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La signalisation TGEp contréle la tusion
cellulaire et la régénération musculaire
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Introduction

La régénération musculaire repose sur une réserve
de cellules souches musculaires appelées cellules
satellites (MuSCs) [1]. Les MuSCs sont quiescentes
et s’activent a la suite d’une blessure au muscle, don-
nant ainsi naissance a des progéniteurs s’amplifiant
transitoirement (myoblastes), et fusionnant pour
former de nouvelles fibres musculaires [2]. Ce pro-
cessus est finement régulé par un réseau complexe
de voies de signalisation, parmi lesquelles la cascade
de signalisation « Transforming Growth Factor B»
(TGFB) joue un réle fondamental. Des rapports anté-
rieurs ont proposé de nombreux rdles pour les mem-
bres de la superfamille TFGp, généralement consi-
dérés comme des régulateurs négatifs de la
différenciation myogénique [3]. Toutefois, il a
récemment été montré que I'activation de TGFB2
est essentielle a la régénération musculaire [4]. En
raison de ces différents résultats, nous avons décidé
d’étudier le rdle de la cascade de signalisation TGFB
durant la différenciation des myoblastes et la rége-
nération musculaire.

Résultats

Avant d’évaluer les roles respectifs des trois iso-
formes de TGFp, nous avons voulu estimer leur
profil d’expression au cours de la différenciation in
vitro des myoblastes et de la régénération muscu-
laire in vivo. Les myoblastes primaires ont été dif-
ferenciés durant trois jours, tandis que le muscle de
souris était lésé par injection de cardiotoxine et ana-
lysées aprés différentes durées de régénération.
Méme s’ils se comportent differemment, les iso-
formes de TGFp sont tous les trois exprimés dans
chacun de ces processus (in vitro et in vivo). De
plus, nous avons vérifié les profils d’expression de
TGFBR1 (Alk5) et TGFBR2 in vitro, confirmant que
ces récepteurs ainsi que leurs ligands étaient bien
exprimés dans les myoblastes primaires.

Ceci étant établi, nous avons commencé a étudier
le réle de ces isoformes de TGFp sur des myoblastes
en prolifération et leur taux de mortalité. Nous avons
sélectionné le dosage par incorporation de BrdU
pour quantifier la vitesse de prolifération, et le
dosage TUNEL (Kit de détection in situ de la

mortalité des cellules) pour identifier les cellules qui
subissent une mort cellulaire programmeée. Dans ces
deux essais, les cellules ont été fixées et exploitées
24 heures aprés traitement avec les protéines
recombinantes de TGFp (TGFB1, 2 et 3). Mises
ensemble, ces expériences suggérent que l'action de
la voie de signalisation TGFB n’altére ni la prolifé-
ration des myoblastes, ni leur taux de mortalité.
En conséquence, nous nous sommes concentrés sur
la difféerenciation des myoblastes. Nous avons diffé-
rencié des myoblastes primaires durant trois jours,
en administrant régulierement des protéines
TGFB1, 2 et 3 ou ITD-1, un inhibiteur spécifique de
TGFBR2. Nous avons analysé les effets de ces trai-
tements par immunofluorescence (IF), et découvert
que l'activation de la cascade TGFp inhibe forte-
ment la différenciation des myoblastes. En effet,
I'administration de protéines TGFp réduit le pour-
centage de cellules engagées (myoblastes Myo-
genin+) et 'index de fusion (parameétre indiquant la
quantite de cellules ayant fusionné ensemble).
D’autre part, I'administration d’inhibiteur entraine la
formation de grands myotubes (augmentation de
I'index de fusion et de la taille des myotubes), pré-
sentant une forme ramifiée et aberrante, en compa-
raison aux formes linéaires caractérisant habituelle-
ment les myotubes.

