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Introduction 

Le muscle squelettique est un organe doté de propriétés particulières qui lui confèrent 

un rôle essentiel dans la locomotion, l’exécution des gestes de la vie quotidienne et le 

maintien de la posture et de l’équilibre. Pour assurer ces fonctions essentielles, il doit disposer 

d’une masse suffisante et chercher à la préserver. Cette nécessité est particulièrement bien 

illustrée chez les sujets présentant une amyotrophie marquée. En effet, la fonte musculaire 

observée avec le vieillissement général de la population (sarcopénie), dans certaines 

pathologies (cachexie) ainsi que dans certaines maladies neuro-dégénératives (dystrophie 

musculaire…) est très handicapante dans la mesure où elle se traduit par une perte 

d’autonomie et une altération du confort de vie. 

Le muscle est constitué de milliers de cellules (fibres) en grande partie composées de 

protéines myofibrillaires (protéines contractiles). Toute modulation de la masse musculaire 

sera déterminée par un déséquilibre de la balance existant entre les processus anaboliques et 

cataboliques. Lorsque cette balance est positive, c'est-à-dire que les flux de synthèses 

protéiques l’emportent sur les mécanismes protéolytiques, le muscle voit sa masse augmenter. 

Le résultat inverse est observé en cas de balance négative. Cette balance est modulée par 

divers stimuli endogènes et exogènes tels que les contraintes mécaniques, les influences 

neuronales, le stress métabolique et les influences hormonales. Ces facteurs sont intégrés au 

niveau cellulaire en signaux biochimiques qui vont conduire à une réponse adaptative du 

muscle et à une modulation de sa masse. Malgré l’amélioration des connaissances en biologie 

et physiologie du muscle, de nombreux mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle 

de la masse musculaire restent mal connus et demandent à être éclaircis. 

En dehors de cet aspect purement quantitatif (masse musculaire), la fonction du muscle 

squelettique est également déterminée par ses propriétés qualitatives, en particulier son 

équipement en protéines contractiles et métaboliques. Il convient d’ores et déjà de rappeler 

que si la fonction du muscle est déterminée par son équipement moléculaire, celui-ci est en 

retour modulé par la demande fonctionnelle du muscle ; ces interactions fonction-équipement 

moléculaire caractérisent la « plasticité » musculaire qui représente l’une de ses propriétés 

essentielles. Selon l’arrangement moléculaire de ces protéines, un muscle possèdera plutôt un 

profil lent et oxydatif ou rapide et glycolytique. La caractérisation des propriétés contractiles 

et métaboliques est importante, notamment dans un muscle subissant d’importantes variations 

de sa masse. D’une part, l’analyse de ces propriétés, susceptibles d’évoluer dans les situations 

de modulations de la masse du muscle, permet d’obtenir un portrait plus complet des 
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nouvelles caractéristiques musculaires. D’autre part, le réarrangement des protéines 

contractiles va conditionner la nouvelle fonction contractile du muscle en remodelage, alors 

que l’adaptation des propriétés métaboliques va conduire à influencer le processus de 

modulation de la masse musculaire grand consommateur d’énergie métabolique. 

Parmi les stimuli influençant la masse musculaire, il a été rapporté que la diminution de 

la disponibilité tissulaire en oxygène (hypoxie) pouvait altérer la croissance des myotubes in 

vitro et réduire la masse musculaire in vivo. En outre, ce stress métabolique pourrait 

influencer le phénotype musculaire, notamment en altérant les capacités oxydatives du muscle 

et en limitant l’orientation du phénotype contractile au cours de la maturation biologique. Cet 

état hypoxique est observé lors de séjours en altitude (hypoxie environnementale), ou encore 

dans certaines maladies cardio-vasculaires ou pulmonaires telles que l’insuffisance cardiaque 

ou la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) (hypoxie pathologique). A 

l’inverse, d’autres facteurs vont favoriser la croissance musculaire. Ainsi, lorsque le muscle 

est soumis à une surcharge fonctionnelle, les contraintes mécaniques appliquées sur les 

myofibres vont induire une hypertrophie marquée de ces dernières. La régénération 

musculaire après lésions circonscrites ou étendues est une autre situation de croissance 

musculaire puisque les facteurs moléculaires environnants vont en grande partie conditionner 

la récupération de la masse du muscle lésé en facilitant la formation et la croissance de fibres 

régénérées néoformées. Ces deux situations de croissance musculaire vont également 

entraîner un remodelage important des propriétés contractiles et métaboliques du muscle. 

Le travail présenté dans ce manuscrit s’intéresse au rôle propre de l’hypoxie 

environnementale sur le muscle en croissance. L’objet principal de ce travail est d’évaluer 

l’effet potentiellement délétère de l’hypoxie sur le contrôle de la masse dans deux situations 

de croissance musculaire : l’hypertrophie de surcharge fonctionnelle et la régénération 

musculaire. Le second objectif de ce travail est de déterminer le rôle joué par l’hypoxie dans 

l’adaptation des phénotypes contractile et métabolique du muscle en croissance. L’état de la 

littérature présenté par la suite sera composé de cinq chapitres principaux. Dans un premier 

temps, nous définirons les concepts de phénotype et plasticité musculaires. Nous analyserons 

ensuite les mécanismes cellulaires et moléculaires de la croissance musculaire puis ceux 

impliqués dans le contrôle de la masse en hypoxie. Le quatrième temps sera consacré à 

l’étude du phénotype du muscle en croissance et à sa modulation en hypoxie. Enfin, le 

cinquième chapitre, centré sur un abord scientifique périphérique mais nécessaire à ce travail 

de thèse, abordera certains problèmes méthodologiques posés par l’évaluation du niveau 

d’ARNm dans les situations de croissance musculaire. 
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I. Phénotype et plasticité musculaires 

I.1. Notion générale sur le phénotype musculaire 

Les muscles squelettiques sont impliqués dans diverses fonctions telles que la 

locomotion, le maintien postural et de l’équilibre, l’exécution de gestes fins ou au contraire de 

gestes demandant de la force explosive. Pour répondre efficacement à cette demande 

fonctionnelle, le muscle et les fibres qui le constituent sont dotés de propriétés intrinsèques 

très particulières qui définissent leur phénotype musculaire. Ce phénotype peut se définir 

selon deux grandeurs : la première, quantitative, fait référence à la masse du muscle, et donc à 

la taille des myofibres et leur nombre. La seconde grandeur est qualitative puisqu’elle 

s’intéresse à la composition du muscle en protéines spécifiques, dont les arrangements et le 

contenu en isoformes particulières déterminent ses qualités contractiles et métaboliques. 

D’un point de vue fonctionnel, les propriétés contractiles d’un muscle peuvent être 

analysées à partir de sa vitesse de contraction et de relâchement, sa force développée et sa 

résistance à la fatigue. Certains muscles, qualifiés de rapides, sont très fatigables, mais 

possèdent des qualités de force et d’explosivité. A l’inverse, les muscles lents, tels que les 

muscles posturaux, développent moins de force que leurs homologues rapides, atteignent leur 

pic de force plus lentement et se relâchent moins vite, mais sont peu fatigables. D’un point de 

vue structural et biochimique, le phénotype contractile d’un muscle est en général caractérisé 

par sa composition en isoformes de protéines contractiles telles que les chaînes lourdes de 

myosine (MHC, Myosin Heavy Chain), mais il est parfois évalué à partir de la composition 

musculaire en isoformes de chaînes légères de myosine (MLC, Myosin Light Chain) ou de 

protéines de recapture du calcium, les SERCA (Sarco-Endo-Reticulum Calcium ATPase). Un 

muscle squelettique lent tel que le soléaire est essentiellement composé de fibres contenant la 

forme lente de MHC (MHC-I), alors que les muscles rapides sont constitués des différentes 

isoformes rapides de MHC (MHC-IIa, -IIx), et de l’isoforme –IIb uniquement chez les 

rongeurs (Schiaffino, et al. 2007). 

Le phénotype métabolique d’un muscle est déterminé à partir de l’analyse de l’activité 

des enzymes impliquées dans les différentes voies métaboliques de production d’énergie et de 

l’activité de leurs isoformes constitutives, du contenu et des qualités des mitochondries 

(utilisation des substrats énergétiques, niveaux de consommation d’O2, etc). Un muscle lent a 

en général de grandes qualités oxydatives alors qu’un muscle rapide possède plutôt un 

potentiel glycolytique. Il est important de noter que certains muscles comme le plantaris se 



Etat de la littérature              Phénotype et plasticité musculaires 

8 

 

caractérisent par un profil contractile mixte (plutôt rapide dans sa partie superficielle et plus 

lent dans sa partie profonde), mais possèdent un fort potentiel oxydatif. Il est donc essentiel 

de bien dissocier la composante contractile de celle métabolique d’un muscle, d’autant plus 

que les marqueurs des phénotypes contractiles et métaboliques ne sont pas systématiquement 

co-régulés. 

 

I.2. La plasticité musculaire  

I.2.A. Définition de la plasticité musculaire 

La plasticité est une des qualités essentielles du muscle qui repose sur une fine 

adaptation de ses propriétés aux demandes fonctionnelles. Ainsi, afin d’optimiser sa fonction, 

le muscle est capable d’ajuster ses propriétés contractiles et métaboliques, mais également sa 

masse musculaire en réponse à des stimuli endogènes et exogènes (innervation, activité 

motoneuronale, contraintes mécaniques, influences hormonales et métaboliques) (Fluck 

2006 ; Koulmann and Bigard 2006). 

Les perturbations homéostatiques induites par ces stimuli vont être converties par des 

senseurs moléculaires en signaux chimiques, concourant à l’activation de voies de 

signalisation intracellulaire, qui sont à la base de la régulation adaptative de l’expression de 

gènes cibles (Fluck 2006). Les différentes étapes de l’expression des gènes comprenant la 

transcription, la traduction et les évènements moléculaires associés (modifications post-

transcriptionnelles et post-traductionnelles) vont être modulées, aboutissant à la synthèse de 

protéines indispensables aux réponses adaptatives (Figure 1.I.1). 
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Figure 1.I.1. Intégration de différents stimuli endogènes et exogènes en signaux biochimiques 

conduisant à une réponse adaptative du tissu musculaire. 

 

I.2.B. Les facteurs physiologiques impliqués dans la plasticité musculaire 

I.2.B.1. L’activité contractile 

L’activité contractile peut se définir à partir de deux paramètres : les contraintes 

mécaniques appliquées sur les fibres musculaires et l’activité neuronale qui s’organise au 

niveau de la plaque motrice et qui gouverne entre autres les modulations de concentration de 

calcium intracellulaire.  

A l’instar de ce qui sera développé dans le chapitre II, les variations de l’activité 

contractile vont avoir un effet très important sur la masse musculaire. Néanmoins, l’analyse 

de ces deux paramètres (contraintes mécaniques et activité neuronale) montre que ce sont 

majoritairement les contraintes mécaniques qui vont influencer la taille du muscle. Ainsi, 

l’application d’une surcharge fonctionnelle au niveau des fibres conduit à une hypertrophie 
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musculaire. Cet état, caractérisé par une augmentation de la masse musculaire et de l’aire de 

section transverse des fibres (FCSA), se retrouve aussi bien chez l’homme après un 

entraînement en résistance (Staron, et al. 1991) que chez l’animal dans le modèle de 

surcharge fonctionnelle par ablation des muscles agonistes (Bigard, et al. 2001). A l’inverse, 

une réduction/absence de l’activité contractile liée à un déconditionnement expérimental 

(décharge par suspension des pattes arrières, dénervation, ténotomie, immobilisation…), 

physiologique (vieillissement) ou pathologique (maladies neuro-dégénératives, insuffisance 

cardiaque ou pulmonaire…) se traduit par une atrophie musculaire (diminution de la masse 

musculaire et de la FCSA) (Machida and Booth 2004 ; Degens and Alway 2006). 

