reposent sur le métabolisme glycolytique utilisant le glycogéne stocké comme
source d’énergie. Elles ont peu de mitochondries, un réseau sanguin environnant faible et sont plus
facilement fatigables. Elles apparaissent blanches en raison de leur faible teneur en myoglobine. Ces

fibres sont mieux adaptées pour des actions rapides et intenses (Tableau 1) (Westerblad et al., 2010).
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TABLEAU 1. CLASSEMENT DES FIBRES MUSCULAIRES SELON LEURS CARACTERISTIQUES
STRUCTURALES, METABOLIQUES ET FONCTIONNELLES.

|
Lente — Oxydative Rapide — Oxydative Rapide — Glycolytique

Caractéristiques Type | Type lla Type llb/x

Structurales

Isoformes de MyHC MyHC | MyHC lla MyHC 1lb ou lIx
Mitochondries Nombreuses Nombreuses Rares
Réseau sanguin Dense Dense Pauvre

Métaboliques

Métabolisme Oxydatif Oxydatif / Glycolytique Glycolytique
Activité ATPasique Faible Elevée Elevée
Contenu en myoglobine Elevé Elevé Faible
Contenu en glycogene Faible Elevé Elevé

Fonctionnelles

Vitesse de contraction Lent Rapide Rapide

Fatigabilité Lent Intermédiaire Rapide

ATP, adénosine triphosphate ; MyHC, myosin heavy chain

La structure du muscle squelettique des vertébrés est donc complexe, composée d’unités
fonctionnelles discretes mais essentielles pour produire I'énergie nécessaire aux mouvements de
I'organisme. La génération de ce coeur fonctionnel jusqu’au muscle entier, ou myogenése, dépend
d’une série d’évenements morphogénétiques tres régulés au cours du développement embryonnaire
et qui varient considérablement en fonction du type de muscle formé. La myogenese se définit donc

comme I'ensemble des étapes nécessaires a |I’édification et au développement du tissu musculaire.



Développement embryonnaire des muscles

Bien que le développement myogénique soit le méme pour I'ensemble des muscles
squelettiques, l'initiation du programme myogénique est différente selon I'origine des cellules
progénitrices (Mootoosamy et Dietrich, 2002). Au cours de I'embryogenése des vertébrés, les cellules
progénitrices qui constitueront les futurs muscles squelettiques du tronc et des membres se forment
a partir du mésoderme paraxial. En revanche, certains muscles de la téte, aussi appelés cranio-
faciaux, qui regroupent les muscles extra-oculaires, axiaux, pharyngo-lingual et les muscles issus des
arcs branchiaux, prennent leur origine au sein du mésoderme cranial et non segmenté, des somites
pré-otiques et du mésoderme préchordal (Noden et Francis-West, 2006, Kuratani, 2008). Les
cascades de signalisation initiant le lignage myogénique different donc entre les deux catégories de
muscles (Figure 3) (Sambasivan et al., 2009). Les muscles du tronc et des membres sont dépendants
de I'expression de Pax3 (paired box protein 3) alors que le facteur indispensable a la formation des

muscles de la téte est Pitx2 (pituitary homeobox 2) (Shih et al., 2008, Sambasivan et al., 2011a).

_________________________________________________

i Extraocular !iTongue and ii Branchial arches |
E muscle i! laryngeal muscle ! ]
| PITX2 1 PITX2, |15PITX2 <=2 TBX1 |
: 6 : i @ ’." :E ; % "".. ‘ :
{ MYF5 or MRF4 { MYF5:>MYOD i: MYFS—>A¢YODE
| MYOD t !
E Myogenin E

. i Limb muscles

i SIX1 or SIX2 and , : E
| EYAlor EYAZ\—»/PAX3 : ; MYFS :
| | 1 ]
: MYF5or MRF4 | : MYOD !
i ¥ X\ ! : :
: MYOD ==> Myogenin ' E Myogemn !

FIGURE 3. APERCU DES DIVERS RESEAUX GENETIQUES REGULANT LE DEVENIR DES FUTURES CELLULES
MUSCULAIRES SQUELETTIQUES. Toutes les cellules musculaires expriment le méme jeu de facteurs
myogéniques (Myf5, MRF4, MyoD et myogénine) indispensables a la différenciation myogénique. Les
autres facteurs, exprimés plus précocement, refletent des différences spécifiques du lignage cellulaire.
Le programme myogénique des muscles extra-oculaires, de la téte et des arcs branchiaux est
principalement initié par le facteur Pitx2. Les muscles du tronc et des bourgeons des membres dérivent
tous des somites du tronc et l'initiation de leur différenciation est sous la dépendance des facteurs Pax3,
Six et Eya. Les lignes pleines représentent un contrdle direct, les lignes en pointillés correspondent a un
controle indirect. Eya, eyes absent homolog protein; Mrf4, myogenic regulatory factor 4; MyoD,
myoblast determination protein 1 ; Myf5, myogenic factor 5 ; Pax3, paired box protein 3 ; Pitx2, pituitary
homeobox 2 ; Six, sine oculis homeobox homolog protein; Tbx1, T-box transcription factor 1. (D’apres
Braun et Gautel (2011))
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Des somites aux bourgeons des membres

Chez tous les vertébrés, le développement embryonnaire se caractérise par une différenciation

bilatérale progressive du mésoderme paraxial ou mésoderme pré-somitique non segmenté (PSM) en

somites de part et d’autre du tube neural, de la téte vers la queue de I'embryon (Aulehla et Pourquie,

2006) (Figure 4 a). Les somites sont des structures épithéliales transitoires qui donneront naissance

aux muscles squelettiques, au squelette axial et a une partie du derme (Dequeant et Pourquie, 2008).

La somitogeneése est un processus rythmique, extrémement fin et régulé par un oscillateur

moléculaire comparable a une horloge qui entraine la formation périodique des somites a partir du

PSM. Cette production rythmique des somites a inspiré le modele théorique « clock and wavefront »

(Figure 4 b) (Cooke et Zeeman, 1976).
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FIGURE 4. MODELE DE LA SOMITOGENESE CHEZ LES VERTEBRES. (a) Vue dorsale d’un embryon
présentant les somites et le mésoderme paraxial (PSM) autour de I'axe du tube neural et les différentes
phases permettant la formation des somites a partir du PSM. Les fleches indiquent le mouvement suivi
par des cellules du bourgeon de la queue pour former le PSM. (b) (A-D) Domaines d’expression des
molécules clés impliquées dans la somitogenése. L’expression des genes Wnt3a (A), Fgf8 (B), Raldh2 (C)
et Mesp2 (D) est analysée par hybridation in situ. Les astérisques correspondent aux somites néoformés.
(E) Représentation schématique du modéle théorique « clock and wavefront ». Les gradients
antagonistes de FGF/Wnt (violet) et de I'acide rétinoique (vert) positionnent le front de détermination.
Le signal périodique induit par I'horloge moléculaire est indiqué en orange. Fgf, fibroblast growth
factor; Lnfg, lunatic fringe; Mesp2, mesoderm posterior protein2; Raldh, retinaldehyde
dehydrogenase. (Adaptée de Dequeant et Pourquie (2008) et Pourquie (2011))
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L’existence de cet oscillateur moléculaire couplé a la somitogenése a été démontrée in vivo pour
la premiere fois par I'équipe d’Olivier Pourquié grace a l'analyse de I'expression du facteur de
transcription hairyl sur des embryons de poulet (Palmeirim et al., 1997). A chaque cycle de
somitogenese, |'expression de hairyl commence dans la partie postérieure du PSM avant de
remonter progressivement vers les cellules plus antérieures, ce phénomeéne étant comparable a une
onde d’expression génique traversant le PSM (Palmeirim et al., 1997). Grace a des stratégies
microarrays, les études ultérieures ont permis de montrer la conservation de cet oscillateur
moléculaire a travers les espéces, et d’identifier de nombreux autres génes impliqués dans ce
processus spatio-temporel et liés aux voies de signalisation Notch, Wnt/B-caténine et FGF (fibroblast
growth factor) (Figure 4 b) (Dequeant et al., 2006, Krol et al., 2011). Du fait de cette expression
périodique, ces genes sont dits cycliques. Les gradients antagonistes des voies de signalisation des
FGF/Wnt/B-caténine et de I'acide rétinoique sont établis en réponse a I'expression de ligands
sécrétés tels que Fgf8 ou Wnt3a et positionnent le front de détermination, véritable frontiere entre
le PSM et les futurs somites (Figure 4 b A-B) (Aulehla et Pourquie, 2008). Situées dans la partie
postérieure du PSM, les cellules exposées a de fortes concentrations de FGF et Wnt se maintiennent
dans un état indifférencié et immature (Aulehla et Pourquie, 2010). Ces voies de signalisation
controlent l'activité périodique de la voie Notch, qui a son tour, régule I'expression de génes
cycliques impliqués dans la formation des somites (Hofmann et al., 2004). Une fois le départ des
cellules du PSM postérieur effectué, I'expression des genes cycliques stoppe et I'laugmentation du
taux d’acide rétinoique établit la polarité des somites (Figure4 b C). La transition de |'état
indifférencié des somites a un état dit compétent est liée a I'activation de Mesp2. La bande
d’expression de Mesp2 formée au niveau du PSM antérieur en réponse au signal périodique induit

par I’horloge moléculaire définit les futures limites du somite (Figure 4 b D).

La myogenese squelettique est initiée suite a la spécification des cellules somitiques,
spécification dépendante de signaux moléculaires émis par les structures avoisinantes que sont la
notochorde, le tube neural, le mésoderme latéral et I’ectoderme dorsal (Figure 5) (Buckingham et al.,
2003, Bryson-Richardson et Currie, 2008, Bentzinger et al., 2012). Cet événement conduit a la
régionalisation dorso-ventrale des somites. Le compartiment ventral donnera le sclérotome a
I'origine des os et des cartilages. Le compartiment dorsal donnera le dermomyotome subdivisé selon
leur position anatomique en deux régions : épaxiale et hypaxiale, participant a la mise en place des
muscles du dos d'une part, et des muscles des membres et du tronc d’autre part. La
compartimentation des somites est orchestrée par la signalisation moléculaire des tissus
environnants majoritairement exercée par les voies des Wnts, de Shh (Sonic hedgehog), de Notch et

des TGF-B (transforming growth factor-B) (Figure 5) (Marcelle et al., 1997).
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Essentielles a la détermination myogénique, les protéines Wnts agissent par I'intermédiaire de
leur voie canonique liée a I'activation du complexe B-caténine/TCF (T-cell factor), ou de leurs voies
non canoniques (von Maltzahn et al., 2012). Les protéines Wntl et Wnt3a sécrétées par la région
dorsale du tube neural et les protéines Wnt4, Wnt6 et Wnt7a sécrétées par I'ectoderme spécifient le
compartiment dorsal des somites et permettent ainsi la formation du dermomyotome (Figure 5)
(Tajbakhsh et al., 1998, Otto et al., 2006). Sécrétée a partir du plancher du tube neural et de la
notochorde, la protéine Shh régule quant a elle la spécification du dermomyotome épaxial et du

sclérotome (Figure 5) (Zhang et al., 2001, Anderson et al., 2012).
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FIGURE 5. REPRESENTATION SCHEMATIQUE D’UNE COUPE TRANSVERSALE D’EMBRYON AU STADE
PRECOCE DE LA SOMITOGENESE. Les morphogénes sécrétés des différents domaines de I'embryon
régionalisent les somites précoces pour former les futurs dermomyotome et sclérotome. Les facteurs
Wnts sont sécrétés de |I'ectoderme de surface et du c6té dorsal du tube neural et participent activement
a la formation du dermomyotome. Sécrété du plancher du tube neural et de la notochorde, Shh permet
la spécification du dermomyotome épaxial et du sclérotome. L'action conjointe du TGF-f BMP-4 et de
son inhibiteur Noggin sécrétés de la notochorde et de la plaque latérale du mésoderme respectivement
participent a cette régionalisation. BMP, bone morphogenetic protein; DM, dermomyotome ; MyoD,
myoblast determination protein 1; Myf5, myogenic factor 5 ; Pax, paired box protein ; SC, sclérotome ;
Shh, sonic hedgehog ; TGF, transforming growth factor.

A l'inverse des protéines Wnts et Shh qui régulent positivement la spécification cellulaire, les
facteurs BMPs (bone morphogenetic proteins) et le récepteur Notch ont plutot un réle inhibiteur sur
I'expression des facteurs myogéniques (Figure 5). lls maintiennent les cellules dans un état
indifférencié et favorisent ainsi I'expansion du pool de cellules progénitrices plutét que leur
différenciation (Pourquie et al., 1995, Hirsinger et al., 1997, Hirsinger et al., 2001, Schuster-Gossler et
al., 2007). Quoi qu’il en soit, I'ensemble de ces voies de signalisation régule I'expression de différents
facteurs clés dans la détermination des cellules myogéniques, notamment les facteurs de
transcription Pax3 et Pax7 (Buckingham et Relaix, 2007). En effet, les cellules du dermomyotome a
I'origine des futures cellules musculaires se distinguent par I'expression de ces facteurs de

transcription (Jostes et al., 1990, Goulding et al., 1991).
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Aux alentours du 10°™ jour de développement embryonnaire (E10.0) chez la souris et sous
I'influence de nouveaux signaux, ces cellules progénitrices du muscle subissent une délamination du
dermomyotome hypaxial permettant leur migration vers les bourgeons des membres ou elles se

différencieront enfin pour former les premiéres fibres musculaires (Figures 6) (Buckingham et al.,

2003).
i , Ectoderme
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FIGURE 6. REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA FORMATION DU MUSCLE SQUELETTIQUE DES
SOMITES JUSQU’AUX BOURGEONS DES MEMBRES. Durant 'embryogenése des vertébrés, le muscle
squelettique se forme a partir du mésoderme paraxial qui se segmente en somites de part et d’autre de
la notochorde et du tube neural au cours de la somitogenese. La fraction dorsale des somites, ou
dermomyotome, participe a la formation du derme et des muscles squelettiques. Cette spécification des
cellules somitiques est dépendante de signaux moléculaires émis par les structures avoisinantes
(notochorde, tube neural et ectoderme dorsal). Le dermomyotome peut étre divisé en deux régions,
épaxiale et hypaxiale, selon leurs positions anatomiques. Sous l'influence de nouveaux signaux, les
cellules du dermomyotome hypaxial subissent une délamination autorisant leur migration vers les
bourgeons des membres. Ces cellules activent alors leur programme myogénique suite a la
détermination, elles proliferent et se différencient pour permettre la formation du muscle squelettique.
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La délamination est indissociable de I'expression du récepteur a activité tyrosine kinase c-Met
induite par Pax3 dans les cellules épithéliales du dermomyotome et de son ligand HGF/SF
(hepatocyte growth factor/scatter factor) par les cellules mésenchymateuses des bourgeons des
membres (Figure 6) (Bladt et al., 1995, Brand-Saberi et al., 1996b, Epstein et al., 1996). Il a d’ailleurs
été montré que les mutants murins pour les génes c-Met et HGF/SF présentent des phénotypes
similaires correspondant a une absence complete des muscles des membres, conséquence de
I'incapacité des cellules du dermomyotome hypaxial a se détacher (Tableau 2) (Bladt et al., 1995,
Uehara et al., 1995). Par ailleurs, les souris mutantes pour la protéine GAB1 (Growth factor Receptor
Bound protein 2 (GRB2)-associated binder-1), partenaire intracellulaire direct du récepteur c-Met,
présentent un phénotype assez proche des souris c-Met 7, confirmant le role indispensable de ces

protéines dans la délamination des précurseurs myogéniques (Tableau 2) (Sachs et al., 2000).

Une fois détachées du dermomyotome hypaxial, les cellules progénitrices du muscle migrent
vers les bourgeons des membres sous I'influence de nouvelles molécules, notamment le facteur de
transcription a homéodomaine Lbx1 (Ladybird homeobox protein homolog 1) (Figures 6 et 7).
Dépendante du facteur Pax3, I'expression de Lbx1 est spécifique des précurseurs musculaires en
cours de détachement du dermomyotome hypaxial et se poursuit tout au long de la migration de ces
cellules (Jagla et al., 1995, Uchiyama et al., 2000). L'invalidation de ce gene chez la souris entraine
une absence spécifique des muscles des membres, liée au défaut de migration des précurseurs
myogéniques (Tableau 2) (Schafer et Braun, 1999, Brohmann et al., 2000, Gross et al., 2000). En
effet, bien que la délamination des cellules progénitrices du muscle de ces mutants ait bien lieu, les
cellules restent a proximité du dermomyotome, ceci démontrant le role indispensable de Lbx1 dans

le controle de la migration cellulaire (Brohmann et al., 2000).

D’autres acteurs participent a cette transition des cellules épithéliales vers des cellules
mésenchymateuses ainsi qu’a la migration cellulaire, notamment des protéines d’adhésion cellulaire
comme la N-cadhérine ou la fibronectine, qui modulent I'adhérence des précurseurs myogéniques
aux structures embryonnaires environnantes pour permettre leur migration vers leur localisation

finale (Brand-Saberi et al., 1993, Brand-Saberi et al., 1996a).

La délamination et la migration des précurseurs myogéniques sont donc deux processus
largement controlés par I'expression de Pax3, acteur central d’un important réseau génique
complété par I'expression d’autres facteurs, notamment les génes de la famille Six (Sine oculis-
related homeobox) (Figure 7 a, b) (Bober et al., 1994, Goulding et al., 1994, Epstein et al., 1996,
Relaix et al., 2013). Les genes Six1 et Six4 sont exprimés dans les régions épaxiale et hypaxiale du

dermomyotome et présentent un réle essentiel au cours de la myogenése du muscle squelettique,
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I'invalidation de ces génes chez les souris Six1 7*/Six4 /- entraine la dérégulation de Pax3 et il en
résulte ainsi une absence de muscles dans les bourgeons des membres (Figure 7 a, b) (Tableau 2)

(Grifone et al., 2005).
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FIGURE 7. RESEAU GENIQUE IMPLIQUE DANS LA DELAMINATION ET LA MIGRATION DES
PRECURSEURS MYOGENIQUES. (a) Représentation schématique des étapes successives essentielles a la
myogenése du membre avec la délamination des cellules du dermomyotome hypaxial ¥, leur migration
dans le bourgeon du membre @, |a prolifération et I’expansion de cellules progénitrices des muscles du
membre @), et I'activation du programme myogénique grace a I'expression des génes Myf5 et MyoD “.
(b) Réseau génique impliqué dans la régulation des différentes étapes des muscles des membres. (c-e)
Analyse par immunofluorescence de I'expression des génes Pax3 (vert) (c) et Myf5 (rouge) (d) sur des
sections transversales du bourgeon du membre d’une souris sauvage a E10.5, et fusion (e) des images
Pax3 et Myf5 pour l'analyse de colocalisation de I'expression de ces génes. Grossissement x 200.
D, dorsal ; Dt, distal; Lbx1, Ladybird homeobox protein homolog 1; MyoD, myoblast determination
protein 1 ; Myf5, myogenic factor 5 ; nt, neural tube ; Pax3, paired box protein 3 ; Pr, proximal ; Six, Sine
oculis-related homeobox ; V, ventral. (D’apres Anderson et al. (2012))

Cette absence de muscles au sein des bourgeons est directement liée a un défaut de
délamination et de migration des précurseurs myogéniques. Ce phénotype est d’ailleurs retrouvé
chez les souris Pax3 7, témoignant du réle indispensable de ce facteur de transcription dans les
premiéres étapes de la myogenése des muscles squelettiques des membres (Tableau 2) (Bober et al.,

1994, Epstein et al., 1996, Tajbakhsh et al., 1997).

De plus, en régulant I'expression du géne Myf5, les facteurs de transcription Pax3 et Six1/4 ont
un role indispensable dans l'initiation de la différenciation myogénique terminale (Giordani et al.,

2007, Daubas et Buckingham, 2013).
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TABLEAU 2. LISTE NON EXHAUSTIVE DES PHENOTYPES ASSOCIES AUX KNOCKOUT DE GENES
IMPLIQUES DANS LA MYOGENESE PRECOCE DES MUSCLES SQUELETTIQUES DES MEMBRES.

Familles Phénotypes observés Références
Pax3 FT paired box Absence de muscles des membres (Bober et al., 1994)
Six1, Six4 FT a homéodomaine Absence de muscles des membres (Grifone et al., 2005)

Absence de muscles des membres résultant

c-Met Récepteur a tyrosine kinase d'un défaut de délamination (Bladt et al., 1995)
. Absence de muscles des membres résultant (Brand-Saberi et al.,
RIEIHER FEGIELD 2 BIIEEEEE d'un défaut de délamination 1996h)
Gab1l Corécepteur de c-Met A'bsence d,e cert'alns musgles c_ies _membres (Sachs et al., 2000)
résultant d’un défaut de délamination
Lbx1 FT Absence de nombreux muscles des membres (Brohmann et al.,
résultant d’un défaut de migration 2000)
MyoD ET & domaine bHLH Léger retard du développement des muscles (Rudnicki et al.,
des membres 1992)
Myf5 FT a domaine bHLH Phénotype normal (Braun et al., 1992)
5 . P (Rudnicki et al.,
MyoD, Myf5 FT & domaine bHLH Incapacité a former des muscles des membres

1993)

bHLH, basic helix-loop-helix ; FT, facteur de transcription ; Gab1, Growth factor Receptor Bound protein 2 (GRB2)-
associated binder-1; HGF/SF, hepatocyte growth factor/scatter factor; Lbx1, Ladybird homeobox protein
homolog 1 ; Myf5, myogenic factor 5; MyoD, myoblast determination protein 1 ; Pax3, paired box 3; Six, Sine
oculis-related homeobox

En effet, les cellules progénitrices du muscle présentent aussi une faible expression du facteur
de transcription a domaine bHLH (basic helix-loop-helix) Myf5 (myogenic factor 5) (Figure 7)
(Goulding et al., 1994, Kiefer et Hauschka, 2001). Cette expression marque le premier signe de la
détermination myogénique dans les membres. En plus de la délamination du dermomyotome
hypaxial a I'origine de ces cellules myoblastiques, certaines cellules de la partie inférieure et centrale
du dermomyotome se détachent pour rejoindre une structure musculaire primitive, le myotome
(Figure 6). Au sein du myotome, les cellules engagées dans la voie myogénique expriment fortement,
en plus de Myf5, un autre facteur a domaine bHLH, MyoD (myoblast determination protein 1)
(Sassoon et al., 1989, Cinnamon et al., 2001, Ordahl et al., 2001). Cette population cellulaire sera a
I'origine des muscles foetaux et adultes du tronc et d’une fraction des cellules satellites résidentes du

muscle squelettique adulte (Gros et al., 2005, Schienda et al., 2006).

Les geénes MyoD et Myf5 appartiennent a la famille des MRFs (myogenic regulatory factors) et
sont considérés comme les marqueurs de la spécification terminale du lignage musculaire

(Tableau 2) (Rudnicki et Jaenisch, 1995).
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Différenciation myogénique terminale

La famille des genes MRFs comporte quatre membres correspondant tous a des facteurs de
transcription a domaines bHLH : MyoD (Davis et al., 1987), Myf5 (Braun et al., 1989b), myogénine
(Wright et al., 1989) et MRF4 (Rhodes et Konieczny, 1989). S’ils sont exprimés dans des lignées
cellulaires non musculaires, ils sont tous capables d’induire le programme myogénique pour les

convertir en cellules musculaires (Choi et al., 1990, Weintraub et al., 1991).

Les protéines MRFs possedent une structure particuliere qui leur permet, grace a un domaine
basique, de se fixer a ’ADN sur des séquences consensus CANNTG appelées « E-box » retrouvées au
sein des séquences promotrices de nombreux génes spécifiques du muscle (Lassar et al., 1989, Olson
et Klein, 1994, Sabourin et Rudnicki, 2000). Le domaine bHLH leur permet de s’Thomodimériser ou de
s’hétérodimériser avec d’autres facteurs a domaine bHLH comme les protéines E qui favoriseront la
liaison a ’ADN alors que les protéines Id inhiberont cette liaison (Tapscott et Weintraub, 1991). De
plus, les protéines MRFs peuvent interagir avec d’autres facteurs, membres de la famille des facteurs
de transcription portant un domaine MADS (MCM1, Agamous, Deficiens, SRF), les protéines MEF2
(myocyte specific enhancer factor-2) (Brand-Saberi et Christ, 1999). Ces protéines agissent en
coopération avec certains MRFs sur leurs cibles transcriptionnelles (Molkentin et al., 1995).
Indispensables a la formation du muscle squelettique, les MRFs possedent un profil d’expression
temporelle propre aussi bien au cours de I'embryogenése qu’au cours du développement post-natal

et adulte (Figure 8).

Au 8°™ jour du développement embryonnaire chez la souris, Myf5 est le premier MRF exprimé
(Figure 8) (Ott et al., 1991). Son expression précede celle de MyoD, dont I'expression débute au
jour E10.5 (Sassoon et al., 1989). Malgré des fonctions indispensables au développement musculaire,
les embryons murins MyoD 7~ et Myf5 7 ne présentent pas en apparence de phénotype musculaire
particulier, suggérant une compensation fonctionnelle (Braun et al., 1992, Rudnicki et al., 1992). La
redondance fonctionnelle entre ces deux génes est confirmée par le double knockout (KO)
MyoD ""/Myf5 - qui résulte en I'absence de myoblastes squelettiques (Tableau 2) (Rudnicki et al.,
1993). La myogénine s’exprime des le jour E8.5 (Figure 8) (Sassoon et al., 1989). Elle est essentielle a
la différenciation des myoblastes en myofibres, I'invalidation du gene chez la souris entrainant une
réduction dramatique du nombre de fibres musculaires squelettiques (Hasty et al., 1993). Le rdle de
MRF4 dans les processus myogéniques est un peu plus complexe. Longtemps considéré comme un
acteur de la différenciation terminale, MRF4 semblerait jouer un role supplémentaire dans la
détermination précoce des cellules myoblastiques. En effet, l'utilisation de différents mutants

alléliques de Myf5 a révélé la présence de masses musculaires squelettiques en I'absence de MyoD et
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Myf5 si I'expression de MRF4 n’est pas compromise (Kassar-Duchossoy et al., 2004). Ces données
corrélent avec I'expression de MRF4 qui apparait transitoirement entre les jours E10 et E11 au cours
du développement embryonnaire et ne réapparait ensuite qu’au 16°™ jour (Figure 8) (Bober et al.,
1991). Le profil d’expression des MRFs dans le bourgeon des membres en développement présente
quelques différences (Figure 8). Myf5 n’est exprimé que transitoirement entre le 10°™ et 12°™ jour
de développement embryonnaire, et la myogénine et MyoD s’expriment ensemble a partir du jour

E11 (Sassoon et al., 1989, Ott et al., 1991). MRF4 s’exprime & partir du 16°™ jour (Bober et al., 1991).
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FIGURE 8. EXPRESSION DES MRFs AU COURS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE CHEZ LA SOURIS.
Les MRFs sont activés de facon séquentielle au cours du développement du muscle squelettique.
(Organisme) Myf5 est le premier MRF exprimé au 8™ jour dans les somites et son expression décroit 3
partir du 14°™e jour. L’expression de la myogénine débute au jour E8.5 et perdure tout au long du
développement. MRF4 s’exprime transitoirement entre les jours 10 et 11, et son expression reprend au
16°™e jour pour devenir le facteur myogénique le plus abondant aprés la naissance. Enfin, MyoD apparait
au jour 10.5 et son expression se maintient au cours du développement. (Bourgeons des membres) Le
profil d’expression est légerement différent dans les bourgeons des membres. Myf5 s’exprime
transitoirement des jours 10 a 12, la myogénine et MyoD sont co-exprimés a partir du 11°™ jour, et
MRF4 s’exprime au 16°™ jour. E « x », jour embryonnaire n°« x » ; MRF, myogenic regulatory factor ;
MyoD, myoblast determination protein.

Enfin, différentes études conduites sur des lignées cellulaires myoblastiques in vitro ont révélé le
profil d’expression des MRFs au cours des processus de prolifération et de différenciation. Les lignées
myoblastiques expriment Myf5 et MyoD au cours de chacun de ces processus, alors que la
myogénine ne s’exprime qu’a la suite de l'induction de la différenciation par appauvrissement du
milieu de culture en facteurs mitogénes. Enfin, MRF4 s’exprime plus tardivement, apres la fusion des

myoblastes en myotubes (Braun et al., 1989a, Montarras et al., 1991).

19



Globalement, I'ensemble de ces données in vivo et in vitro permet d’établir un modéle ou la
myogeneése équivaudrait a un processus comportant différentes étapes, la premiére débutant par
I’'engagement des précurseurs embryonnaires dans le lignage myogénique, puis la prolifération de
ces myoblastes engagés et leur différenciation en cellules post-mitotiques ou myocytes. Ce processus
se termine par la fusion de ces derniers en cellules multinucléées, les myotubes, a I'origine des
futures fibres musculaires (Figures 9 et 10). La maturation des myotubes conduit a une spécialisation
des cellules vers leur future fonction contractile grace a I'assemblage du sarcomere porté par la
protéine de structure myosine et a une croissance de la taille des myotubes ou des myofibres, en
réponse a des stimuli environnementaux. Dans ce modele, Myf5 et MyoD agiraient en amont de la
myogénine et MRF4 afin de spécifier les myoblastes vers la différenciation myogénique (Figure 9)

(Rudnicki et al., 1993).
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FIGURE 9. HIERARCHIE DES FACTEURS IMPLIQUES DANS LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MYOGENESE
SQUELETTIQUE. Les cellules progénitrices du muscle expriment Pax3 et Six1/4. Pax7 est un marqueur
des cellules progénitrices adultes ou cellules satellites. Ces quatre facteurs sont impliqués dans la
détermination précoce alors que Myf5 et MyoD sont nécessaires a l'initiation du programme
myogénique. La différenciation est réalisée a la fois par la myogénine et MRF4, et conduit a I'expression
de la protéine de structure myosine au cours de la maturation des fibres. MRF4, myogenic regulatory
factor 4; MyoD, myoblast determination protein 1; Myf5, myogenic factor5,; Pax3, paired box
protein 3 ; Six, sine oculis homeobox homolog protein.