L’effet sur la fusion étant trés important, nous avons
voulu comprendre si nos traitements avaient un effet
direct sur la fusion des myoblastes, ou s’ils avaient
un effet général sur la différenciation des myoblastes
qui impacterait indirectement le processus de fusion.
Pour répondre a cette question, nous avons mis en
ceuvre ce que nous avons appelé de la « Culture en
forte densité » ; un protocole dans lequel nous pré-
différencions des myoblastes en basse densité pen-
dant deux jours, puis les remettons en forte densité,
et répétons la méme expérience que précédemment
(traitement avec TGFBs ou ITD-1). Avec ce proto-
cole, nous travaillons sur des myocytes préalable-
ment différenciés (confirmés par IF pour Myogenin
aprés I'étape de predifferenciation), et par consé-
quent, nous nous concentrons exclusivement sur le
processus de fusion. Nous avons ainsi confirmé que
I'activation de la voie TGFB réduit la fusion des
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myoblastes, tandis que son inhibition entraine la for-
mation de trés gros myotubes, présentant de nom-
breux noyaux et une forme aberrante.

Apres avoir établi le role de la cascade de signalisa-
tion TGFP in vitro, nous avons voulu évaluer son
role dans la fusion des cellules musculaires in vivo.
Pour cette raison, nous avons blessé des muscles TA
(Tibialis Antérieur) de souris adultes, et injecté soit
la protéine TGFB1, soit ITD-1, a trois jours aprés
blessure (3dpi), au moment ot la fusion commence
a se produire. L’évaluation de la régénération des
tissus a 7dpi a révélé que ces deux traitements entrai-
naient des changements frappants au niveau de la
taille et de la morphologie des myofibres. L’addition
de TGFB1 a provoqué a une diminution trés impor-
tante du nombre de noyaux dans les fibres nouvel-
lement formées, comparé aux contrdles, ce qui a
également provoqué une diminution considérable de
l'aire transversale des fibres (CSA). Au contraire,
ITD-1 induit une large augmentation du nombre de
noyaux de cellules musculaires, débouchant ainsi sur
la formation de larges fibres, comparées aux
contréles. Pour déterminer si une modification de la
signalisation TGFp in vivo affecte les structures et
fonctions du muscle régénéré, nous avons réalisé
une blessure du TA, suivie par trois injections suc-
cessives de TGFB1 ou d'ITD-1, et avons évalué la
régénération du tissu, ainsi que sa force musculaire
deux semaines aprés blessure. Tandis que TGFB1
entrainait une forte réduction de la CSA ainsi qu'une
diminution significative de la force musculaire, les
muscles traités avec ITD-1 ne montraient aucune
amélioration en termes de génération de force, bien
que la taille des fibres ait largement augmenté. Ces
observations indiquent que la signalisation TGFfB
détermine le nombre d’événements de fusion qui se
produisent durant la régénération des tissus muscu-
laires in vivo, et que 'augmentation de la taille des
fibres résultant de I'excés de la fusion n’est pas béné-
fique a la fonction musculaire.

Actuellement, notre but est de comprendre
comment la cascade TGFp régule le processus de
fusion. Pour identifier le réseau génétique régulé par

cette signalisation dans les cellules musculaires, nous
avons réalisé une analyse du transcriptome des myo-
cytes primaires différenciés, stimulés avec TGFB1
ou ITD-1. Curieusement, nous avons trouvé que le
cytosquelette d’actine faisait partie des signalisations
les plus régulées. Nous avons alors décidé de visua-
liser le réseau filamenteux d’actine et de mesurer
I'orientation de ces filaments dans les myoblastes
traités avec TGFB1 ou ITD-1. Nous avons observé
que ces deux traitements entrainaient une dérégula-
tion du cytosquelette d’actine, comparé aux formes
linéaires standards des myoblastes en différencia-
tion. Ces effets suggerent que la cascade de signa-
lisation TGFp pourrait réguler la fusion a travers le
remodelage de F-Actine.

Conclusion

Nos expériences ont confirmé le réle négatif de
I'activation de la signalisation TGFB sur la différen-
ciation myogénique, et montré un effet spécifique
sur la fusion des myoblastes. Nous avons aussi testé
les effets de l'inhibiteur de la cascade TGF, et
trouvé que la déficience/faiblesse de la voie de signa-
lisation TGFB augmentait la fusion des myoblastes
in vitro et in vivo. Nos études suggérent donc que
la cascade TGFP joue un réle critique dans la diffe-
renciation myogénique, dans la fusion des myocytes,
ainsi que dans la régénération du muscle.

TGFp signaling curbs cell fusion and muscle
regeneration
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