Les muscles lents sont innervés par des nerfs présentant une activité de type tonique, 

caractérisée par une fréquence de décharge de potentiels d’action basse (~10 Hz) et maintenue 

dans le temps. Ces muscles, du fait de cette innervation tonique, possèdent des concentrations 

cytosoliques en calcium élevées et peu variables. A l’inverse, le recrutement des muscles 

rapides dépend d’une innervation phasique, dont les décharges de potentiels d’action sont de 

haute fréquence (80-100 Hz) mais de courte durée, sous forme de bouffées d’activation ; les 

concentrations cytoplasmiques en Ca
2+

 observées dans ces types de muscles sont faibles à 

l’état basal. Le type d’innervation conditionne le trafic neuronal qui va déterminer les 

mouvements de Ca
2+ 

intracellulaire (concentration de Ca
2
, durée des échanges calciques entre 

la synapse et le milieu cytosolique et entre ce dernier et le réticulum sarcoplasmique,), dont 

les perturbations ioniques vont être à la base de l’adaptation ou de la reprogrammation du 

phénotype contractile (Chin, et al. 1998). Notons ici que le rôle potentiel joué par certains 

peptides ou facteurs de croissance produits par les terminaisons neuronales reste toujours 

débattu. 

L’activité contractile est également capable de modifier le phénotype métabolique. Les 

contraintes mécaniques ne semblent pas avoir d’effets directs majeurs sur le phénotype 

métabolique, alors que les modifications du contenu intracellulaire en calcium interviennent 

dans la régulation de l’expression de gènes du métabolisme. Pour évaluer le rôle de l’activité 

contractile sur les composantes musculaires, l’activité physique est très souvent utilisée 

comme modèle expérimental. Cette méthode constitue un moyen d’augmenter l’activité 

contractile, qui elle-même va occasionner des perturbations métaboliques. 
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I.2.B.2. Les influences d’origine métabolique 

Les perturbations de l’homéostasie métabolique influencent le phénotype musculaire. 

L’exercice en endurance est une des situations typiques de perturbations de l’homéostasie 

métabolique. Au cours de l’exercice, le muscle subit un stress métabolique intense dont 

l’origine provient notamment de l’élévation du rapport entre l’AMP et l’ATP. Ce changement 

provoque l’activation du régulateur central du statut énergétique, l’AMPK (AMP-activated 

protein Kinase), qui est désormais connue pour contrôler à la fois le phénotype métabolique 

en rendant le muscle plus oxydatif (Terada, et al. 2002) et la masse du muscle, en inhibant le 

processus de protéosynthèse (Hardie 2008). L’exposition à l’hypoxie est une autre situation 

d’induction d’un stress métabolique puisqu’elle provoque une diminution de la disponibilité 

en oxygène au niveau tissulaire. L’influence du stress métabolique sur la masse musculaire 

sera développée dans les chapitres II (généralités sur les voies de signalisation durant la 

croissance musculaire) et III (croissance musculaire et exposition hypoxique), tandis que son 

rôle dans l’adaptation des composantes musculaires sera présenté dans le chapitre IV. 

 

I.2.B.3. Les facteurs moléculaires environnants 

Nous incluons sous ce terme de facteurs moléculaires environnants, l’ensemble des 

acteurs ayant soit une action endocrine, paracrine ou autocrine sur les cellules musculaires et 

agissant sur ce type cellulaire par l’intermédiaire d’un récepteur membranaire ou nucléaire. 

Sous cette dénomination, nous pouvons assimiler les hormones, les facteurs de croissance et 

les cytokines. Par souci de simplicité, les stimuli provenant de ces facteurs sont généralement 

dénommés sous le terme d’influence hormonale.  

De manière générale, l’ensemble de ces facteurs, en particulier les hormones et les 

facteurs de croissance, vont avoir une influence plus importante sur la masse musculaire que 

sur le phénotype contractile ou métabolique. C’est le cas pour les hormones stéroïdiennes 

anabolisantes comme la testostérone, les IGF (Insulin-like Growth Factor), ou encore 

l’hormone de croissance. Les hormones thyroïdiennes, en plus de leur effet modéré sur la 

masse musculaire, exercent un rôle majeur sur les phénotypes contractile et métabolique, qui 

se traduit par une augmentation de l’expression des isoformes rapides des MHC et une 

altération importante des propriétés métaboliques, oxydatives et glycolytiques (Koulmann, et 

al. 2008). 
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I.2.C. Les facteurs physiologiques impliqués dans la plasticité musculaire au 

cours de la croissance musculaire et de l’exposition hypoxique 

Comme il est précisé dans le tableau 1.I.1, à travers chacune de ces trois situations 

physiologiques (hypertrophie, régénération, exposition à l’hypoxie), il est impossible d’isoler 

spécifiquement un de ces facteurs. Les adaptations musculaires engendrées dans ces situations 

sont la réponse physiologique à des perturbations de l’homéostasie cellulaire d’origine 

multifactorielle.  

Dans l’hypertrophie de surcharge fonctionnelle, la réponse adaptative va en grande 

partie dépendre des contraintes mécaniques, mais les autres signaux sont également stimulés. 

Ce modèle d’hypertrophie engendre une réorganisation de l’activité neuronale, du fait du 

recrutement prolongé et continu du plantaris soumis à une surcharge fonctionnelle, ainsi 

qu’un stress métabolique cellulaire important. Enfin, la réponse adaptative du muscle en 

surcharge va être influencée par les facteurs moléculaires environnants (facteurs de 

croissance, cytokines…). 

Au cours de la régénération musculaire, les adaptations phénotypiques seront 

principalement induites par la réinnervation et la réorganisation du trafic neuronal. Même si le 

muscle en régénération n’est pas soumis à une activité contractile particulière, les contraintes 

mécaniques et le stress métabolique appliqués à ce muscle désorganisé d’un point de vue 

structural et fonctionnel vont être augmentés d’une manière conséquente. Les facteurs 

moléculaires provenant des cellules lésées elles-mêmes, des cellules satellites et des cellules 

inflammatoires vont par ailleurs agir en interaction et conduire à la régénération musculaire.  

Dans ces modèles de croissance musculaire, les perturbations homéostatiques sont 

localisées spécifiquement au niveau du muscle, ce qui n’est pas le cas lors de l’exposition 

hypoxique. Dans cet environnement appauvri en O2, c’est l’organisme en entier qui nécessite 

une réponse adaptative. Cette thèse s’intéresse non pas aux adaptations centrales de 

l’organisme exposé à l’hypoxie, mais aux adaptations musculaires. Au niveau de ce tissu, 

c’est majoritairement l’activation de signaux métaboliques, inhérente à la baisse de 

disponibilité en oxygène qui va induire une réponse adaptative. Néanmoins, il faut garder à 

l’esprit que certaines perturbations centrales peuvent avoir une influence sur le tissu 

musculaire. A ce titre, on peut citer les perturbations métaboliques causées par l’hypophagie 

d’altitude (Simler, et al. 2007), la diminution de l’activité spontanée et donc de l’activité 

contractile (Bigard, et al. 2000a) et les perturbations hormonales, telles que l’hypothyroïdie 

transitoire d’exposition à l’altitude (Connors and Martin 1982). 
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Tableau1. I.1. Les facteurs potentiellement impliqués dans la plasticité musculaire au cours de 

l’hypertrophie de surcharge et de la régénération musculaire et lors de l’exposition à une 

hypoxie environnementale. 

 

hypertrophie de surcharge régénération

nerveux +++ ++++ -

mécanique ++++ ++ -

métabolique ++ ++ +++

hormonal ++ +++ +

Modèle de croissance musculaire Exposition hypoxique 

envionnementale

s
ti

m
u

lu
s

 

 

I.3. Bilan 

Le muscle squelettique possède des caractéristiques intrinsèques qui s’organisent d’un 

point de vue quantitatif (masse musculaire) et qualitatif (équipement en isoformes de 

protéines spécifiques, définissant ses propriétés contractiles et métaboliques). Ce tissu ajuste 

son phénotype musculaire en réponse aux perturbations cellulaires afin d’optimiser sa 

fonction. Cette plasticité musculaire est une réponse adaptative à divers facteurs qui peuvent 

être mécaniques, nerveux, métaboliques et hormonaux. Dans la suite de ce manuscrit, nous 

centrerons notre analyse sur le contrôle de la masse et sur l’adaptation des propriétés 

métaboliques et contractiles du muscle au cours de la croissance musculaire (hypertrophie de 

surcharge et régénération musculaire) et de l’exposition à l’hypoxie. Dans ces situations de 

croissance musculaire, les perturbations de l’homéostasie cellulaire qui conduisent aux 

réponses adaptatives du muscle ne proviennent pas d’un signal isolé. Ce sont majoritairement 

les contraintes mécaniques et la modulation de l’activité neuronale qui conduisent à 

l’adaptation phénotypique durant l’hypertrophie de surcharge, alors que le cycle de 

dégénérescence/régénération musculaire provoque une réorganisation intense du trafic 

neuronal et l’activation de nombreux facteurs moléculaires autocrines et paracrines. Enfin, ce 

sont surtout les perturbations métaboliques qui semblent être à la base des modifications des 

propriétés musculaires au cours de l’exposition à l’hypoxie d’environnement. 
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II. Mécanismes cellulaires et moléculaires de la 

croissance musculaire : étude à partir de deux modèles 

de croissance, l’hypertrophie de surcharge et la 

régénération 

Le muscle squelettique est capable de moduler de manière conséquente sa masse dans 

des situations de surcharge fonctionnelle ou au cours de la régénération musculaire. Ainsi, 

l’application de contraintes mécaniques intenses au niveau des fibres conduit à une 

hypertrophie musculaire. Cet état, caractérisé par une augmentation de la masse musculaire et 

de l’aire de section transverse des fibres (FCSA), se retrouve aussi bien chez l’homme après 

un entraînement en résistance (Staron, et al. 1991) que chez l’animal dans le modèle de 

surcharge fonctionnelle par ablation des muscles agonistes (Bigard, et al. 2001). En réponse à 

des lésions traumatiques ou par myotoxiques, une phase initiale de dégénérescence des fibres 

musculaires affectées se développe, conduisant à une perte de masse musculaire, suivie par 

une période de régénération musculaire durant laquelle des fibres se forment de novo et 

croissent progressivement (Richard-Bulteau, et al. 2008). Cette seconde phase du processus 

de régénération musculaire est donc une étape de croissance musculaire puisque le muscle 

récupère progressivement sa masse.  

Les protéines myofibrillaires sont les constituants principaux des fibres musculaires et 

leur niveau d’expression est gouverné par la balance existant entre les flux de synthèse et de 

dégradation protéiques. Une balance négative, résultant d’une réduction de la protéosynthèse 

et/ou d’une élévation de la dégradation protéique s’accompagne d’une atrophie musculaire 

(Thomason and Booth 1990), tandis qu’une balance positive conduit à un gain de masse 

musculaire (Miyazaki, et al. 2011). 

L’objectif de ce chapitre est de définir les mécanismes cellulaires et moléculaires qui 

régissent le contrôle de la masse musculaire dans des situations de croissance du muscle. 

Nous débuterons en premier lieu notre analyse par l’étude mécanistique des évènements 

transcriptionnels et traductionnels à la base de la synthèse protéique avant de définir les 

principaux mécanismes impliqués dans la dégradation des protéines musculaires. Dans les 

3
ème

 et 4
ème

 parties de ce chapitre, nous analyserons plus spécifiquement l’implication de ces 

mécanismes cellulaires et moléculaires dans les situations d’hypertrophie de surcharge et de 

régénération du muscle. 
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II.1. Mécanismes cellulaires et moléculaires contrôlant la 

synthèse protéique 

II.1.A. Modulation de l’activité transcriptionnelle de la cellule musculaire 

Pour augmenter les synthèses protéiques, la cellule musculaire doit en premier lieu 

accroître son activité transcriptionnelle. Pour cela, la cellule a la possibilité d’une part 

d’augmenter la transcription de gènes cibles au niveau de chaque myonucleus, et/ou d’élever 

sa capacité transcriptionnelle en augmentant la quantité d’ADN disponible. 