La croissance du muscle squelettique embryonnaire résulte donc de ['équilibre entre
prolifération et différenciation. Une fois leur migration jusqu’aux bourgeons des membres achevée,
les myoblastes proliférent intensivement. Comme pour les autres types cellulaires, de nombreux
facteurs intracellulaires régulent la progression du cycle cellulaire et la prolifération, notamment les

cyclines et les kinases cyclines-dépendantes (CDKs) (Figure 10) (Guo et Walsh, 1997, Murray, 2004).
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Cette progression du cycle cellulaire est majoritairement dépendante de la phosphorylation par les
CDKs de la protéine du rétinoblastome (Rb). Lorsqu’elle est phosphorylée, la protéine Rb est
incapable d’inhiber la famille des facteurs de transcription E2F dont les activités favorisent la

progression du cycle (Nevins, 1992).
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FIGURE 10. REGULATION DE LA DIFFERENCIATION MYOGENIQUE PAR LES DIFFERENTES PROTEINES DU
CYCLE CELLULAIRE. Les cyclines D et E et les CDK2/4 agissent conjointement pour activer la prolifération
en controlant la progression du cycle cellulaire. Leurs expressions diminuent lors de I'entrée des
myoblastes en différenciation. La sortie irréversible du cycle cellulaire des myoblastes est associée a la
surexpression des CKls p21 et p57 qui permettent alors I'alignement des cellules corrélant avec
I'expression de la protéine de structure MyHC, puis la fusion des myocytes en myotubes. CDKs, cyclin-
dependent kinases ; CKls, cyclin-dependent kinase ihnibitors ; MyHC, myosin heavy chain.

De plus, les cyclines et CDKs favorisent la prolifération myoblastique au détriment de la
différenciation en dérégulant I'expression de certains genes clés impliqués dans la différenciation
myogénique précoce (Guo et Walsh, 1997). Les complexes cycline E/CDK2 et cycline D/CDK4 peuvent
bloquer cette étape en régulant négativement les activités transcriptionnelles de certains MRFs
favorisant ainsi la prolifération myoblastique (Figure 10). Le complexe cycline E/CDK2 phosphoryle
MyoD sur le résidu sérine en position 200 qui entraine son ubiquitination et sa dégradation et
prévient ainsi son accumulation et I'engagement des cellules en différenciation (Tintignac et al.,
2000). Le complexe cycline D/CDK4 est aussi capable de bloquer I'activité de la myogénine et des
protéines MEF2 (Lazaro et al., 2002). En plus de cette régulation intracellulaire, la prolifération
myoblastique est modulée par différents facteurs de croissance. Les voies de signalisation activées
directement ou indirectement par ces facteurs secrétés tels que la protéine IGF-1 (insulin-like growth
factor-1), les FGFs ou la follistatine favorisent la prolifération myoblastique (Edom-Vovard et al.,
2001, Amthor et al., 2002a, Mitchell et al., 2002). A I'inverse, la myostatine est considérée comme un

régulateur négatif de la prolifération myoblastique (McPherron et al., 1997).
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La diminution de la concentration de ces facteurs de croissance conduit a la sortie du cycle
cellulaire des myoblastes et a leur différenciation. Cette sortie du cycle nécessite la diminution
d’expression des cyclines et CDKs et I'augmentation conjointe des inhibiteurs des CDKs (CKls). En
inactivant les CDKs, I’'expression des CKls p21 (cdknla) et p57 (cdknlc) permet une levée d’inhibition
de la protéine Rb qui favorise la différenciation myoblastique (Figure 10) (Zacksenhaus et al., 1996).
L'expression de ces CKls est intimement liée a I'expression de MyoD : p57 est capable de stabiliser la
protéine MyoD par inhibition du complexe cycline E/CDK2 et MyoD augmente I'expression de p21 au
cours de la différenciation myoblastique (Halevy et al., 1995, Reynaud et al., 2000). Les souris
mutantes pour p21 et p57 présentent un phénotype similaire aux souris myogénine ", elles ne
forment que trés peu de myotubes et présentent une forte augmentation du taux de prolifération
myoblastiques. Ceci souligne bien le réle indispensable de ces facteurs dans la sortie du cycle
cellulaire des myoblastes et dans l'initiation de la différenciation nécessaire a la formation du muscle

(Hasty et al., 1993, Zhang et al., 1999).

Une fois sortis du cycle cellulaire, les myoblastes engagés s’alignent, initient I'expression des
protéines contractiles comme la myosine et fusionnent en cellules multinucléées, les myotubes
(Figure 10) (Wakelam, 1985). Le contact cellulaire entre les myoblastes est un prérequis
indispensable a cette étape (Krauss et al., 2005). La fusion myoblastique nécessite donc un grand
nombre de remaniements cellulaires intervenant dans la migration, la reconnaissance et I'adhésion
cellulaire, et les réarrangements cytosquelettiques et membranaires (Abmayr et Pavlath, 2012). Tout
au long du développement du muscle squelettique chez les mammiféres, les cellules musculaires
peuvent subir deux types de fusion myoblastique, primaire et secondaire, qui se distinguent par les
acteurs cellulaires mis en jeu (Pavlath et Horsley, 2003). La fusion primaire permet la fusion de deux
myoblastes entre eux pour générer la cellule multinucléée initiale. Elle prend place au cours du
développement embryonnaire, de la régénération ou de I'hyperplasie (Pavlath et Horsley, 2003). La
fusion secondaire correspond a I'addition d’un myoblaste avec un myotube déja formé. Intervenant
au cours des mémes processus que la fusion primaire, elle est aussi responsable de I'hypertrophie et
du maintien de l'intégrité des fibres musculaires tout au long de la vie (Pavlath et Horsley, 2003). Les

myotubes subissent ensuite une étape de maturation en fibres musculaires.

La formation du muscle squelettique est finalement caractérisée par deux vagues successives de
formation des myofibres, aussi appelées myogenéses primaire et secondaire (Figure 11) (Tajbakhsh,
2003). Au cours du développement embryonnaire chez la souris, la myogenése primaire débute au
11*™ jour de développement embryonnaire et permet la formation des premiéres fibres
musculaires, ou fibres primaires, issues de la fusion des myoblastes embryonnaires (Figure 11 a)

(Kelly et Rubinstein, 1980). Cette étape semble dépendre de I'expression de MRF4 puisque elle est
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maintenue chez les embryons murins Myf5 7 mais elle est perturbée chez les embryons

Myf5 -/MRF4 7~ (Kassar-Duchossoy et al., 2004). Les fibres primaires déterminent la localisation, la

forme et le type du futur muscle en développement. Elles établissent aussi une véritable trame pour

les fibres générées au cours de la myogenése secondaire entre le 14°™ et le 17°™ jour post-coitum

(j-p.c.), période ou I'innervation des fibres prend place (Ontell et Kozeka, 1984).

FIGURE 11. LES TROIS PHASES DE LA MYOGENESE AU COURS DU DEVELOPPEMENT MUSCULAIRE CHEZ
LA SOURIS. (a) Les myoblastes embryonnaires et feetaux donnent respectivement les fibres primaires et
secondaires. Les cellules satellites apparaissent a la fin de la gestation et sont responsables de la
croissance post-natale et de la régénération du muscle. (b) Morphologie des différents types de cellules
progénitrices murines embryonnaire, foetale et satellite, in vitro. Microscopie en contraste de phase,
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Ces fibres secondaires, sensiblement plus fines que les primaires, sont issues de la fusion des

myoblastes feetaux entre eux ou avec des fibres déja établies (Figure 11 a), ceci permettant une

croissance

musculaire

aussi  bien hyperplasique (augmentation du nombre de fibres)

gu’hypertrophique (augmentation de la taille des fibres) (Duxson et al., 1989, Zhang et McLennan,
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1995). Les myoblastes embryonnaires et foetaux présentent des caractéristiques moléculaires
propres mais se distinguent également par leur morphologie et le métabolisme des fibres qu’ils
génerent (Figure 11 b) (Biressi et al., 2007b). Ainsi, les fibres primaires sont généralement lentes

alors que les fibres secondaires sont lentes ou rapides.

Le métabolisme des fibres primaires et secondaires est intimement lié a I'expression d’isoformes
spécifiques des chaines lourdes de myosine par les myotubes embryonnaires ou feetaux, elle-méme
dépendante de I'accumulation de certains facteurs de transcription (Kelly et Rubinstein, 1980). Les
fibres lentes ou de type | présentent une augmentation des facteurs myogénine et Mef2, favorisant
I’expression des chaines de myosine a contraction lente (Hughes et al., 1993, Wu et al., 2000). En
accord avec cette hypothese, la surexpression de Mef2 chez la souris conduit a une augmentation
importante des fibres lentes (Potthoff et al., 2007). Les fibres rapides ou de type Il, quant a elles,
présentent une accumulation du facteur MyoD déterminant I'expression de chaines de myosine a
contraction rapide (Hughes et al., 1993). Il a d’ailleurs été montré que le knockout conditionnel du
facteur FoxO1 (Forkhead box protein O 1), un répresseur de MyoD, dans le muscle soléaire (Musculus
soleus), un muscle a fibres lentes, entraine une augmentation du nombre de fibres de type ll au
détriment des fibres de type | confirmant bien I'importance de MyoD dans la formation des fibres
rapides (Kitamura et al., 2007). En plus de cette signature moléculaire, d’autres facteurs influencent
la physiologie des fibres musculaires comme les facteurs de croissance, les hormones ou
I'innervation (Wigmore et Evans, 2002). La calcineurine est une phosphatase Ca?*/calmoduline-
dépendante capable de réguler I'expression de certains genes spécifiques des fibres en agissant sur
les facteurs de transcription NFATs (nuclear factor of activated T cells) (Wu et al, 2001). La
signalisation calcineurine/NFAT dépend de I'activité du motoneurone et contréle ainsi la formation
des fibres lentes du muscle squelettique (McCullagh et al., 2004). L'ensemble de ces facteurs
participe donc a I'adaptation mécanique du muscle permettant une conversion des fibres selon les

contractions imposées (Pette et Staron, 2001).

A la fin du développement foetal a E17.5 chez la souris, une troisieme population de cellules
progénitrices apparait a la périphérie des fibres musculaires. Découvertes par Alexander Mauro il y a
un demi-siecle, ces cellules sont appelées cellules satellites en raison de leur localisation sous les
lames basales et en association intime avec les membranes plasmiques des fibres musculaires

(Mauro, 1961).
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Croissance post-natale et régénération du muscle squelettique

Depuis leur découverte, de trées nombreuses études ont montré que les cellules satellites,
véritables cellules souches du muscle adulte, sont les premiers acteurs du développement post-natal,
de le maintien et de la régénération du muscle squelettique (Figure 12 a) (Buckingham et Montarras,

2008, Yin et al., 2013).
Les cellules satellites

Bien que présentes dans I'ensemble des muscles squelettiques, la fréquence des cellules
satellites varie selon les muscles, les types de fibres, les stades de développement et les especes.
Chez I'adulte, la proportion de cellules satellites est souvent 2 a 4 fois plus importante dans les
muscles lents comme le muscle soléaire (Musculus soleus) que dans les muscles rapides comme les
muscles tibial antérieur et EDL (Musculus tibialis anterior et Musculus extensor digitorum longus)
(Snow, 1983). De ce fait, les fibres de type | (lentes) présentent généralement un nombre plus
important de cellules satellites que les fibres de type Il (rapides) (Gibson et Schultz, 1982). Ces
proportions variables selon le métabolisme musculaire semblent étre directement liées a la densité
du réseau sanguin environnant de chacun des deux types de muscles. En effet, bien que les cellules
satellites soient distribuées uniformément le long des fibres, elles sont plus nombreuses dans les
régions pré-synaptiques et a proximité des capillaires sanguins (Kelly, 1978, Gibson et Schultz, 1982,
Christov et al., 2007) (Figure 12 d). Cette proximité témoigne de la nécessité d’'un environnement
tres particulier, une niche, indispensable a la cellule satellite pour qu’elle assure toutes ses fonctions

(Pannerec et al., 2012, Montarras et al., 2013, Yin et al., 2013).

Chez les nouveau-nés murins, les cellules satellites représentent 30 a 35 % des cellules situées
sous la lame basale mais ce nombre décroit rapidement pour atteindre 2 a 7% au cours des
21 premiers jours de vie post-natale (Hellmuth et Allbrook, 1971, White et al., 2010). Ce déclin est
corrélé a la croissance hypertrophique du muscle squelettique (Figure 12 a). En effet, le nombre de
myofibres ne varie plus aprés la naissance, les cellules satellites proliferent donc intensément afin de
générer un grand nombre de précurseurs myogéniques qui fusionnent avec les fibres préexistantes
générées au cours du développement embryonnaire (Schultz, 1989, Schultz, 1996, White et al.,
2010). Toutes les cellules satellites présentes a la naissance ne participeront donc pas a
I’établissement du pool adulte, essentiel au maintien et a la régénération musculaire. Aprés le 21m¢
jour de vie post-natale chez la souris, les cellules satellites restantes entrent en quiescence et la
croissance hypertrophique du muscle dépend alors du turn-over protéique au sein des myofibres

(Figure 12 a) (Schultz et al., 1978, Blaauw et al., 2009, Lepper et al., 2009, White et al., 2010). Cette
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entrée en quiescence est dépendante de la voie de signalisation Notch, les souris invalidées pour les
deux génes cibles de Notch, Hesrl1 et Hesr3 (Hairy/enhancer-of-split related protein), étant incapable
de produire des cellules satellites indifférenciées quiescentes (Fukada et al., 2011). La voie de
signalisation Notch est aussi indispensable a leur maintien en quiescence dans le muscle adulte

(Mourikis et al., 2012).
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FIGURE 12. LES CELLULES SATELLITES ET LEUR ENVIRONNEMENT. (a) Croissance du muscle squelettique
au cours du développement. Les cellules progénitrices du muscle (bleu) interviennent au cours des
myogenéses primaire et secondaire alors que les cellules satellites (vert) permettent la croissance post-
natale du muscle et sa régénération au stade adulte. (b) Localisée le long de la fibre musculaire hote, la
cellule satellite est marquée par I'expression de Pax7 en vert, le noyau en bleu et le cytoplasme en
rouge. (c) Coupe transversale de muscle squelettique. Les cellules satellites exprimant Pax7 (vert, fleche)
sont localisées sous la lame basale des fibres musculaires (rouge). Dans le muscle mature, elles sont
souvent associées avec un noyau de la fibre (téte de fleche) et a proximité d’un capillaire sanguin (téte
de fleche vide). (d) Représentation schématique de I'environnement du muscle squelettique adulte en
3-dimension et en coupe. E « x », jour embryonnaire « x ». (Adaptée de Bentzinger et al. (2012), Relaix et
Zammit (2012) et de Pannerec et al. (2012))

Histologiquement, les cellules satellites sont aisément identifiables en raison de leur position
anatomique unique, sous la membrane basale et a I'extérieur de la myofibre (Figure 12 b, c). Elles
présentent des caractéres morphologiques particuliers avec un rapport noyau/cytoplasme

important, peu d’organites et une chromatine condensée en interphase (Mauro, 1961). Cette
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derniere caractéristique est a mettre en relation avec le fait que dans le muscle sain non stressé, les

cellules satellites a I’age adulte sont quiescentes (phase Go) (Schultz et al., 1978).

La quasi-totalité des cellules satellites expriment différentes protéines « marqueurs » facilitant
leur identification par microscopie a fluorescence. Dans le muscle squelettique adulte, elles
expriment notamment les facteurs de transcription Pax3, Pax7 et Myf5 (Cornelison et Wold, 1997,
Seale et al., 2000), ainsi que la protéine d’adhésion cellulaire M-cadhérine et la protéine de surface
CD34 (Irintchev et al., 1994, Beauchamp et al., 2000). De tous, Pax7 est le marqueur canonique des
cellules satellites puisqu’il est aussi bien exprimé dans ces cellules en quiescence qu’en prolifération
et ce chez un grand nombre d’espéces incluant I’homme, la souris, le poulet ou le poisson zebre (Yin
et al., 2013). L'immunomarquage de Pax7, couplé a celui de la laminine révélant la lame basale,
permet de détecter avec assurance les cellules satellites in situ par microscopie a fluorescence

(Figure 12 b, c).

Plus récemment, de nouvelles stratégies basées notamment sur le systéme Cre-lox ont permis
une avancée importante dans la détection et I’analyse fonctionnelle des cellules satellites (Encart 1)
(Relaix et Zammit, 2012). Ainsi, I'intégration d’un géne rapporteur par modification d’un alléle grace
a un tel systeme ou par d’autres méthodes comme I'électroporation, a permis de préciser de facon
spatio-temporelle le lignage des cellules satellites au cours du développement myogénique (Gros et

al., 2005, Schienda et al., 2006).

Au cours de la délamination du dermomyotome, une population de cellules progénitrices Pax3*
se détache du dermomyotome hypaxial pour migrer vers les bourgeons des membres. Suite a cet
évenement, certaines de ces cellules commencent a exprimer Pax7, entrainant leur spécification vers
le lignage myogénique. La majorité de ces cellules Pax3*/Pax7* proliférent et se différencient pour
générer les muscles des membres alors qu’une partie d’entre elles entrera en quiescence pour
former le pool de cellules satellites (Kuang et al., 2006, Hutcheson et al., 2009). Ainsi, 'ensemble de
ces informations suggére que les cellules progénitrices embryonnaires Pax3*/Pax7*/MRF

représentent la source principale des cellules satellites adultes des muscles.
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Encart 1. Etude fonctionnelle des cellules satellites chez la souris

La souris est un modeéle d’étude idéal pour I'analyse fonctionnelle des génes. Les lignées murines sont pures, les
croisements sont aisés et leur temps de génération est relativement court (environ 21 jours). De plus, leur
physiologie est assez proche de celle de ’'homme et nous disposons d’une connaissance compléte de leur génome qui
a permis, grdce a la création de différents outils génétiques, la génération de modéles murins dédiés a I’étude
fonctionnelle d’un gene ou au lignage de population cellulaire. Ainsi, ces outils génétiques allant du systeme Cre-lox
jusqu’a la transgenese additive ont permis la création de modéles murins dédiés a lidentification et I’étude

fonctionnelle des cellules satellites (Relaix et Zammit, 2012).

Le systeme Cre-lox repose sur I’activité de I’enzyme recombinase Cre (Cyclic Recombinase) capable de cibler une
séquence préalablement flanquée de deux sites loxP, dite séquence floxée. L’intégration de la séquence de la Cre
dans un locus particulier permet une expression tissu-spécifique de cette enzyme et un ciblage de son action. Dans le
modéle murin Pax7“"¢, I'utilisation d’un Site d’Entrée Spécifique des Ribosomes (IRES) en amont de la Cre a permis
son intégration dans la région 3°'UTR du géne Pax7. Ainsi, I'expression de la Cre est dépendante de I'expression de

Pax7 dont 'intégrité fonctionnelle est préservée (Keller et al., 2004).

En plus de I'expression spécifique au sein des cellules Pax7*, I'amélioration de cet outil génétique a permis un
contréle temporel de I'activité de la Cre en fusionnant cette enzyme a la forme tronquée du récepteur des
cestrogenes humain, ne comportant que le domaine de liaison a son ligand (Cre-ERT, Cre-ERT2) (Metzger et
Chambon, 2001). La capacité de recombinaison de la Cre dépend alors de I'administration d’agonistes aux
cestrogenes comme le tamoxiféne qui, en se liant au domaine ERT, entraine la translocation de la Cre-ERT dans le
noyau et permet a la Cre de recombiner les sites loxP et d’exciser les séquences floxées (Metzger et Chambon, 2001).
C’est ainsi que le modéle Pax7®tR™2 q été créé, gréce a I'insertion d’une cassette IRES-CreERT2 dans la région 3’UTR
de Pax7 permettant une expression unique dans les cellules Pax7* et contrélée en fonction de I'administration du

tamoxiféne au cours du développement (Murphy et al., 2011).

Isolé en 1991 et grdce a son expression ubiquitaire a tous les stades de développement, le locus ROSA26 est
depuis largement utilisé pour I'établissement de lignées murines, puisqu’il a permis I'obtention de plus de 130
lignées knock-in exprimant bon nombre de transgénes allant de simples génes rapporteurs jusqu’a des séquences
d’ARNSs non codants (Soriano, 1999, Casola, 2010). Le locus ROSA26 a par exemple été modifié par I'intégration de la
séquence codant la toxine diphtérique (DTA) dont I'expression n’est possible qu’apreés I'excision d’une séquence STOP
floxée en amont (R26RP™). Le croisement des lignées murines R26RP™ et Pax7'¢"*f72 permet, apreés induction par le

tamoxifene, I'ablation de la quasi-totalité des cellules satellites (Lepper et al., 2011).

Ce méme principe a été utilisé pour modifier le locus ROSA26 par I'intégration de génes rapporteurs (R26R%%,
R26R'"P) (Soriano, 1999, Murphy et al., 2011). Ainsi, le croisement des lignées R26R"" et Pax7'c*tR™2 permet de
générer des souris dont I'ensemble des cellules satellites exprime la protéine fluorescente YFP (yellow fluorescent
protein) aprés administration systémique de tamoxiféne (Murphy et al., 2011). Dans ce méme objectif, I'utilisation
de la transgenese additive a permis de générer des souris transgéniques exprimant la protéine GFP (green

fluorescent protein) sous la dépendance du promoteur Pax7 (Tg:Pax7-nGFP) (Sambasivan et al., 2009).




Le marquage des cellules satellites en quiescence ou en prolifération par expression d’un gene
rapporteur sous la dépendance de Pax7 présente aussi I'avantage de permettre leur isolement par
FACS (fluorescent-activated cell sorting) a partir des cellules musculaires squelettiques de ces

différents modeles murins.

D’autres protocoles ont été développés pour isoler les cellules satellites indépendamment d’un
marquage spécifique et pour permettre leur étude ex vivo (Danoviz et Yablonka-Reuveni, 2012).
L'une de ces méthodes consiste a cultiver les myofibres isolées sur lesquelles les cellules satellites
demeurent dans leur position native sous la lame basale (Pasut et al., 2013). Cette technique permet
I’étude des cellules satellites et de leur descendance in situ et aprés qu’elles aient migré hors de la
myofibre parentale. Une seconde approche permet d’obtenir une population de cellules
mononucléées en vrac a partir d’'un muscle entier. L'obtention de ces cultures myoblastiques
primaires, ou myoblastes dérivés des cellules satellites, est basée sur leurs caractéristiques
d’adhésion et de prolifération selon les conditions de culture, mais implique que les cellules satellites
quittent leur niche (Rando et Blau, 1994). De ce fait, ces cellules cultivées different d’'un point de vue
moléculaire et fonctionnel des cellules satellites juste isolées du muscle squelettique. Le profil
d’expression génique des cultures primaires different aussi des cellules satellites activées in vivo

(Pallafacchina et al., 2010).

L'ensemble de ces données témoigne de nouveau de l'importance de la niche des cellules

satellites et de leur environnement, nécessaires a leur bon fonctionnement.
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La régénération du muscle squelettique

Le muscle squelettique adulte présente une capacité régénérative fascinante qui repose sur les
cellules satellites. A la suite d’un exercice prolongé ou d’une blessure, la régénération musculaire se
déroule en différentes étapes qui débutent tout d’abord par le recrutement des cellules satellites en
réponse aux signaux inflammatoires émis par la fibore endommagée puis par la reconstruction de

cette derniére (Wang et Rudnicki, 2012).

La dégénérescence du muscle commence par la nécrose et la perte d’intégrité des fibres
musculaires qui induisent la réponse inflammatoire. L'efficacité de la réponse dépend de deux
parametres, la gravité du dommage physique et le degré de vascularisation musculaire au moment
de la blessure (Smith et al., 2008). Suite a la réponse inflammatoire, des leucocytes pro-
inflammatoires sont recrutés sur le site du dommage permettant la phagocytose des débris
cellulaires. Par la suite, les leucocytes évoluent d’'un phénotype pro- a anti-inflammatoire dans le
muscle en régénération, protégeant les cellules musculaires de I'apoptose, et permettant la sécrétion
de cytokines et de facteurs de croissance pour promouvoir I'activation des cellules satellites et

faciliter la restauration du muscle et de son réseau vasculaire (Figure 13) (Smith et al., 2008).
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FIGURE 13. DESTIN DES CELLULES SATELLITES AU COURS DE LA REGENERATION MUSCULAIRE. (a) Suite
a une blessure, les cellules satellites sont activées et migrent jusqu’au site endommagé. Elles induisent
I'expression des génes Myf5 et MyoD et entrent de nouveau dans le cycle cellulaire. Quelques-unes
d’entre elles peuvent cependant maintenir I'expression de Pax7 et inhiber celle de MyoD pour retourner
en quiescence et permettre le maintien du pool de cellules satellites. (b) L'expression des facteurs MyoD
et Myf5 conduit a 'engagement des cellules satellites dans la voie myogénique. (c) Les myoblastes ainsi
activés vont proliférer, perdre I'expression de Pax7, (d) et se différencier en myocytes en augmentant
I’expression des facteurs myogénine, MRF4 et Myosine. La régénération de la fibre nécessite la fusion
des myocytes en myotubes ou des myocytes directement avec la fibore endommagée. MRF4, myogenic
regulatory factor 4 ; Myf5, myogenic factor 5; MyoD, myoblast determination protein 1; Pax7, paired
box protein 7.
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Suite a I'exposition des cellules satellites a ces divers signaux inflammatoires, ces derniéres
s’activent : elles quittent leur état quiescent et proliférent intensément (Figure 13) (Zammit et al.,
2002). Cette activation s’accompagne d’une migration de I'ensemble des cellules satellites d’'une
myofibre vers le site endommagé (Hughes et Blau, 1990). Cette mobilité est a mettre en relation avec
la forte diminution d’expression de la protéine antiadhésive de surface CD34 lors de I'activation des
cellules satellites, facilitant leur migration et leur prolifération au cours des premiéres étapes de la
régénération (Alfaro et al., 2011). Cette migration des cellules n’est pas aléatoire mais dépend d’une
régulation dynamique des éphrines et de leurs récepteurs entre les cellules satellites et les myofibres

en régénération (Stark et al., 2011).

Contrairement aux cellules satellites quiescentes, les cellules satellites activées se caractérisent
par I'expression rapide de MyoD induite en partie par le facteur de transcription Six1, ceci confirmant
leur engagement dans la voie myogénique (Figure 13) (Cornelison et Wold, 1997). MyoD est
nécessaire au bon fonctionnement de ces cellules au cours de la régénération. En effet, les souris
MyoD 7 présentant d’importants défauts de régénération du fait de I'incapacité des cellules satellites
a se différencier et a former de nouveaux myotubes (Megeney et al., 1996, Cornelison et al., 2000, Le
Grand et al., 2012). L'invalidation conditionnelle de SixI dans les cellules satellites entraine des
anomalies de régénération similaire (Le Grand et al., 2012). Suite a leur prolifération, les cellules
satellites activées sortent du cycle cellulaire, se différencient parallelement a la sous-expression de
Pax7 et a 'augmentation d’expression de la myogénine et de la myosine, pour fusionner avec la
myofibre en régénération (Figure 13) (Cornelison et Wold, 1997, Halevy et al., 2004). Bien que la
majorité des cellules satellites se différencient pour réparer la fibre, une petite portion d’entre elles
maintient I'expression de Pax7 et inhibe I'expression de MyoD pour permettre |’auto-renouvellement

du pool de cellules satellites adultes (Olguin et Olwin, 2004).

Les cellules satellites représentent donc une population cellulaire hétérogene dans le muscle,
population composée de cellules souches et de cellules engagées qui se distinguent par 'expression
de Pax7 et Myf5 (Beauchamp et al., 2000, Kuang et al., 2007). L'utilisation du modele murin
Tg:Pax7-nGFP a permis de mettre en évidence que les niveaux de Pax7 sont variables au sein méme
du pool de cellules satellites (Sambasivan et al., 2009, Rocheteau et al., 2012). Les cellules satellites
présentant une forte expression de Pax7 ont une activité métabolique et un taux de division trés
réduits, alors que celles dont I'expression de Pax7 est faible se différencient trés facilement in vitro
(Rocheteau et al., 2012). Grace au modéle murin Myf5 “¢:R26R "*, les études de lighage cellulaire ont
révélé que, si la majorité des cellules satellites expriment Myf5 et Pax7 et participent activement a la
restauration des fibres aprés leur greffe dans un muscle endommagé, seulement 10 % des cellules

satellites sont Pax7*/Myf5" et sont capables de contribuer efficacement au renouvellement du pool
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de cellules satellites (Figure 14) (Kuang et al., 2007). Elles sont donc considérées comme les

véritables cellules souches du muscle squelettique adulte.

FIGURE 14. DIVISIONS ASYMETRIQUE ET ALEATOIRE DES CELLULES SATELLITES. Les études de lignage
cellulaire ont permis de déterminer que 10 % des cellules satellites adultes n’ont jamais exprimé Myf5 et
sont considérées comme des « cellules souches satellites ». (a) Les cellules souches satellites (fleche)
subissent une division asymétrique dans une orientation perpendiculaire a I'axe de la fibre, ou apico-
basale, ce qui conduit a I'obtention d’une cellule fille détachée de la lame basale exprimant Myf5 (vert,
observé grace au marqueur fluorescent YFP), et d’une cellule fille dans laquelle I'expression de Pax7
(rouge) est maintenue. Les noyaux sont marqués au DAPI (bleu). (b, c) Dans le mode de division
stochastique, la cellule satellite se divise dans le plan parallele a la fibre pour donner naissance a deux
cellules filles identiques. (d) Modele schématique de division apico-basale ou asymétrique. Les signaux
opposés de la lame basale et de la myofibre contrélent I'orientation du fuseau mitotique et la co-
ségrégation asymétrique des protéines et de ’ADN. Aprés la cytodiérese, les cellules filles continueront
a étre soumises a des signaux environnementaux différents maintenant le destin asymétrique de ces
cellules. (e) Modele schématique de la division symétrique planaire. Les sighaux émis par la lame basale
et la myofibre permettent une orientation du fuseau mitotique et une division cellulaire planaire. De ce
fait, les cellules filles restent liées a la fibre et a la lame basale de la méme fagon. Elles regoivent donc les
mémes signaux environnementaux permettant le maintien de leur destin cellulaire. DAPI, 4’,6’-
diamidino-2-phénylindole ; Myf5, myogenic factor 5 ; Pax7, paired box protein 7. (D’aprés Bentzinger et
al. (2012))
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Le renouvellement et le maintien du pool de cellules satellites lors de la régénération sont
dépendants de la division asymétrique des cellules satellites Pax7*/Myf5™ qui permet de générer une
cellule satellite souche (Pax7*/Myf5’) et une cellule satellite engagée (Pax7*/Myf5*) (Figure 14 a, d)
(Kuang et al., 2007, Tajbakhsh et al., 2009). La division asymétrique est majoritairement observée
lorsque le fuseau mitotique est perpendiculaire a I'axe de la myofibre (division apico-basale), la ou la
future cellule satellite souche (Pax7*/Myf5°) est en contact direct avec la lame basale et ou la future
cellule myogénique (Pax7*/Myf5*) est en contact direct avec la fibre (Figure 14 a, d) (Kuang et al.,
2007). La division symétrique est, quant a elle, observée lorsque le fuseau mitotique est paralléle a
I’axe de la myofibre si bien que les deux cellules filles regoivent les mémes signaux de la membrane
basale et de la myofibre (Figure 14 b, c, e) (Kuang et al., 2007). Ces deux modes de divisions des
cellules Pax7*/Myf5 participent a l'auto-renouvellement de la population des cellules souches

satellites dans le muscle adulte.