 

II.1.A.1. Contenu en ADN et domaine myonucléaire 

La quantité d’ADN (acide désoxyribonucléique) disponible pour la transcription 

génique est étroitement liée au nombre de noyaux présents dans la cellule. Ce paramètre est le 

déterminant majeur de la capacité transcriptionnelle, et constitue donc un point essentiel au 

bon déroulement de la synthèse protéique. La relation existant entre la taille de la fibre et le 

nombre de noyaux a donné naissance au concept de domaine nucléaire, qui correspond au 

volume cytoplasmique disponible par noyau, ou autrement dit, au volume cytoplasmique dont 

le renouvellement des protéines dépend d’un noyau (Petrella, et al. 2006; Favier, et al. 2008 ). 

Ce domaine exprimé par unité de volume est parfois exprimé par unité de surface. Il 

correspond alors à l’aire de section transverse par noyau. Il est déterminant pour comprendre 

les mécanismes de contrôle de la masse musculaire. Ce domaine est ajustable en fonction des 

situations de modulation de la masse musculaire. Ainsi, il est susceptible d’augmenter dans 

des situations d’hypertrophie musculaire (Kadi, et al. 2004) mais il existerait une valeur 

maximale au delà de laquelle la fibre serait incapable d’augmenter sa taille sans 

l’incorporation de nouveaux noyaux (Petrella, et al. 2006). Dans les situations 

amyotrophiantes, ce domaine évolue également ; il diminue précocement sans affecter le 

nombre de noyaux lors d’une atrophie induite par décharge du muscle (Allen, et al. 1997), 

alors que la perte de noyaux est plus tardive, au moins après dénervation (Schmalbruch and 

Lewis 2000). Au cours de la sarcopénie, c'est-à-dire de l’amyotrophie musculaire du 

vieillissement, une perte de noyaux sans diminution de la FCSA est observée dans les phases 

initiales, alors qu’une perte de volume sarcoplasmique pourrait se mettre en place plus 

tardivement pour restaurer le volume myonucléaire (Brack, et al. 2005). Ce concept reste 

complexe et est au final modulable en fonction de la durée, de l’intensité des signaux 
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atrophiques/hypertrophiques et de la situation de modulation de la masse musculaire [pour 

revue sur l’évolution du domaine myonucléaire au cours de l’atrophie musculaire, voir 

(Gundersen and Bruusgaard 2008)]. Néanmoins, dans les situations d’atrophie et 

d’hypertrophie, le domaine myonucléaire tend à revenir à plus ou moins long terme vers sa 

valeur basale, ce qui conduit à une modulation du nombre de noyaux par fibre. 

Il est actuellement bien établi que l’incorporation de noyaux provenant des cellules 

satellites permet d’augmenter le contenu en ADN des fibres existantes. Ces cellules, situées 

entre la lame basale et la membrane sarcolemmale sont normalement à l’état quiescent 

(Mauro 1961), et capables d’être activées, de proliférer, puis de fusionner avec une fibre pré-

existante ou éventuellement de reconstituer une nouvelle fibre [pour revues, voir (Hawke and 

Garry 2001; Charge and Rudnicki 2004 )]. L’activité de ces cellules est un processus 

complexe qui intervient en réponse à des dommages musculaires, dans le but de régénérer les 

fibres, mais également à la suite de contraintes mécaniques intenses, conduisant à une 

hypertrophie musculaire. L’implication des cellules satellites au cours des processus 

d’hypertrophie et de régénération musculaires sera respectivement détaillée dans les parties 3 

et 4 de ce chapitre. 

 

En définitive, la fibre musculaire a la capacité d’incorporer des noyaux, ce qui au bout 

du compte constitue un moyen d’élever la quantité d’ADN disponible pour la transcription 

génique. Cette meilleure capacité transcriptionnelle est un des procédés phares pour favoriser 

la synthèse protéique.  

 

II.1.A.2. Activation de facteurs de transcription : régulation 

transcriptionnelle 

Bien qu’il soit possible d’augmenter le contenu d’ADN disponible pour la transcription 

génique, l’activation des gènes et leur transcription en ARNm (acide ribonucléique messager) 

sont dépendantes de l’expression de nombreux facteurs de transcription.  

Ainsi, les facteurs de régulation myogénique ou MRF (Myogenic Regulatory factors), 

constitués de MyoD, Myf5, la myogénine et MRF4, outre leur implication dans la régulation 

de l’activité des cellules satellites, semblent intervenir dans l’activation de gènes codant pour 

des protéines musculaires. En effet, ces facteurs de transcription sont capables de transformer 

in vitro des fibroblastes en myoblastes (Rhodes and Konieczny 1989). In vivo, ces MRF 
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favorisent la prise de masse musculaire, et donc la construction de matériel contractile. C’est 

le cas dans le modèle de surcharge fonctionnelle par ablation des agonistes chez le rongeur 

(Hyatt, et al. 2008 ; Tanaka, et al. 2008), et chez l’homme après entraînement en résistance 

(Bamman, et al. 2007). Il reste néanmoins difficile de dissocier le rôle de ces facteurs de 

transcription dans la régulation de l’activité des cellules satellites de leur rôle dans la 

transcription de gènes codant pour des protéines musculaires.  

Des voies de signalisation dépendantes des intégrines pourraient également intervenir 

dans ce processus de régulation transcriptionnelle. Les intégrines sont des protéines 

membranaires servant de point de jonction entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire 

(Carson and Wei 2000). Sous l’effet d’un stress mécanique, ces senseurs changent de 

conformation tridimensionnelle, intègrent des signaux mécaniques et les traduisent en signaux 

biochimiques. Des complexes focaux d’adhésion, permettant une jonction fonctionnelle entre 

les intégrines et le cytosquelette, sont alors formés et participent à la transduction 

intracellulaire par l’intermédiaire de différents acteurs moléculaires tels que FAK (Focal 

Adhesion Kinase), PKC (Protein Kinase C), les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), 

PI3K (Phospho-Inositide 3-Kinase), la calcineurine, ainsi que des membres de la famille des 

Rho GTPases (Carson and Wei 2000; Durieux, et al. 2007b ). Certaines de ces molécules vont 

jouer un rôle important dans la transduction des signaux mécaniques du sarcolemme vers le 

noyau, via l’activation de certains facteurs de transcription. Ainsi, RhoA est capable d’activer 

le facteur FAK par phosphorylation, qui lui-même agit sur le recrutement de la paxilline, une 

protéine du cytosquelette, ce qui au final engendre une succession d’évènements moléculaires 

à la base de l’activation du facteur de transcription SRF (Serum Response Factor) (Carson and 

Wei 2000). Ce dernier favorise alors la transcription de gènes codant pour des protéines 

spécifiques du muscle (Carson, et al. 1996). 

Un autre exemple de voies de signalisation intervenant dans la régulation 

transcriptionnelle de gènes codant pour des protéines spécifiques du muscle est la voie de la 

calcineurine. Cette phosphatase est régulée par la concentration en calcium cytosolique, et est 

responsable de la déphosphorylation du facteur NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) et 

de sa translocation nucléaire. Ce facteur favorise la transcription de gènes codant pour 

certaines protéines musculaires, et intervient en particulier dans l’instauration d’un 

programme génétique lent. La voie calcineurine/NFAT est aussi impliquée dans 

l’hypertrophie de cardiomyocytes (Molkentin, et al. 1998), mais son rôle dans l’hypertrophie 

du muscle squelettique est plus controversé (Dunn, et al. 1999 ; Bodine, et al. 2001b; Parsons, 
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et al. 2004 ). Nous reviendrons sur le rôle de la calcineurine au cours de l’hypertrophie de 

surcharge et de la régénération du muscle squelettique dans les parties 3 et 4 de ce chapitre. 

 

II.1.B. Modulation de l’activité traductionnelle de la cellule musculaire 

La traduction des ARNm en protéines aboutissant à la synthèse protéique est déterminée 

par deux facteurs, l’efficacité et la capacité traductionnelles. L’efficacité traductionnelle 

correspond à la synthèse protéique par unité d’ARN total, alors que la capacité traductionnelle 

est grandement déterminée par le contenu en ribosomes par unité de tissu (Millward, et al. 

1973). La voie de signalisation mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), est la voie 

principale régulant la synthèse protéique dans le muscle squelettique [pour revue, voir (Proud 

2007 ; Sandri 2008; Miyazaki and Esser 2009a ; McCarthy and Esser 2010)] et elle participe à 

la régulation des deux versants de la traduction des ARNm en protéines (Nader, et al. 2005). 

 

II.1.B.1. La voie mTOR 

La protéine mTOR est une sérine/thréonine kinase, fortement conservée de la levure au 

mammifère, chez lequel elle existe sous deux formes distinctes de complexes multi-

protéiques : les complexes 1 et 2 de mTOR (mTORC1 et mTORC2, respectivement). Le 

complexe mTORC1, sensible à la rapamycine, est constitué de mTOR, Raptor (Regulatory 

associated protein of mTOR), Gβ1 ou mLST8 (G-protein β-subinit-like), PRAS40 (Proline-

Rich Akt-Substrate 40 kDa), et Deptor (DEP-domain-containing mTOR-interacting protein). 

Le complexe mTORC2, insensible à la rapamycine, est composé de mTOR, Rictor 

(Rapamycin-insentitive companion of mTOR), SIN1 (stress-activated-protein-kinase 

interacting 1) et mLST8 et Deptor [Pour revue, voir (Laplante and Sabatini 2009)] 

 (Figure 1.II.1) 

Même si mTORC2 intervient dans certains évènements régulateurs de la synthèse 

protéique (Guertin, et al. 2006), son implication est moins déterminante que celle de 

mTORC1. Dans la suite de l’exposé, nous nous centrerons essentiellement sur mTORC1 que 

nous nommerons par défaut mTOR ; quand nécessaire, nous spécifierons le nom du 

complexe. 
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Figure 1.II.1. Structure des complexes mTORC1 et mTORC2 

 

II.1.B.1.a. La régulation de l’activité de mTOR 

II.1.B.1.a.i. Les régulateurs positifs de mTOR 

 La voie IGF-I 

L’insuline et IGF-1 (Insulin-like Growth Factor I) sont les principaux régulateurs 

positifs de mTOR. Ces facteurs sont capables d’activer PI3K (Phospho-Inositide 3-Kinase), 

ce qui déclenche de multiples évènements moléculaires impliqués dans la prolifération et la 

différenciation, la croissance et la survie cellulaires ainsi que la protéosynthèse [pour revue, 

voir (Frost and Lang 2007)]. La sérine/thréonine kinase Akt (ou PKB pour Protein Kinase B), 

cible principale de PI3K, est capable d’inhiber par phosphorylation le facteur GSK-3 

(Glycogen Synthase Kinase 3), ce qui favorise la synthèse protéique grâce à l’activation du 

facteur d’initiation de la traduction eIF2B (eukaryotic Initiation Factor 2B) (Welsh, et al. 