Au cours des 15 dernieres années, d’autres populations de cellules souches qui possedent un
potentiel myogénique et participent a la régénération ont été identifiées au sein du tissu musculaire
squelettique. Il s’agit notamment des péricytes et des mésoangioblastes associés aux vaisseaux
sanguins, ou des cellules PICs (PW1* interstitial cells) (Pannerec et al., 2012). Leur spécification
myogénique nécessite leur activation, soit a la suite d’une blessure in vivo, soit en les co-cultivant
avec des myoblastes in vitro. Quoi qu’il en soit, et méme dans de telles conditions, seulement une
petite partie de ces cellules s’engagent dans la voie myogénique (Pannerec et al., 2013). De plus, les
cellules satellites semblent indispensables a la régénération musculaire. La création des modéles
murins, Pax7°™* ou Pax7<¢ER72/*:R26R™*, permettant la déplétion quasi-totale des cellules satellites
par injection de la toxine diphtérique ou du tamoxifene respectivement, a révélé que I'absence des
cellules satellites au sein d’un tissu musculaire endommagé ne permet pas sa régénération (Lepper et

al., 2011, Sambasivan et al., 2011b).

Leurs capacités d’auto-renouvellement et de régénération du tissu musculaire ont fait des
cellules satellites un excellent candidat pour les thérapies cellulaires. La souris mdx (Muscular
Dystrophy X-linked) est le modeéle le plus couramment employé dans I'étude de la myopathie de
Duchenne. L'isolement et la greffe de cellules satellites fonctionnelles directement dans le muscle
squelettique de souris athymiques nu/nu mdx (dépourvues de systéme immunitaire) ont permis de
restaurer la fibre musculaire et le pool de cellules satellites (Montarras et al., 2005). Cependant, ce
type de traitement nécessite 'utilisation d’'une population de cellules satellites « pures » (Montarras
et al., 2005). La mise en culture de ces derniéres ou I’extraction d’une population myogénique brute
pour I'obtention d’un plus grand nombre de cellules réduisent considérablement I'efficacité de la

greffe (Montarras et al., 2005).
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Ainsi, si les cellules satellites ne sont pas a I’heure actuelle les meilleurs candidats pour les
thérapies cellulaires contre les pathologies musculaires du fait de la difficulté a les isoler, de leur
hétérogénéité et de la perte de leur compétence suite a leur amplification ex vivo, elles demeurent
cependant un excellent modele d’étude des cellules souches adultes et de la régénération des tissus.
Par ailleurs, les protocoles d’isolement des cellules satellites ont permis I'obtention de cultures
myoblastiques primaires, qui s’averent étre de puissants outils de plus en plus utilisés dans la
compréhension des mécanismes moléculaires intrinseques et extrinseques qui régulent le

développement musculaire, quel que soit le modele étudié (Figure 15).
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FIGURE 15. CHRONOLOGIE DU NOMBRE DE PUBLICATIONS REPERTORIEES DANS PUBMED ET
RELATIVES AUX TERMES « PRIMARY MYOBLAST » ET « PRIMARY MUSCLE CELL » EN FONCTION DE
L’ANNEE DE PARUTION. Depuis 1968, le nombre de publications associées a la culture primaire
myoblastique ne cesse d’augmenter. (Données obtenues dans PubMed)

A I'avenir, la thérapie cellulaire bénéficiera probablement des futures études sur l'interaction
des cellules satellites avec leur environnement (niche, cellules myogéniques atypiques, etc.) et de la

meilleure compréhension des mécanismes qui régissent leur engagement dans la voie myogénique.
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Mécanismes moléculaires régulant la masse musculaire

A I'age adulte, le muscle squelettique est un organe doué d’une grande plasticité. Le volume
musculaire squelettique et le nombre de fibres sont entretenus par de multiples hormones et
facteurs de croissance qui régulent, via les différentes cascades de signalisation qu’elles activent, la
croissance ou I'atrophie musculaire (Glass, 2005, Bonaldo et Sandri, 2013, Schiaffino et al., 2013). Les
connaissances acquises sur ces voies de signalisation permettent aujourd’hui d’établir des
traitements plus efficaces pour prévenir ou empécher I'atrophie musculaire observée dans de

nombreuses pathologies.
Hypertrophie / Atrophie

Augmentation physiologique de la masse musculaire

Au cours des phases de développement post-natal et adulte, I’hypertrophie physiologique du
muscle squelettique correspond a un élargissement de chacune des myofibres. Cet élargissement
résulte d’'une accumulation massive du nombre de noyaux originaires des cellules satellites qui
fusionnent au sein des fibres néoformées au cours des trois premiéres semaines de vie post-natale
(Moss et Leblond, 1971, Pallafacchina et al., 2012). Le volume des myofibres est alors multiplié par 5
(White et al., 2010). Durant cette période, la prolifération intensive des cellules satellites et leur
différenciation est principalement activée par le facteur IGF-1 (Shavlakadze et al., 2010, Liu et al.,
2012). Au stade adulte, les cellules satellites ne sont plus impliquées dans I'hypertrophie qui devient
alors intimement liée a l'augmentation de la synthése protéique des fibres entrainant une
augmentation de leur taille (Sartorelli et Fulco, 2004). Elle n’est pas spontanée mais intervient
essentiellement suite a un exercice physique ou a la prise d’hormones stéroidiennes ou d’agonistes
B-adrénergiques par exemple (Schiaffino et al.,, 2013). Le muscle squelettique posséde donc la
capacité d’augmenter sa masse selon deux modes, avec ou sans I'implication des cellules satellites,

qui sont clairement liés aux stades de développement postnatal précoce et adulte.
Perte de la masse musculaire

La perte de masse musculaire ou atrophie musculaire est observée dans bon nombre de
conditions pathologiques comme la cachexie cancéreuse, le diabéte et les traitements
immunosuppresseurs (glucocorticoides), le jeline, mais aussi plus simplement le vieillissement.

L'atrophie musculaire implique le rétrécissement des myofibres provoqué par une dégradation
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protéique accrue, ainsi qu’une perte des organites et du volume cytoplasmique (Bonaldo et Sandri,
2013). Ces processus sont liés a I'activation du systéeme protéasome et de I'autophagie. La protéolyse
est associée a la surexpression de deux ubiquitine-ligases E3, MAFbx (Muscle Atrophy F-box), aussi

appelée atrogine-1, et MuRF1 (Muscle Ring Finger 1) (Bodine et al., 2001a, Gomes et al., 2001).

Ces génes qui régulent la perte des constituants cellulaires et la dégradation protéique au sein
du tissu musculaire sont appelés les « atrogénes » ou genes associés a I'atrophie (Sandri, 2008). La
protéine MAFbx favorise la dégradation des facteurs MyoD et elF3f (eukaryotic translation initiation
factor 3f), un activateur important de la synthése protéique (Tintignac et al., 2005, Csibi et al., 2010).
La sous-expression du géne chez la souris prévient la perte de masse musculaire induite par le jeline
(Cong et al., 2011). La protéine MuRF1 ubiquitinyle directement les protéines du sarcomére telles
gue la troponine, I'actine et la myosine pour les adresser au protéasome et les dégrader (Kedar et al.,
2004, Clarke et al., 2007, Polge et al., 2011). Les souris MuRF1™7 sont résistantes a |’atrophie

musculaire induite par la dexaméthasone (Baehr et al., 2011).

L’expression des atrogenes MuRF1 et MAFbx est dépendante des facteurs de transcription de la
famille FoxO, FoxO1 et FoxO3, considérés comme les régulateurs majeurs de I'atrophie musculaire
(Sandri et al., 2004, Stitt et al., 2004). La transfection in vivo de FoxO3 dans le muscle induit la
surexpression de MAFbx et une atrophie musculaire (Sandri et al., 2004). En favorisant I'expression
des génes associés a I'autophagie tels que LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3),
FoxO3 active également la dégradation protéique dépendante du lysosome (Mammucari et al.,
2007). Les souris transgéniques FoxO1 présentent une diminution marquée de la masse musculaire,
une atrophie de I'ensemble des myofibres et une diminution du nombre de fibres de type | (Kamei et
al.,, 2004). De plus, FoxO1 favorise |'expression de la myostatine, véritable inhibiteur du
développement musculaire (Allen et Unterman, 2007). L'augmentation de I'expression de la
myostatine est également observée chez des patients atteints du SIDA présentant une atrophie

musculaire (Gonzalez-Cadavid et al., 1998).

Dans certains cas d’atrophie musculaire, les taux de glucocorticoides sont augmentés. Les
glucocorticoides induisent I'expression des atrogenes MAFbx et MuRF1 entrainant la perte de masse
musculaire (Schakman et al., 2008). lls favoriseraient également I'expression de la myostatine (Ma et
al., 2003). A l'inverse, I'adrénalectomie ou le traitement par un antagoniste des glucocorticoides
atténuent le processus d’atrophie de certaines pathologies (Menconi et al., 2007, Schakman et al.,

2008).
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Différentes conditions physiopathologiques se caractérisent aussi par une activation de la voie
de signalisation NFkB (nuclear factor NF-kappa-B). Les facteurs de transcription NFkB, considérés
comme des médiateurs de I'immunité et de I'inflammation, sont exprimés dans le tissu musculaire
pour moduler les effets des cytokines inflammatoires comme le TNF-a (tumor necrosis factor-a), au
cours de I'atrophie ou de la cachexie musculaire (Peterson et al., 2011). Chez la souris, I'activation de
cette voie entraine une atrophie musculaire sévere conséquence d’une surexpression de MuRF1 (Cai
et al., 2004). A I'inverse, les souris invalidées pour NFkB présentent une résistance accrue a |'atrophie

musculaire (Hunter et Kandarian, 2004).

Comme les études menées sur l'atrophie et I'hypertrophie le suggerent, deux facteurs
protéiques majeurs régulent le renouvellement cellulaire et la synthése protéique et participent a
I’'hnoméostasie du muscle squelettique : IGF-1 jouant le réle du régulateur positif et la myostatine

jouant le réle du régulateur négatif.
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Régulation de la masse musculaire: le dialogue entre la

myostatine et IGF-1

Les approches génétiques in vivo ont permis une large compréhension des mécanismes de

régulation de la masse musculaire induits par le facteur IGF-1 et la myostatine (Tableau 3) (Schiaffino

et Mammucari, 2011, Bonaldo et Sandri, 2013).

TABLEAU 3. PHENOTYPES DES MODELES MURINS MODIFIES POUR LES GENES Mstn ET Igf-1.

Viabilite

Phénotypes

Références

Surexpression de Mstn

Atrophie musculaire et

(Heineke et al.,

a-MHC-Mstn Viable réduction de la taille du
2010)
Modéles ceeur
transgeniques Atrophie musculaire et (Reisz-Porszasz et
MCK-Mstn Viable réduction de la taille du
al., 2003)
coeur
Transfection in vivo CMV-Mstn Viable Atrophie musculaire (TA) (Z%lér;t)aux etal,
Invalidation de Mstn
n . Hyperplasie et hypertrophie (McPherron et al.,
(totale) Mstn Viable des fibres musculaires 1997)
£ ) Hypertrophie des fibres
loxP-E3-loxP .
(stade adulte) Mstn x Cre-ER Viable musculaires (Welle et al., 2007)
(stade post-natal, |oxP-E3-loxP Cre-ER : Hypertrophie des fibres (Grobet et al.,
muscle spécifique) Mstn x MCK Viable musculaires 2003)
P _E3. . Hyperplasie et hypertrophie (Heineke et al.,
loxP-E3-loxP Cre
(muscle spécifique) Mstn x MLC1f Viable des fibres musculaires 2010)
- _E3- ) Hyperplasie et hypertrophie (Heineke et al.,
loxP-E3-loxP Cre
(coeur spécifique) Mstn x Nkx2.5 Viable des fibres musculaires 2010)
Surexpression de Igf-1
) . . (Coleman et al.,
ASA-Igf-1 Viable Hypertrophie musculaire 1995
Modeéles )
transgéniques
MLC1-Igf-1 Viable Hypertrophie musculaire (Musaro et al.,
2001)
Prévention de I'atrophie
CMV-Igf-1 Viable musculaire induite par les (Z%gr;e)lkman etal,
Transfection in vivo glucocorticoides (TA)
Py ) Hypertrophie musculaire et (Barton et al.,
Igf-1 (via AAV) Viable régénération musculaire 2010)
Invalidation de Igf-1
Létalité . P .
1 fifl
(totale) Igf-1 néonatale Retard de croissance sévére  (Liu et al., 1993)
P . Réduction du nombre et de (Mavalli et al.
1y il Cre ’
(muscle spécifique) Igf-1r ", Mef2c Viable laire des myofibres 2010)

Mstn 0xP-E3-oxP - |a trojisieme exon de la myostatine est floxé et sera excisé par la Cre recombinase

AAV; adénovirus associé ; ASA, avian skeletal alpha-actine; CMV, cytomegalovirus ; fl, floxé ; MCK, muscle
creatine kinase ; MHC, myosin heavy chain ; MLC, myosin light chain ; TA, Tibialis anterior
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L’exercice physique ou les facteurs favorisant I’hypertrophie tels que la protéine IGF-1 induisent
une augmentation de la masse musculaire par I'activation de la voie de signalisation Akt et de ses
cibles, nécessaires a la synthése protéique (Bodine et al., 2001b). Certains exercices musculaires
conduisent d’ailleurs directement a une surexpression d’'IGF-1 dans le muscle, phénomeéne suffisant
pour induire I'hypertrophie musculaire via la voie Akt (Vandenburgh et al., 1991). Chez la souris, la
surexpression muscle-spécifique d’lgf-1 conduit a une hypertrophie musculaire importante
(Tableau 3) (Musaro et al., 2001). A l'inverse, I'inactivation spécifique du récepteur d’IGF-1, Igf-1r,
nuit a la croissance musculaire en entrainant une diminution du nombre de fibres, de leur taille et du

nombre des fibres de type | (Mavalli et al., 2010).

En se fixant a son récepteur, la protéine IGF-1 active la cascade de signalisation Akt et contréle
ainsi la croissance musculaire via I'activation des voies de la synthese protéique (Schiaffino et
Mammucari, 2011). D’une part, la protéine Akt stimule la synthése protéique en activant la
signalisation mTOR (mammalian target of rapamycin) et en inhibant la protéine GSK3-B (glycogen
synthase kinase 3 B) et d’autre part, elle inhibe la dégradation protéique induite par les protéines

FoxO (Figure 16) (Manning et Cantley, 2007).

L'activité de la protéine GSK3-B est inhibée lorsqu’elle est phosphorylée par la protéine Akt
(Cross et al., 1995). GSK3-B inhibe la traduction protéique initiée par le facteur elF2B (Hardt et
Sadoshima, 2002). Ainsi, la perte de fonction de GSK3-B conduit a une hypertrophie importante des
myotubes en culture, phénotype comparable a celui obtenu par traitements des myotubes par la
protéine Wntl qui entraine également la phosphorylation de la protéine GSK3-B (Rommel et al.,

2001, Rochat et al., 2004).

La protéine mTOR interagit avec différentes protéines pour former deux complexes distincts,
MTORC1 (mTOR signaling complex 1) contenant notamment la protéine RAPTOR (regulatory-
associated protein of mammalian target of rapamycin) et mTORC2 contenant la protéine RICTOR
(DEP domain containing mTOR-interacting protein) (Laplante et Sabatini, 2012). Afin de définir les
fonctions de ces deux complexes dans le muscle squelettique, des souris invalidées pour les genes
Raptor et Rictor ont été générées (Bentzinger et al., 2008). Seule I'invalidation de Raptor et donc de
MTORC1, engendre un phénotype dystrophique chez la souris (Bentzinger et al., 2008). Ainsi, 'effet
de mTOR sur la machinerie traductionnelle et la synthese protéique est dépendante de mTORC1 qui
phosphoryle la protéine S6K1 (ribosomal protein S6 kinase 1) et le répresseur de eiF4E (eukaryotic
translation initiation factor 4E), 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1)
(Figure 16) (Sandri, 2008). La kinase S6K1 activée phosphoryle a son tour la protéine ribosomale S6

ainsi que d’autres facteurs impliqués dans l'initiation de la traduction et I’élongation, stimulant ainsi
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la synthése protéique (Hara et al.,, 1998). La phosphorylation du facteur 4E-BP1 entraine sa
dissociation du facteur eiF4E et sa libération, qui participe également a l'initiation de la traduction

(Hara et al., 1997).
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FIGURE 16. VOIE DE SIGNALISATION D’IGF-1. En se fixant a son récepteur IGF-R, IGF-1 active une
cascade de phosphorylation intracellulaire aboutissant a I'activation d’Akt. La protéine Akt phosphorylée
inhibe la dégradation protéique en réprimant |'activation des facteurs de transcription de la famille
FoxO. En revanche, elle active la synthése protéique par I'activation de la protéine mTOR et I'inhibition
de la protéine GSK3-B. FoxO est nécessaire a la régulation des ubiquitine-ligases MuRF1 et MAFbx
capables d’induire la dégradation de protéines musculaires comme la myosine via le protéasome. LC3
participe au processus d’autophagie par le lysosome. La protéine mTORC1 phosphoryle la kinase S6K1
qui activera a son tour bon nombre de facteurs impliqués dans l'initiation et I’élongation de la
traduction. Elle active aussi elF4E par phosphorylation de son inhibiteur 4E-BP1. Enfin, I'inhibition de
GSK3-B conduit a une activation des facteurs elF2B et elF2. Akt, protein kinase B; elF, translation
initiation factor ; FoxQO, forkhead box protein O ; GSK3-8, glycogen synthase kinase 3 8 ; IGF-1, insulin-like
growth factor 1; IGF-R, insulin-like growth factor receptor ; LC3, microtubule-associated protein 1A/1B-
light chain 3, MAFbx, muscle atrophy F-box,; mTOR, mammalian target of rapamycin; MuRF1, muscle
RING-finger protein 1 ; S6K1, ribosomal protein S6 kinase 1.

A l'inverse d’IGF-1, la myostatine, autre facteur sécrété, régule négativement les processus du
développement musculaire squelettique (McPherron et al., 1997). La régulation de la masse
musculaire est donc essentiellement régie par deux voies de signalisation majeures: la voie

IGF-1/Akt/mTOR et la voie de la myostatine (Glass, 2010, Schiaffino et al., 2013).
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La myostatine, un régulateur négatif de la masse musculaire

Découverte lors de la recherche de nouveaux membres de la superfamille des TGF-B
(transforming growth factor-B), la myostatine, aussi appelée GDF-8 (growth and differentiation
factor 8), reste a ce jour le plus puissant inhibiteur du développement musculaire (McPherron et al.,
1997). Chez les mammiferes, la superfamille des TGF-f comprend une cinquantaine de protéines : les
BMPs (bone morphogenetic proteins), les GDFs (growth and differentiation factors), les activines, et
d’autres protéines telles que le MIS (Millerian inhibiting substance) (Hinck, 2012). Toutes sont
impliquées dans la régulation du développement embryonnaire et le maintien de I’homéostasie

tissulaire chez I'adulte.

Comme les autres membres des TGF-B, la myostatine est un facteur sécrété sous la forme d’un
précurseur (Figure 17) (Kingsley, 1994). Suite a la libération du peptide signal de sécrétion de
24 acides aminés, la furine, une protéase a sérine, clive la pro-myostatine au niveau de la séquence
RSRR (Arg-Ser-Arg-Arg) de I'acide aminé en position 267 et génere deux fragments N-terminal et C-
terminal (Figure 17 a, b) (Lee et McPherron, 2001). Le dimére formé par la liaison de deux extrémités
C-terminales grace a un pont disulfure correspond a la forme active de la myostatine. Cependant, le
fragment N-terminal ou propeptide (aussi appelé LAP pour latency associated peptide) reste lié au
dimeére actif de fagon non covalente empéchant la fixation de ce dernier a son récepteur (Thies et al.,
2001). Ce complexe inactif est dit latent (Figure 17). Du fait de son appartenance a la superfamille
des TGF-B, le mécanisme d’activation de la myostatine pourrait donc étre dépendant d’un clivage
protéolytique induit par les membres de la famille des métalloprotéinases BMP-1/tolloid (Wolfman
et al., 2003) (Figure 17 c). Néanmoins, la majorité de la myostatine circulante dans le sérum est

retrouvée sous forme latente donc inactive (Hill et al., 2002, Zimmers et al., 2002).

En effet, les TGF-B sont majoritairement sécrétés sous forme latente. Deux types de complexes
latents ont été décrits : le complexe classique (SLC, small latent complex) ol la forme active du TGF-
est complexée avec son propeptide de fagon non covalente, et le complexe large (LLC, large latent
complex) qui interagit avec la matrice extracellulaire et se compose du TGF-B non clivé par la furine,
lié par son LAP a une protéine LTBP de fagon covalente (Saharinen et al., 1999). Les LTBPs (latent
TGF-B-binding protein) sont des glycoprotéines sécrétées a multidomaines, interagissant avec les
matrices extracellulaires, et dont 3 d’entre elles, LTBP-1, LTBP-3 et LTBP-4, jouent un role central
dans la régulation des TGF-B (Rifkin, 2005). Enfin, il a été montré qu’a l'inverse du sérum ou la
myostatine est principalement retrouvée sous sa forme clivée et complexée a son propeptide, elle
serait majoritairement retrouvée sous sa forme pro-myostatine liée a LTBP-3 dans le muscle

squelettique (Anderson et al., 2008).
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FIGURE 17. BIOSYNTHESE DE LA MYOSTATINE. (a) La myostatine est synthétisée sous forme d’un
précurseur qui nécessite deux clivages protéolytiques pour générer la forme active : le premier permet
I’élimination du peptide signal de sécrétion (vert), le second sépare le propeptide (bleu clair) de la forme
active de la myostatine (bleu foncé) qui posseéde I'activité de liaison au récepteur. (b) Cependant, le
propeptide reste lié au dimére actif de fagon non covalente formant un complexe inactif dit latent (LAP).
(c) L'activation de la myostatine a lieu suite a un dernier clivage protéolytique par des membres de la
famille des métalloprotéinases BMP-1/tolloid, permettant la dissociation du complexe latent. BMP, bone
morphogenetic protein ; LAP, latency associated peptide.

LTBP-3 se lie de fagon non covalente a la pro-myostatine et empéche ainsi sa maturation en la
séquestrant (Anderson et al., 2008). En revanche, LTBP-3 ne peut se lier stablement au propeptide ou
au dimeére C-terminal seuls, ce qui suggére que I'action de la furine peut étre suffisante pour libérer
le dimeére actif de LTBP-3 au sein de I'appareil de Golgi ol le complexe LTBP-3/pro-myostatine est
principalement retrouvé. Cependant, une fraction de ce complexe est aussi piégée dans la matrice
extracellulaire, ce qui nécessite une action extracellulaire de la furine (Anderson et al., 2008). Ainsi,
un clivage extracellulaire de la pro-myostatine par des protéases de type furine représente un

nouveau point de contréle de la signalisation de la myostatine dans le muscle squelettique.
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Le gene de la myostatine est localisé sur le chromosome 1 murin et comporte trois exons
(Figure 18). L'expression de la myostatine est détectée au stade embryonnaire dés le jour 9,5 post-
coitum dans les somites et se restreint a I'dge adulte aux muscles squelettiques et au muscle
cardiaque essentiellement, bien qu’une expression treés faible peut étre détectée dans le tissu
adipeux, I'épiderme et le derme, la glande mammaire et les cellules neuronales des bulbe et cortex
olfactifs (McPherron et al., 1997, Ji et al., 1998, Sharma et al., 1999, Zhang et al., 2012, Iwasaki et al.,
2013).
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FIGURE 18. STRUCTURES GENE/PROTEINE DE LA MYOSTATINE CHEZ LA SOURIS. Le géne myostatine
possede trois exons. Le transcrit mature code une protéine de 42,9 kDa correspondant a une chaine
polypeptidique de 376 acides aminés. Comme les autres membres de la superfamille des TGF-B, la
protéine myostatine comprend une séquence signale de sécrétion en N-terminal, un propeptide et un
fragment C-terminal capable de se lier au récepteur. aa, acides aminés; b, bases; Mstn, myostatine ;
ORF, open reading frame ; SS, peptide signal de sécrétion.

Dés 1997, le rble inhibiteur de la myostatine sur le développement musculaire a été élucidé par
I’équipe de Se-Jin Lee grace a la réalisation du knock-out de ce géne chez la souris (McPherron et al.,
1997). Les souris Mstn” présentent une augmentation spectaculaire de la masse musculaire
squelettique 2 a 3 fois plus importante que les sauvages, résultant aussi bien d’'une augmentation du
nombre de fibres (hyperplasie) que de leur taille (hypertrophie) (Figure 19 a). Cette découverte a
immédiatement fait émerger l'idée que les phénotypes d’ « hypermuscularité » observés chez
d’autres especes pouvaient étre liés a un défaut dans I'expression de la myostatine. Ainsi, des études
ultérieures ont permis la méme année de préciser les génotypes de races bovines sélectionnées
depuis des années pour ce caractere (Figure 19 b) (Grobet et al., 1997, Kambadur et al., 1997,
McPherron et Lee, 1997). Des mutations « perte de fonction » allant de la production d’'une protéine
non fonctionnelle a la création d’un site illégitime pour un microARN responsable d’une instabilité
des transcrits du géne Mstn ont ensuite été décrites chez d’autres espéces comme le mouton, le
chien ou méme I'homme, confirmant un rdle extrémement conservé chez les espéces étudiées

(Figure 19) (Lee et McPherron, 2001, Schuelke et al., 2004, Shelton et Engvall, 2007).
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Les fibres musculaires du muscle adulte sont formées et leur nombre déterminé au cours des
deux phases prénatales des myogeneses primaire (E11 a E14) et secondaire (E14 a E17) (Tajbakhsh,
2003). De ce fait, I'hyperplasie liée a l'invalidation du gene Mstn a principalement lieu au cours du

+/+

développement embryonnaire. La comparaison entre les souris sauvages Mstn ** et les souris
Mstn 7~ a révélé un nombre de myofibres plus important chez les souris mutantes dés le 14°™ jour de
développement embryonnaire et qui ne cesse d’augmenter jusqu’au 18®™ jour post-coitum, les
souris hétérozygotes Mstn */ présentant un phénotype intermédiaire (Figure 20) (Matsakas et al.,
2010). En paralléle, le phénotypage musculaire des modéles murins Mstn '>PE3-oP.Cre-FRT et
Mstn 1oP-E3-1oxPp1CK Cre-ERT nermettant d’inactiver directement la myostatine a I'dge adulte a révélé une
absence d’hyperplasie des muscles squelettiques ce qui confirme que la myostatine régule le nombre
de fibres au stade prénatal seulement (Grobet et al., 2003, Welle et al., 2007). L'absence de

myostatine conduit donc a une hyperplasie dose-dépendante des myofibres primaires et

secondaires.

FIGURE 19. PHENOTYPE HYPERMUSCLE RESULTANT DE L’INACTIVATION DU GENE DE LA MYOSTATINE.
(a) Souris Mstn” (gauche) comparée & une souris sauvage (droite) (Lee et McPherron (1999)).
(b) Taureau Blanc Bleu Belge (McPherron et Lee (1997)). (c) Mouton Texel (Lee (2007b)). (d) Lévrier
whippet homozygote pour une mutation de la myostatine (gauche) et lévrier whippet hétérozygote
pour cette méme mutation (droite) (Shelton et Engvall (2007)).

Ce phénomene est corrélé a I'augmentation du nombre de précurseurs myogéniques Pax7* chez
les souris Mstn - (Manceau et al., 2008, Matsakas et al., 2010) En effet, la myostatine est aussi bien

capable d’activer I'expression de p21, ce qui favorise la sortie du cycle cellulaire des précurseurs
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myogéniques, que d’inhiber celle de MyoD, facteur indispensable a la différenciation terminale de
ces précurseurs (Halevy et al., 1995, Zacksenhaus et al., 1996, Thomas et al., 2000). Ainsi, elle module
in vivo la balance entre la prolifération et la différenciation terminale des progéniteurs
embryonnaires du muscle. Son absence conduit a une augmentation du pool de progéniteurs qui

sont donc plus nombreux a s’engager dans la voie myogénique (Manceau et al., 2008).

En plus de I’hyperplasie observée dés le stade E14 chez les souris Mstn 7, la taille des fibres est
augmentée de 19 % pour les fibres primaires et de 14 % pour les fibres secondaires (Matsakas et al.,
2010). Cependant, cette hypertrophie embryonnaire n’explique pas a elle seule celle observée au
stade adulte (Figure 20). Deux modeles conceptuels de I’hypertrophie des myofibres au stade adulte
sont classiqguement décrits: dans le premier, le rapport nucléoplasmique (volume des
noyaux/volume du cytoplasme des myofibres) diminue alors que le taux de synthése protéique
augmente et entraine un accroissement de la myofibre (Edgerton et Roy, 1991) ; dans le second, le
rapport nucléoplasmique est constant, I'augmentation de la taille des myofibres dépend donc de
I’addition de nouveaux noyaux issus de la fusion des cellules satellites (Cheek, 1985). Les deux
modeles ne s’excluent pas lI'un l'autre et une derniere théorie propose que I’hypertrophie adulte
résulte d’une combinaison de I'augmentation de la synthese protéique et du nombre de noyau
(O'Connor et Pavlath, 2007). Dans ce cas, I'augmentation de la synthése protéique induirait la
croissance de la myofibre jusqu’a un certain diameétre « seuil » ou I'activation des cellules satellites
serait nécessaire pour ajouter de nouveaux noyaux a la fibre musculaire. La myostatine inhibant la
synthése protéique, il a donc été largement accepté que son absence entraine une augmentation des

signaux anaboliques responsables de I'hypertrophie des myofibres au stade adulte.