1998) (Figure. 1.II.3). Akt participe activement à l’activation de mTOR, en agissant sur le 

complexe TSC (Tuberous Sceloris Complex) (Inoki, et al. 2003b). TSC, un hétérodimère 

composé de TSC1 et TSC2, fait parti de la famille des protéines GAP (Guanosine 

triphosphate (GTP)ase Activating Protein) et inhibe l’activité de la petite protéine G Rheb 

(Ras homolog enriched in brain). La phosphorylation de TSC2 sur ses résidus Ser
939

 et Thr
1462

 

par Akt réprime son activité GAP et facilite l’accumulation de Rheb sous sa forme active 

(Rheb-GTP) (Huang and Manning 2009), ce qui en définitive conduit à l’activation de mTOR 

(Figure. 1.II.3). Par ailleurs, la surexpression de TSC1 dans le muscle squelettique favorise la 

stabilisation de TSC2, ce qui entraîne l’inhibition de mTOR et une réduction significative de 
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la masse musculaire (Wan, et al. 2006). Akt pourrait d’autre part intervenir dans la régulation 

de l’activité de mTOR, indépendamment du système TSC/Rheb. Cette kinase pourrait 

phosphoryler directement un répresseur moléculaire de l’activité de mTOR, PRAS40, et agir 

conjointement avec la protéine séquestratrice de PRAS40, 14-3-3, pour conduire à une 

activation plus complète de mTOR (Vander Haar, et al. 2007). Enfin, l’insuline et IGF-I 

peuvent également stimuler mTOR par une voie de transduction qui intervient de manière 

indépendante d’Akt : la voie Ras/MEK (MAPK/ERK kinase)/ERK1/2 (Extracellular signal-

Regulated Kinase 1/2) (Haddad and Adams 2004). Cette voie pourrait agir positivement sur 

l’activité de mTOR en réprimant l’effet inhibiteur de TSC2 sur mTOR, via la phosphorylation 

de son résidu Ser
664

 (Miyazaki, et al. 2011). 

 

 Le rôle des acides aminés 

L’activité de mTOR est aussi contrôlée par la disponibilité en acides aminés (Kimball 

and Jefferson 2006) (Figure. 1.II.3). En particulier, l’administration d’acides aminés à chaîne 

ramifiée tels que la leucine est suffisante pour activer la voie mTOR et améliorer la synthèse 

protéique. Les mécanismes moléculaires qui régissent cette régulation de mTOR ne sont pas 

encore clairement identifiés : il est possible que mTOR soit activée par les acides aminés par 

un mécanisme dépendant du complexe TSC1/TSC2 (Gao, et al. 2002), mais d’autres données 

réfutent cette hypothèse (Smith, et al. 2005). Il est également proposé que Rheb puisse jouer 

un rôle majeur dans le contrôle de mTOR dans ces conditions nutritionnelles (Inoki, et al. 

2003a), mais là encore ce mécanisme reste à confirmer (Kim, et al. 2002). Enfin, en réponse à 

un apport en acides aminés, Vps34 (Vacuolar protein sorting 34), une protéine de la famille 

de la classe III des PI3K, pourrait activer mTOR par une voie de signalisation indépendante 

de la voie Akt/TSC/Rheb (Byfield, et al. 2005 ; Nobukuni, et al. 2005). Par ce mécanisme, 

mTOR serait incorporée dans la membrane lysosomale suite à son interaction avec une petite 

protéine-G de la famille des Rag et une protéine de la membrane lysosomale Ragulator, avant 

d’être activée par Rheb (Sancak, et al. 2010). Les années à venir devraient nous apporter des 

précisions quant à la régulation de la synthèse protéique via les acides aminés.  

 

 La transduction des contraintes mécaniques 

La voie mTOR serait également contrôlée par les contraintes mécaniques, 

indépendamment de PI3K, et en l’absence de facteurs de croissance et d’acides aminés 

(Hornberger, et al. 2004 ; Hornberger, et al. 2005 ; Hornberger and Chien 2006) (Figure. 



Etat de la littérature         Contrôle de la croissance musculaire 

21 

 

1.II.3). En effet, le traitement de myotubes avec la cytochalasine D, un agent qui 

dépolymérise les micro-filaments d’actine, serait suffisant pour bloquer la voie mTOR médiée 

par le stress mécanique (étirement) (Hornberger, et al. 2005). Il semble donc que la traduction 

des signaux mécaniques en signaux chimiques, conduisant à l’activation de la voie mTOR, 

passe par le cytosquelette. Certaines structures du costamère, également appelé contact focal 

(complexe protéique subsarcolemmal servant de point d’ancrage entre les filaments d’actine 

du cytosquelette et les protéines de la matrice extracellulaire (MEC)) joueraient un rôle de 

mécano-senseurs : il s’agit notamment de FAK, la β-intégrine et ILK (Integrin-Linked 

Kinase) [pour revue, voir (Philp, et al. 2011)]. Il existerait d’autres cibles intracellulaires des 

signaux mécaniques (étirement), incluant PLD1 (Phospholipase D1) et le second messager 

lipidique PA (Phosphatidic Acid) (Hornberger, et al. 2006). A ce titre, PLD1 pourrait activer 

mTOR en générant PA à partir de l’hydrolyse de la phosphatidylcholine. PA se fixerait alors 

de manière spécifique sur le domaine FRB de mTOR, le site de fixation du complexe 

rapamycine/FKBP12 (FK-binding protein 12). Par ailleurs, PLD1 serait une cible de Rheb, 

située en amont de mTOR (Sun, et al. 2008) (Figure. 1.II.3). 

 

II.1.B.1.a.ii. Les régulateurs négatifs de mTOR 

Les facteurs de croissance et les acides aminés ne sont pas les seuls facteurs 

biochimiques intervenant dans le contrôle de la voie mTOR et de la synthèse protéique. En 

effet, le régulateur central du statut énergétique, l’AMPK (AMP-activated protein Kinase), 

dont le niveau d’activation dépend des variations intracellulaires du rapport entre l’AMP et 

l’ATP (Hardie 2003), est capable d’altérer la voie mTOR [pour revue, voir (Hardie 2008 ; 

Shaw 2009)]. Comme ceci est présenté dans la figure 1.II.2, certaines situations de stress 

métaboliques vont interférer avec la synthèse d’ATP, tandis que d’autres situations vont 

entraîner une augmentation de la consommation d’ATP, ce qui en conséquence va conduire à 

une élévation du rapport ADP/ATP, puis du rapport AMP/ATP. En réponse à ces 

déséquilibres énergétiques, l’AMPK, activée par phosphorylation, permet de restaurer 

l’homéostasie énergétique en activant les processus cataboliques et en réprimant les processus 

anaboliques, tels que la synthèse protéique. L’AMPK est une kinase hétéro-trimérique 

composée d’une sous-unité catalytique α (isoformes α1 et α2) et de deux sous-unités non 

catalytiques β (isoformes β1 et β2) et γ (isoformes γ1, γ2 et γ3) (Kemp, et al. 2003). En 

condition de faible réserve énergétique, l’AMPK peut affecter l’activité de mTOR par 
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différents mécanismes moléculaires. L’AMPK a la capacité de phosphoryler TSC2 sur ces 

résidus Thr
1227

 et Ser
1387

, menant au bout du compte à une inhibition de mTOR (Inoki, et al. 

2003b). L’AMPK entraîne également une inhibition de l’activité de mTOR, en phosphorylant 

le résidu Ser
2446

 de mTOR (Cheng, et al. 2004), ou en phosphorylant raptor, une sous-unité de 

mTORC1, sur ses résidus Ser
722

 et Ser
792 

(Gwinn, et al. 2008). Enfin, l’AMPK intervient dans 

l’inhibition de l’élongation de la traduction en agissant indirectement sur eEF2 (eukaryotic 

Elongation Factor 2), via eEF2K (eukaryotic Elongation Factor 2 Kinase) (Horman, et al. 

2002). Il semble donc que l’effet répresseur de l’AMPK sur mTOR soit conditionné par 

plusieurs mécanismes moléculaires, agissant soit en synergie, soit selon la spécificité 

cellulaire. Quoi qu’il en soit, l’AMPK apparaît comme un répresseur important de la voie 

mTOR dans le muscle squelettique, puisque l’activation de l’AMPK par l’agent 

pharmacologique AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribonucleoside) 

provoque une inhibition de cette voie de transduction, ce qui conduit à une altération de la 

protéosynthèse (Bolster, et al. 2002 ; Williamson, et al. 2006). 

 

 

ADP AMP AMPK ATP

Adénylate

kinase

Catabolisme

Anabolisme

Augmentation de la consommation d’ATP (croissance 

et division cellulaires, synthèse protéique…)

Stress métabolique(hypoxie, restriction 

calorique…)

ATP

 

 

Figure 1.II.2. Régulation du métabolisme par l’AMPK. [figure réalisée à partir du schéma 

présenté par (Hardie 2007)]. 

 

Un autre mécanisme de régulation négative de mTOR a été récemment mis en évidence. 

Initialement, deux facteurs ont été identifiés, REDD1 (REgulated in Development and DNA 

damage responses 1) et REDD2 (aussi appelés RTP801/DDIT4 et RTP801L/DDIT4L, 

respectivement), pour leur rôle dans la répression de mTOR chez la drosophile (Reiling and 
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Hafen 2004). Dans les années qui ont suivi, il a été démontré in vitro et in vivo dans divers 

types cellulaires, dont les cellules musculaires, que ces deux facteurs sont sécrétés en réponse 

à un stress cellulaire intense (exposition à l’hypoxie, intoxication à l’alcool, traitement au 

dexaméthasone, exercice physique), et contribuent à altérer l’activité de mTOR en agissant en 

aval d’Akt sur le facteur TSC2 (Brugarolas, et al. 2004 ; Corradetti, et al. 2005 ; DeYoung, et 

al. 2008 ; Murakami, et al. 2011). Il semble par ailleurs que l’expression de REDD1 soit 

ubiquitaire (Miyazaki and Esser 2009b) alors que REDD2 serait enrichi dans les cellules 

musculaires, au moins chez la souris et chez l’homme (Miyazaki and Esser 2009b) 

(http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/). 

 

En résumé, l’activation de mTOR est dépendante de plusieurs voies de signalisation, la 

voie IGF-I/insuline, la voie médiée par des mécano-senseurs et celle dépendante de l’apport 

en acides aminés. D’autres facteurs comme REDD1/2 et l’AMPK sont actuellement 

clairement identifiés comme responsables de l’inhibition de l’activité de mTOR. Le dogme 

selon lequel l’activité de mTOR est préférentiellement déterminée par la voie IGF-I/PI3K/Akt 

est actuellement remis en question. Il semble plutôt que l’ensemble de ces voies agit en 

synergie pour permettre une régulation fine du niveau d’activation de mTOR en adéquation 

avec le statut métabolique du muscle (situation anabolisante ou catabolisante). L’ensemble de 

ces mécanismes moléculaires sont synthétisés dans la figure 1.II.3. 

http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/
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Figure 1.II.3. Schéma général présentant les facteurs intervenant dans la régulation de la voie 

mTOR.  

PLD1 : phospholipase D1 

PA : phosphatidic acid 

Vps34 : vacuolar protein sorting 34 

FAK: Focal Adhesion Kinase 

ILK: Integrin-Linked Kinase. 

Les flèches en trait plein symbolisent les mécanismes d’action moléculaires bien établis alors 

que les flèches en pointillés illustrent les mécanismes moléculaires qui doivent être 

approfondis [figure adaptée à partir des schémas de (Miyazaki and Esser 2009a ; Philp, et al. 

2011)]. 
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II.1.B.1.b. Les cibles de mTOR et leur implication dans la capacité et 

l’efficacité traductionnelles 

La traduction d’un ARNm en protéine fait intervenir quatre étapes principales : 

l’initiation, l’élongation, la terminaison et le recyclage [pour revue, voir (Kapp and Lorsch 

2004)]. Par souci de concision, nous concentrerons notre analyse sur le rôle joué par mTOR 

dans les deux premières étapes de la traduction (ce qui permet d’évaluer en partie l’efficacité 

traductionnelle) et dans la biogenèse ribosomale, qui est un déterminant essentiel de la 

capacité traductionnelle [pour revues, voir (Shah, et al. 2000; Wullschleger, et al. 2006 ; 

Yang, et al. 2008 )]. 

Au cours de la phase initiale de l’initiation de la traduction, il est nécessaire de recruter 

le complexe de pré-initiation de la traduction 43S. Ce complexe est constitué d’une sous-unité 

ribosomale 40S, du facteur d’initiation eIF3 (eukaryotic Initiation Factor 3) et d’un complexe 

ternaire contenant lui-même un ARN de transfert porteur d’une méthionine (ARNt
Met

), un 

facteur d’initiation de la traduction eIF2 (eukaryotic Initiation Factor 2), et un GTP (Figure 

1.II.4). Le recrutement de ce complexe sur l’extrémité 5’ P de l’ARNm composé d’une coiffe 

de méthyl-guanosine est conditionné par un ensemble de facteurs d’initiation de la traduction 

formant le complexe eIF4F (eukaryotic Initiation Factor 4F). Ce complexe est formé à partir 

d’une protéine de fixation à la coiffe eIF4E (eukaryotic Initiation Factor 4E), d’une protéine 

de structure eIF4G (eukaryotic Initiation Factor 4G) et d’une hélicase dépendante de l’ATP 

eIF4A (eukaryotic Initiation Factor 4A). Lorsque eIF4F est correctement agencé sur la coiffe 

de l’ARNm, le complexe 43S est recruté et se lie à la partie 5’ à proximité de la coiffe, avant 

d’évoluer le long de la séquence 5’ UTR (untranslated region) de l’ARNm jusqu’à atteindre le 

codon d’initiation de la traduction AUG. mTOR est capable de contrôler cette étape 

d’initiation de la traduction en régulant le niveau de phosphorylation de la protéine 4E-BP1 

(eIF-4E Binding Protein 1), un répresseur d’eIF4E (Figure 1.II.4). Une fois phosphorylée par 

mTOR, 4E-BP1 se dissocie d’eIF4E, et pourrait être ubiquitinée avant d’être dégradée par le 

protéasome (Walsh and Mohr 2004; Elia, et al. 2008). eIF4E devient alors fonctionnel pour 

interagir avec la protéine eIF4G, ce qui conduit au bon déroulement de l’étape d’initiation de 

la traduction. 
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Figure 1.II.4. Schéma général présentant le rôle joué par mTOR dans le contrôle de l’étape 

d’initiation de la traduction. 

 

Outre son rôle dans l’inhibition de 4E-BP1, une des cibles principales de mTOR est 

P70
S6K

. Cette kinase est phosphorylée sur son site Thr
389

 par mTOR mais son activation 

complète est également dépendante d’autres sites de phosphorylation contrôlés par PDK1 

(Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1) (Pullen, et al. 1998), PKC (Protein Kinase C) 

(Holz and Blenis 2005) ou encore ERK1/2 (Deldicque, et al. 2008). Une fois activée, P70
S6K

 

entraîne l’activation de la protéine ribosomale rpS6 (ribosomale protein S6), faisant partie 

intégrante du complexe ribosomal 40S, ce qui a pour conséquence d’augmenter la traduction 

d’un certain nombre d’ARNm contenant une séquence 5’ TOP (tract of oligopyrimidine). 

Cette famille d’ARNm, représentative d’une proportion importante des ARNm cellulaires 

(15-20% de la totalité), code majoritairement pour des composants de l’appareil traductionnel, 

en particulier des protéines ribosomales et des facteurs d’élongation de la traduction. 

Néanmoins, l’action de P70
S6K

 sur les ARNm 5’ TOP a été récemment remise en question 

(Pende, et al. 2004). En outre, P70
S6K

 conditionne en partie le bon déroulement de 

l’élongation de la traduction en favorisant l’activation du facteur eEF2. P70
S6K

 inhibe tout 

d’abord le facteur eEF2K (une kinase d’eEF2 décrite au départ comme étant dépendante du 

complexe Ca
2+

/calmoduline), ce qui lève ensuite l’effet répresseur de cette dernière sur eEF2. 

Au final, P70
S6K

 favorise l’activité d’eEF2 en régulant négativement et indirectement sa 

phosphorylation sur son résidu Thr
56

. 
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Pour améliorer la capacité traductionnelle de la cellule, il ne suffit pas d’augmenter le 

contenu en protéines ribosomales, il est nécessaire d’élever la quantité en ARNr (ARN 

ribosomal), qui constituent le cœur du ribosome. Il a été démontré il y a quelques années que 

la rapamycine pouvait inhiber la biogenèse ribosomale en réprimant la transcription de gènes 

ribosomaux (dont les produits sont des ARNr et dont la transcription est régie par une ARN 

polymérase I), et en affectant négativement la transcription de gènes codant pour des 

protéines ribosomales (étape de transcription régie par une ARN polymérase II) (Martin and 

Hall 2005). Sans rentrer dans les détails [pour revues voir (Martin and Hall 2005 ; 

Wullschleger, et al. 2006 )], mTOR joue un rôle important dans la régulation de la RNA 

polymérase I en agissant sur le facteur de transcription RRN3/TIF1A et dans le contrôle de la 

transcription de gènes ribosomaux via le facteur de transcription FHL1 (Four and a Half LIM 

domains protein 1).  

 

mTOR intervient dans l’efficacité traductionnelle en régulant l’initiation de la 

traduction via la répression du facteur 4E-BP1 et l’élongation de la traduction via l’activation 

d’eEF2 par P70
S6K

. En outre, mTOR est un acteur clé de la biogenèse ribosomale, puisque 

cette protéine  facilite à la fois la synthèse de protéines ribosomales (activation de la 

transcription de gènes codant pour des protéines ribosomales et augmentation de la traduction 

d’ARNm 5’ TOP) et la transcription des gènes ribosomaux. L’ensemble des cibles de mTOR 

et son rôle biologique dans le contrôle de la synthèse protéique sont résumés dans la figure 

1.II.5. 
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Figure 1.II.5. Schéma général présentant les cibles de mTOR et leur rôle dans la régulation 

des étapes traductionnelles (efficacité traductionnelle) et de la biogenèse ribosomale (capacité 

traductionnelle). 
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II.1.B.2. Autres mécanismes cellulaires et moléculaires régulateurs de 

l’activité traductionnelle 

II.1.B.2.a.. Cellules satellites et capacité traductionnelle 

Comme il a été expliqué précédemment, la capacité traductionnelle va être étroitement 

reliée au contenu cellulaire en ribosomes. Ces organites sont en grande partie constitués 

d’ARNr, un acide ribonucléique représentant environ 85% du contenu en ARN total de la 

cellule. Il est donc possible d’évaluer en partie la capacité traductionnelle à partir du contenu 

musculaire en ARN total. 

L’hypertrophie musculaire est très souvent associée à une forte augmentation du 

contenu en ARN total (Adams, et al. 2002). Cette élévation du nombre de molécules d’ARNr 

au sein du tissu musculaire en croissance est le résultat de l’activation de gènes ribosomaux à 

partir de l’ADN initial, mais elle pourrait aussi provenir d’une augmentation de la quantité 

totale d’ADN. Comme les fibres musculaires sont des cellules post-mitotiques, l’élévation du 

contenu en matériel génétique ne peut provenir que de l’incorporation de nouveaux noyaux 

d’origine extérieure, provenant le plus souvent des cellules satellites (Adams 2006). Par ce 

mécanisme, les cellules satellites joueraient donc un rôle dans la production des ribosomes, 

constituant un autre mécanisme favorable à la traduction des ARNm en protéines. 

 

II.1.B.2.b. Transcription de mi-ARN spécifiques du muscle  

Les mi-ARN (micro-ARN) sont des ARN de petite taille qui ont la capacité d’agir sur la 

transcription génique. En effet, ces acides nucléiques composés d’une vingtaine de 

nucléotides peuvent se fixer sur des séquences 3’ non traduites des ARNm (3’UTR), ce qui a 

pour conséquence d’inhiber la traduction du transcrit ou d’induire son clivage (Bartel 2004). 

Même si les études sur le rôle des mi-ARN sont à l’heure actuelle peu nombreuses, certains 

mi-ARN, en particulier miR-1 et miR-133a, verraient leur expression diminuer dans des 

situations d’hypertrophie musculaire (McCarthy and Esser 2007). La régulation de 

l’expression de ces mi-ARN pourrait influencer la synthèse protéique et la régulation de 

l’activité des cellules satellites en agissant sur la traduction d’ARNm spécifiques comme ceux 

codant pour des facteurs de transcription (c-Met, SRF) ou des facteurs de croissance (HGF, 

IGF-I). D’autres mi-ARN tels que les membres de la famille Let-7, voient leur expression 

augmenter au niveau musculaire avec le vieillissement, de manière concomitante avec une 
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diminution de l’expression de certains marqueurs de la prolifération cellulaire (Drummond, et 

al. 2011). Les années à venir devront apporter de nouvelles connaissances sur l’implication 

des mi-ARN dans la régulation de la masse musculaire. 

 

II.1.C. Bilan 

La synthèse protéique est un processus extrêmement complexe contrôlé à deux niveaux, 

par la transcription des gènes en ARNm et par la traduction des ARNm en protéines. En 

premier lieu, la synthèse protéique va être déterminée par le contenu en ADN disponible au 

niveau cellulaire, qui fournit le matériel génétique nécessaire à la transcription génique. Au 

cours de la croissance musculaire, cette capacité transcriptionnelle peut s’accroître du fait de 

l’incorporation de cellules satellites. L’activation de facteurs de transcription va également 

jouer un rôle important dans la synthèse protéique car elle va être déterminante dans le 

contrôle de l’activité transcriptionnelle.  

L’étape traductionnelle est contrôlée par diverses voies de signalisation intracellulaire 

qui vont converger vers un acteur central : la protéine mTOR. Outre la voie IGF-I/PI3K/Akt, 

connue initialement pour être la voie régulatrice majeure de l’activité de mTOR, de nouveaux 

acteurs du contrôle de l’activité de mTOR ont été identifiés. Certains acides aminés (dont, et 

surtout la leucine), ainsi que la voie de transduction des contraintes mécaniques activent 

mTOR indépendamment d’Akt. De même, des régulateurs négatifs de mTOR ont été 

récemment isolés : il s’agit notamment de l’AMPK et de REDD1/2. mTOR participe à la 

synthèse protéique en activant l’initiation et l’élongation de la traduction (efficacité 

traductionnelle) et en stimulant la biogenèse ribosomale (capacité traductionnelle). 

L’incorporation au niveau cellulaire de cellules satellites, conduisant à augmenter le contenu 

en ADN, améliore la transcription de gènes ribosomaux et participe donc à la biogenèse 

ribosomale. Enfin, les mi-ARN ont été identifiés comme pouvant moduler négativement la 

synthèse protéique en réprimant l’expression génique au niveau post-transcriptionnel. 

Les principaux mécanismes moléculaires et cellulaires développés dans cette partie sont 

synthétisés et présentés dans la figure 1.II.6. 
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Figure 1.II.6. Schéma de synthèse des mécanismes moléculaires contrôlant la synthèse 

protéique. 
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II.2. Les systèmes protéolytiques 

Les systèmes protéolytiques connus à l’heure actuelle sont de plusieurs ordres : on peut 

citer les voies lysosomale, Ca
2+

-dépendante (système calpaïne-calpastatine), des caspases 

(apoptose), des métalloprotéases et ubiquitine/protéasome-dépendante. Dans cette partie, nous 

nous focaliserons uniquement sur le sytème ubiquitine/protéasome-dépendant (SUP) et la voie 

d’autophagie lysosomale qui semblent intervenir majoritairement dans la protéolyse du 

muscle squelettique. 