En revanche, les résultats des différentes études concernant I'implication potentielle des cellules
satellites dans I’hypertrophie observée chez les souris Mstn 7, sont longtemps restés contradictoires.
Il a d’abord été suggéré que la myostatine régule la quiescence des cellules satellites et que son
absence conduit a une augmentation du nombre de cellules satellites activées. Dans ce sens, une
étude a révélé que les souris Mstn 7 présentent un nombre supérieur de cellules satellites activées
dont le taux de prolifération est augmenté in vitro (McCroskery et al., 2003, Wagner et al., 2005).
D’autre part, I’hypertrophie induite par I'inhibition de la myostatine est moins importante chez les
souris ayant subi une irradiation aux rayons y qui permet l'inhibition de la prolifération cellulaire,
donc des cellules satellites, ceci suggérant que ces dernieres sont indispensables a une réponse
hypertrophique totale (Gilson et al., 2009). A I'inverse, d’autres travaux ont montré que l'invalidation
du gene de la myostatine chez la souris entraine une diminution du nombre de cellules satellites
activées par rapport aux souris sauvages, mais qu’elle n’a pas d’incidence sur leur capacité

proliférative in vitro (Amthor et al., 2009). L'inhibition de la myostatine par surexpression de son
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propeptide conduit a une hypertrophie musculaire sans affecter le nombre de cellules satellites ni le

nombre de noyaux par fibres (Amthor et al., 2009, Foster et al., 2009, Matsakas et al., 2009).
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FIGURE 20. CONSEQUENCES DE L'INVALIDATION DE LA MYOSTATINE AU COURS DU DEVELOPPEMENT
MUSCULAIRE SQUELETTIQUE. (a-b)La myostatine régule la balance entre prolifération et
différenciation terminale des progéniteurs embryonnaires et foetaux. Son absence conduit donc a une
augmentation du nombre de progéniteurs qui engendre une augmentation du nombre de fibres
primaires et secondaires dont les tailles sont légerement augmentée. (b) Au cours de la myogenese
secondaire au stade foetal, la myostatine régule le métabolisme et la conversion glycolytique des fibres
primaires si bien qu’en son absence, plus de 50 % des fibres primaires initialement oxydatives
deviennent glycolytiques. (c) Au stade adulte, la myostatine régule la synthése protéique des fibres
musculaires. Son invalidation entraine une hypertrophie de I'ensemble des fibres indépendante des
cellules satellites.

Les travaux dirigés par Alexandra C. McPherron en 2012 ont réconcilié I'ensemble de ces
résultats contradictoires (Wang et McPherron, 2012). La comparaison des souris sauvages et Mstn /-
ne révele aucune différence dans le nombre de cellules satellites et ce, quel que soit I'age (Figure 20).
La neutralisation de la myostatine par |'utilisation de I'inhibiteur artificiel sActRIIB-Fc, entraine une

hypertrophie des myofibres par augmentation du taux de synthése protéique, suivie d’une faible
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activation des cellules satellites, cependant trop faible pour participer a cette hypertrophie (Lee et
al.,, 2012, Wang et McPherron, 2012). Ainsi, les cellules satellites n’interviendraient pas dans

I’hypertrophie adulte.

En paralléle du phénotype musculaire, les souris Mstn”- présentent une diminution de la masse
totale graisseuse de 70 % par rapport aux sauvages en corrélation avec une diminution des taux
sériques de leptine, triglycérides et cholestérol (McPherron et Lee, 2002). Globalement, les processus
adipogéniques sont diminués chez les souris Mstn - par rapport aux sauvages (Lin et al., 2002). Les
souris Mstn 7" présentent également une diminution de la taille de leurs organes internes,
notamment celles du foie et des reins (Lin et al., 2002). Ces caractéristiques phénotypiques sont aussi
retrouvées chez les races bovines Bleu Blanc Belge et Piémontaise, confirmant la grande

conservation du réle fonctionnel de la myostatine (Kambadur et al., 1997).

Les souris Mstn 7~ présentent aussi une densité osseuse plus importante que les souris sauvages,
ceci suggérant un role de la myostatine dans la prolifération et la différenciation des précurseurs
ostéogéniques (Elkasrawy et Hamrick, 2010). Un autre géne de la superfamille des TGF-B, Gdf-11,
possede lui aussi un réle crucial dans le développement du squelette axial. Exprimé dans le
mésoderme pré-somitique, le bourgeon de la queue et la ligne primitive, il intervient dans la mise en
place de I'axe antéro-postérieur au cours de I'embryogenése (McPherron et al., 1999). Au stade
adulte, le géne Gdf-11 s’exprime dans le muscle squelettique et le cerveau. Bien qu’il présente une
expression dans le muscle squelettique, I'invalidation du géne chez la souris (Gdf-11 /") n’entraine
aucune conséquence sur ce tissu (McPherron et al., 1999). Pourtant, lors de l'identification de
nouveaux facteurs régulant la croissance musculaire autres que la myostatine, une étude a montré
gue la protéine GDF-11 est capable d’inhiber la différenciation des myoblastes C2C12 en myotubes,
agissant ainsi comme un régulateur négatif de la myogenése in vitro (Souza et al., 2008). Une analyse
de la relation entre expression et fonction de Gdf-11 chez le poulet a suggéré que GDF-11 peut jouer
un réle sur le développement musculaire (Gamer et al., 2001). En effet, GDF-11 est capable d’induire
I’expression de son antagoniste, la follistatine, aussi décrit comme un inhibiteur de la myostatine. La
dérégulation de Gdf-11 pourrait donc indirectement jouer sur la signalisation de la myostatine
(Gamer et al., 2001). Ainsi, I’'ensemble de ces travaux ne permet pas d’établir des rdles distincts pour
les génes Mstn et Gdf-11, tous deux ayant des fonctions clés dans la régulation du développement
embryonnaire et ’homéostasie des tissus adultes. La création du double KO Mstn /:Gdf-11 7/ a
apporté un nouvel éclairage sur la redondance des fonctions de ces deux facteurs (McPherron et al.,
2009). En effet, ces mutants présentent des transformations homéotiques du squelette axial plus
importantes que les souris Gdf-11 7, sans aggravation du phénotype musculaire. Parallélement, la

délétion conditionnelle de Gdf-11 au sein du muscle squelettique sur des souris Mstn * ou Mstn -
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n’affecte ni la taille des muscles, ni le nombre ou le type de fibres (McPherron et al., 2009). Ainsi, la
myostatine et GDF-11 auraient des fonctions redondantes dans le développement et la mise en place

du squelette, mais seule la myostatine interviendrait dans la myogenéese du muscle squelettique.

Chez le bovin et la souris, la perte d’'une myostatine fonctionnelle conduit a une augmentation
des fibres glycolytiques de type Il au détriment des fibres oxydatives de type | (Figure 20) (Stavaux et
al., 1994, Girgenrath et al., 2005). Dés la naissance, les muscles de ces animaux présentent un
métabolisme majoritairement glycolytique corrélé a une diminution de la force musculaire. Ce
phénotype s’établit donc au cours du développement embryonnaire. Au cours de la myogenese
primaire, les souris Mstn” et les sauvages Mstn*/* développent toutes des fibres primaires
exprimant des chaines de myosine associées au métabolisme oxydatif (Matsakas et al., 2010). A
partir du 14°™ jour de développement embryonnaire (E14) coincidant avec linitiation de la
myogenése secondaire, les fibres oxydatives des souris Mstn 7~ subissent une conversion importante
en fibres glycolytiques si bien que ces souris perdront 50 % de leur fibres oxydatives jusqu’a la
naissance (Matsakas et al.,, 2010). Ainsi, la myostatine n’intervient pas dans la régulation du
métabolisme des fibres au cours de la myogenese primaire mais elle est indispensable a la régulation
de la conversion glycolytique des fibres au cours de la myogenése secondaire. Il nest donc pas
étonnant que dans les conditions physiologiques normales du muscle adulte, I'expression de la
myostatine soit plus importante dans les fibres de type Il (Carlson et al., 1999). La myostatine régule
cette conversion glycolytique a deux niveaux : elle inhibe I'expression de MyoD, facteur qui favorise
I’expression de chaines de myosine des fibres de type Il et elle favorise celle de Mef2 permettant
ainsi I'expression de chaines de myosine des fibres de type | (Hughes et al., 1993, Potthoff et al.,

2007, Hennebry et al., 2009).

L'invalidation de la myostatine chez la souris conduit a une surexpression significative des
microARNs « MyomiRs », miR-1/miR-206 et miR-133a/miR-133b, surexpression qui participe a
I’'augmentation massive de la masse musculaire en favorisant la prolifération et la différenciation
myoblastique (Chen et al., 2006, Kim et al., 2006, Rachagani et al., 2010). Ces données suggerent
aussi que la myostatine peut réguler par sa voie de signalisation les MyomiRs. Cette hypothése est
confortée par une étude récente révélant que les protéines SMADs (sma mothers against
decapentaplegic homolog) activées par les facteurs TGF-p et BMP-4 peuvent s’associer au complexe

Drosha/DGCRS (Di George critical region 8) (Davis et al., 2008).

Au contraire de linvalidation de la myostatine qui entraine systématiquement une
hypertrophie, son activation ne conduit pas forcément a un phénotype d’atrophie manifeste. Les

modeles transgéniques murins surexprimant la myostatine sous la dépendance d’un promoteur
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muscle-spécifique présentent une diminution de la taille des fibres et du nombre de noyaux par fibre
chez les males uniquement, diminution responsable d’un phénotype d’atrophie musculaire modérée
(diminution d’environ 20 % de la masse musculaire par rapport aux sauvages) (Reisz-Porszasz et al.,
2003, Heineke et al., 2010). Ce méme phénotype modéré est observé lorsque la myostatine est

surexprimée par électroporation dans le muscle a I’dge adulte (Durieux et al., 2007).

A l'inverse, Se-Jin Lee et ses collaborateurs ont montré en 2002 que la sécrétion de myostatine
induite par l'injection de cellules CHO sécrétrices de myostatine dans une patte de souris « nude »
(dépourvues de thymus) conduit a un phénotype de cachexie musculaire tres sévere (Zimmers et al.,
2002), suggérant donc que la myostatine, indépendamment de la présence d’'une tumeur, est
suffisante pour induire une cachexie musculaire. Plus récemment, la myostatine a de nouveau attiré
I’attention de nombreux chercheurs autour de son réle potentiel dans la cachexie cancéreuse
(Fearon et al., 2012). Des études ont montré une dérégulation de la signalisation de la myostatine
dans cette cachexie (Costelli et al., 2008). De plus, différentes lignées tumorales présentent une
surexpression de la myostatine, notamment les cellules C26 issues de carcinome du colon (Lokireddy
et al., 2012). Cette expression anormale de la myostatine par ces lignées tumorales pourrait étre
responsable du phénomene de cachexie cancéreuse. Des études récentes ont été consacrées a
I’'analyse du blocage de la myostatine et de sa voie de signalisation en utilisant un inhibiteur artificiel,
sActRIIB-Fc. Celui-ci correspond a la partie C-terminale du récepteur ActRIIB de la myostatine couplé
a un domaine Fc d'immunoglobuline permettant a ce récepteur d’étre soluble (Lee et al., 2005).
L'administration systémique de la molécule sActRIIB-Fc a quatre modeéles distincts de souris
présentant une cachexie cancéreuse a permis de traiter la cachexie mais n’a eu aucun effet sur la
croissance tumorale (Benny Klimek et al., 2010, Zhou et al., 2010). Néanmoins, le simple fait de
restaurer la masse musculaire a permis d’augmenter de 30 % le taux de survie des souris traitées,

suggérant la possibilité d’utiliser cette approche chez ’'homme (Zhou et al., 2010).

Les phénotypes liés a I'invalidation ou a la surexpression de la myostatine témoignent de sa
fonction essentielle dans le controle de I’homéostasie musculaire. Afin d’appréhender plus finement
son rble en caractérisant les voies moléculaires qu’elle dérégule, un grand nombre d’études in vitro
sur la lignée myoblastique murine C2C12 ou sur des cultures primaires myoblastiques bovines et

murines ont été réalisées au cours des 15 derniéres années.
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Voies de signalisation et régulation intracellulaire de la myostatine

Voie de signalisation canonique des SMADs

Comme les autres membres de la superfamille des TGF-B, la myostatine agit sur la voie
canonique des SMADs par liaison aux récepteurs a activité sérine/thréonine kinase de type IIA ou 1IB
(ActRIIA ou ActRIIB), avec une liaison préférentielle au récepteur ActRIIB (Lee et McPherron, 2001).
L'interaction de la myostatine avec ce récepteur de type Il conduit au recrutement du récepteur
correspondant de type | (Alk4/5, activin-like kinase 4/5) ce qui entraine une phosphorylation des R-
SMADs (receptor-regulated SMADs) correspondants SMAD2 et SMAD3 (Tableau4) (Figure 21)
(Langley et al., 2002, Zhu et al., 2004). Les SMAD2/3 se complexent ensuite avec le co-SMAD
(common mediator-SMAD), SMAD4, pour permettre leur translocation dans le noyau et contréler
I’expression des genes cibles (Zhu et al., 2004, Sartori et al., 2009). Cette voie de signalisation

intracellulaire peut étre inhibée par SMAD7 qui empéche la phosphorylation des R-SMADs par les

récepteurs des TGF- (Massague, 1998).

TABLEAU 4. MEMBRES DE LA SUPERFAMILLE DES TGF-B ET LEURS RECEPTEURS ET VOIES DE

SIGNALISATION ASSOCIES. (Adapté de Hinck (2012))

Protéines Récepteurs de type | 2
TGF-Bs TBR-I (AIK5)
Activine ActRIB(Alk4)

TBR-I (Alk5)

ACtRIB (Alk4)

Myostatine (GDF-8) TBR-I (AIK5)

ACtRIB (Alk4)
TBR-I (AIK5)

Alkl

Act-RI (Ak2)
BMPR-IA (Ak3)
BMPR-IB (Alk6)

BMPR-IA (Ak3)
BMPR-IB (Ak6)

Nodal

BMPs, GDFs

MIS

Récepteurs de type Il

TBR-II

ActRIIA
ActRIIB

ActRIIA
ActRIIB

ActRIIA
ActRIIB

ActRIIA
ActRIIB
BMPR-II

MISR-II

R-SMADs

SMAD2, 3

SMAD 2, 3

SMAD 2, 3

SMAD 2, 3

SMAD 1,5, 8

SMAD 1, 5, 8

2 Les récepteurs de type | de la superfamille des TGF- ont été initialement appelés « activin-like kinases » (Alk),

mais plusieurs ont été depuis renommeés selon les protéines de signalisation qui les activent.

ActR, activin receptor ; Alk, activin-like receptor ;BMPR, bone morphogenetic protein receptor ; GDF-8, growth and
differentiation factor-8 ; MISR, Mullerian inhibiting substance ; R-SMAD, receptor-regulated SMAD ; SMAD, sma
mothers against decapentaplegic homolog ; TBR, TGF-B receptor

En empruntant la voie des SMADs, la myostatine est capable d’inhiber la prolifération et la
différenciation de myoblastes en culture. En activant sa voie de signalisation, la myostatine

augmente I'expression de l'inhibiteur des CDKs p21, et diminue I'expression de Cdk2, ceci conduisant
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a une hypophosphorylation de la protéine Rb conjointement a un arrét du cycle cellulaire en
phase G; (Figure 21) (Thomas et al., 2000, Rios et al., 2001, Taylor et al., 2001, Joulia et al., 2003). A
I'inverse, au cours de I'entrée en différenciation des myoblastes, la myostatine diminue |'expression
de p21, empéchant la sortie du cycle cellulaire nécessaire a la différenciation des myoblastes en
myotubes (Langley et al., 2002). Elle induit parallelement la dérégulation de MyoD, aussi bien par la
diminution d’expression de ce dernier par fixation des phospho-SMAD3 a son promoteur, que par
I'inhibition de son activité par l'interaction des SMAD3 avec son domaine bHLH (Liu et al., 2001,
Langley et al., 2002, Rios et al.,, 2002). Enfin, elle conduit a la diminution d’expression de la
myogénine et de Myf5, faisant encore une fois obstacle a la progression des processus myogéniques

(Figure 21) (Langley et al., 2002, Rios et al., 2002, Joulia et al., 2003).

Milieu extracellulaire

Membrane cellulaire

ActRIIB

p21 MyoD l
Myogenin

Cytoplasme

Inhibition de la myogenése

FIGURE 21. VOIES DE SIGNALISATION CANONIQUE ET NON CANONIQUES DE LA MYOSTATINE. Suite a
sa fixation a son récepteur ActRIIB, la myostatine active la voie canonique des SMADs inhibant la
progression des processus myogéniques. Elle est également capable de réguler négativement les
processus myogéniques via I'activation des voies de signalisation des MAPKs (ERK1/2, JNK, p38). ActRIIB,
activin receptor type-IIB ; Alk4/5, activin-like kinase ; ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase 1/2 ;
JNK, c-Jun N-terminal kinase ; MSTN, myostatine ; MyoD, myoblast determination protein 1 ; SMAD, sma
mothers against decapentaplegic homolog.

En plus de sa voie canonique, la myostatine peut agir indépendamment des SMADs par
I'intermédiaire d’autres voies de signalisation telles que les voies de signalisation des mitogen-
activated protein kinase (MAPKs) ainsi que la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase
(P13K)/Akt (Figure 22) (Philip et al., 2005, Yang et al., 2006, Huang et al., 2007, Trendelenburg et al.,
2009).
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Autres voies de signalisation

De nombreuses études in vitro ont révélé I'implication des voies de signalisation des MAPKs
dans l'inhibition de la croissance musculaire induite par la myostatine (Figure 22). En effet, la
myostatine est capable d’activer la protéine p38 MAPK par la cascade TAK1-MKK6 (TGF-B-activated
kinase 1-Mitogen-activated protein kinase kinase 6) ce qui entraine une inhibition de la prolifération
des cellules C2C12 et participe au maintien d’un taux basal de p21 (Philip et al., 2005). La myostatine
est aussi capable d’activer la voie de signalisation JNK (c-Jun N-terminal kinase) par la cascade TAK1-
MMK4 dans les cellules C2C12 en prolifération et en différenciation (Huang et al., 2007). Il a d’ailleurs
été montré que le récepteur ActRIIB est nécessaire a I'activation de cette voie, la sous-expression du
récepteur par siRNA (small interfering RNA) conduisant a une forte diminution de la phosphorylation
des JNK (Huang et al., 2007). De plus, I'utilisation d’un inhibiteur spécifique des JNK diminue
I'expression de p21 induite par la myostatine en prolifération, et augmente I'expression des

marqueurs de la différenciation (Figure 21) (Huang et al., 2007).

La voie ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) semble étre elle aussi impliquée dans
I'inhibition des processus myogéniques induite par la myostatine (Figure 21) (Yang et al., 2006). En
effet, sa fixation au récepteur ActRIIB active la voie de signalisation Ras/ERK1/2 qui entraine une
diminution des processus de prolifération et de fusion des myoblastes C2C12 (Yang et al., 2006). Une
autre étude a aussi mis en évidence le rble essentiel de la voie ERK1/2 dans la capacité d’auto-
renouvellement des cellules satellites (McFarlane et al.,, 2008). En effet, alors que I'excés de
myostatine in vitro conduit a une diminution de I'expression de Pax7 via l'activation de ERK1/2,
I'inactivation du géne ou l'inhibition de la myostatine par I'utilisation d’un antagoniste entraine une
augmentation de I'expression de Pax7 au sein de cellules myoblastiques primaires (McFarlane et al.,
2008). Ainsi, la myostatine pourrait réguler Pax7 et I'auto-renouvellement des cellules satellites au
cours des processus de régénération. Cependant, les auteurs ne précisent pas si dans ce contexte, la
phosphorylation de ERK1/2 est directement ou indirectement dépendante de la fixation de la

myostatine a son récepteur ActRIIB.

Enfin, la myostatine est capable d’inhiber la voie de signalisation Akt/mTOR activé par IGF-1,
renforgcant ainsi son pouvoir inhibiteur des processus myogéniques (Figure 22). In vitro, les
traitements de myoblastes squelettiques humains (HuSkMC) par la myostatine a des concentrations
physiologiques (0,1 a 300 ng/ml) inhibent la phosphorylation d’Akt par I'intermédiaire des SMAD2/3
activés au cours de la prolifération et de la différenciation des cellules (Amirouche et al., 2009,
Sartori et al., 2009, Trendelenburg et al.,, 2009). De méme, la myostatine abroge la croissance

hypertrophique des cardiomyocytes induite par la phényléphrine via I'inhibition de la voie Akt
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(Morissette et al., 2006). L'inhibition d’Akt entraine celle des protéines mTOR et p70S6K, et une
diminution de la synthése protéique. De plus, I'inhibition de mTOR conduit a une augmentation de la
phosphorylation de SMAD2 établissant une véritable boucle de rétroaction positive : la myostatine
active SMAD?2 qui inhibe Akt induisant I'inhibition de mTOR, qui potentialise ainsi la phosphorylation

de SMAD?2 induite par la myostatine (Glass, 2010).

En inhibant la phosphorylation d’Akt, la myostatine induit également I'activation de la protéine
FoxO1 qui favorise I'expression des atrogenes MuRF1 et MAFbx, indépendamment de la voie NFkB

(Figure 22) (McFarlane et al., 2006).
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FIGURE 22. DIALOGUE ENTRE IGF-1 ET LA MYOSTATINE DANS LA REGULATION DE LA MASSE
MUSCULAIRE. De la méme maniere que l'ingestion d’acides aminés, IGF-1 active la voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR et favorise ainsi les processus d’hypertrophie. Elle permet I'augmentation de la
synthese protéique par I'activation des protéines mTOR et p70S6K (S6K1). Elle est donc le régulateur
positif de la croissance musculaire et de la synthese protéique. A l'inverse, la myostatine active sa voie
de signalisation canonique des SMADs et les voies des MAPKs (ERK1/2, JNK, p38), I'ensemble
aboutissant a l'inhibition des processus myogéniques. Les SMADs activées par la myostatine sont aussi
capables d’inhiber les voies de la synthese protéique orchestrées par Akt. Akt, protein kinase B; AMPK,
AMP-activated protein kinase ; elF, translation initiation factor ; FoxO, forkhead box protein O ; GSK3-6,
glycogen synthase kinase 3 6; IGF-1, insulin-like growth factor 1; IGF-R, insulin-like growth factor
receptor; LC3, microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, MAFbx, muscle atrophy F-box ;
MAPK, mitogen-activated protein kinase ; MSTN, myostatin; mTOR, mammalian target of rapamycin ;
MUuRF1, muscle RING-finger protein 1; NFkB, nuclear factor-k-B; S6K1, ribosomal protein S6 kinase 1 ;
SMAD, sma mothers against decapentaplegic homolog ; TNFa, tumor necrosis factor a.
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Cependant, dans ce contexte, la signalisation d’Akt peut étre rétablie par I'addition d’IGF-1 dans
le milieu de culture des myoblastes ou des myotubes (Trendelenburg et al., 2009). Ces résultats
démontrent I'effet dominant d’IGF-1 sur celui de la myostatine offrant ainsi la possibilité

thérapeutique d’utiliser I'axe IGF-1/Akt dans les pathologies ol la myostatine est active.

La régulation de la masse musculaire repose donc essentiellement sur les voies de signalisation
activées par la myostatine et IGF-1 et le role crucial d’Akt et de ces effecteurs mTOR et FoxO qui
régulent respectivement la synthése et la dégradation protéique (Figure 22) (Schiaffino et al., 2013).
Ces deux genes nécessitent donc une régulation fine, aussi bien au niveau de leur expression qu’au

niveau de leur activité.
Régulation de I'expression de la myostatine

Bien que le role fonctionnel de la myostatine dans le développement musculaire ait été
largement analysé ces vingt dernieres années, la régulation de sa transcription n’a été que peu
étudiée. Quelques études du promoteur de la myostatine chez différentes especes ont malgré tout

permis de mieux définir les mécanismes moléculaires qui régulent son expression.

Chez différentes especes, I'analyse de la région promotrice a révélé la présence de nombreux
sites de liaison pour des facteurs de transcription notamment une dizaine de « E-box », permettant la
fixation des MRFs grace a leur domaine bHLH, mais également des sites de liaison pour Mef2, NFkB
ou PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y) (Figure 23) (Ma et al., 2001, Spiller et al.,
2002, Du et al., 2007). In vitro, la E-Box 6 (E6) de la séquence promotrice bovine permet la fixation de
MyoD et s’avere étre nécessaire a la transcription de la myostatine. En effet, leurs expressions
corrélent au cours de la prolifération ou au cours de l'entrée en différenciation des cellules
myoblastiques (Spiller et al., 2002). In vivo, MyoD se lie aussi a la E-box 5 (E5) de la séquence
promotrice murine dirigeant ainsi une activation spécifique du promoteur de la myostatine au sein
des fibres de type Il des muscles squelettiques (Salerno et al., 2004). Ces résultats concordent avec
les observations faites sur la caractérisation du réle de la myostatine dans la spécification des fibres

musculaires et de son expression (Artaza et al., 2002, Hennebry et al., 2009).

La séquence régulatrice de la myostatine comporte aussi des sites de liaison aux facteurs de
transcription SMAD et FoxO (Figure 23) (Allen et Unterman, 2007). Lorsque des cellules C2C12 sont
traitées par du TGF-B, I'expression de FoxO1 augmente ce qui induit une activation du promoteur de
la myostatine (Allen et Unterman, 2007). Cette activation est aussi observée lorsque ces cellules
surexpriment les principaux acteurs de la voie canonique de la myostatine, SMAD2 et SMAD4,

suggérant ainsi ’hypothése que la myostatine puisse s’autoréguler (Allen et Unterman, 2007). Deux
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études antérieures confirment cette hypothése. En effet, il a été montré que I'activation des
SMAD2/3 et SMAD4 leur permet de se lier au promoteur de leur répresseur SMAD7 et d’en activer sa
transcription (Figure 23) (Zhu et al., 2004). Par ailleurs, la surexpression de SMAD7 conduit a
I'inhibition de I'activité du promoteur de la myostatine (Forbes et al., 2006). De plus, I'invalidation du
géne Smad3 chez la souris conduit a une augmentation de I'expression de la myostatine (Ge et al.,
2011). Finalement, I'ensemble de ces données suggere que I'expression de la myostatine dépend du
ratio total des R-SMADs (SMAD2 et SMAD3), co-SMADs (SMAD4) et I-SMADs (Inhibiroy-SMADs,
SMAD7) a un moment donné, en considérant que ce ratio peut étre aussi bien modulé par la

myostatine que par d’autres TGF-B (Zhu et al., 2004, Forbes et al., 2006, Allen et Unterman, 2007).

: miR-27a
miR-27b

B-caténine H\/H\/H .
= Tcf/LEF Transcrit Mstn
\
|
1

J

P (MMU 1)
— - Promoteur Mstn l

N
",

BO O

" | smADbox | E-box | Foxobox @ Protéine ‘

FIGURE 23. REGULATION DE L’EXPRESSION DE LA MYOSTATINE. Les SMAD2/3 activés par la myostatine
peuvent réguler positivement I'expression de SMAD7. SMAD7 se fixe a son tour sur les SMAD box du
promoteur de la myostatine pour inhiber sa transcription. La voie Wnt/B-caténine semble elle aussi
pouvoir inhiber la myostatine. A l'inverse, le promoteur de la myostatine comprend différents éléments
de réponse permettant son activation, notamment des « E-box » pour les MRFs, des FoxO box ou des
éléments de réponse aux glucocorticoides (G) ou aux androgenes (A). Enfin, les microARNs miR-27a et
miR-27b se fixent a la région 3’UTR du transcrit de la myostatine entrainant sa dégradation. A,
androgéne ; FoxO, forkhead box protein O; G, glucocorticoides; miR, microARN ; Mstn, myostatine ;
MyoD, myoblast determination 1 ; SMAD, sma mothers against decapentaplegic homolog ; Tcf/LEF, T-
cell factor/Lymphoid enhancer factor.

Le promoteur de la myostatine contient aussi des éléments de réponse a différentes hormones
comme les glucocorticoides (GRE) ou les androgenes (ARE) (Figure 23) (Ma et al., 2001, Du et al.,

2007). Il a d’ailleurs été montré que l'atrophie musculaire engendrée par un traitement a la
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dexaméthasone, une hormone glucocorticoide de synthese, est liée a une surexpression de la
myostatine (Ma et al., 2003, Salehian et al., 2006). Enfin, il a été montré que le traitement par la
protéine Wnt4 de myoblastes murins entraine une diminution de I'activation de la voie de la
myostatine et de son expression. L'identification de 3 sites potentiels de fixation aux éléments
Tcf/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor) au sein du promoteur de la myostatine confirme
I’hypothése que la voie de signalisation Wnt/B-caténine est directement impliquée dans la régulation

de son expression (Bernardi et al., 2011).

Plus récemment, il a été mis en évidence que I’expression de la myostatine est aussi régulée par
des microARNSs. Il a par exemple été montré que suite a I'ingestion d’acides aminés essentiels (EAA)
enrichis en leucine, I'expression des miR-499, miR-208b et miR-23a augmente dans le muscle
squelettique alors que I'expression de certains genes, dont la myostatine, diminue (Fujita et al., 2007,
Drummond et al., 2009). Cette diminution de la myostatine est cohérente avec I'augmentation de la
synthése protéique induite par la prise d’EAA. Deux autres microARNs, miR-27a et miR-27b, ont été
identifiés comme clairement impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de la myostatine
(Figure 23) (Allen et Loh, 2011). Majoritairement exprimés dans les muscles a contraction lente, ils
participent aussi a la sous-expression de la myostatine dans les fibres musculaires de type | (Allen et
Loh, 2011). In vitro, la surexpression du miR-27a dans des myoblastes C2C12 favorise leur
prolifération via 'inactivation de la myostatine (Huang et al., 2012). Cette surexpression peut étre
notamment induite par un enrichissement du milieu de culture en leucine (Chen et al., 2013).
Derniérement, il a été montré que chez la race bovine Piémontaise, la diminution d’expression de la
myostatine est corrélée a une surexpression de miR-27b (Miretti et al., 2013). En plus de la mutation
de la cystéine 313 en tyrosine entrainant la production d’une myostatine non fonctionnelle et le
phénotype hypermusclé, la dérégulation de son expression aurait un effet additif a ce phénotype
(Kambadur et al., 1997, Berry et al., 2002, Miretti et al., 2013). Cependant, cette derniére étude est
en contradiction avec les résultats précédemment obtenus sur I'expression de la myostatine chez la
Piémontaise. En effet, la production d’une myostatine non fonctionnelle entraine une augmentation
de ses transcrits, ce phénoméne étant lié a l'incapacité de la myostatine d’activer sa voie de
signalisation et d’activer le rétrocontréle négatif de son expression (Berry et al., 2002, Forbes et al.,
2006). Néanmoins, le role de miR-27b dans la régulation de la myostatine présente un intérét majeur

dans la recherche de marqueurs de sélection favorisant I’'hypertrophie musculaire.
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Régulation extracellulaire de la myostatine

La myostatine est un régulateur négatif si puissant qu’elle nécessite, en plus de cette régulation
intracellulaire complexe, une régulation extracellulaire trés fine, majoritairement exercée par ses
inhibiteurs. A I'instar du propeptide qui est capable d’interagir avec la forme active de la myostatine
et d’inhiber ainsi son action (Tableau5) (Lee et McPherron, 2001, Thies et al., 2001), d’autres
partenaires extracellulaires de la myostatine régulent son activité. La majorité de ces partenaires
protéiques a été identifiée in vitro soit par 'utilisation du systeme double-hybride pour la protéine
follistatine, soit par résonnance plasmonique de surface pour la décorine et la laminine. Seules les
protéines FLST3 (follistatin-like 3) et GASP-1 (Growth and differentiation factor-Associated Serum
Protein-1) ont été identifiées in vivo par co-immunoprécipitation avec la myostatine dans des sérums

humain et murin (Tableau 5).

TABLEAU 5. PARTENAIRES PROTEIQUES DE LA MYOSTATINE.

Conséquences de la

Localisation Inhibiteur Forme de myostatine liée liaison Références
Inhibition de la forme mature (Thies et al
Mstn propeptide  Dimeére actif (Mstn mature) de la Mstn et de sa fixation a 2001) v
son récepteur
Inhibition de la forme mature (Lee et
Follistatine Dimere actif (Mstn mature) de la Mstn et de sa fixation a McPherron,
son récepteur 2001)
Sérum
Inhibition de la forme mature (Hill et al
FLST3 Dimere actif (Mstn mature) de la Mstn et de sa fixation a 2002) v
son récepteur
Dimére actif (Mstn mature) Inhibition de I'activation de la (Hill et al.,
GASPs Mstn Propeptide Mstn et de sa fixation a son 2003, Kondas
pep récepteur et al., 2008)
) . . Inhibition de la sécrétion et de (Wang et al.,
hSGT Peptide signal N-terminal de Mstn la maturation de Mstn 2003)
Cellulaire Inhibition de la sécrétion et de 4
s . N . ; (Nicholas et al.,
Téléthonine Dimere actif (Mstn mature) la formation du complexe 2002)
latent
Inhibition de la forme mature (Miura et al
Décorine Dimere actif (Mstn mature) de la Mstn et de sa fixation a 2006) v
son récepteur
Matrice . LTBP-3 Pro-myostatine Inhlbmo_n du clivage Fie la pro- (Anderson et
extracellulaire myostatine par la furine al., 2008)
Inhibition de la forme mature (Yasaka et al
Laminine Dimere actif (Mstn mature) de la Mstn et de sa fixation a v

son récepteur

2013)

FLST3, follistatin-like 3 ; GASP, growth and differentiation factor-associated serum protein ; hSGT, human small
glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein ; LTBP-3, latent TGF-g binding protein ; mstn, myostatin
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L'inhibiteur le plus important de la myostatine est la follistatine, une glycoprotéine dont la
dénomination originelle est liée a sa capacité d’inhiber la synthése et la sécrétion de ’lhormone FSH
(follicle-stimulating hormone) (Ueno et al., 1987, Lee et McPherron, 2001). Chez 'homme et la
souris, |'épissage alternatif du gene follistatine permet la formation de deux protéines, FS 315 et
FS 288, qui ne difféerent que par la présence d’'une queue C-terminale acide sur la protéine FS 315
(Figure 24) (Shimasaki et al., 1988). Exprimées dans un grand nombre de tissus, les deux protéines
présentent la méme capacité d’interaction a différents membres de la superfamille des TGF-B,
notamment I'activine, BMP-2, BMP-4, BMP-7, GDF-11 et la myostatine (Patel, 1998, Gamer et al.,
1999, Lee et McPherron, 2001). De ce fait, la follistatine (Fst) est associée a de nombreuses fonctions,
si bien que linvalidation du géne chez la souris (Fst”") conduit & une létalité périnatale due a
d’'importants défauts de croissance et de développement des organes dont le muscle squelettique

(Matzuk et al., 1995).

a. 5 3
Gene de la Follistatine —’ —’ H _' _' _H_
MMU 13
229 192 219 225 228 1244
b. AUG UGA
Transcrit long i
ORF =1032 b \/’V‘\/’ \/’
85 192 219 225 228 83
/’I\UG UAA
Transcrit court l |
ORF=951b ‘\/’ v \) \/i
85 192 219 225 228
C.

FS315
T - bss b ’ E Q F @ F g m==p  Forme circulante

344 aa

(Isof:niziiune) | ss '_’ E “ B “ E a — Forme liée au tissu
317 aa

FIGURE 24. DEUX ISOFORMES PROTEIQUES DE LA FOLLISTATINE ISSUES D’UN EPISSAGE ALTERNATIF.
(a) Localisé sur le chromosome 13 murin, le gene de la follistatine comporte 6 exons. (b) La transcription
de ce géne génére un premier transcrit long, mais également un second transcrit plus court issu d’un
épissage alternatif de I’ARN pré-messager entre les exons 5 et 6. (c) Deux isoformes protéiques, longue
et courte, sont alors traduites pour donner, suite au clivage du peptide signal de 29 acides aminés, les
protéines FS 315 circulante et FS 288 liée au tissu. aa, acides aminés; b, bases; C, région carboxy-
terminal ; F, domaine follistatine ; FS, follistatine ; K, domaine Kazal; ORF, open reading frame;
SS, peptide signal de sécrétion. (D’apres Rodino-Klapac et al. (2009))

A l'inverse, les souris transgéniques surexprimant la follistatine spécifiquement dans le tissu
musculaire (MLC-Fst) présentent une hyperplasie et une hypertrophie généralisée des myofibres

responsables d’une augmentation double de la masse musculaire, similaire voire supérieure aux

58



souris Mstn 7, suggérant qu’une partie de I'effet de la follistatine est attribuable a un ligand autre
gue la myostatine (Tableau 6) (Lee et McPherron, 2001). En interagissant avec la myostatine, la
follistatine empéche sa liaison a son récepteur ActRIIB inhibant ainsi son action (Amthor et al.,
2002b). Au cours de la myogenese des muscles squelettiques des membres, la follistatine permet
ainsi la levée d’inhibition de Pax3, Myf5 et MyoD induite par la myostatine dans les progéniteurs

musculaires favorisant leur prolifération (Amthor et al., 2002b, Amthor et al., 2004).

Au stade adulte, sa surexpression dans le muscle entraine une hypertrophie importante des
fibres musculaires, conséquence d’une inhibition de SMAD3 corrélée a une activation de la voie
Akt/mTOR (Haidet et al., 2008, Kota et al., 2009, Winbanks et al., 2012). La follistatine est aussi
capable de réguler le développement musculaire indépendamment de la myostatine. En effet, le
croisement des souris Mstn 7 et des souris transgéniques MLC-Fst conduit a un phénotype
musculaire quadruplé, reflet de I'effet additif de I'invalidation de la myostatine et la surexpression de
la follistatine capable d’inhiber I'activine (Tableau 6) (Lee, 2007a). L'augmentation de la masse
musculaire induite par la follistatine résulte donc de la double inhibition de I'activine et de la
myostatine qui entraine I'activation de la voie de signalisation Akt/mTOR (Gilson et al., 2009, Kalista
et al., 2012, Winbanks et al., 2012). En effet, I'action de la follistatine sur le muscle squelettique est
supprimé par l'inhibition de I'axe IGF-1R/Akt/mTOR (Kalista et al., 2012). L'effet attribuable a
I'inhibition par la follistatine de la myostatine uniquement a pu étre résolu grace a la création d’un
modele murin transgénique surexprimant la protéine Fst I-I, forme tronquée de la follistatine qui
n’interagit pas avec l'activine (Nakatani et al., 2008). Ces souris présentent une augmentation
massive de 80 % de la masse musculaire due a une hyperplasie et a une hypertrophie des fibres
cependant moindre que celle des souris MLC-Fst (Lee et McPherron, 2001, Nakatani et al., 2008). Ce
phénotype démontre néanmoins que la follistatine reste le plus puissant inhibiteur de la myostatine

acejour.

Parmi les inhibiteurs extracellulaires de la myostatine, la glycoprotéine FLST3 (follistatin-like 3)
ou FLRG (follistatin-related gene) présente des homologies structurale et fonctionnelle importantes
avec la follistatine (Tsuchida et al., 2000, Schneyer et al., 2001). Comme la follistatine, la protéine
FLST3 peut se lier a certains TGF-B dont le facteur BMP-2, I'activine et la myostatine (Tsuchida et al.,
2000, Hill et al., 2002). La follistatine est principalement exprimée dans les ovaires, les testicules, les
reins et I’hypophyse alors que les domaines d’expression majoritaires de Fist3 sont le placenta, le
pancréas et le coeur, suggérant que ces deux génes ont des fonctions distinctes selon les tissus
(Schneyer et al., 2001). Si la follistatine est en grande partie associée a l’activine dans les sérums
humain et murin, la protéine FSTL3 a été isolée par co-immunoprécipitation avec la myostatine,

indiquant que ces deux protéines sont de véritables régulateurs physiologiques de la myostatine et
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de I'activine circulantes (Hill et al., 2002, Schneyer et al., 2004). Pourtant, I'invalidation du gene Fist3
chez la souris n’entraine pas de phénotype musculaire particulier (Mukherjee et al., 2007). En
revanche, la surexpression de Fist3 dans le muscle (MLC-FIst3) conduit a une augmentation de 75 %
de la masse musculaire, conséquence d’une hyperplasie et d’'une hypertrophie généralisée des
myofibres cependant moindres que celles observées chez les souris Mstn 7~ ou MLC-Fst (Tableau 6)
(Lee, 2007a). Les souris Mstn ”:MLC-Flst3 présentent un phénotype musculaire quasi-similaire aux
souris Mstn /- (Tableau 6) (Lee, 2007a). Ainsi, I'ensemble des résultats obtenus sur les différents
modeles murins suggere que la protéine FLST3 inhibe préférentiellement I'activine plutét que la

myostatine.

TABLEAU 6. PHENOTYPES MUSCULAIRES OBTENUS PAR L’UTILISATION DE DIFFERENTS
INHIBITEURS DE LA MYOSTATINE. Par comparaison, les souris Mstn 7 présentent une augmentation
de + 100 % de la masse musculaire résultant d’une hyperplasie et d’une hypertrophie généralisée
des fibres musculaires.

Pourcentages d’augmentation de la

: , Références
masse musculaire & phénotypes

Modéles

Modéles transgéniques

(Lee et McPherron,

MLC-Mstn propeptide +50 % Hypertrophie 2001)
MLC-Fstl3 + 75% Hyperplasie et hypertrophie (Lee, 2007a)
Fst Il (inhibiteur de la myostatine dérive de +80 % Hyperplasie et hypertrophie (Nakatani et al., 2008)

la follistatine)

MLC-Fst +100 % Hyperplasie et hypertrophie (Lee et McPherron,

2001)

MLC-Fstl3 x Mstn 7 + 100 % Hyperplasie et hypertrophie (Lee, 2007a)

MLC-Fst x Mstn - + 350 % Hyperplasie et hypertrophie (Lee, 2007a)
Transferts de génes par adénovirus associés (AAV) / Transfections in vivo

AAV8-Mstn propeptide +15% Hypertrophie (Qiao et al., 2008)

AAV1-Fstl3 +20 % Hypertrophie (Haidet et al., 2008)

CMV-LTBP-3 (Tibialis anterior) +28 % Hypertrophie (ZAOr(;(g)erson etal,

AAV1-Gasp-1 +35% Hypertrophie (Haidet et al., 2008)

AAV1-Fst + 100 % Hypertrophie (Haidet et al., 2008)

Injections d’antagonistes de la MSTN

(Whittemore et al.,

Anticorps neutralisants anti-MSTN JA16 +15% Hypertrophie 2003)
. . (Bogdanovich et al.,
0,
Propeptide +30 % Hypertrophie 2005)
sActRIIB-Fc (forme soluble d’ActRIIB) + 60 % Hypertrophie (Lee et al., 2005)

AAV, adénovirus associé ; ActRllb, activin receptor type-llb ; CMV, cytomégalovirus ; Fst, follistatine ; Fstl3,
follistatin-related protein 3 ; Gasp-1, growth and differentiation factor-associated serum protein-1; LTPB-3, latent
TGF-B binding protein ; MLC, myosin light chain ; Mstn, myostatine
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Le croisement des souris Mstn " avec les souris mdx permet d’atténuer la sévérité de la
dystrophie musculaire. Les muscles des souris Mstn ":mdx sont plus puissants et plus larges que ceux
des souris mdx (Wagner et al., 2002). Ainsi, le propeptide de la myostatine, les protéines follistatine
et FLST3, sont trés largement étudiés pour leur intérét dans le développement des stratégies
thérapeutiques favorisant la croissance musculaire par inhibition indirecte de la myostatine. Afin
d’inhiber I'action de la myostatine directement dans le muscle, deux approches sont utilisées : la
surexpression des genes d’intérét dans le tissu musculaire par injection d’adénovirus associés (AAV),
ou l'injection directe d’'une forme soluble de I’antagoniste (Tableau 6). L'utilisation du vecteur AAV8-
MPRO76AFc permettant la surexpression d’une forme mutée du propeptide (acide aminé 76:
aspartate modifié en alanine) résistante aux métalloprotéinases entraine une hypertrophie
musculaire chez les souris mdx et les chiens GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy), couplée a
une amélioration significative de la force de préhension et de I'activité contractile (Qiao et al., 2008,
Qiao et al., 2009). L'injection directe du propeptide recombinant conduit a des résultats similaires
(Bogdanovich et al., 2005). De la méme facon, la surexpression de la follistatine (AAV1-Fst) ou de
FstI3 (AAV1-Fstl3) dans le muscle de souris mdx ou de souris agées permet une augmentation de la
masse et de la force musculaire sur le long terme (Haidet et al., 2008). Enfin, I'utilisation d’anticorps
neutralisant la myostatine, notamment ['anticorps JA16, améliore également le phénotype
musculaire des souris mdx (Bogdanovich et al., 2002, Whittemore et al., 2003). Dans tous les cas,
I’hypertrophie engendrée ne dépend pas des cellules satellites. Ainsi, les approches thérapeutiques
d’inhibition de la myostatine grace a de tels outils s’averent étre prometteuses pour augmenter la
masse musculaire, méme dans les situations pathologiques caractérisées par un dysfonctionnement

des cellules satellites (Lee et al., 2012).

Découverte plus récemment en tant qu’inhibiteur de la myostatine, la décorine est un petit
protéoglycane riche en leucine qui compose la matrice extracellulaire (lozzo, 1999, Miura et al.,
2006). La décorine inhibe la fixation de la myostatine a son récepteur ActRIIB et sa signalisation en se
liant a la protéine mature. Elle favorise ainsi la prolifération des cellules C2C12 qui la surexpriment
(Miura et al., 2006, Kishioka et al., 2008). Ces cellules présentent également une augmentation de
I'expression de la follistatine, de p21 et de PGC-la (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha), autant de facteurs qui favorisent la différenciation des C2C12 (Li et al.,
2007). Enfin, la surexpression du gene directement dans le muscle par AAV permet une meilleure

régénération et une diminution de la fibrose musculaire (Li et al., 2007, Zhu et al., 2007).

En plus de ce réle d’inhibiteur de la myostatine, la décorine est capable d’interagir avec la
protéine TGF-B1 mais aussi avec le facteur IGF-1 et son récepteur IGF-1R pour favoriser leur action

(Hildebrand et al., 1994, Schonherr et al., 2005, Schaefer et al., 2007). En interagissant avec IGF-1R,
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elle induit sa phosphorylation qui permet I'activation de la voie Akt/mTOR/p70S6K dans des
fibroblastes rénaux (Schaefer et al., 2007). Il est donc envisageable qu’elle puisse agir de la méme
maniére dans les cellules musculaires méme si cette fonction n’a jamais été analysée dans ce

contexte, ce qui lui conférerait un double réle positif au cours du développement musculaire.

Les souris invalidées pour la décorine (Dcn ") présentent une fragilité importante des tendons,
de la peau et de nombreux problemes de cicatrisation dus a des défauts de structure du collagene,
phénotype semblable a celui du syndrome d'Ehlers-Danlos de type dermato-sparaxique chez
I’'hnomme (Danielson et al., 1997). Bien que ces souris ne présentent pas de défaut apparent du
muscle squelettique, les myoblastes Dcn 7~ en culture présentent un retard de différenciation da a
une surexpression trop précoce de la myogénine et a la forte diminution des taux de TGF-B1
(Riquelme et al., 2001). Une autre étude menée sur les souris Mstn 7~ a montré qu’a la suite d’une
blessure, ces souris présentent un retard de cicatrisation de la peau important engendré par des
défauts de réepithélialisation de I'épiderme et de la contraction cutanée, ces deux événements étant
dus a une surexpression de la décorine qui séquestre les TGF-B1 et empéche leur signalisation (Zhang
et al., 2012). De plus, les souris Mstn - possédent des tendons plus fins et fragiles que les sauvages,
phénotype probablement lié a la dérégulation de la décorine et du TGF-B1 (Mendias et al., 2008).
Finalement, I'ensemble de ces données suggere que la décorine est un véritable modulateur de la

signalisation dépendante des TGF-f.

Tres récemment, une autre protéine de la matrice extracellulaire, la laminine, a été mise en
évidence par la technique de résonnance plasmonique de surface comme un nouveau partenaire de
la myostatine mature (Yasaka et al., 2013). Elle est également capable d’interagir avec la méme
affinité avec le récepteur ActRIIB. In vitro, les cellules traitées par la myostatine et la laminine
présentent une diminution de I'activation de la voie SMAD2/3 par rapport aux cellules traitées par la
myostatine seulement. Ces résultats suggerent que la laminine agit comme un potentiel régulateur
de la signalisation de la myostatine, soit par interaction avec sa forme mature, soit par interaction

avec son récepteur (Yasaka et al., 2013).

Enfin, deux autres inhibiteurs particuliers de la myostatine, la Téléthonine et la protéine hSGT,
ont été identifiés par systeme double-hybride (Nicholas et al., 2002, Wang et al., 2003). Leur
mécanisme d’action sur la myostatine n’est pas clair, ces inhibiteurs étant des protéines
cytoplasmiques et la myostatine une protéine sécrétée. C'est la raison pour laquelle chacune de ces

protéines n’a fait I'objet que d’une étude associée a leur mise en évidence.

Exprimée dans les tissus musculaires cardiaque et squelettique, la protéine Téléthonine, aussi

appelée Titin-cap, est une protéine sarcomérique nécessaire a I'assemblage des myofibrilles (Valle et
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al., 1997, Mason et al., 1999). En interagissant avec la myostatine, elle empécherait sa sécrétion.
Physiologiquement, le mécanisme d’interaction reste hypothétique, la Téléthonine étant une
protéine cytoplasmique. Il a cependant été montré que, dans certaines conditions entrainant une
atrophie (traitement a la dexaméthasone, immunodéficience), la myostatine peut étre retrouvée au
niveau cytoplasmique, suggérant une interaction possible des deux protéines dans ces conditions
(Gonzalez-Cadavid et al., 1998, Artaza et al., 2002). De plus, la surexpression de la Téléthonine dans
des cellules C2C12 augmente leur taux de prolifération, suggérant qu’elle ait bien un réle inhibiteur

sur la myostatine (Nicholas et al., 2002).

La protéine hSGT (human small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein) est
guant a elle une protéine ubiquitaire tissulaire qui posséde différentes fonctions dans I'apoptose, la
division cellulaire ou encore, le trafic intracellulaire (Kordes et al., 1998, Dutta et al., 2008). Elle a été
identifiée comme un partenaire de la myostatine par 'utilisation du systeme double-hybride (Wang
et al., 2003). Grace a différentes constructions des protéines hSGT et myostatine, il a été établi que
leur interaction s’effectue entre la partie N-terminale de la myostatine (peptide signal) et la partie C-
terminale de la protéine hSGT. Il a été proposé que, comme pour LTBP-3, hSGT interagisse avec la
myostatine au cours de sa maturation et participe a son repliement, sa maturation et sa sécrétion

(Wang et al., 2003).

Enfin, depuis leur découverte en 2003, deux autres inhibiteurs de la myostatine sont étudiés :

les protéines GASP-1 et GASP-2 (Tableau 6).
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Les protéines GASPs

Au début des années 2000, I'équipe de Laszlo Patthy entreprend des analyses bio-informatiques
de données de séquences génomiques et protéiques afin de prédire les structures et fonctions de
nouvelles protéines chez 'lhomme. Ces analyses ont pour but d’affecter ces nouvelles protéines a des
familles protéiques déja identifiées en fonction des domaines qu’elles partagent et de prédire ainsi
leur role, leur localisation subcellulaire ou leur structure les plus probables. A la suite de ces analyses,
deux nouvelles protéines sont identifiées pour la premiere fois et sont appelées WFIKKN1 et
WFIKKN2 (WAP, Follistatin, Kazal, Immunoglobulin, Kunitz, Kunitz, Netrin-containing protein), en
raison des multidomaines inhibiteurs de protéases qu’elles comportent (Trexler et al., 2001, Trexler
et al., 2002). En effet, I'organisation des domaines est la méme pour les deux protéines : un peptide
signal de sécrétion, un domaine WAP (whey acidic protein), un domaine follistatine/Kazal, un
domaine Immunoglobuline, deux domaines Kunitz et un domaine Nétrine (Figure 25). A 'exception
du domaine immunoglobuline, tous ces domaines sont associés a des inhibiteurs de protéases. Cette
caractéristique frappante conduit I'équipe de Laszlo Patthy a suggérer que cette protéine peut agir
comme un inhibiteur multivalent de protéases pouvant controler de multiples protéases a sérine et
métalloprotéinases. Cependant, en 2003, une recherche de nouveaux partenaires de la forme
mature de la myostatine dans le sérum révele que la protéine WFIKKN2 est capable de s’associer a
celle-ci et d’inhiber son action (Hill et al., 2003). Du fait de cette fonction, elle est alors renommée

GDF-associated serum protein-1 (GASP-1) (Hill et al., 2003).
Caractéristiques des protéines GASPs

Le gene Gasp-1 murin est localisé sur le chromosome 11 et comporte deux exons (353 pb et
3163 pb) et un intron (3236 pb). Le transcrit de 3516 pb code une protéine de 571 acides aminés soit
63,3 kDa comportant les mémes modules que chez 'homme (Figure 25). Son paralogue Gasp-2 est
situé sur le chromosome 17 murin et comporte deux exons (442 pb et 1539 pb) et un intron (695 pb)
permettant d’aboutir a la formation d’un transcrit de 1981 pb codant une chaine protéique de
552 acides aminés soit 59,8 kDa (Figure 25). L’expression tissulaire des deux génes Gasps révele des
différences marquées. Aux stades foetal et adulte, Gasp-1 est majoritairement exprimé dans le
muscle squelettique, le coeur et le cerveau, alors que Gasp-2 est principalement exprimé dans les
poumons et le foie (Trexler et al., 2001, Trexler et al., 2002, Hill et al., 2003). Malgré des domaines
d’expression distincts, les deux genes partagent une expression importante et commune dans le
pancréas chez 'adulte (Trexler et al., 2001, Trexler et al., 2002). |l a également été montré que

I'orthologue du gene Gasp-2 chez le rat, appelé 0C29, est exprimé au cours du développement de
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I'oreille interne (Nishida et al., 2004). Les deux protéines GASP-1 et GASP-2 issues de ces genes
présentent une identité de séquence de 57% et de nombreux domaines conservés et
potentiellement impliqués dans l'inhibition des protéases ce qui correlerait avec une expression

commune et marquée dans le pancréas (Trexler et al., 2001, Trexler et al., 2002).
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FIGURE 25. STRUCTURES DES GENES & PROTEINES GASPs CHEZ LA SOURIS. (a) Le géne Gasp-1 a deux
exons aboutissant a un transcrit de 1716 bases qui code une protéine de 63,3 kDa correspondant a une
chaine de 571 acides aminés. La protéine GASP-1 a une séquence signale de sécrétion (SS) de 29 acides
aminés, et contient un domaine WAP, un domaine follistatine (F) incluant un motif Kazal (K), deux
domaines Kunitz/BTPI (Ku), inhibiteurs de protéases a sérine, et un domaine Nétrine (NTR). (b) Le géne
Gasp-2 a deux exons aboutissant a un transcrit de 1659 bases et code une protéine de 59,8 kDa soit une
chaine de 552 acides aminés. La protéine GASP-2 a une séquence signale de sécrétion (SS) de 25 acides
aminés, et présente la méme architecture en domaines multiples que GASP-1. aa, acides aminés ;
b, bases ; ORF, open reading frame.

En effet, les modules WAP, Kazal et Kunitz sont trés souvent impliqués dans I'inhibition de
protéases a sérine bien que le domaine WAP puisse aussi agir sur les protéases a cystéines (Chhikara
et al.,, 2012). Retrouvé dans des protéines aussi diverses que les TIMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases) inhibant les MMPs (matrix metalloproteinases) ou les sFRPs (secreted frizzled-
related proteins) impliquées dans la régulation de la voie Wnt, le domaine Nétrine est associé a
I'inhibition des métalloprotéinases (Banyai et Patthy, 1999, lyer et al., 2012, von Maltzahn et al.,
2012). A ce jour, seul le second domaine Kunitz de la protéine GASP-2 humaine est décrit comme
capable d’inhiber la trypsine (Nagy et al., 2003, Liepinsh et al., 2006). Bien que leur travail ne soit pas

publié, I'équipe de Laszlo Patthy aurait montré que la protéine GASP-1 humaine présenterait cette
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méme capacité d’inhibition de la trypsine (données issues de la revue de Kondas et al. (2011)). Du
fait de la diversité des modules inhibiteurs qu’elles portent, les protéines GASP-1 et GASP-2 font

partie des rares inhibiteurs composés hétérotypiques (Rawlings et al., 2004).

En plus de cette caractéristique structurale commune, les protéines GASPs présentent des
capacités d’interaction similaires a différents TGF-B (Hill et al., 2003, Kondas et al., 2008, Szlama et
al., 2010). En effet, des tests d’interaction in vitro par la méthode de résonance des plasmons de
surface ont montré que les deux protéines GASPs sont capables d’interagir avec les diméres actifs
des TGF-B myostatine et GDF-11 par leur domaine follistatine, et avec leur propeptide par leur
domaine Nétrine (Hill et al., 2003, Kondas et al., 2008). De ce fait, les protéines GASPs interagissent
aussi bien avec la forme mature de ces TGF-B qu’avec le complexe latent, GASP-2 présentant une
meilleure affinité avec le complexe latent que GASP-1 in vitro (Kondas et al., 2008, Szlama et al.,
2013). Co-immunoprécipitée dans des sérums humain et murin avec la myostatine, la protéine
GASP-1 est la seule capable d’inhiber la forme mature de la myostatine in vivo (Hill et al., 2003). Il est
d’ailleurs intéressant de noter que I'expression majoritaire de Gasp-1 dans le muscle squelettique
feetal est chevauchante avec I'expression quasi-exclusive de la Mstn dans ce tissu, ceci appuyant
I’hypothese proposée par Hill et al. (2003) d’une interaction entre les deux protéines participant a la
régulation de la masse musculaire. Ainsi, GASP-1 pourrait non seulement inhiber la forme active de la
myostatine, mais aussi intervenir dans la régulation de la maturation de la myostatine par son
domaine Nétrine. En effet, sa liaison au propeptide pourrait altérer I'action des membres de la
famille des métalloprotéinases BMP-1/tolloid responsable du clivage protéolytique du propeptide, et
maintenir ainsi la myostatine sous forme de complexe latent (Hill et al., 2003, Wolfman et al., 2003,

Kondas et al., 2011).

Il a également été montré que les protéines GASPs présentent une affinité certaine pour les
TGF-B BMP-2, BMP-4 et TGF-B1 (Szlama et al., 2010). Cependant, ces différentes capacités
d’interaction avec les TGF-B cités ne conduisent pas nécessairement a l'inhibition de leur voie de
signalisation. Effectivement, bien que les protéines GASPs interagissent avec ces TGF-, seule la
transduction du signal induit par la myostatine ou GDF-11 est inhibée par cette interaction (Hill et al.,
2003, Kondas et al., 2008, Szlama et al., 2010). Ces données suggérent que les protéines GASPs
possederaient un rdle supplémentaire de protéine « localisatrice » de certains TGF- dans le sérum
et faciliteraient ainsi leurs actions en fonction du contexte par la mise en place et le maintien de
gradients. L'équipe de Laszlo Patthy a notamment proposé I'hypothése que la protéine GASP-2
pourrait moduler et localiser I'action de BMP-4 au cours du développement de |'oreille interne, les
deux protéines étant exprimées dans cet organe (Wu et Oh, 1996, Gerlach et al., 2000, Szlama et al.,

2010).
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FIGURE 26. FONCTIONS POTENTIELLES DES PROTEINES GASPs DANS LA REGULATION DE LA
MYOSTATINE. Grace a ses différents domaines, GASP-1 peut réguler la maturation et I'activité de la
myostatine a différents niveaux. (a) En se fixant au propeptide de la pro-myostatine, la protéine GASP-1
pourrait la protéger du clivage protéolytique par la furine. Le domaine Nétrine (NTR) pourrait inhiber les
métalloprotéinases de la famille des BMP-1/tolloid responsable du clivage du propeptide et la
dissociation du complexe latent. (b) La protéine GASP-1 peut aussi se lier au propeptide du complexe
latent par son domaine NTR et au dimere actif de la myostatine par son domaine follistatine (F).
L'interaction au complexe latent pourrait aussi entrainer le masquage des sites de clivage des BMP-
1/tolloid. L'interaction au dimeére actif ne permet plus a la myostatine de se fixer a son récepteur ActRIIB
pour induire sa voie de signalisation.

En considérant I'ensemble des données présentées, les protéines GASPs pourraient réguler la
myostatine a différents niveaux (Figure 26). Leur domaine follistatine interagirait avec la myostatine
active, inhibant son interaction avec ActRIIB. Leur domaine Nétrine permettrait I'association avec son
propeptide empéchant ainsi la maturation de la myostatine suite au masquage des sites de clivage
des enzymes furine et BMP-1/tolloid. Ce domaine pourrait aussi inhiber directement les
métalloprotéinases BMP-1/tolloid. Toutes ces fonctions éventuelles d’inhibition de la myostatine
font de Gasp-1 et Gasp-2 des génes candidats de choix dans les nouvelles stratégies thérapeutiques
développées par ciblage indirect de cette protéine. Cependant, les recherches concernant les
protéines GASPs se sont principalement concentrées sur GASP-1 puisque celle-ci est la seule dont

I'interaction avec la myostatine a été démontrée in vivo.
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GASP-1, un antagoniste de la myostatine

Lorsque le groupe du Pr Véronique Blanquet initie ses études sur la caractérisation fonctionnelle
de Gasp-1 en 2006 a Limoges, seule la publication de Hill et al. (2003) établit un lien entre ce géne et
une fonction potentielle dans le développement du muscle squelettique. Les travaux de I'équipe se
concentrent alors sur la mise en place d’outils et notamment la création de modele murin pour

élucider au mieux le role de Gasp-1 dans le contexte musculaire.