 

II.2.A. Le système ubiquitine/protéasome-dépendant 

Ce système s’intègre dans un processus organisé en deux étapes successives : la 

polyubiquitination des substrats et leur dégradation par le protéasome 26S. Très brièvement, 

les protéines doivent se lier à une chaîne de polyubiquitine avant d’être reconnues et 

dégradées par le protéasome. Cette première étape fait intervenir trois enzymes : une 

enzyme d’activation E1 qui active l’ubiquitine et se fixe à elle après la formation d’une 

liaison thiol, une enzyme de conjugaison E2 sur laquelle est ensuite transférée 

l’ubiquitine par trans-estérification et une ligase E3 qui facilite le transfert de l’ubiquitine 

sur son substrat protéique. Cette première étape s’achève par l’élongation de la chaîne 

d’ubiquitination. Il s’ensuit l’étape de dégradation par le protéasome 26S qui est un 

complexe cylindrique composé d’une partie 20S, définie en deux sous-unités α et deux 

sous-unités β, et de deux sous-unités 19S positionnées aux extrémités de la partie 20S. 

Dans le tissu musculaire, le SUP est très souvent étudié à partir de l’expression 

d’ubiquitine ligases E3 spécifiques du muscle, telles que MAFbx (Muscle Atrophy F-

box) (également appelée atrogin-1) et MURF1 (muscle-specific RING-finger protein 1) 

(Bodine, et al. 2001a). Plus récemment, deux autres E3 ligases, Nedd4 (neuronal 

precursor cell-expressed developmentally downregulated-4) et XIAP (X-chromosome-

linked inhibitor of apoptosis) ont été identifiées au cours de situations d’atrophie 

musculaire (décharge du soléaire après suspension par la queue) (Stevenson, et al. 2003 ; 

Dupont-Versteegden, et al. 2006). L’activation spécifique de ces E3 ligases semble 

dépendre de la situation catabolique. Par exemple, Nedd4 est activée dans les situations 

de décharge et de dénervation, alors que son niveau est stable dans les états cataboliques 

provoqués par le jeûne ou le diabète (Koncarevic, et al. 2007). Même si les cibles des E3 

ligases sont encore assez mal connues, MAFbx faciliterait la dégradation de MyoD et du 
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facteur d’initiation de la traduction eIF3 (Tintignac, et al. 2005 ; Csibi, et al. 2009). 

MURF1 pourrait de son côté se lier à la titine, connue pour contrôler l’assemblage des 

protéines sarcomériques et l’élasticité du sarcomère (Centner, et al. 2001), ou contribuer 

à l’ubiquitination de la troponine I cardiaque (Kedar, et al. 2004). En définitive, MAFbx 

serait un acteur protéolytique capable de réprimer le processus de synthèse protéique, 

alors que MURF1 conduirait à la protéolyse de protéines myofibrillaires (Attaix and 

Baracos 2010). 

 

II.2.A.1. Contrôle de l’expression des atrogènes par Foxo 

Akt peut faire figure de carrefour métabolique dans la mesure où cette kinase intervient 

à la fois dans la protéosynthèse via son rôle de régulateur de mTOR et dans la protéolyse par 

l’intermédiaire de Foxo (Forkhead box O transcription factor). En effet, lorsque IGF-I est 

administré in vitro à des myotubes traités par la dexaméthasone (glucocorticoïde aux effets 

atrophiants), ce facteur de croissance est capable de réprimer l’induction de MAFbx et 

MURF1 par l’intermédiaire de la voie PI3K/Akt (Sandri, et al. 2004 ; Stitt, et al. 2004). Cette 

action d’Akt sur la transcription des atrogènes est dépendante de Foxo, en particulier Foxo1 et 

Foxo3 dans le muscle squelettique [pour revue, voir (Glass 2005; Sandri 2008 )]. Lorsque 

Foxo est phosphorylé par Akt, ce facteur de transcription est séquestré par la protéine 14-3-3 

et migre du noyau vers le cytosol où il perd son action biologique sur les atrogènes. A 

l’inverse, lorsqu’il se trouve hypophosphorylé, Foxo migre du cytosol vers le noyau où il est 

actif. Outre son rôle dans l’expression des atrogènes, l’agent catabolisant Foxo interviendrait 

également dans l’inhibition de la synthèse protéique en favorisant la transcription de la cible 

de mTOR, 4E-BP1, et en altérant l’activité de mTOR (Southgate, et al. 2007).  

Le niveau d’activation de Foxo n’est pas exclusivement modulé par Akt. Il est 

également régulé par le senseur central du statut énergétique, l’AMPK (Greer, et al. 2009 ; 

Tong, et al. 2009 ; Romanello, et al. 2010). Ainsi, l’activation de l’AMPK induite par la 

restriction calorique chez le ver Caenorhabditis elegans stimule Foxo par phosphorylation (6 

sites mis en évidence), ce qui contribue à augmenter son activité transcriptionnelle. (Greer, et 

al. 2009). La phosphorylation de sites spécifiques de Foxo entraîne donc soit son inhibition 

via Akt, soit son activation via l’AMPK. L’AMPK pourrait par ailleurs contribuer à lever 

l’effet inhibiteur d’Akt sur Foxo3 dans des cellules C2C12, en limitant sa phosphorylation 

induite par Akt (Tong, et al. 2009). Enfin, un autre acteur déterminant du métabolisme, PGC-
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1α (peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha), serait aussi 

impliqué dans la régulation de Foxo, puisqu’une surexpression de PGC-1α conduit à réduire 

la transcription de MURF1 et de MAFbx et à limiter l’atrophie musculaire induite par 

dénervation ou restriction calorique (Sandri, et al. 2006). Le rôle joué par PGC-1α dans le 

contrôle de la masse reste complexe car la surexpression de ce facteur ne favorise pas 

l’hypertrophie, tandis que l’invalidation muscle-spécifique de son gène n’a pas d’effet sur la 

masse musculaire (Handschin, et al. 2007). Les principaux mécanismes contrôlant le niveau 

d’activation de Foxo sont illustrés dans la figure 1.II.7. 

 

II.2.A.2. Contrôle de l’expression des atrogènes indépendamment de Foxo 

Le TNFα (Tumor Necrosis Factor α) est une cytokine pro-inflammatoire qui intervient 

dans l’atrophie musculaire, en particulier dans la situation de cachexie cancéreuse (Argiles 

and Lopez-Soriano 1999). La fixation du TNFα sur son récepteur membranaire permet 

d’activer le facteur de transcription NFκB (Nuclear Factor Kappa B), comme l’illustre la 

figure 1.II.7. Lorsque IKK (IκB kinase) est activée par l’environnement cytokinique, elle 

phosphoryle sa cible IκB qui est alors ubiquitinée et dégradée par le protéasome, ce qui a pour 

conséquence d’activer NFκB [pour revue, voir (Glass 2005)]. L’activation de ce facteur de 

transcription est suffisante pour induire une amyotrophie, un phénomène qui pourrait 

s’expliquer en partie par la surexpression spécifique de MURF1, mais pas de MAFbx (Cai, et 

al. 2004). 

L’absence de perturbation de l’expression de MAFbx par NFκB laisse penser qu’une 

autre voie de signalisation pourrait intervenir dans sa régulation. Il semble que la MAPK p38, 

également activée par le TNFα, puisse contrôler l’expression de MAFbx puisque l’inhibition 

pharmacologique de p38 réprime l’activation de MAFbx médiée par le TNFα (Li, et al. 2005). 

 

II.2.B. L’autophagie lysosomale 

Les lysosomes sont des organites cytoplasmiques en forme de vésicules contenant 

différentes hydrolases (peptidases, lipases, glycosidases, nucléases…).  L’autophagie 

lysosomale est un processus cellulaire comportant la micro-autophagie (internalisation 

d’une protéine cible par un lysosome), la crinophagie (fusion de lysosomes avec des 

granules de sécrétion ciblés), l’autophagie médiée par une protéine chaperonne, et la 
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macro-autophagie. Nous ciblerons essentiellement notre analyse sur cette dernière forme 

d’autophagie, durant laquelle les autophagosomes, des vésicules cytosoliques à double 

membrane, séquestrent des organites ou des zones entières du cytoplasme, avant de 

fusionner avec un lysosome pour former un corps autophagique dont le contenu est 

dégradé par des enzymes lysosomales [pour revue concernant l’autophagie dans le 

muscle squelettique, voir (Sandri 2010)]. 

Même si l’autophagie lysosomale est maintenant connue pour jouer un rôle dans 

l’atrophie musculaire, la formation d’autophagosomes reste difficile à mettre en 

évidence. Les méthodes de biologie moléculaire ont permis de montrer qu’un certain 

nombre de gènes autophagiques sont surexprimés dans des muscles atrophiés, suggérant 

la contribution de facteurs de transcription dans la régulation de l’autophagie. Parmi ces 

gènes, il a été démontré que LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), 

Gabarap (Gaba(A) receptor-associated protein), Vps34, Atg12 (Autophagy Related 12 

Homolog) ou BNIP-3 (BCL2 and adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 3) sont sous le 

contrôle de Foxo3 (Mammucari, et al. 2007). Ainsi, la surexpression de BNIP-3 (protéine 

anti-apoptotique mise en jeu dans l’autophagie) provoque une fragmentation 

mitochondriale et une autophagie des cardiomyocytes exposés à des situations 

d’ischémie/reperfusion (Hamacher-Brady, et al. 2007) et induit une autophagie dans le 

muscle squelettique (Mammucari, et al. 2007), alors que le blocage partiel de ce gène par 

knockdown réduit l’autophagie musculaire médiée par Foxo3 (Mammucari, et al. 2007). 

A l’inverse, il existe des acteurs moléculaires capables d’altérer les processus 

autophagiques : Runx1, surexprimé dans les muscles dénervés, semble être impliqué dans 

le maintien de la masse musculaire (Wang, et al. 2005), alors que la phosphatase Jumpy 

limiterait la formation de l’autophagosome en contrant l’action de Vps34 (Vergne, et al. 

2009). Enfin, comme il a été présenté précédemment, Akt est capable d’inhiber Foxo, et 

donc de réprimer l’autophagie lysosomale in vivo (Mammucari, et al. 2007). Les 

principaux mécanismes impliqués dans le contrôle de l’autophagie lysosomale sont 

présentés dans la figure 1.II.7. 
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II.2.C. La myostatine : régulateur négatif de la masse musculaire 

La myostatine ou GDF-8 (Growth Differentiation Factor-8), un membre de la 

famille TGF-β (Transforming Growth Factor beta), est un régulateur négatif majeur de la 

masse musculaire. L’invalidation de la myostatine par une mutation génétique naturelle 

est observée dans deux races de bœufs, le Bleu Belge et le Piedmontese, ce qui se traduit 

par des animaux présentant une hyper-musculature (McPherron and Lee 1997). A 

l’opposé, la surexpression de ce factor conduit à une atrophie musculaire (Durieux, et al. 