Au cours des années qui suivent, les quelques données reliant les protéines GASP-1 et
myostatine dans un contexte myogénique sont principalement issues de travaux ol les expressions
de la myostatine et de ses inhibiteurs ont été étudiées au moment de processus physiologiques
particuliers. Ces analyses ont notamment été effectuées au cours de la croissance longitudinale du
muscle squelettique soumis a un étirement continu chez le rat (Aoki et al., 2009). Cette croissance du
muscle correspond a I’addition rapide de sarcomeéres en série dans des myofibrilles préexistantes.
Elle corréle avec une diminution importante de I'expression de Mstn alors que I'expression de Gasp-1
est augmentée, suggérant une inhibition de la signalisation entiére de la myostatine au cours de la
croissance longitudinale du muscle (Aoki et al., 2009). Ce profil d’expression des deux génes est
similaire chez ’'homme aprés la réalisation de tests d’effort d’intensité variable (Laurentino et al.,
2012). Enfin, le dosage des protéines sériques GASP-1 et myostatine chez des patients soumis a un
test de résistance corrélent avec ces données (Saremi et al., 2010). En plus des travaux de Hill et al.
(2003), ces observations témoignent du lien étroit qui existe entre les expressions de Gasp-1 et de la

myostatine et le développement musculaire.

Afin de déterminer quel inhibiteur de la myostatine serait le meilleur candidat dans le cadre des
thérapies géniques, une étude a comparé l'incidence de la surexpression des génes follistatine, Flst3
et Gasp-1 sous contrdle du promoteur fort CMV (Cytomégalovirus) suite a leur injection par AAV
dans les muscles quadriceps et tibialis anterior chez la souris (Haidet et al., 2008). La surexpression
du gene Gasp-1 entraine une augmentation du poids global de la souris liée a une augmentation du
poids des muscles. Les muscles ayant recu Gasp-1 présentent aussi une augmentation de leur force
(Haidet et al., 2008). Pour la premiere fois, cette étude met en évidence le role de Gasp-1 dans la
régulation positive des processus myogéniques. Cependant, elle ne précise pas les voies moléculaires
mises en jeu lors de la surexpression de Gasp-1 dans le tissu musculaire et les auteurs ne peuvent
gu’émettre I'hypothése que cette activation myogénique est bien liée a I'inhibition de la myostatine
in vivo. De plus, I'objectif de cette étude est d’établir une stratégie a long terme pour développer et

maintenir la masse musculaire dans le cadre des dystrophies ou de la sarcopénie. Les analyses ont
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donc été effectuées sur des souris agées ou des souris mdx dont le métabolisme et I'activité

musculaire sont différents des conditions physiologiques des souris jeunes et sauvages.

En 2009, I'équipe de Véronique Blanquet établit différentes lignées transgéniques murines
surexprimant Gasp-1. L'expression du transgéne est sous la dépendance du promoteur fort et
ubiquitaire CMV. Ainsi, ces lignées permettent une analyse compléte de la fonction de Gasp-1 au
cours du développement, aussi bien dans le muscle squelettique que dans I'ensemble des organes.
Jintegre le groupe en 2010 avec pour projet principal, la caractérisation fonctionnelle de Gasp-1 au

cours du développement musculaire.

Pour réaliser ce projet, j’ai participé au phénotypage des lignées transgéniques
surGaspl et j’ai réalisé I’étude des mécanismes moléculaires régulés par la surexpression
de Gasp-1 grdce a I'obtention des cellules primaires myoblastiques issues de la lignée
surGasp1-20. Ces travaux m’ont conduit a étudier la régulation de la transcription de la
myostatine dans ce contexte. Enfin, j'ai réalisé une étude structure-fonction de la
protéine GASP-1 afin de déterminer linfluence de ces modifications post-
traductionnelles. L’ensemble des résultats obtenus est décrit dans la partie suivante de

mon manuscrit.
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RESULTATS

Analyse fonctionnelle de la protéine GASP-1 au cours du
développement musculaire

Six lignées de souris transgéniques surexprimant de fagon ubiquitaire le géne Gasp-1, appelées
surGaspl, ont été établies. Deux de ces lignées, les lignées surGasp1-20 et surGasp1-06, ont été
sélectionnées pour réaliser les analyses génotypiques et phénotypiques, puisqu’elles présentaient les
plus forts taux d’expression de Gasp-1 dans le cerveau et le muscle. J'ai ainsi participé a I'ensemble

des analyses phénotypiques de ces souris surGasp1.
Caractérisation in vivo du réle de GASP-1

Au cours de ce travail, nous avons pu montrer que la surexpression de Gasp-1 entraine une
augmentation du poids global des souris, conséquence d’'une augmentation du poids de chacun des
muscles squelettiques. Les analyses histologiques réalisées sur les fibres du muscle rectus femoris ont
révélé que l'aire des fibres musculaires est plus importante chez les souris surGasp1-20 que chez les
souris sauvages, mais nous n’avons relevé aucune différence dans le nombre total de fibres. Le
phénotype « hypermusclé » n’est donc pas attribuable a un processus d’hyperplasie, mais seulement
d’hypertrophie. De plus, les proportions de chaque type de fibres, glycolytiques ou oxydatives, sont
invariantes. Ces résultats ont été confirmés par I'étude des activités des enzymes dédiées a I'un ou
I'autre des deux métabolismes. Enfin, les souris surGasp1-20 ne présentent pas de variation de la

masse graisseuse par rapport aux sauvages.

L’'ensemble de ces résultats a fait I'objet de la publication suivante :

Ubiquitous Gaspl overexpression in mice leads mainly to a
hypermuscular phenotype.

Olivier Monestier, Caroline Brun, Katy Heu, Bruno Passet, Mélanie Malhouroux, Laetitia Magnol,

Jean-Luc Vilotte and Véronique Blanquet

BMC Genomics, 2012, 10;13:541

[Les données supplémentaires de I'article sont données en Annexes 1 et 2.]
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Les résultats obtenus sur la lignée surGasp1-20 sont bien différents des résultats décrits sur les
souris Mstn”" (Figure 27). L'absence d’hyperplasie, de conversion métabolique des fibres ou de
variation de la masse graisseuse nous laisse supposer que la surexpression de Gasp-1 dans nos
lignées transgéniques n’a pas d’effet sur la myostatine au cours du développement musculaire
prénatal. L'augmentation du poids global des souris surGasp1-20 est visible dés la troisieme semaine
de vie post-natale et la différence de poids entre les souris sauvages et les souris transgéniques
semble rester stable au cours du développement adulte des animaux. La surexpression de Gasp-1
conduirait a I'hypertrophie des fibres musculaires principalement au cours des 21 premiers jours de

vie post-natale et participerait au maintien de la masse musculaire squelettique par la suite.
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FIGURE 27. CONCLUSION SCHEMATIQUE DES OBSERVATIONS PHENOTYPIQUES RELEVEES SUR LE
MODELE surGasp1.

Ainsi, nous proposons deux hypothéses afin d’expliquer I'augmentation de la taille des fibres au
cours de cette période post-natale précoce: (i) I'hypertrophie observée est liée a I'activité des
cellules satellites, (ii) elle est liée a une augmentation de la synthése protéique dépendante des voies

de signalisation Akt/FoxO.
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Caractérisation des cultures primaires surGasp1-20

Pour vérifier ces hypothéses, nous avons initié une étude in vitro des cellules myoblastiques
dérivées des cellules satellites des lignées murines surGasp1-20 (S20) et Mstn”- partageant le méme
fond génétique que notre lignée sauvage FVB. La premiére partie de notre étude a consisté a
comparer la prolifération et la différenciation des cellules myoblastiques FVB et S20. L'analyse
phénotypique a révélé une légére augmentation de la prolifération et une différenciation plus

importante des cellules S20 par rapport aux sauvages.

Gréace aux analyses moléculaires, nous avons mis en évidence une inhibition de la voie SMAD2/3
et une activation de la voie de signalisation Akt/mTOR/S6K1 associée a la synthése protéique et a
I’"hypertrophie dans les cellules S20. De fagon surprenante, nous avons observé une surexpression de
la myostatine dans les cellules S20 et une activation de la voie de signalisation ERK1/2, normalement
inhibée dans les cellules sauvages et Mstn 7. Nous avons donc émis I’hypothése que I'activation de la
voie ERK1/2 était due a la surexpression de la myostatine dans les cellules S20. La myostatine
agissant via la voie ERK1/2 pour déréguler I'expression de Pax7, cette expression a été analysée dans
les différentes populations de cellules myoblastiques sauvages, S20 et Mstn”. Les résultats et

conclusions obtenus ont été décrits dans la publication suivante :

Myostatin acts independently of its canonical pathway to regulate
embryonic muscle development.

Caroline Brun, Luce Périé, Fabienne Baraige, Barbara Vernus, Anne Bonnieu

and Véronique Blanquet

Soumis dans Skeletal Muscle Journal
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Grace aux analyses moléculaires réalisées sur les cellules myoblastiques dérivées des cellules
satellites des souris surGaspl-20, nous avons pu confirmer que la surexpression de Gasp-1
permettait I'activation des processus d’hypertrophie liés a la synthése protéique (Figure 28).
L'absence d’hyperplasie et la dérégulation des génes Pax3 et Pax7 dans les myoblastes primaires S20
nous laisse supposer que la surexpression de Gasp-1 n’altére pas les étapes de myogenéses
embryonnaire et foetale, soit parce que la surexpression de la myostatine contrebalance I'effet de

Gasp-1, soit parce que le géne Gasp-1 n’a pas d’effet sur ces stades du développement musculaire.

N o
' ?

Milieu extracellulaire
Membrane cellulaire

Cytoplasme

e NCTD
GSK3p ‘P- FoxO."J
| R

elF2B

Lc3 | MuRFL | | MAFbx Pax7

Y Y

Synthése protéique Dégradation protéique desR:s]gI::I: :urs
Hypertrophie Atrophie

FIGURE 28. CONCLUSION SCHEMATIQUE DES VOIES DE SIGNALISATION DEREGULEES AU SEIN DES
CELLULES MYOBLASTIQUES surGaspl-20. Akt, protein kinase B, elf, translation initiation factor;
ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase 1/2 ; FoxO, forkhead box protein O ; GASP-1, growth and
differentiation factor-associated serum protein-1,; GSK3-8, glycogen synthase kinase 3 8, LC3,
microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, MAFbx, muscle atrophy F-box; Mstn, myostatin ;
mTORC1, mTOR signaling complex 1 ; MuRF1, muscle RING-finger protein 1 ; Pax7, paired box protein 7 ;
S6K1, ribosomal protein S6 kinase 1 ; SMAD, sma mothers against decapentaplegic homolog.

A la suite de ces travaux, nous avons choisi d’initier une étude sur les mécanismes de régulations
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de la myostatine au sein de la lignée myoblastiques
surGasp1-20. Les études du promoteur de la myostatine ont révélé la présence de sites de liaison aux

facteurs MyoD, SMADs et FoxOs contenus dans la région de 2 kb en amont du site d’initiation de la
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traduction, région nécessaire et suffisante a la transcription de la myostatine (Spiller et al., 2002,
Allen et Unterman, 2007, Bernardi et al., 2011). Ces facteurs sont dérégulés au sein des cellules
myoblastiques S20 dérivées des cellules satellites des lignées murines surGasp1-20. Notre premiére
hypothése consiste donc a penser que leur dérégulation conduit a une augmentation de I’activité du
promoteur de la myostatine, donc de son expression. Cette hypothése est appuyée par les études
concernant 'autorégulation de la myostatine dépendante des facteurs SMADs (Zhu et al., 2004,
Forbes et al., 2006). En effet, I'activation des SMAD2/3 et SMAD4 entraine 'expression de leur
répresseur SMAD7 qui se fixe au promoteur de la myostatine pour en inhiber son activité. Les
myoblastes S20 présentent une diminution des phospho-SMAD3 et le facteur SMAD7 est sous-
exprimé (Brun et al., soumis dans Skeletal Muscle Journal). Ces observations pourraient donc

expliquer 'augmentation de I’expression de la myostatine dans les cellules S20.

Ainsi, pour étudier I'activité du promoteur de la myostatine dans ces myoblastes, la région
promotrice de la myostatine a été clonée suite a I'amplification par PCR (polymerase chain reaction)
des régions d’ADN génomique murin de 2,1 kb a 0,6 kb en amont du site d’initiation de la traduction.
Les produits PCR obtenus ont été ligaturés dans le vecteur pGL4.10[/uc2] (Annexe 3). Une fois
transfectés dans les myoblastes sauvages ou S20, 'expression de la luciférase Firefly dépendra de
I'activité de la séquence promotrice clonée. La co-transfection des cellules avec un second vecteur, le
vecteur pGL4.75[hRIuc/CMV] dont I'expression de la luciférase Renilla est constitutive (Annexe 3),
permettra de normaliser I'expression de la luciférase Firefly induite par le promoteur de la

myostatine.

En paralléle de cette analyse de la séquence promotrice de la myostatine, nous avons initié un
crible des miARNs potentiellement impliqués dans la régulation de I'expression de la myostatine. En
effet, les miARNSs s’averent étre des régulateurs majeurs de nombreux processus biologiques grace a
leur action modulatrice de I’expression post-transcriptionnelle des génes (Encart 2). Récemment,
I’'analyse moléculaire des cellules myoblastiques dérivées des cellules satellites de la lignée murine
invalidée pour Smad3 (Smad3”) a révélé une augmentation de I'expression de la myostatine
semblable a celle que nous observons dans les myoblastes S20 (Ge et al., 2011). Ces cellules
présentent une diminution des miARNs, miR-27a et miR-27b, dont la myostatine a été identifiée
comme géne cible (Allen et Loh, 2011, Ge et al., 2012, Huang et al., 2012). Ainsi, 'augmentation de
I'expression de la myostatine dans les myoblastes primaires Smad3 7 est probablement liée & deux
phénomenes : I'augmentation de l'activité de son promoteur d’une part et la diminution de
I’expression des miARNs, miR-27a et miR-27b, d’autre part. Au regard de I'’ensemble de ces données,

il nous a donc paru indispensable d’étudier I'expression des miARNs au sein des myoblastes S20.
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Afin de discriminer les miARNs dérégulés dans les myoblastes S20, nous avons congu une puce
TLDA dédiée a I'analyse d’expression des miARNs impliqués dans le développement musculaire. La
plus grande difficulté fut de sélectionner les miARNs sachant que la majorité de leurs cibles reste
encore inconnues a ce jour. Leur choix a donc été réalisé suite a un crible bibliographique qui m’a
permis d’établir une liste de 67 miARNs dont les expressions au cours des différentes étapes de la

myogenese présentent la méme variation dans au moins deux études indépendantes (Tableau 7).

TABLEAU 7. LISTE DES miARNS SELECTIONNES ET DE CERTAINS DE LEURS GENES CIBLES. Ces
miARNs ont tous été montrés comme variant au cours des processus myogéniques.

Distribution tissulaire Génes cibles
Let-7 Ubiquitaire Cdc34, Fst
miR-1 Muscle-spécifique Hdac4, Cx43, Pax7, Pax3, c-Met, YY1, DII1, Mef2
miR-103 Ubiquitaire Wnt3a
miR-106 Ubiquitaire ?
miR-107 Ubiquitaire ?
miR-122 Tissu adipeux-spécifique ?
miR-125 Ubiquitaire Igf-2
miR-128 Ubiquitaire Pax3, PPARy
miR-130 Ubiquitaire PPARy
miR-133 Muscle-spécifique Srf, 1gf-1r, cyclin D2
miR-135 Ubiquitaire Mef2c
miR-138 Ubiquitaire ?
miR-141 Ubiquitaire ?
miR-143 Ubiquitaire Mapk7
miR-144 Ubiquitaire IRS1
miR-146 Ubiquitaire Numb
miR-147 Ubiquitaire ?
miR-150 Ubiquitaire ?
miR-15 Ubiquitaire Dlk1
miR-155 Ubiquitaire Mef2a
miR-17 Ubiquitaire Rb2, p130
miR-181 Ubiquitaire Hox-A11l
miR-182 Ubiquitaire ?
miR-192 Ubiquitaire ?
miR-195 Ubiquitaire Mo25
miR-199 Ubiquitaire ?
miR-20 Ubiquitaire ?
miR-200 Ubiquitaire ?
miR-203 Ubiquitaire MyoD
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miR-204
miR-206
miR-208
miR-21

miR-210
miR-214
miR-22

miR-221
miR-222
miR-23

miR-24

miR-26

miR-27

miR-29

miR-30

miR-31

miR-320
miR-322
miR-326
miR-351
miR-378
miR-410
miR-424
miR-433
miR-448
miR-451
miR-455
miR-483
miR-486
miR-489
miR-494
miR-499
miR-503
miR-546
miR-669
miR-696
miR-92

miR-93

Ubiquitaire
Muscle squelettique-spécifique
Muscle-spécifique
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Enrichi dans le muscle
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire

Ubiquitaire

Smad4

Cx43, Pax7, Pax3, c-Met, Timp3, Hdac4, Fstl3, Igf-1
Sox6, PurgB, Sp3
Tgfbr2

2

?

?

p27

p27, p57
MAFbx, MuRF1
?

Smad1, Smad4
Pax3, Mstn, PPARy
YY1

Alk2

Cebpa
Muscle-type PFK
Cdc25A

?

E2f3

MyoR

sFRP

Cdc25A

sFRP

?

Mo25

?

Gdf3

FoxO1, Pax7

?

Foxj3

Sox6

Cdc25A, Fgf2, Fgfr
?

MyoD

Pgc-la

Mef2, Rb2, p130
Glut4
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En fonction de leur disponibilité chez Applied Biosystems®, Life Technologies, 187 sondes
spécifiques des 67 miARNs décrits et 5 sondes « références » ont été sélectionnées pour construire la
carte TLDA (Annexe 3). L'expression des miARNs sera analysée au cours de la prolifération et au
temps 72 h aprés I'induction de la différenciation. Les résultats obtenus permettront d’envisager une

analyse fonctionnelle ciblée des miARNs dérégulés.

L’ensemble des outils nécessaires a I'étude sur les mécanismes de régulations transcriptionnelle
et post-transcriptionnelle de la myostatine est actuellement mis en place. Par la suite, ces travaux

feront I'objet d’un article en préparation :

myostatin inhibition by GASP-1 overexpression leads to an up-
regulation of its expression.

Caroline Brun, Luce Périé, Lionel Forestier and Véronique Blanquet

(Article en préparation)
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Encart 2. Régulation post-transcriptionnelle des processus myogéniques

Au cours du développement embryonnaire du muscle, I'inactivation spécifique de Dicer, enzyme indispensable a
la maturation des microARNs (miARNs ou miR), conduit a une létalité périnatale, une réduction de la masse
musculaire et une morphologie anormale des myofibres (O'Rourke et al., 2007). Ce phénotype souligne I'importance
des miARNs dans la régulation des processus myogéniques, miARNs qui font aujourd’hui I'objet d’un trés grand

nombre d’études (Chen et al., 2009, Ge et Chen, 2011, Luo et al., 2013).

Chez les mammifeéres, les miARNs sont codés au sein de régions intergéniques ou intragéniques du génome (Kim
et al., 2009). Leur biogenese débute par la transcription d’un long transcrit primaire appelé pri-miARN. Ce premier
transcrit est alors clivé par le complexe enzymatique Drosha/DGCR8 (Di George Critical Region 8) pour générer un
pré-miARN qui est ensuite exporté vers le cytoplasme. Ensuite, le pré-miARN est de nouveau clivé par 'enzyme Dicer
et pris en charge par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) pour permettre la formation du miARN
mature (Bartel, 2004, Kim et al., 2009). Les miARNs sont des petits ARNs simples brins de 21 a 25 nucléotides qui
régulent I'expression post-transcriptionnelle des génes en se liant de fagon complémentaire et spécifique aux régions
3’ UTR (untranslated regions, régions non traduites) de leurs génes cibles, cette fixation conduisant a la dégradation
de I’ARN messager (ARNm) ou a l'inhibition de la traduction. Ainsi, un miARN est capable de réguler plusieurs ARNm
au méme instant (Bartel, 2004, Kim et al., 2009). Bien que leurs cibles géniques ne soient pas toutes identifiées, de

nombreux miARNs ont été associés a la régulation de processus cellulaires ou tissulaires particuliers.

Certains miARNs fonctionnent de facon tissu-spécifique comme les miR-1/miR-206 et miR-133a/miR-133b qui
constituent les « MyomiRs » ou miARNs muscle-spécifique. Ces miARNs sont organisés en clusters sur trois loci
chromosomiques et ils sont spécifiquement exprimés dans le muscle sous le contréle des facteurs de transcription
myogénique tels que MyoD, Mef2 et SRF (serum response factor) (Chen et al., 2006, Rao et al., 2006). Leur
expression est fortement augmentée au cours de la différenciation et de la régénération musculaire, confirmant leur
réle indispensable dans la régulation de ces processus (Chen et al., 2006, Jeng et al., 2009, Lu et al., 2012). Trois
autres miARNs, miR-208a/miR-208b et miR-499, possédent une expression muscle-spécifique en raison de leur
localisation au sein des séquences introniques des génes de myosine (Chen et al., 2009). L’expression et les cibles de
certains miARNs, qu’ils soient exprimés spécifiquement ou non dans le muscle, correlent avec la régulation des
différentes étapes de la myogenése, depuis la détermination des précurseurs jusqu’a la maturation des fibres

musculaires.

Au cours de I'embryogenése du muscle squelettique, I'expression de miR-206 augmente et inhibe spécifiquement
Pax3 et Pax7, autorisant ainsi la différenciation terminale des précurseurs myogéniques (Chen et al., 2010). En se
fixant a sa région 3’'UTR, miR-27b est aussi capable d’inhiber Pax3 conduisant a sa sous-expression et engageant
ainsi les cellules précurseurs dans la voie myogénique (Crist et al., 2009). miR-133a favorise la prolifération
myoblastique via la répression de SRF, alors que miR-1 facilite la différenciation myogénique en inhibant I'expression
de I'histone déacétylase 4 de classe Il (HDAC4), un répresseur transcriptionnel de I'expression des genes musculaires
(Chen et al., 2006). miR-206 influence aussi la différenciation en dérégulant les protéines Id, répresseurs de MyoD

(Kim et al., 2006).




Alors que les mIiARNs cités présentent tous une surexpression au cours de la transition

prolifération/différenciation des cellules myogéniques, les miR-221, miR-222 et miR-669a/miR-669q sont sous-

exprimés (Cardinali et al., 2009, Crippa et al., 2011). La diminution des miR-221 et miR-222 est associée a
I'augmentation d’expression de la protéine p27, inhibiteur du cycle cellulaire qui permet la sortie du cycle cellulaire
des myoblastes et leur entrée en différenciation (Cardinali et al., 2009). Les miR-669a/669q ciblent et inhibent
directement MyoD (Crippa et al., 2011). Enfin, I'expression des miR-135 et miR-155 diminue au cours de la
différenciation permettant la levée d’inhibition de leur géne cible, Mef2c et Mefa respectivement (Cesana et al.,
2011, Seok et al., 2011). Il existe donc une inter-régulation complexe entre les miARNs et les génes des MRFs et MEFs
au cours de la différenciation du muscle squelettique. En plus de leur fonction classique, ces facteurs de transcription

peuvent réguler indirectement la myogenése via les MyomiRs.

La différenciation est indissociable de la fusion myoblastique au cours de laquelle un grand nombre de
remaniements cellulaires s’opérent, et notamment la sous-expression de la protéine Connexin43 (Cx43) des jonctions
communicantes (« gap junctions »). Cette sous-expression est régulée par les miR-1 et miR-206 (Anderson et al.,
2006). Finalement, la régulation entre les facteurs myogéniques et les différents miARNs au cours de la

détermination et la différenciation myoblastique semble étre étroitement liées au cycle cellulaire et a la fusion.

En raison de leur localisation génomique, les miR-208b et miR-499 participent a la détermination du typage des
fibres chez I'adulte (van Rooij et al., 2009). En effet, les deux genes Myh7 et Myh7b codent des chaines de myosine
associées aux muscles squelettiques de type | (fibres lentes). L’expression des miR-208a/208b et miR-499 dans ces
fibres conduit a I'inhibition de génes répresseurs transcriptionnels des chaines de myosine de type | tels que Sox6,

Pur8 et Sp3 (McCarthy et al., 2009, van Rooij et al., 2009).

Enfin, quelques études ont souligné le réle des miARNs dans la régénération du muscle squelettique adulte et
dans la régulation du pool de cellules satellites quiescentes. Au sein du muscle en régénération, I'expression de miR-
27b augmente, entrainant la sous-expression de Pax3 pour favoriser la différenciation terminale des cellules
satellites (Crist et al., 2009). L’une des caractéristiques qui distingue les cellules satellites quiescentes des cellules
satellites activées est I'expression de la protéine Myf5 (Kuang et al., 2007). Dans les cellules quiescentes, miR-31
interagit avec la région 3’'UTR de Myf5, empéchant ainsi la traduction de ce dernier (Crist et al., 2012). De plus,
I'ARNm de Myf5 et les miARNs sont séquestrés dans des granules mRNP (messenger ribonucleoprotein). Ce n’est
qu’au moment de I’activation des cellules satellites que les ARNm de Myf5 sont libérés, conduisant a leur traduction
rapide. Un tel mécanisme permet donc aux cellules de conserver leur identité tissulaire tout en restant quiescentes,

et de répondre trés rapidement en cas de dommages (Crist et al., 2012).

A l'avenir, I'affinement des connaissances sur les réseaux géniques et la caractérisation fonctionnelle des
miARNs devraient permettre une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui régulent les différentes
étapes de la myogenése et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques contre certaines pathologies

musculaires.







Relations structure/fonction de la protéine murine GASP-1

Enfin, la derniére partie de mon travail porte sur I’étude des modifications post-traductionnelles
portées par la protéine GASP-1. Les modifications post-traductionnelles des protéines augmentent
considérablement la taille du protéome ainsi que sa diversité fonctionnelle. Plus de 300 types
différents de modifications post-traductionnelles ont été identifiés et de nouvelles modifications sont
découvertes régulierement (Jensen, 2004). Parmi elles, les glycosylations sont connues comme le
groupe le plus hétérogéne des modifications des protéines et elles sont fréquemment retrouvées sur

les protéines sécrétées (Figure 29) (Encart 3).
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FIGURE 29. REPRESENTATION SCHEMATIQUE D’UNE GLYCOPROTEINE SECRETEE. Les N-glycanes sont
liés au groupe amine du résidu asparagyl au sein de la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr, X
correspondant a n’importe quel résidu excepté la proline. Les O-glycanes sont liés au groupement
hydroxyl d’une sérine ou d’une thréonine particuliére. Asn, asparagine ; Gal, galactose ; GalNAc, N-

acétylgalactosamine;  GIcNAc,  N-acétylglucosamine; Man, mannose; NeuAc, acide N-
acétylneuraminique ; Ser, sérine ; Thr, thréonine.

La protéine GASP-1 étant une protéine sécrétée, notre intérét s’est tout naturellement porté sur
la glycosylation de GASP-1 et son influence sur I'activité de la protéine. Le premier objectif de notre
étude a été de déterminer I'occupation des glycanes sur la protéine GASP-1. Une étude bio-
informatique nous a permis de mettre en évidence la présence potentielle de N-glycanes et de
O-glycanes de type mucine, présence vérifiée grace a la production de la protéine recombinante

murine et a son traitement par différentes enzymes de la déglycosylation. Sur trois sites putatifs de
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N-glycosylation, nous avons montré que seuls deux étaient réellement occupés par des N-glycanes

dont nous avons ensuite testé I'influence sur I'activité de la protéine.

Grace a la mise en place d’un test ELISA, nous avons démontré que I'absence de N-glycanes
perturbe la sécrétion de la protéine murine. Nous avons ensuite choisi d’étudier I'incidence de ces
glycanes sur l'activité de la protéine GASP-1 vis-a-vis de la myostatine. Des cellules myoblastiques
C2C12 ont été traitées par la protéine recombinante murine GASP-1 produite en cellules eucaryotes
COS-7 afin de tester son activité. Nous avons confirmé que GASP-1 active la prolifération et la
différenciation myogénique par inhibition de la myostatine et de sa voie de signalisation. Les cellules
C2C12 ont ensuite été traitées par les différentes formes mutées sur les sites de N-glycosylation et
les résultats obtenus ont montré que la présence des N-glycanes n’influe pas sur le potentiel
inhibiteur de GASP-1 sur la myostatine. L'ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude a

donné lieu a la publication suivante :

Murine GASP-1 N-glycosylation is not essential for its activity on
C2C12 myogenic cells but alters its secretion.

Brun C., Monestier O., Legardinier S., Maftah A., and Blanquet V.

Cell Physiol Biochem, 2012, 30(3):791-804

[La liste des séquences Gasp-1 utilisées dans I’article est donnée en Annexes 4.]
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Les principaux résultats obtenus sont schématisés sur la figure 30. Finalement, la N-glycosylation

de la protéine GASP-1 ne jouerait un réle que dans sa sécrétion.
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FIGURE 30. CONCLUSION SCHEMATIQUE DE L'INCIDENCE DES N-GLYCANES SUR LA PROTEINE GASP-1.
L’absence sélective des N-glycanes influence la sécrétion de la protéine GASP-1 mais elle n’altére pas
son action inhibitrice vis-a-vis de la myostatine.

Si la présence de O-glycanes de type mucine sur la protéine GASP-1 a été confirmée par
traitement enzymatique, leur nombre exact et leur position restent a ce jour indéterminé. De plus,
suite a la mise a jour du serveur NetOGlyc, ces données ont changé. La protéine GASP-1 murine
possederait toujours 9 O-glycanes de type mucine potentiels mais leurs positions potentielles ont

changé (Figure 31).
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FIGURE 31. PREDICTION DES SITES DE O-GLYCOSYLATION DE TYPE MUCINE SUR LA PROTEINE GASP-1
MURINE PAR L’ANALYSE DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE SUR LE SERVER 4.0 NetOGlyc. Les sérines (S) ou
thréonines (T) potentiellement O-glycosylées sont les suivantes : T187, T192, T308, S309, S312, T316,
S430, S465 et S545.
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Encart 3. La glycosylation, une modification post-traductionnelle majeure des protéines

Qu’elles soient sécrétées, cellulaires ou membranaires, plus de 50 % des protéines eucaryotes sont glycosylées
(Apweiler et al., 1999). La glycosylation correspond a I'apport de glycanes sous forme monosaccharidique ou
polysaccharidique sur une chaine peptidique. Selon la nature de la liaison formée entre le sucre et le domaine
peptidique concerné, deux types majeurs de glycosylation sont définis: la N- et la O-glycosylation. Il existe
également une C-mannosylation, plus rare, ayant lieu sur le C2 du groupement indole d’un résidu tryptophane

(Hofsteenge et al., 1994).

La N-glycosylation correspond a la fixation d’un glycane sur I'azote du groupement amine d’un résidu asparagyl
inclus dans un motif consensus Asn-X-Ser/Thr, X correspondant & n’importe quel résidu excepté la proline (Gavel et
von Heijne, 1990). La recherche de ces séquences consensus est facilitée par des outils bio-informatiques tels que le
serveur NetNglyc qui prédit les sites de N-glycosylation sur une protéine donnée en utilisant des réseaux
« neuronaux » artificiels qui examinent le contexte de la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr et évaluent sa

probabilité d’étre glycosylée (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). La synthése du N-glycane débute sur la

face cytosolique du réticulum endoplasmique (RE) puis, il est transloqué sur la face luminale du RE pour aboutir a la
formation d’un oligosaccharide de 14 résidus (Kornfeld et Kornfeld, 1985), qui sera transféré en bloc sur I'asparagine
de la protéine en cours de synthése (Silberstein et Gilmore, 1996). Cet oligosaccharide sera ensuite modifié et maturé
tout au long de son passage dans le RE et I'appareil de Golgi. Quelles que soient les modifications qu’ils subissent, les
N-glycanes sont tous caractérisés par un noyau commun, le cceur pentasaccharidique Man3GIcNAc2 (Figure 32).
Selon le type de branches saccharidiques greffées, trois types de N-glycanes sont alors définis: le type

oligomannosidique, le type complexe et le type hybride (Figure 32).

N-glycane oligomannosidique N-glycane hybride N-glycane complexe
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FIGURE 32. DIVERSITE DES N-GLYCANES ET EVOLUTION. Les N-glycanes se répartissent en trois classes : oligomannosidique,
complexe et hybride. Ils présentent le méme cceur pentasaccharidique Man3GIcNAc2 (entouré en pointillés violet). La complexité
croissante des N-glycanes a travers la phylogénie est principalement liée a la diminution des liaisons mannosidiques au profit de
nouvelles liaisons osidiques portant différents monosaccharides. Ceci est évident lors de la comparaison des structures N-
glycaniques entre les eucaryotes inférieurs (levures et champignons), les invertébrés et les vertébrés. Asn, asparagine ; Fuc, fucose ;
Gal, galactose ; GIcNAc, N-acétylglucosamine ; Man, mannose ; NeuAc, acide N-acétylneuraminique ; Ser, sérine ; Thr, thréonine.
(Adaptée de Marth et Grewal (2008))




Les N-glycanes influencent de nombreuses propriétés biochimiques des glycoprotéines, notamment leur stabilité,
leur solubilité, leur demi-vie ou leur activité in vivo (Helenius et Aebi, 2004, Skropeta, 2009). Ills participent au
repliement correct et au trafic intracellulaire de certaines protéines, et s’avérent étre essentiels a leur sécrétion

(Trombetta et Parodi, 2003, Helenius et Aebi, 2004).

La présence de N-glycanes sur les glycoprotéines peut étre déterminée grdce a I'utilisation d’une enzyme
bactérienne, la PNGase F (peptide-N-glycosidase F) (Tableau 8) (Tarentino et Plummer, 1994). Cette enzyme est une
amidase qui libére les N-glycanes liés a I'atome d’azote de I'asparagine, de maniere a convertir I'asparagine en
aspartate. Par conséquent, la présence de sites de N-glycosylation est déduite par analyse de la séquence protéique
avant et apres traitement a la PNGase F. Une approche alternative pour confirmer la présence et la localisation de
N-glycanes sur une séquence peptidique, est de produire une forme non glycosylée de cette séquence par conversion
de I'acide aminé asparagine en acide aminé glutamine grdce a des techniques de mutagenése dirigée (Weiner et al.,
1994). Cette méthode est également utilisée pour tester I'incidence des N-glycanes sur les propriétés fonctionnelles

d’une glycoprotéine, telles que la synthése, la sécrétion et I'activité.

Contrairement a la N-glycosylation qui consiste en I'apport d’une méme structure glycanique en bloc sur un
résidu asparagine, la O-glycosylation comprend différentes étapes de synthése suivant les types de structures
oligosaccharidiques. Cette modification intervient sur des acides aminés hydroxylés sérine ou thréonine, mais aussi
sur certains plus inhabituels tels que I’hydroxylysine (Spiro, 1969) ou la tyrosine (Halim et al., 2011). Chez les
mammiferes, il existe différents types de O-glycosylation classés en fonction de la structure du glycane O-lié et de la

nature du premier sucre greffé sur la chaine peptidique (Figure 33) (Schjoldager et Clausen, 2012).
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FIGURE 33. VUE D’ENSEMBLE DES DIFFERENTS MONOSACCHARIDES O-LIES AUX ACIDES AMINES HYDROXYLES D’UNE SEQUENCE
PEPTIDIQUE. EGF, epidermal growth factor; Fuc, fucose,; GAG, glycosaminoglycane; Gal, galactose,; GalNAc, N-
acétylgalactosamine ; Glc, glucose ; GIcNAc, N-acétylglucosamine ; Man, mannose ; Xyl, xylose.

La O-glycosylation de type mucine (aussi appelée O-glycosylation de type GalNAc) est la plus fréquente des O-
glycosylations retrouvée sur des protéines membranaires ou sécrétées. Cette O-glycosylation se déroule dans
I'appareil de Golgi, et implique toujours deux étapes fondamentales: 1) une étape d’initiation, ou une N-
acétylgalactosaminyltransférase (GalNAc-Ts) reconnait un motif accepteur sur la protéine et transféere le premier
sucre GalNAc; et 2) une étape d’extension, ol un grand nombre de glycosyltransférases agissent de fagon
séquentielle pour construire les diverses structures glycaniques (Figure 34). A l'inverse des N-glycanes, aucune
séquence consensus n’a été identifiée pour la greffe des O-glycanes de type mucine sur la protéine. Cependant, il
semble que les motifs accepteurs soient tres dépendants des acides aminés flanquant les sérines ou thréonines O-

glycosylées.




Ces régions sont riches en sérine, thréonine, valine, proline, alanine et glycine, et ne présentent que quelques
résidus chargés notamment a la position -1 relative au résidu glycosylé (Nishimori et al., 1994, Hansen et al., 1995).
De plus, la O-glycosylation a lieu dans I'appareil de Golgi aprés repliement et oligomérisation de la protéine,
suggérant que les motifs accepteurs sont exposés a la surface de la glycoprotéine pour étre accessibles a la GalNAc-
Ts. L’algorithme NetOGlyc utilise ces deux caractéristiques pour prédire les sites de O-glycosylation de type mucine a

partir d’une séquence protéique (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) (Steentoft et al., 2013).

La O-glycosylation de type mucine module un grand nombre de fonctions biologiques des glycoprotéines,
incluant la solubilité, la demi-vie et la résistance a la protéolyse (Jentoft, 1990, Semenov et al., 2009). Elle influence

également les interactions cellules-cellules ou cellules-matrice extracellulaire (Tian et Ten Hagen, 2009).
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FIGURE 34. BIOSYNTHESE ET DEGLYCOSYLATION DES O-GLYCANES DE TYPE MUCINE. (a) (Initiation de la O-glycosylation) La
synthése des O-glycanes de type mucine est initiée dans I'appareil de Golgi par le transfert d’un premier monosaccharide GalNAc
sur le groupe hydroxyl d’une sérine ou d’une thréonine contenu dans un motif peptidique accepteur. (Synthése) Cette structure,
appelée antigéne Tn, peut étre soit sialylée, soit allongée par la greffe de différents monosaccharides pour former les quatre cceurs
principaux des O-glycanes type mucine. (Extension du cceur) Ces coeurs subiront potentiellement une nouvelle extension. (b)
Représentation schématique de I’action des différentes glycosidases nécessaires pour déglycosyler les 4 cceurs O-glycaniques de
type mucine. Gal, galactose ; GalNAc, N-acetylgalactosamine ; GIcNAc, N-acétylglucosamine ; NeuAc, acide N-acétylneuraminique ;
Ser, sérine ; Thr, thréonine.

Il n’existe aucune enzyme semblable a la PNGase F permettant la déglycosylation totale des O-glycanes.
L’utilisation de quatre glycosidases, la O-glycosidase, la 6(1-4)-Galactosidase, la 8-N-Acetylglucosaminidase et la
Neuraminidase A, est donc nécessaire pour déglycosyler de fagon séquentielle les quatre principaux cceurs des O-

glycanes de type mucine (Figure 34) (Tableau 8) (Glasgow et al., 1977, Uchida et al., 1977, Iwase et Hotta, 1993).



http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

TABLEAU 8. GLYCOSIDASES UTILISEES POUR LA N-DEGLYCOSYLATION ET LA O-DEGLYCOSYLATION DE TYPE MUCINE.

Glycosidases Sources Liaisons clivées Références

Tous les N-glycanes oligomannosidiques,
hybrids et complexes

(sauf si le coeur GalNAc est fucosylé)
PNGase F Flavobacterium (Tarentino et

(Peptide N-glycosidase F) meningosepticum Plummer, 1994)

Gal - B(1-3) - GalNAc - a - Ser/Thr
(Glasgow et al.,

) Streptococcus o Ser
O-glycosidase ) 0 1977, lwase et
pneumoniae p1-3 Thr
Hotta, 1993)

Gal - B(1-4) - R
Streptococcus (Glasgow et al.,

B(1-4)-Galactosidase . e
pneumoniae 4I— R 1977)

GIcNAc-B-R
Streptococcus (Glasgow et al.,

B-N-Acetylglucosaminidase )
pneumoniae R 1977)

Neuraminidase A Sia - a(2-3,6,8,9) - R ‘
Arthrobacter (Uchida et al.,

(a(2-3,6,8,9)- .
o ureafaciens 417 R 1977)
neuraminidase)

Enfin, I'utilisation des lectines s’avére étre une bonne alternative dans la mise en évidence de protéines
glycosylées. Ces protéines sont capables de se lier spécifiquement a des séquences saccharidiques des glycanes, quel
que soit leur type. Couplées a la digoxigénine (DIG) ou a la biotine, les lectines MAA (Maackia amurensis agglutinin)
ou SNA (Sambucus nigra) permettent la détection de I'ensemble des glycoprotéines dont les N-glycanes et/ou les O-
glycanes portent des acides sialiques en position terminale (Tableau 9) (Shibuya et al., 1987, Wang et Cummings,

1988).

TABLEAU 9. DEUX LECTINES LIANT SPECIFIQUEMENT LES ACIDES N-ACETYLNEURAMINIQUES.

Lectines Spécificités de liais Références
Sia a(2-3) Gal (Wang et
Maackia amurensis agglutinin a2-3 Cummings,
— —R 1988)

Sia a(2-6) Gal

) (Shibuya et al.,
Sambucus nigra a2-6
"R 1987)
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Tout au long de ma these, je me suis attachée a comprendre et analyser les conséquences
fonctionnelles de I'inhibition de la myostatine par la protéine GASP-1 au cours du développement
musculaire. Lors de sa découverte en 2003, une étude avait montré que la protéine GASP-1 était
capable d’interagir avec la myostatine et son propeptide et d’inhiber ainsi son activité in vitro (Hill et
al., 2003). Bien qu’il ait été suggéré que GASP-1 puisse avoir un rble in vivo dans la régulation de la
myostatine du fait de leur identification en complexe dans le sérum (Hill et al., 2003), la fonction
précise de cette protéine restait inconnue. Ainsi, nous avons généré différentes lignées murines
transgéniques, surexprimant la séquence codante de Gasp-1 de fagon ubiquitaire et appelées
surGapsl1, afin d’étudier les conséquences de cette surexpression au sein du muscle squelettique
mais aussi dans I'ensemble des autres tissus tout au long du développement. Notre attention s’est
portée plus particulierement sur deux d’entre elles, les lignées surGaspl-06 et surGasp1-20, qui
présentent la surexpression du transgéne la plus forte dans le muscle squelettique et le cerveau.
Trois semaines aprés la naissance, le poids corporel global de ces souris est augmenté d’environ 4 g
par rapport aux sauvages. Cette observation est a mettre en relation avec I'augmentation de la
masse musculaire de chacun des muscles squelettiques. L’analyse histomorphométrique comparative
de différents muscles squelettiques des sauvages et des surGaspl a révélé une hypertrophie de
I'ensemble des myofibres, sans modification significative de leur nombre c’est-a-dire sans
hyperplasie. Le nombre de myofibres chez la souris étant établi juste aprés la naissance (Ontell et
Kozeka, 1984), I'absence d’hyperplasie chez les souris surGaspl suggererait que la surexpression du
géne Gasp-1 au stade embryonnaire ne suffirait pas a induire un effet sur le développement
myogénique. Pour comprendre un tel résultat, nous avons développé une stratégie in vitro reposant
sur la caractérisation des voies de signalisation activées au sein des myoblastes primaires dérivés des

cellules satellites des souris surGasp1-20 (S20).

Gasp-1 posséde-t-il un réle au cours du développement embryonnaire du muscle ?

Au cours de I'étude moléculaire des myoblastes, I'analyse par TLDA d’un panel de 96 genes a
montré une légére diminution de I'expression des génes Pax3 et Pax7 dans les cellules S20, deux
acteurs de la détermination des cellules myogéniques au cours des phases de développement
embryonnaire et adulte (Buckingham et Relaix, 2007). In vitro, I'invalidation ou l'inhibition de la
myostatine entrainent une expression importante de Pax7 dans les myoblastes primaires (McFarlane

et al., 2008). In vivo, la prolifération des cellules progénitrices du muscle Pax7* est beaucoup plus
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intense chez les souris Mstn”" au cours des phases de myogenése embryonnaire et fcetale et serait
responsable de I'hyperplasie observée au stade adulte, soulignant ainsi I'importance du réle de la
myostatine dans la régulation de Pax7 (Manceau et al., 2008, Matsakas et al., 2010). Nous nous
attendions donc a observer une augmentation des taux protéiques de Pax7 dans les cellules
myoblastiques S20 semblable & ceux des cellules Mstn”". Or les analyses par western blot et
immunocytochimie ont révélé des résultats inverses : les myoblastes S20 présentent des taux de
Pax7 proches des cellules sauvages et bien inférieurs aux cellules Mstn”". Ceci suggérerait que la
surexpression de Gasp-1 n’entraine pas d’effet sur les cellules satellites et par extension, sur les
cellules progénitrices du muscle, ce qui pourrait corréler avec I'absence d’hyperplasie dans les
muscles des souris surGasp1-20. Cette absence d’effet au cours du développement embryonnaire du
muscle peut également étre mise en relation avec une surexpression plus faible de Gasp-1 a ce stade.
En effet, si Gasp-1 est surexprimé 800 fois dans le tissu musculaire adulte, il n’est surexprimé qu’aux
alentours de 50 fois au stade embryonnaire. Ce taux de surexpression pourrait ne pas étre suffisant

pour induire un effet.

Les résultats TLDA ont également révélé une surexpression de la myostatine dans les myoblastes
S20, surexpression confirmée au niveau protéique par test ELISA dans les cellules et les sérums des
souris surGasp1-20. Il a été montré que la myostatine est capable d’autoréguler son expression (Zhu
et al., 2004, Allen et Unterman, 2007). Ainsi, cette autorégulation conduit a la surexpression de la
myostatine lorsque celle-ci ou sa voie de signalisation sont inhibées (Ge et al., 2011). Il n’est donc pas
surprenant que l'inhibition de la myostatine par GASP-1 induise une augmentation de son expression
dans la lignée surGasp1-20. Comme l'ont décrit Zhu et al. (2004) et Forbes et al. (2006), cette
autorégulation est liée a I'expression de SMAD7. En effet, les SMAD2/3 et SMAD4 activés par la
myostatine permettent I'expression de SMAD7 qui se fixe sur le promoteur de la myostatine pour le
réprimer (Zhu et al., 2004). La diminution de I'expression de Smad7 dans les cellules S20 semble
confirmer que la surexpression de la myostatine dans les lignées S20 est le résultat de son

autorégulation.

Nous nous sommes donc interrogés sur les conséquences d’une telle surexpression et nous
avons choisi d’analyser I'ensemble des voies de signalisation régulées par la myostatine dans les
cellules sauvages, $20 et Mstn”. La voie de signalisation des MAPK ERK1/2 a particuliérement attiré
notre attention puisqu’il avait été montré précédemment que la myostatine agissait par son
intermédiaire pour inhiber I'expression de Pax7 (McFarlane et al., 2008). Il était donc envisageable
que cette voie puisse étre au cceur de la dérégulation de Pax7 dans les cellules S20, hypothése qui fut
confirmée par l'analyse de la phosphorylation de ERK1/2 entre les trois lignées cellulaires

(Figure 35 a). Les cellules S20 présentent des taux de ERK1/2 phosphorylés supérieurs a ceux des
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cellules sauvages ou Mstn™". Ces taux reflétent une activation plus importante de cette voie dans les
myoblastes S20. Le traitement des cellules par des doses croissantes d’inhibiteur de la voie ERK a
permis d’augmenter |'expression de Pax7 de facon dose-dépendante, confirmant I'implication de
cette voie dans la régulation de Pax7 au sein des myoblastes S20 (Figure 35 c). Aux concentrations les
plus fortes, 'expression de Pax7 dans les cellules $20 rejoint celle des cellules Mstn™". Par ailleurs,
I'inhibition de la voie ERK1/2 dans les cellules Mstn " ne semble pas affecter |'expression de Pax7, ce
qui suggérerait que seule la myostatine inhibe I'expression de Pax7 via ERK1/2. La neutralisation de
la myostatine sécrétée des cellules S20 conduit également a une augmentation de I'expression de
Pax7 (Figure 35b). L'ensemble de ces résultats montre que la surexpression de la myostatine
pourrait contrebalancer I'effet de Gasp-1 au cours du développement embryonnaire du muscle dans

la lignée murine surGasp1-20.

Inhibition de la Inhibition de la
Myoblastes S20 myostatine voie ERK1/2
/a. \ /b. \ (C. \
Mstn Mm Mstn
PERK1/2 PERK1/2 PERK1/2
Pax7
\ ax AN Pax7 PN Pax7 y,

FIGURE 35. MODELE DE REGULATION DE PAX7 PAR LA MYOSTATINE DANS LES MYOBLASTES S20. (a)
La myostatine active la voie de signalisation ERK1/2 qui inhibe I'expression de Pax7. (b) Linhibition de la
myostatine par neutralisation avec un anticorps anti-myostatine empéche I’activation de la voie ERK1/2
et leve l'inhibition de I'expression de Pax7. (c) L'inhibition de la voie ERK1/2 ne permet plus a la
myostatine d’inhiber I'expression de Pax7.

Comme pour les souris Mstn™, les modéles transgéniques surexprimant la follistatine ou Fstl3
présentent une augmentation de la masse musculaire due a une hyperplasie et une hypertrophie des
myofibres (Lee et McPherron, 2001, Lee, 2007a). Les protéines follistatine et FSTL3 interagissent
aussi bien avec la myostatine qu’avec l'activine. A l'inverse, le propeptide et GASP-1 ne sont pas
capables d’inhiber cette derniere. Or, comme pour les souris surGaspl, |'augmentation de la masse
musculaire des modeéles transgéniques murins surexprimant le propeptide n’est associée qu’a une
hypertrophie des myofibres (Zhu et al., 2000, Lee et McPherron, 2001, Yang et al., 2001). Bien que
cette analyse n’ait jamais été réalisée, il est envisageable que I'absence d’hyperplasie soit liée a une
augmentation des niveaux d’expression de la myostatine, contrebalancant I'effet du propeptide.
Finalement, seules I'invalidation totale de la myostatine et I'inhibition conjointe de la myostatine et

de I'activine entraineraient une hyperplasie et une hypertrophie des myofibres.
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La publication récente du modele murin invalidé pour Gasp-1 semble cependant confirmer
I’'hypotheése d’une absence de réle pour ce gene au stade prénatal (Lee et Lee, 2013). En effet, les
souris Gasp-17" ne présentent pas de phénotype musculaire particulier aprés la naissance. Une
diminution légére mais significative du poids des muscles et une augmentation des fibres oxydatives
au détriment des fibres glycolytiques ne sont observables qu’a partir de 8 mois. Ceci correlerait avec
une levée d’inhibition de la myostatine, les souris Mstn”" présentant un phénotype opposé
(Hennebry et al., 2009, Lee et Lee, 2013). L’analyse des domaines d’expression de Gasp-1 et de la
myostatine par hybridation in situ semble appuyer I’hypothése d’une absence de rdle pour Gasp-1 au
stade prénatal, tant ces domaines différent. L'expression de la myostatine est détectée a partir du
stade 9.5 j.p.c. et elle est restreinte aux somites en formation alors que I'expression du gene Gasp-1
est indétectable (McPherron et al., 1997, Lee et Lee, 2013). Au stade 10.5j.p.c., la myostatine est
également détectée dans le myotome proche puis dans les membres en formation a partir de
14.5j.p.c. (McPherron et al., 1997). Au sein de I'équipe, les hybridations in situ réalisées aux stades
11.5 et 12.5j.p.c. montrent une expression de Gasp-1 dans les bourgeons des membres, le tube
neural et la partie caudale de I'embryon (Monestier et al., 2012a) (Annexe 5). Les domaines
d’expression des génes Gasp-1 et myostatine ne se chevaucheraient finalement qu’a partir du stade
14.5j.p.c. De ce fait, l'invalidation de Gasp-1 n’engendrerait pas de conséquence majeure sur la

myogenése embryonnaire.

D’autre part, il a été montré in vitro que GASP-1 est capable d’agir avec GDF-11 et d’inhiber ainsi
sa signalisation. GDF-11 est un régulateur essentiel du développement du squelette axial et sa
dérégulation au cours de I'embryogenese entraine des transformations homéotiques du squelette
(McPherron et al., 1999). Pourtant, I'analyse des squelettes des souris surGasp1-20 ou des souris
Gasp-17 n’a révélé aucune transformation homéotique, suggérant ainsi que la protéine GASP-1

inhibe préférentiellement la myostatine et n’agit pas sur GDF-11 in vivo (Lee et Lee, 2013).

Quelle(s) fonction(s) attribuer a Gasp-1 au stade adulte ?

L'invalidation de la myostatine conduit a une hypertrophie généralisée des myofibres
(McPherron et al., 1997). A 12 semaines, les coupes transversales ont révélé une hypertrophie de
I’ensemble des types de fibres musculaires (1, lla et llb) quel que soit le type de muscle squelettique
analysé. Ces résultats corrélent avec le phénotype observé suite a la surexpression du gene Gasp-1
par administration d’'un AAV dans les muscles adultes quadriceps et tibialis anterior (Haidet et al.,
2008). Aux stades adulte et post-natal, I'inhibition de la myostatine entraine également une

hypertrophie indépendante de I'activation des cellules satellites, reposant sur I'augmentation de la
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synthése protéique (Lee et al., 2012, Wang et McPherron, 2012). La taille des myofibres est en effet
déterminée par la balance entre synthese protéique et dégradation (Bonaldo et Sandri, 2013). A ce
jour, augmentation de la synthése protéique responsable de I’hypertrophie des lignées Mstn " est
associée a linhibition de la signalisation SMAD2/3 qui permet l'activation de la protéine Akt
(Trendelenburg et al., 2009). Finalement, 'absence de myostatine induirait indirectement I'activation
de la voie Akt entrainant une réponse hypertrophique. Les analyses moléculaires des voies de
signalisation réalisées sur les myoblastes S20 confirment une activation de la signalisation pro-

hypertrophique Akt/mTOR/S6K1 liée a une inhibition des protéines SMAD2/3 phosphorylées.

Tres récemment, une étude a bouleversé I'ensemble des connaissances acquises sur le contréle
de la masse musculaire par la superfamille des TGF-B (Sartori et al., 2013). Suite a la fixation sur leur
récepteur, les facteurs sécrétés de cette superfamille agissent selon deux axes de signalisation : I'axe
TGF-B, comme pour la myostatine, TGF-B1 et GDF-11, qui entraine la phosphorylation des SMAD2/3 ;
et 'axe BMP comme pour BMP2 ou BMP4, qui conduit a la phosphorylation des SMAD1/5/8 (von
Bubnoff et Cho, 2001). Les complexes SMAD2/3 et SMAD1/5/8 recrutent alors SMAD4 pour former le
complexe transcriptionnel actif et pour réguler la transcription des génes cibles. SMAD4 est donc au

ceceur de la signalisation de ces TGF-B (Figure 36) (Sartori et al., 2013).
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FIGURE 36. LA SIGNALISATION BMP CONTROLE LE MAINTIEN, LA CROISSANCE ET L’ATROPHIE DU
MUSCLE ADULTE. La protéine SMAD4 est au cceur des voies de signalisations induites par les BMPs et
les autres TGF-B. (a) Suite a la fixation a son récepteur, la myostatine active la phosphorylation des
SMAD2/3 qui se complexent avec SMAD4 pour activer une réponse atrophique. (b) L'absence de
myostatine diminue les niveaux de SMAD2/3 phosphorylés. Cette diminution libére SMAD4 qui est alors
recruté par les SMAD1/5/8 pour initier une réponse hypertrophique.

En effet, la diminution des SMAD2/3 phosphorylés conduisent a la libération des SMAD4 qui

sont alors recrutés par les SMAD1/5/8 pour activer la signalisation BMP et une réponse
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hypertrophique. A l'inverse, lorsque la signalisation BMP est inhibée ou lorsque I'expression de la
myostatine est augmentée, les SMAD2/3 phosphorylés recrutent SMAD4 entrainant une réponse
atrophique (Figure 36). Cette étude a ainsi révélé que I’hypertrophie induite par la myostatine est en
réalité principalement liée a I'activation de la signalisation BMP au détriment de la signalisation TGF-
B (Sartori et al., 2013). Elle démontre également que I'axe BMP-SMAD1/5/8 est dominant dans le
contrdle de la masse musculaire sur I'axe myostatine-SMAD2/3 (Sartori et al., 2013). Compte tenu
des nouvelles données sur le contréle de la masse musculaire, il serait intéressant d’analyser la
signalisation BMP-SMAD1/5/8 dans nos myoblastes S20, les analyses d’expression génique par TLDA

ayant révélé une diminution de Bmp2 et Bmp4.

Les résultats TLDA indiquent également une sous-expression de deux inhibiteurs de la
myostatine, Fst (follistatine) et Fst/3 (Lee, 2010), dans les myoblastes qui surexpriment Gasp-1. De
plus, les résultats TLDA indiquent une sous-expression du facteur Tgf-681, facteur agoniste de la
myostatine (Allen et Boxhorn, 1987) qui est justement surexprimée dans nos cellules S20. Ces
résultats ont attiré notre attention sur I'existence d’un réseau de régulation des membres de la
superfamille des TGF-B, réseau probablement associé a leurs voies de signalisation. Il nous est donc
apparu nécessaire de poursuivre des études dans la compréhension des mécanismes de régulation
des TGF-B. Ainsi, nous avons initié une étude plus large par puce Affymetrix pour comparer
I'intégralité du transcriptome des cellules S20 par rapport aux sauvages au cours des phases de
prolifération et de différenciation. Nous espérons beaucoup de I’'analyse des résultats actuellement
en cours qui compléetera les données obtenues par TLDA pour permettre la résolution des
mécanismes qui régulent les membres des TGF-B. Par ailleurs, I'analyse des microARNs variants au
cours de ces mémes processus devrait également apporter un nouvel éclairage sur ces réseaux de

régulation d’expression géniques.

GASP-1 peut-il agir indépendamment de la myostatine ?

Bien que la surexpression de Gasp-1 soit ubiquitaire, nous n’avons pas relevé de phénotype
visible particulier sur les autres tissus a 12 semaines des souris surGasp1-20. L’hypertrophie observée
corréle avec une inhibition de la myostatine. Les souris surGasp1-20 ne présentent pas de variation
du nombre total de cellules satellites par rapport aux sauvages, suggérant que GASP-1 ne peut pas
réguler le pool de cellules satellites indépendamment de la myostatine. La dérégulation des voies de
signalisation des myoblastes S20 semble également étre liée a une inhibition de la myostatine.
L'ensemble de nos travaux suggere que la protéine GASP-1 n’a qu’une fonction inhibitrice de la

myostatine dans le contexte musculaire, mais nous ne pouvons exclure la possibilité d’un réle
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indépendant. Cette hypothése est corroborée par le fait qu’in vitro, la protéine GASP-1 est capable
de se lier aux TGF-B BMP2, BMP4 et TGF-B1 sans pour autant inhiber leur activité (Szlama et al.,
2010). Ces données suggerent que les protéines GASPs contrdleraient certains TGF-B dans le sérum
en localisant leur fonction par la mise en place et le maintien de gradients selon le contexte
physiologique (Szlama et al., 2010). De fagon étonnante, ces trois genes, Bmp2, Bmp4 et Tgf-61, sont
sous-exprimés dans les myoblastes S20. Ces résultats confortent un peu plus l'idée que la

signalisation des TGF-B et leur expression sont intimement liées.

Afin de rechercher de nouveaux partenaires protéiques de GASP-1, différentes stratégies ont été
initiées au sein de I'équipe. Au cours de ces trois années, la mise en place d’un systeme double-
hybride chez la levure a été entreprise afin de cribler prochainement une banque d’ADNc
embryonnaire et d’identifier de nouveaux partenaires. |l est cependant indispensable de garder a
I'esprit que ce type d’outil n’est pas toujours idéal tant les interactions protéine-protéine peuvent
différer de la levure au contexte physiologique. A titre d’exemple, il est difficile d’établir un
mécanisme d’inhibition de la protéine sarcomérique téléthonine sur la forme mature sécrétée de la
myostatine, bien que ces deux protéines interagissent in vitro (Nicholas et al., 2002). C’est la raison
pour laquelle nous développons actuellement deux autres stratégies : la co-immunoprécipitation et

I’histidine pull down.

Enfin, la complexité structurale de la protéine GASP-1 reste a analyser. En effet, il est
envisageable que certains domaines anti-protéasiques de la protéine murine puissent étre
fonctionnels et intervenir dans divers processus physiologiques. Ainsi, bien qu’il n’ait pas été
largement adopté par la communauté des chercheurs spécialisés dans I'étude des protéases, le
systeme double-hybride peut étre un excellent outil pour identifier des protéases susceptibles d’étre

reconnues par les domaines de la protéine GASP-1 (Turk, 2006).