2007a ; Amirouche, et al. 2009). Le mode d’action de la myostatine est complexe et 

multifactoriel ; elle inhibe entre autres la prolifération et la différenciation des 

myoblastes (Joulia, et al. 2003) et réprime l’expression protéique de MyoD et de la 

myogénine (Durieux, et al. 2007a). Ce facteur serait également impliqué dans la 

protéolyse ubiquitine/protéasome-dépendante, en agissant sur Foxo et sur les atrogènes 

MURF1 et MAFbx (Gilson, et al. 2007), même si les résultats restent controversés in 

vivo (Amirouche, et al. 2009). L’élévation de l’expression de la myostatine pourrait par 

ailleurs avoir un effet délétère sur l’expression de PGC-1α, puisque celle-ci est réduite avec 

l’expression ectopique de la myostatine (Durieux, et al. 2007a). Enfin la myostatine 

pourrait réprimer la voie PI3K/Akt/mTOR (Amirouche, et al. 2009 ; Trendelenburg, et 

al. 2009). Les principaux modes d’action de la myostatine sur le contrôle de la masse 

musculaire sont présentés dans la figure 1.II.7 

 

II.2.D. Bilan 

La masse musculaire et de la balance protéique sont influencés par les systèmes 

protéolytiques, et notamment la voie ubiquitine/protéasome dépendante et la voie 

lysosomale qui semblent prépondérantes dans le muscle squelettique. La dissociation 

complète des voies de protéosynthèse et de protéolyse est actuellement remise en 

question. Akt, un des régulateurs centraux de mTOR, réprime la voie Foxo/atrogènes, 

impliquée dans l’atrophie musculaire, tandis que le facteur de transcription Foxo semble 

agir négativement sur la voie mTOR. Certains acteurs contrôlant le métabolisme 

énergétique seraient également des régulateurs de Foxo : l’AMPK pourrait favoriser 

l’activité transcriptionnelle de Foxo et réprimer l’action négative d’Akt sur ce facteur de 

transcription, tandis que le rôle de PGC-1α dans l’inhibition de Foxo demande à être 

confirmé. En plus de son implication dans le SUP, Foxo intervient dans la régulation de 
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l’autophagie lysosomale en activant certains facteurs autophagiques tels que BNIP-3 ou LC3. 

Enfin, la myostatine est capable d’altérer la masse musculaire en agissant positivement sur 

Foxo et négativement sur Akt, ainsi qu’en limitant la prolifération et la différenciation 

myogéniques. Les principaux acteurs impliqués dans les voies protéolytiques dans le muscle 

squelettique sont présentés dans la figure 1.II.7. 
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Figure 1.II.7. Synthèse des mécanismes moléculaires contrôlant la dégradation protéique dans 

le muscle squelettique et interaction entre les processus de protéosynthèse et protéolyse. 

SUP : Système ubiquitine/protéasome-dépendant. 
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II.3. L’hypertrophie de surcharge 

Dès la moitié du 20
ème

 siècle, l’apparition du sport de haut niveau moderne a conduit à 

de nouvelles méthodes d’entraînement dans l’objectif de développer les qualités de force, de 

puissance, d’explosivité ou de vitesse des sportifs. Ces méthodes d’entraînement, constituées 

d’exercices en résistance, se caractérisent par la répétition de contractions musculaires de 

haute intensité. Ces exercices exposent les fibres musculaires à des contraintes mécaniques 

intenses, et entraînent une augmentation de la FCSA, que l’on peut qualifier par le terme 

d’hypertrophie de surcharge. Pour comprendre la réponse adaptative du muscle, des modèles 

d’hypertrophie de surcharge ont été développés sur des modèles animaux. Parmi ceux-ci, le 

modèle de surcharge fonctionnelle par ablation des muscles agonistes est apparu dans les 

années 60 (Goldberg 1967). Ce modèle, que nous appellerons modèle d’overload dans la suite 

de l’état de la littérature pour éviter la confusion avec les autres situations de surcharge 

fonctionnelle, est très largement utilisé par la communauté scientifique car il provoque une 

hypertrophie musculaire précoce et prolongée. C’est donc un modèle très pertinent pour 

comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires qui régissent l’hypertrophie du 

muscle. 

 

II.3.A. Le modèle de surcharge fonctionnelle par ablation des muscles agonistes 

La surcharge fonctionnelle appliquée à un muscle donné fait suite à l’ablation de ses 

agonistes. Chez le rongeur, le muscle principalement étudié est le plantaris, mais certaines 

études se sont également centrées sur le soléaire, un autre muscle extenseur de la cheville, 

plus spécifique du maintien postural (Roy, et al. 1985 ; Kandarian and White 1990 ; Carlson, 

et al. 2001) ou sur le long extenseur des doigts, l’EDL (extensor digitorum longus) (Gollnick, 

et al. 1981 ; Rosenblatt and Parry 1992). Comparativement à l’EDL et au soléaire, le plantaris 

possède des capacités hypertrophiantes plus importantes en réponse à la surcharge 

fonctionnelle, probablement liées à ses propriétés intrinsèques (muscle glycolytique, 

extenseur de la cheville, muscle poly-articulaire). 

Dans ce modèle, une augmentation de la masse musculaire est observée dès les premiers 

jours (Adams, et al. 1999 ; Lee, et al. 2003b) et est associée à une élévation du contenu en 

protéines myofibrillaires. Il est par ailleurs à noter que l’importance des contraintes 

appliquées au muscle induit très tôt l’apparition d’un œdème musculaire (Adams, et al. 1999). 

La masse du plantaris est fortement augmentée après 15 jours de surcharge (Adams, et al. 
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2002) et atteint sa valeur maximale après 9 semaines, mais elle augmente finalement assez 

peu lorsqu’elle est rapportée à la masse corporelle entre la 3
ème

 et la 9
ème

 semaine (Tsika, et al. 

1987). Il semble que le processus hypertrophique lié à la surcharge soit stabilisé après 4 

semaines, et que le gain de masse supplémentaire soit relié à la croissance biologique de 

l’animal (Ianuzzo and Chen 1979; Kandarian and White 1990 ). 

 

II.3.B. Les voies de signalisation impliquées dans l’hypertrophie de surcharge 

II.3.B.1. Hypertrophie de surcharge et voie IGF-I/Akt/mTOR 

De nombreux travaux ont montré que cette voie de signalisation mTOR est activée au 

cours de la surcharge fonctionnelle (Reynolds, et al. 2002 ; Mounier, et al. 2009). Elle serait 

le principal responsable de l’hypertrophie musculaire car l’administration pharmacologique 

de la rapamycine, un inhibiteur de mTOR et de ses cibles, bloque complètement le processus 

hypertrophique du plantaris (Bodine, et al. 2001b). 

La question qui se pose est de savoir quelles sont les voies de régulation qui agissent sur 

l’activité de mTOR. Même si la voie IGF-I/Akt est la mieux connue et semble jouer un rôle 

crucial dans l’induction de mTOR, des travaux récents sont venus réfuter cette idée. Ceci a 

donné lieu à un débat scientifique qui a fait l’objet d’un point de discussion dans la revue 

«The Journal of Applied Physiology » (Spangenburg 2010). Il est clairement démontré que 

l’application de la surcharge fonctionnelle active la production de MGF (Mechano Growth 

Factor), un des peptides dérivés de l’IGF-I produit par le muscle squelettique (Adams, et al. 

1999 ; Adams, et al. 2002 ; Yamaguchi, et al. 2006), ce qui laisse à penser que ce facteur de 

croissance joue un rôle important dans l’activation de mTOR et de l’hypertrophie de 

surcharge. Néanmoins, un article récent a mis en évidence que l’hypertrophie de surcharge 

dans le modèle d’overload n’est pas altérée chez des souris transgéniques exprimant un 

récepteur d’IGF-I non fonctionnel (Spangenburg, et al. 2008). Chez ces animaux, le muscle 

hypertrophié présente une hyperphosphorylation d’Akt et de P70
S6K

, ce qui permet de 

suggérer que la voie Akt/mTOR pourrait être activée indépendamment d’IGF-I au cours de 

l’hypertrophie de surcharge. Pour appuyer cette idée, il a été mis en évidence qu’en réponse à 

des contraintes mécaniques intenses, l’élévation de la production d’IGF-I apparaît après 24h 

dans le modèle d’overload (Adams, et al. 1999), alors que l’activation de mTOR est très 

précoce (de quelques minutes à quelques heures), relevant alors de facteurs indépendants 

d’IGF-I (Baar and Esser 1999).  
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En conclusion, il semble que l’implication d’IGF-I dans la croissance du muscle soit 

dépendante du contexte : ce facteur de croissance serait essentiel au cours du développement 

et de la maturation musculaire mais ne serait pas fondamental pour la croissance du muscle 

adulte (Esser, et al. 2010). Dans les situations de surcharge, IGF-I joue un rôle dans la 

régulation de mTOR, mais il ne semble pas fondamental. Il existe d’autres mécanismes qui 

agissent en parallèle d’IGF-I, et qui ont la capacité de le compenser en cas de défaillance.  

 

II.3.B.2. Les autres voies régulatrices de mTOR 

Une revue récente a cherché à mettre en exergue les mécanismes de régulation de 

mTOR en réponse à des contraintes mécaniques (Spangenburg 2009). Bien que certains 

acteurs aient déjà été évoqués précédemment, cette analyse se focalise sur leur implication au 

cours de l’hypertrophie de surcharge. 

 

 Les SAC 

Une des hypothèses développées dans cette revue est l’implication des canaux ioniques 

activés à l’étirement SAC (Stretch-Activated Channels). Les SAC sont des canaux dont la 

perméabilité au calcium et au sodium augmente en réponse à des déformations mécaniques de 

la membrane sarcolemmale. Lorsque le fonctionnement de ces canaux est inhibé par des 

agents pharmacologiques (streptomycine ou gadolinium), il apparaît une réduction de 

l’hypertrophie musculaire et une moindre activation de la voie Akt/mTOR en réponse à une 

surcharge chez le rat (exercice excentrique) (Spangenburg and McBride 2006). Même si cette 

étude semble attester du rôle des SAC dans la régulation de la voie Akt/mTOR, il n’a pas été 

possible de confirmer si cette réponse physiologique est le résultat de l’inhibiteur 

pharmacologique per se, ou d’une action non spécifique de la drogue. 

 

 La voie des FAC 

Un autre système de régulation de la voie mTOR évoqué est la voie des intégrines et des 

FAK. Ces protéines, constitutives des FAC (Focal Adhesion Complexes), servent de points 

d’ancrage entre le cytosquelette et la MEC et semblent jouer un rôle de senseurs mécaniques. 

La surcharge fonctionnelle provoque l’activation de la voie des FAC, comme l’atteste 

l’augmentation des niveaux de phosphorylation de FAK et de la paxilline (Gordon, et al. 

2001). Outre l’influence de cette voie sur le facteur de transcription SRF (Carson and Wei 
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2000), FAK semble agir sur l’activation de mTOR mais il existe peu d’informations à ce sujet 

dans le muscle squelettique. Des données obtenues dans d’autres tissus montrent que la voie 

des FAC pourrait favoriser l’activation de mTOR en réprimant TSC2 (Gan, et al. 2006) ou en 

agissant sur PI3K (Xia, et al. 2004). Des études menées dans le muscle en surcharge devront 

apporter des éléments de réponse concernant le rôle véritable des FAC dans la régulation de 

mTOR. 

 

 La voie médiée par LIF 

Le dernier mécanisme évoqué dans la revue de Spangenburg (2009) est l’implication de 

LIF (Leukemia Inhibitory Factor). L’expression de cette cytokine est augmentée de manière 

conséquente dans le muscle en surcharge (Sakuma, et al. 2000) et l’invalidation du gène 

codant pour cette protéine est associée à une absence d’hypertrophie de surcharge 

(Spangenburg and Booth 2006). Cependant, le mécanisme par lequel LIF affecterait la 

réponse hypertrophique reste à démontrer. 