D’autre part, un projet en cours révele que les souris surGasp1-20 agées de plus de 15 mois
développent un syndrome métabolique. Ces souris présentent en effet une augmentation des taux
de glucose sérique, une accumulation de lipides intramusculaires importante, une stéatose du foie
ainsi qu’une augmentation de la masse du tissu adipeux. Ce phénotype est clairement différent de
celui des souris Mstn" qui présentent une diminution significative de leur masse graisseuse et un
taux de glucose sérique équivalent a celui des souris sauvages (McPherron et al., 1997, McPherron et
Lee, 2002). Des études aux résultats souvent contradictoires se sont concentrées sur la régulation du
tissu adipeux par la myostatine (McPherron, 2010). Elles suggerent cependant que la myostatine
peut avoir un role sur le tissu adipeux sur le long terme (McPherron, 2010). Grace aux résultats

obtenus au cours de la caractérisation des myoblastes S20, nous pouvons ainsi supposer que le
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phénotype des souris surGasp1-20 « agées » est entrainé soit par la surexpression de la myostatine,
soit par la surexpression de GASP-1 indépendamment de la myostatine. Finalement, les souris issues
du croisement des lignées surGasp1-20 et Mstn”" permettront de répondre sans aucun doute a la

guestion d’un role indépendant de la myostatine pour la protéine GASP-1.

Si le réle de la protéine GASP-1 au cours de la myogenése embryonnaire reste
incertain, il est désormais clairement établi qu’elle participe a I’"homéostasie du muscle
squelettique adulte en régulant I'activité de la myostatine. Dans notre contexte, sa
surexpression entraine une hypertrophie des myofibres sans altérer ni leur nombre, ni
leur métabolisme. De plus, I’hypertrophie engendrée est indépendante de I’activation des
cellules satellites. Il reste cependant a établir quelles doses de GASP-1 seraient
suffisantes pour lui conférer cet effet pro-hypertrophique, sans qu’elles induisent une
dérégulation de la myostatine. L’absence de modifications post-traductionnelles ne
semble pas affecter la fonction de GASP-1 vis-a-vis de la myostatine, ce qui permet
d’envisager une production de la protéine recombinante en systéme procaryote afin de
s’affranchir de I'immunogénicité apportée par la glycosylation. L’ensemble de ces
résultats confirme le potentiel de GASP-1 comme cible thérapeutique de choix dans les
pathologies associées a une atrophie musculaire, notamment celles caractérisées par un

dysfonctionnement des cellules satellites.
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Annexe 1. Données supplémentaires Publication 1
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ADDITIONAL FILE 1: FIBER TYPE DISTRIBUTION IN QUADRICEPS OF SURGASP-1 MICE. No significant
variation in proportion of type | (dark grey) or type Il fibers (light grey) was observed in surGasp1-20,

surGasp1-06 mice when compared to wild-type. Data are expressed +/-SEM.
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ADDITIONAL FILE 2: NEONATAL EXPRESSION OF GASP-1 AND MYOGENIC REGULATORY FACTORS.
MRNA expression levels were determined by qRT—PCR relative to the reference genes Gapdh and
TflID in extracts from head (dark grey, n = 3) or hindlimb (light grey, n = 3) of postnatal 3 days
surGasp1-20 animals. The horizontal dashed line represents a twofold increase in expression level.

*:p<0.05;**:p<0.01.
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ADDITIONAL FILE 3: TABLE 1: LIST OF THE 96 GENES THAT WERE MEASURED ON THE TAQMAN LOW

DENSITY ARRAYS.
2400001E08Rik-Mm01279964_g1 Target
Acvrl-Mm01331069_m1 Target
Acvrlb-Mm00475713 _m1 Target
Acvrlc-MmO03023957_m1 Target
Acvr2a-MmO00431657_m1 Target
Acvr2b-Mm00431664_m1 Target
Aebp1l-Mm00477402_m1 Target
Akt1-Mm01331626_m1 Target
Akt2-Mm02026778_g1 Target
Akt3-Mm00442194_m1 Target
Axin1-Mm01299063_m1 Target
Bmp2-Mm01340178_m1 Target
Bmp3-MmO00557790_m1 Target
Bmp4-Mm01321704_m1 Target
Casp9-Mm00516563_m1 Target
Ccnd1-Mm00432359_m1 Target
Ccnel-Mm00432367_m1 Target
Cdk2-MmO00443947_m1 Target
Cdk4-MmO00726334_s1 Target
Cdk6-Mm01311342_m1 Target
Ckm-MmO00432556_m1 Target
Ctnnb1-Mm00483033_m1 Target
Cyp2b10-Mm01972453_s1 Target
Dctn6-Mm00495994 _m1 Target
Fbx032-Mm00499523 m1 Target
Fox01-Mm00490671_m1 Target
Fox03-Mm01185722_m1 Target
Foxo4-Mm00840140_g1 Target
Fst-Mm00514982_m1 Target
Fstl3-Mm00473194_m1 Target
Gdf11-MmO01159973_m1 Target
Gsk3b-Mm00444911_m1 Target
1gf1-Mm01228180_m1 Target
Igf1r-Mm00802831_m1 Target
1gf2-Mm00580426_m1 Target
Inha-Mm00439683_m1 Target
Inhbb-Mm01286587_m1 Target
Map2k2-Mm00445688 _m1 Target
Map2k3-Mm00435950_m1 Target
Map2k4-Mm00436508 _m1 Target
Map2k5-Mm00488652_m1 Target
Map2k6-Mm00803694_m1 Target
Mapk1-MmO00442479_m1 Target
Mapk10-Mm00436518_m1 Target
Mapk3-Mm01973540_g1 Target
Mapk7-Mm00839961_g1 Target
Mapk8-Mm00489514 m1 Target
Mapk9-Mm00444239_m1 Target
Mdm2-Mm01233136_m1 Target

116



Mstn-Mm01254559 m1 Target
Mtor-Mm00444968_m1 Target
Myf5-Mm00435125_m1 Target
Myf6-MmO00435126_m1 Target
Myh1-Mm01332489_m1 Target
Myh13-Mm01329439_m1 Target
Myh2-Mm01332564_m1 Target
Myh3-Mm01332463_m1 Target
Myh4-Mm01332518 m1 Target
Myh6-Mm00440359_m1 Target
Myh7-MmO00600555_m1 Target
Myh7b-Mm01249941_m1 Target
Myh8-Mm01329494 _m1 Target
Myod1-MmO00440387_m1 Target
Myog-MmO00446194 _m1 Target
Nodal-Mm00443040_m1 Target
Pak2-Mm01170646_m1 Target
Pax3-Mm00435493_m1 Target
Pax7-Mm00834079_m1 Target
Pdpk1-Mm00440707_m1 Target
Pparg-Mm01184322_m1 Target
Rps6kb1-Mm01310033_m1 Target
Smad1-Mm00484721_m1 Target
Smad2-Mm00487530_m1 Target
Smad3-Mm01170760_m1 Target
Smad4-Mm03023996_m1 Target
Smad5-Mm03024001_g1 Target
Smad6-Mm00484738_m1 Target
Smad7-Mm00484742_m1 Target
Smad9-Mm00649885_m1 Target
Smurf1-MmO00547102_m1 Target
Smurf2-Mm03024086_m1 Target
Syp-MmO00436850_m1 Target
Tgfb1-Mm01178819_m1 Target
Tgfb2-Mm00436955_m1 Target
Tgfbr1-Mm00436964_m1 Target
Tgfbr2-Mmo00436977_m1 Target
Tgfbr3-Mm00803538_m1 Target
Tnf-Mm00443258_m1 Target
Trim63-Mm01185221_m1 Target
Wfikkn1-Mm01308311_m1 Target
Wfikkn2-Mm00725281_m1 Target
18S-Hs99999901_s1 Control
Dffa-Mm00438410_m1 Control
Fcgrt-Mm00438887_m1 Control
Gapdh-Mm99999915_g1 Control
Tbp-MmO00446973_m1 Control
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Annexe 2. Carte des vecteurs pGL4.10[/uc2] et pGL4.75[hRIuc/CMV]

Synthatic poby(Ad
signalfranscriptional

e pausa site
{tor backgrouncd
Amp' reduction)
EBglWSH1] @
Accts | 15
Kperl 18
EcolCR 1| 24
Sac | 26
ofi pGL4. 100 /ire2) Mhel 28
Veclor Xhal 34
{4242bp) EcoRV | 42
Bal ll a7
2026 Sal | Bgl sl | 60
2020 |BamH | Hind IIl_| 66
Va0 late
pay(A) signal fuc2 3
e Synthetic poly(A)

signalftranscriptional
pause site (for

Amp' background reduction)
ori
pGL4.75[hRIuc/CMV]

Vector
2065 [Sal (4281bp)
2059 |BamHI

CMV immediate-
SV40 lale earlyenhancer/
poly(A) signal hRluc promoter

N

4T730MA

118



Annexe 3. Liste des 192 sondes Tagman® microRNAs sélectionnées

Assay ID

Assay Name

miRBase ID

miRBase
| Accession

Number

000379 hsa-let-7c mmu-let-7¢c-5p MIMATO0000523

002479 mmu-let-7c-1# mmu-let-7c-1-3p MIMAT0004622

Let7 002282 hsa-let-7g mmu-let-7g-5p MIMAT0000121
002492 mmu-let-7g# mmu-let-7g-3p MIMATO0004519

002064 rno-miR-1 rno-miR-1-3p MIMAT0003125

. 002222 hsa-miR-1 mmu-miR-1a-3p MIMAT0000123
miR-1 002882 mmu-miR-1-2-AS mmu-miR-1b-5p MIMATO0005835
001351 rno-miR-1# rno-miR-1-5p MIMAT0003162

miR-103 000439 hsa-miR-103 mmu-miR-103-3p MIMAT0000546
000442 hsa-miR-106b mmu-miR-106b-5p MIMAT0000386

B 002380 hsa-miR-106b# mmu-miR-106b-3p MIMAT0004582
002459 mmu-miR-106a mmu-miR-106a-5p MIMAT0000385

462576_mat mmu-miR-106a# mmu-miR-106a-3p MIMAT0017009

. 000443 hsa-miR-107 mmu-miR-107-3p MIMAT0000647
miR-107 465082_mat mmu-miR-107# mmu-miR-107-5p MIMAT0017048
. 002245 hsa-miR-122 mmu-miR-122-5p MIMAT0000246
miR-122 463618_mat mmu-miR-122# mmu-miR-122-3p MIMAT0017005
002199 hsa-miR-125a-3p mmu-miR-125a-3p MIMAT0004528

002198 hsa-miR-125a-5p mmu-miR-125a-5p MIMAT0000135

miR-125 000449 hsa-miR-125b mmu-miR-125b-5p MIMAT0000136
002378 hsa-miR-125b-1# mmu-miR-125b-1-3p MIMAT0004669

002508 mmu-miR-125b# mmu-miR-125b-2-3p MIMATO0004529

464067_mat mmu-miR-128-1# mmu-miR-128-1-5p MIMAT0016982

miR-128 464055_mat mmu-miR-128-2# mmu-miR-128-2-5p MIMAT0017069
002216 hsa-miR-128a mmu-miR-128-3p MIMAT0000140

462691_mat mmu-miR-130a# mmu-miR-130a-5p MIMAT0016983

. 002460 mmu-miR-130b# mmu-miR-130b-5p MIMATO0004583
miR-130 000454 hsa-miR-130a mmu-miR-130a-3p MIMAT0000141
000456 hsa-miR-130b mmu-miR-130b-3p MIMATO0000387

001637 mmu-miR-133a# mmu-miR-133a-5p MIMAT0003473

miR-133 002246 hsa-miR-133a mmu-miR-133a-3p MIMAT0000145
002247 hsa-miR-133b mmu-miR-133b-3p MIMATO0000769

462760_mat mmu-miR-135a-2# mmu-miR-135a-2-3p MIMATO0017064

000460 hsa-miR-135a mmu-miR-135a-5p MIMAT0000147

miR-135 002232 hsa-miR-135a# mmu-miR-135a-1-3p MIMAT0004531
002261 hsa-miR-135b mmu-miR-135b-5p MIMAT0000612

002159 hsa-miR-135b# mmu-miR-135b-3p MIMATO0017044

002284 hsa-miR-138 mmu-miR-138-5p MIMAT0000150

miR-138 002554 mmu-miR-138# mmu-miR-138-1-3p MIMAT0004668
461986_mat mmu-miR-138-2# mmu-miR-138-2-3p MIMAT0016987

MiR-141 000463 hsa-miR-141 mmu-miR-141-3p MIMATO0000153
002513 mmu-miR-141# mmu-miR-141-5p MIMATO0004533

. 002249 hsa-miR-143 mmu-miR-143-3p MIMAT0000247
miR-143 463509 _mat mmu-miR-143# mmu-miR-143-5p MIMAT0017006
miR-144 002676 hsa-miR-144 mmu-miR-144-3p MIMAT0000156
464811_mat mmu-miR-144# mmu-miR-144-5p MIMATO0016988
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000468 hsa-miR-146a mmu-miR-146a-5p MIMAT0000158

B 001097 hsa-miR-146b mmu-miR-146b-5p MIMATO0003475
463191_mat mmu-miR-146a# mmu-miR-146a-3p MIMATO0016989

002453 mmu-miR-146b# mmu-miR-146b-3p MIMATO0004826

000470 hsa-miR-148a mmu-miR-148a-3p MIMAT0000516

) 002134 hsa-miR-148a# mmu-miR-148a-5p MIMAT0004617
miR-148 000471 hsa-miR-148b mmu-miR-148b-3p MIMATO0000580
462888_mat mmu-miR-148b# mmu-miR-148b-5p MIMAT0017036

R 000473 hsa-miR-150 mmu-miR-150-5p MIMAT0000160
002570 mmu-miR-150# mmu-miR-150-3p MIMAT0004535

000389 hsa-miR-15a mmu-miR-15a-5p MIMATO0000526

) 000390 hsa-miR-15b mmu-miR-15b-5p MIMAT0000124
miR-15 002173 hsa-miR-15b# mmu-miR-15b-3p MIMAT0004521
002488 mmu-miR-15a# mmu-miR-15a-3p MIMAT0004624

e 002571 mmu-miR-155 mmu-miR-155-5p MIMAT0000165
464539_mat mmu-miR-155# mmu-miR-155-3p MIMAT0016993

002308 hsa-miR-17 mmu-miR-17-5p MIMAT0000649

miR-17 002543 mmu-miR-17# mmu-miR-17-3p MIMAT0000650
002078 rno-miR-17-3p rno-miR-17-1-3p MIMAT0004710

000480 hsa-miR-181a mmu-miR-181a-5p MIMAT0000210

000482 hsa-miR-181c mmu-miR-181c-5p MIMAT0000674

A 002687 mmu-miR-181A-2# mmu-miR-181a-2-3p MIMAT0005443
465209_mat mmu-miR-181b-1# mmu-miR-181b-1-3p MIMAT0017067

464644_mat mmu-miR-181c# mmu-miR-181c-3p MIMATO0017068

464277_mat mmu-miR-181d# mmu-miR-181d-3p MIMAT0017264

) 002599 mmu-miR-182 mmu-miR-182-5p MIMAT0000211
miR-182 463237_mat mmu-miR-182# mmu-miR-182-3p MIMAT0016995
iRle) 000491 hsa-miR-192 mmu-miR-192-5p MIMATO0000517
002272 hsa-miR-192# mmu-miR-192-3p MIMATO0017012

) 000494 hsa-miR-195 mmu-miR-195a-5p MIMAT0000225
miR-19 002107 hsa-miR-195# mmu-miR-195a-3p MIMAT0017000
000498 hsa-miR-199a mmu-miR-199a-5p MIMAT0000229

miR-199 002304 hsa-miR-199a-3p mms:m:g:iggﬁ:gg MIMAT0000230
miR-203 000507 hsa-miR-203 mmu-miR-203-3p MIMATO0000236
002580 mmu-miR-203# mmu-miR-203-5p MIMAT0004547

iRLo04 000508 hsa-miR-204 mmu-miR-204-5p MIMATO0000237
463101_mat mmu-miR-204# mmu-miR-204-3p MIMATO0017002

000580 hsa-miR-20a mmu-miR-20a-5p MIMATO0000529

) 001014 hsa-miR-20b mmu-miR-20b-5p MIMAT0003187
miR-20 002491 mmu-miR-20a# mmu-miR-20a-3p MIMAT0004627
002524 mmu-miR-20b# mmu-miR-20b-3p MIMAT0004788

000502 hsa-miR-200a mmu-miR-200a-3p MIMAT0000519

001011 hsa-miR-200a# mmu-miR-200a-5p MIMATO0004619

R 002251 hsa-miR-200b mmu-miR-200b-3p MIMAT0000233
002274 hsa-miR-200b# mmu-miR-200b-5p MIMAT0004545

002300 hsa-miR-200c mmu-miR-200c-3p MIMAT0000657

002286 hsa-miR-200c# mmu-miR-200c-5p MIMAT0004663

miR-206 000510 hsa-miR-206 mmu-miR-206-3p MIMAT0000239
463660_mat mmu-miR-206# mmu-miR-206-5p MIMAT0017004

462036_mat mmu-miR-208a-5p mmu-miR-208a-5p MIMATO0017014

) 462460_mat mmu-miR-208b# mmu-miR-208b-5p MIMAT0017280
miR-208 000511 hsa-miR-208 mmu-miR-208a-3p MIMAT0000520
002290 hsa-miR-208b mmu-miR-208b-3p MIMAT0004939
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miR-21 000397 hsa-miR-21 mmu-miR-21a-5p MIMAT0000530
002493 mmu-miR-21# mmu-miR-21a-3p MIMATO0004628

10 000512 hsa-miR-210 mmu-miR-210-3p MIMATO0000658
462444 _mat mmu-miR-210# mmu-miR-210-5p MIMAT0017052

) 002306 hsa-miR-214 mmu-miR-214-3p MIMAT0000661
miR-214 002293 hsa-miR-214# mmu-miR-214-5p MIMAT0004664
e 000398 hsa-miR-22 mmu-miR-22-3p MIMAT0000531
002301 hsa-miR-22# mmu-miR-22-5p MIMAT0004629

- 000524 hsa-miR-221 mmu-miR-221-3p MIMAT0000669
464489_mat mmu-miR-221# mmu-miR-221-5p MIMAT0017060

) 002276 hsa-miR-222 mmu-miR-222-3p MIMAT0000670
miR-222 463390_mat mmu-miR-222# mmu-miR-222-5p MIMAT0017061
000399 hsa-miR-23a mmu-miR-23a-3p MIMAT0000532

miR-23 002439 hsa-miR-23a# mmu-miR-23a-5p MIMAT0017019
000400 hsa-miR-23b mmu-miR-23b-3p MIMAT0000125

243680_mat mmu-miR-23b# mmu-miR-23b-5p MIMATO0016980

000402 hsa-miR-24 mmu-miR-24-3p MIMAT0000219

miR-24 002079 rno-miR-24-1# rno-miR-24-1-5p MIMAT0003153
002494 mmu-miR-24-2# mmu-miR-24-2-5p MIMAT0005440

000405 hsa-miR-26a mmu-miR-26a-5p MIMAT0000533

002443 hsa-miR-26a-1# mmu-miR-26a-1-3p MIMAT0017020

miR-26 000407 hsa-miR-26b mmu-miR-26b-5p MIMAT0000534
002444 hsa-miR-26b# mmu-miR-26b-3p MIMAT0004630

463227_mat mmu-miR-26a-2# mmu-miR-26a-2-3p MIMATO0017058

000408 hsa-miR-27a mmu-miR-27a-3p MIMAT0000537

. 002445 hsa-miR-27at mmu-miR-27a-5p MIMAT0004633
miR-27 000409 hsa-miR-27b mmu-miR-27b-3p MIMAT0000126
002174 hsa-miR-27b# mmu-miR-27b-5p MIMAT0004522

002112 hsa-miR-29a mmu-miR-29a-3p MIMATO0000535

002447 hsa-miR-29a# mmu-miR-29a-5p MIMATO0004631

000413 hsa-miR-29b mmu-miR-29b-3p MIMAT0000127

miR-29 000587 hsa-miR-29¢c mmu-miR-29c-3p MIMAT0000536
002497 mmu-miR-29b# mmu-miR-29b-1-5p MIMAT0004523

465008_mat mmu-miR-29b-2# mmu-miR-29b-2-5p MIMATO0017063

001818 rno-miR-29c# mmu-miR-29c¢-5p MIMATO0004632

000416 hsa-miR-30a-3p mmu-miR-30a-3p MIMATO0000129

000417 hsa-miR-30a-5p mmu-miR-30a-5p MIMAT0000128

000602 hsa-miR-30b mmu-miR-30b-5p MIMAT0000130

000419 hsa-miR-30c mmu-miR-30c-5p MIMATO0000514

002108 hsa-miR-30c-1# mmu-miR-30c-1-3p MIMAT0004616

miR-30 002110 hsa-miR-30c-2# mmu-miR-30c-2-3p MIMAT0005438
000420 hsa-miR-30d mmu-miR-30d-5p MIMAT0000515

002305 hsa-miR-30d# mmu-miR-30d-3p MIMAT0017011

002223 hsa-miR-30e mmu-miR-30e-5p MIMATO0000248

000422 hsa-miR-30e-3p mmu-miR-30e-3p MIMATO0000249

002498 mmu-miR-30b# mmu-miR-30b-3p MIMAT0004524

miR-31 000185 mmu-miR-31 mmu-miR-31-5p MIMATO0000538
002495 mmu-miR-31# mmu-miR-31-3p MIMAT0004634

e 002277 hsa-miR-320 mmu-miR-320-3p MIMAT0000666
463292_mat mmu-miR-320# mmu-miR-320-5p MIMATO0017057

miR-322 002506 mmu-miR-322# mmu-miR-322-3p MIMAT0000549
i 001061 mmu-miR-326 mmu-miR-326-3p MIMAT0000559
462050_mat mmu-miR-326# mmu-miR-326-5p MIMAT0017027




001067

mmu-miR-351

mmu-miR-351-5p

MIMATO0000609

miR-351 ) )
464446_mat mmu-miR-351# mmu-miR-351-3p MIMATO0017042
S Riaa 002243 hsa-miR-378 mmu-miR-378a-3p MIMATO0003151
000567 hsa-miR-378 mmu-miR-378a-5p MIMAT0000742
) 001274 hsa-miR-410 mmu-miR-410-3p MIMAT0001091
miR-410 464693_mat mmu-miR-410# mmu-miR-410-5p MIMAT0017172
miR-424 001076 mmu-miR-424 mmu-miR-322-5p MIMAT0000548
miR-433 001028 hsa-miR-433 mmu-miR-433-3p MIMAT0001420
001078 mmu-miR-433-5p mmu-miR-433-5p MIMAT0001419
) 001029 hsa-miR-448 mmu-miR-448-3p MIMAT0001533
miR-448 464921 _mat mmu-miR-448-5p mmu-miR-448-5p MIMATO0017176
miR-451 001141 mmu-miR-451 mmu-miR-451a MIMAT0001632
e 001280 hsa-miR-455 mmu-miR-455-5p MIMAT0003485
002455 mmu-miR-455 mmu-miR-455-3p MIMAT0003742
miR-483 002560 mmu-miR-483# mmu-miR-483-3p MIMAT0003120
T 001278 hsa-miR-486 mmu-miR-3107-5p MIMAT0014943
002093 hsa-miR-486-3p mmu-miR-486-3p MIMAT0017206
miR-489 001302 mmu-miR-489 mmu-miR-489-3p MIMAT0003112
001353 rno-miR-489
A 463045_mat mmu-miR-494# mmu-miR-494-5p MIMAT0017215
002365 hsa-miR-494 mmu-miR-494-3p MIMAT0003182
miR-499 001352 mmu-miR-499 mmu-miR-499-5p MIMAT0003482
464040_mat mmu-miR-499# mmu-miR-499-3p MIMAT0017254
e 002456 mmu-miR-503 mmu-miR-503-5p MIMAT0003188
002536 mmu-miR-503# mmu-miR-503-3p MIMAT0004790
miR-546 001312 mmu-miR-546 mmu-miR-546 MIMAT0003166
e 001683 mmu-m?R-669a .
462148_mat mmu-miR-669a-3-3p mmu-miR-669a-3-3p MIMATO0017251
miR-696 001628 mmu-miR-696 mmu-miR-696 MIMAT0003483
000430 hsa-miR-92 mmu-miR-92a-3p MIMATO0000539
B 002496 mmu-miR-92a# mmu-miR-92a-2-5p MIMATO0004635
464504_mat mmu-miR-92a-1# mmu-miR-92a-1-5p MIMATO0017066
463521_mat mmu-miR-92b# mmu-miR-92b-5p MIMATO0017278
miR-03 001090 mmu-miR-93 mmu-miR-93-5p MIMATO0000540
002139 hsa-miR-93# mmu-miR-93-3p MIMAT0004636
001230 snoRNA135 snoRNA135 AF357323
001232 snoRNA202 snoRNA202 AF357327
Control 001973 U6 snRNA U6 snRNA NR_004394
001712 us7 us7 AF272707
001727 Y1 Y1 U84683
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Annexe 4. Donnée supplémentaire Publication 1

TABLE. GASP-1 PROTEIN ACCESS NUMBERS.

Species GASP-1 protein access numbers

Anolis carolinensis
Bos taurus

Callithrix jacchus
Canis lupus familiaris
Cavia porcellus

Danio rerio

Felis catus

Gallus gallus
Gasterosteus aculeatus
Gorilla gorilla

Homo sapiens
Loxodonta africana
Macaca mulatta
Macropus eugenii
Meleagris gallopavo
Monodelphis domestica
Mus musculus
Nomascus leucogenys
Ochotona princeps
Oryctolagus cuniculus
Oryzias latipes

Pan troglodytes

Pongo abelii

Rattus norvegicus
Taeniopygia guttata
Takifugu rubripes
Tetraodon nigroviridis
Tursiops truncatus
Xenopus (Silurana) tropicalis

Xenopus laevis

XP_003217358.1
DAA18604.1
XP_002748468.1
XP_548206.2
ENSCPOP00000019147
XP_699239.1
ENSFCAP00000011455
XP_420100.2
ENSGACP00000007790
ENSGGOP00000019008
NP_783165.1
ENSLAFP00000029291
XP_001100200.1
ENSMEUP00000013612
XP_003211629.1
ENSMODP00000015857
NP_861540.2
XP_003272312.1
ENSOPRP00000012362
XP_002719150.1
ENSORLP00000013299
XP_003315702.1
ENSPPYT00000009671
XP_220855.1
XP_002198135.1
ENSTRUP00000021730
CAG04115.1
ENSTTRP00000002564
XP_002935995.1
AAH94175.1
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Annexe 5. Etude phylogénétique des protéines GASPs

GASP/WFIKKN proteins: evolutionary aspects of their functions

Olivier Monestier, Caroline Brun, Olivier Cocquempot, Daniel Petit and Véronique Blanquet

PLoS One, 2012, 7(8):e43710
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RESUME

Le muscle squelettique est un organe possédant une grande plasticité et dont la masse est
maintenue par différentes voies de signalisation régulant le turnover protéique et cellulaire. Parmi elles,
la voie de signalisation de la myostatine agit comme un régulateur négatif de la croissance musculaire.
Elle nécessite une régulation complexe, majoritairement exercée par ses inhibiteurs tels que la
follistatine, le propeptide et GASP-1 (Growth and differentiation factor-associated serum protein-1).
Bien que de nombreuses analyses aient été menées sur |'inhibition de la myostatine induite par son
propeptide ou par la follistatine, les études concernant la protéine GASP-1 se sont jusqu’a présent
principalement concentrées sur la caractérisation fonctionnelle de ses domaines. Nous avons généré des
lignées murines transgéniques surexprimant Gasp-1, appelées surGaspl. Deux de ces lignées, surGaspl-
20 et surGaspl-06, ont été sélectionnées pour leurs niveaux élevés d’expression de Gasp-1 dans le
muscle et le cerveau. Ces lignées présentent une augmentation de la masse musculaire due a une
hypertrophie des myofibres sans hyperplasie. Pour comprendre les mécanismes moléculaires régulant la
masse musculaire des souris surGaspl, nous avons analysé les myoblastes dérivés des cellules satellites
des souris sauvages, surGasp1-20 (520) et Mstn”". L’analyse de leurs expressions géniques a révélé une
augmentation de la myostatine dans les myoblastes S20. Nous avons également mis en évidence une
augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 et une diminution de Pax7 dans ces cellules par rapport
aux cellules Mstn . Nous avons proposé que la dérégulation de Pax7 dans les myoblastes $20 pourrait
étre induite par la surexpression de la myostatine et corrélerait avec I'absence d’hyperplasie chez les
souris surGaspl. En paralléle, nous avons montré que les myoblastes S20 présentent une augmentation
de la signalisation pro-hypertrophique Akt/mTORC/p70S6K, favorisant la différenciation des myotubes
et 'augmentation de leur taille, confirmant que la surexpression de Gasp-1 conduit a une hypertrophie
des myofibres.

Mots clés : GASP-1, myostatine, voies de signalisation, muscle squelettique, hypertrophie

ABSTRACT

Skeletal muscle is a plastic organ that is maintained by multiple factors regulating cell and protein
turnover. Among them, myostatin functions as a negative regulator of muscle growth. The regulation of
myostatin is mostly carried out by its physiological inhibitors such as its propeptide, follistatin or GASP-1
(Growth and differentiation factor-associated serum protein-1). Although many analyzes were
conducted on the inhibition of myostatin induced by its propeptide or follistatin, studies on GASP-1
mainly focused on the functional characterization of its domains. To highlight the Gasp-1 function in
vivo, transgenic mouse lines that overexpress Gasp-1 were generated and called surGaspl mice. Two
lines, namely surGasp1-20 and surGasp1-06, were selected for their highest Gasp-1 overexpression in
muscle and brain. These mouse lines showed an increased muscle mass due to myofibre hypertrophy
rather than hyperplasia. To investigate the molecular mechanisms regulating muscle mass in surGasp1
mice, we studied the myoblasts derived from wild-type, surGasp1-20 (520) and Mstn " satellite cells.
Expression array analysis revealed an up-regulation of myostatin expression in S20 myoblasts. We also
found an increased ERK1/2 phosphorylation and a decrease of Pax7 in S20 cells compared to the Mstn 7-.
We propose that the deregulation of Pax7 in overexpressing Gasp-1 myoblasts is related with an up-
regulation of myostatin and it could be responsible for the absence of hyperplasia in surGasp1-20 mice.
In addition, we showed that S20 myoblasts increase the pro-hypertrophic Akt/mTORC/p70S6K signaling,
enhancing myoblast differentiation and myotube size. This confirms that Gasp-1 overexpression leads to
myofibre hypertrophy.

Keywords: GASP-1, myostatin, signaling pathways, skeletal muscle, hypertrophy
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