 

 Les voies des MAPK 

La famille des MAPK est composée de quatre membres : ERK1/2, p38, ERK5, et p54 

JNK (Jun NH2-terminal Kinase). Outre leur implication dans l’activation de facteurs de 

transcription musculaires, des données récentes montrent que les voies des MAPK, en 

particulier celles faisant intervenir p38 et ERK1/2, joueraient un rôle dans la régulation de 

l’activité de mTOR dans des situations de surcharge. A la suite d’un exercice en résistance 

chez l’homme, l’activation de p38 et de ERK1/2 est associée à une hyperphosphorylation de 

P70
S6K

 sur ses résidus Thr
421

/Ser
424

, alors que les niveaux de phosphorylation de P70
S6K Thr389

 

et d’Akt
Ser473

 sont respectivement inchangés et diminués (Deldicque, et al. 2008). Cette 

phosphorylation de P70
S6K

 indépendamment de mTOR pourrait faciliter l’activation 

progressive et complète de cette kinase, conduisant à augmenter la synthèse protéique. Dans 

le modèle d’overload, p38, ERK1/2 et p54 JNK sont également hyperphosphorylés durant les 

premières heures qui suivent l’ablation des agonistes (entre 3 et 12h) (Carlson, et al. 2001). A 

notre connaissance, seule une étude a établi un lien entre l’activation de la voie 

MEK1/2/ERK1/2/TSC2 et la stimulation de mTOR, indépendamment de la voie PI3K/Akt 

durant les temps précoces de la surcharge fonctionnelle dans le modèle d’overload (Miyazaki, 

et al. 2011). 
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Même si la compréhension des mécanismes de régulation de mTOR par les MAPK n’en 

est encore qu’à ses balbutiements, la voie des MAPK semble jouer un rôle non négligeable 

dans l’activation précoce de mTOR en réponse à une surcharge mécanique.  

 

 Les répresseurs de mTOR : l’AMPK et REDD1/2 

Bien que les exercices de surcharge favorisent la synthèse protéique, ce processus peut 

être réprimé durant l’activité musculaire. En effet, au cours d’exercices en résistance, une 

inhibition de la synthèse protéique est souvent rapportée et mise en relation avec une 

activation de l’AMPK (par phosphorylation de l’AMPKα2) et une altération de l’activité de 

mTOR (Dreyer, et al. 2006). L’AMPK agirait comme un détecteur du stress énergétique, en 

inhibant les processus anaboliques consommateurs d’ATP et en favorisant les processus 

cataboliques générateurs d’ATP. La régulation de l’AMPK dans le modèle d’overload a 

également été étudiée, et contrairement à ce que l’on pourrait attendre, elle est hyperactivée 

dans cette situation hypertrophiante (Thomson and Gordon 2005; McGee, et al. 2008 ; 

Mounier, et al. 2009 ). L’invalidation de l’isoforme AMPKα1 chez des souris est capable 

d’exacerber l’hypertrophie de surcharge, alors que chez ces souris transgéniques, l’activité de 

l’isoforme AMPKα2 est augmentée (Mounier, et al. 2009). Ceci suggère que l’AMPKα2 

agirait préférentiellement dans les adaptations métaboliques du muscle squelettique 

(Jorgensen, et al. 2005), tandis que l’AMPKα1 pourrait être un régulateur crucial et 

déterminant de l’hypertrophie musculaire. L’activation sévère de l’AMPK dans le modèle 

d’overload pourrait contribuer à restaurer l’homéostasie métabolique perturbée par les 

synthèses protéiques considérablement accrues. L’activation de l’AMPK pourrait aussi limiter 

une hypertrophie musculaire exagérée, agissant ainsi en feed-back négatif comme contrôle de 

l’hypertrophie (Thomson and Gordon 2005). 

On commence à peine à approcher les mécanismes de régulation de l’expression de 

REDD1 et REDD2 au cours de situations d’hypertrophie de surcharge.  Des études récentes 

faites chez l’homme montrent que les niveaux des transcrits de REDD1 et de REDD2 sont 

réduits à la suite d’exercices en résistance (Drummond, et al. 2008 ; Drummond, et al. 2009), 

alors que dans le modèle d’overload chez le rongeur, l’expression de REDD2 serait 

totalement effondrée (Miyazaki 2010). Ces observations suggèrent que ces régulateurs 

négatifs de mTOR seraient inhibés au cours de l’hypertrophie de surcharge. 
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mTOR est un régulateur central de la protéosynthèse et de l’hypertrophie en réponse à 

une surcharge fonctionnelle. Bien qu’activée dans cette situation, la voie IGF-I/PI3K/Akt 

n’apparaît plus comme indispensable au processus d’hypertrophie de surcharge et pourrait 

être compensée par d’autres acteurs moléculaires en cas de défaillance. Ainsi, d’autres voies 

intracellulaires, en particulier la voie des FAC et celle des MAPK interviendraient dans 

l’activation de mTOR en réponse aux contraintes mécaniques. Bien qu’il soit nécessaire de 

clairement le démontrer, l’expression des répresseurs de mTOR REDD1/2 pourrait être 

altérée au cours de l’hypertrophie de surcharge. De manière paradoxale, l’AMPK est activée 

dans le modèle d’overload, probablement en réponse aux stress cellulaire et métabolique 

engendrés par les contraintes mécaniques ; cette activation permettrait entre autres d’assurer 

un rétrocontrôle négatif de « protection ». 

 

II.3.B.3. La voie de la calcineurine 

La calcineurine est une protéine phosphatase sérine/thréonine dépendante du complexe 

Ca
2+

/calmoduline. Son activité est modulée par l’activité musculaire, qui agit sur la 

concentration et surtout sur l’amplitude des variations de concentration en Ca
2+

 cytosolique 

(Chin, et al. 1998), mais son activité semble aussi être dépendante d’IGF-I (Semsarian, et al. 

1999). Le rôle de la voie de la calcineurine dans l’instauration de l’hypertrophie de surcharge 

est controversée [pour revue, voir (Sakuma and Yamaguchi 2010)]. Dans le modèle 

d’overload, l’inhibition de la calcineurine par la cyclosporine est capable de réprimer 

complètement ou de limiter l’hypertrophie musculaire (Dunn, et al. 1999 ; Oishi, et al. 2005; 

Sakuma, et al. 2008 ) ; cependant, les résultats ne sont pas unanimes (Bodine, et al. 2001b), 

probablement à cause des différences expérimentales liées aux quantités de cyclosporine-A 

utilisées et par l’utilisation d’animaux d’espèces différentes (souris ou rat). D’autres travaux 

réalisés sur des muscles non exposés à un stress mécanique dans des modèles transgéniques 

permettent d’observer également des résultats discordants (Naya, et al. 2000 ; Parsons, et al. 

2003 ; Talmadge, et al. 2004 ; Oh, et al. 2005) (synthèse présntée dans le tableau 1.II.1). Avec 

l’ensemble de ces résultats expérimentaux, on peut suggérer que la calcineurine joue un rôle 

dans la croissance de muscles posturaux et oxydatifs (innervation par des motoneurones 

toniques, potentiel d’action durable et de basse fréquence, concentration calcique élevée et 

peu variable) alors que cette phosphatase n’agirait pas sur la croissance de muscles rapides et 

glycolytiques (innervation par des motoneurones phasiques, potentiel d’action de haute 
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fréquence et de courte durée, concentration calcique faible à l’état basal et très importante au 

cours de la contraction). A l’image de ce qui a été démontré pour le rôle de la calcineurine 

dans le contrôle du phénotype musculaire, cette phosphatase serait impliquée dans la 

croissance de muscles lents et oxydatifs, qui présentent un environnement calcique favorable 

à son activation. Par extension, la calcineurine pourrait être un des médiateurs de 

l’hypertrophie musculaire dans le modèle d’overload puisque le contenu cytosolique en 

calcium se trouve fortement augmenté (Panchenko, et al. 1974). 
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Tableau 1.II.1. Influence de l’activation ou de l’inhibition de la calcineurine sur l’hypertrophie musculaire in vivo [Tableau modifié à partir de 

celui présenté par (Sakuma and Yamaguchi 2010)]. 

 

Espèces 
Charge 

mécanique  

Méthode expérimentale de modulation 

de l'activité de la calcineurine 
Résultats Références 

Souris Modèle d'overload 
Inhibition pharmacologique durant 4 sem (CsA; 25 

mg.kg
-1

, 2 fois par jour) 

Inhibition de l'hypertrophie des myofibres du 

plantaris 

(Dunn, et al. 

1999) 

Souris Modèle d'overload 
Inhibition pharmacologique durant 30 jours (CsA; 

15 mg.kg
-1

, 1 fois par jour) 

Pas d'effet délétère sur l'hypertrophie des 

myofibres du plantaris 

(Bodine, et al. 

2001b) 

Rat Modèle d'overload 
Inhibition pharmacologique durant 2 sem (CsA; 5 

mg.kg
-1

, 1 fois par jour) 

Altération de l'hypertrophie des myofibres du 

plantaris 

(Oishi, et al. 

2005) 

Souris Modèle d'overload 
Inhibition pharmacologique durant 2 sem (CsA; 25 

mg.kg
-1

, 1 fois par jour) 

Inhibition de l'hypertrophie des myofibres du 

soléaire 

(Sakuma, et al. 

2008) 

Souris Pas de surcharge 

Manipulation transgénique (haut niveau 

d'expression d'une forme constitutivement active de 

la calcineurine) 

Pas d'effet sur la masse musculaire du 

plantaris, gastrocnémien et soléaire 

(Naya, et al. 

2000) 

Souris Pas de surcharge 
Invalidation du gène (inactivation complète de la 

calcineurine Aα et Aβ 

Pas d'effet sur l'EDL et le biceps brachial; 

Pour le soléaire: hypertrophie des fibres et 

diminution du nombre de fibres (KO CnAα), 
atrophie des fibres et augmentation du nombre 

de fibres (KO CnAβ) 

(Parsons, et al. 

2003) 

Souris Pas de surcharge 

Manipulation transgénique (haut niveau 

d'expression d'une forme constitutivement active de 

la calcineurine) 

Hypertrophie du soléaire, pas d'effet sur des 

muscles rapides (EDL, TA, plantaris) 

(Talmadge, et al. 

2004) 

Souris Pas de surcharge 
Manipulation transgénique (Approche Flox-On) 

aboutissant à l'activation de MCIP1 
Atrophie du soléaire (Oh, et al. 2005) 

CsA : cyclosporine, CnA : sous-unité catalytique de la calcineurine ; sem : semaine ; KO : Knock Out ; EDL : Extensor Digitorum Longus ; TA : 

Tibialis Anterior ; MCIP1 : Modulatory Calcineurin-Interacting Protein 1. 
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II.3.C. Rôle des cellules satellites dans l’hypertrophie de surcharge 

Comme nous l’avions indiqué dans la partie traitant du contenu en ADN et du domaine 

myonucléaire, l’incorporation des cellules satellites au cours de l’hypertrophie musculaire est 

un processus qui favorise le maintien d’un environnement transcriptionnel et traductionnel 

adéquat au niveau cellulaire. La question qui fait toujours débat et qui a fait l’objet d’un point 

de discussion dans la revue «The Journal of Applied Physiology » est de savoir si 

l’incorporation de cellules satellites est indispensable ou non au processus hypertrophique 

(O'Connor and Pavlath 2007). En effet, bien qu’il existe une relation entre l’augmentation de 

la taille des fibres et l’élévation du nombre total de noyaux chez l’homme entraîné en 

résistance (Petrella, et al. 2006), certains résultats restent divergents (Kadi, et al. 2004 ; 

Petrella, et al. 2006).  

Plusieurs étapes régissent temporellement le processus d’hypertrophie musculaire : la 

phase précoce se caractérise par une élévation de l’expression génique (transcription et 

traduction), conduisant à une augmentation de la synthèse protéique et à une expansion assez 

modérée du domaine myonucléaire. Durant les phases plus tardives, les cellules satellites 

peuvent être activées et s’incorporer dans les fibres en croissance afin de rétablir le ratio entre 

le volume d’ADN et de cytosol (O'Connor and Pavlath 2007), et de ne pas dépasser le seuil 

critique du domaine myonucléaire (Petrella, et al. 2006). Ceci suggère que les cellules 

satellites sont impliquées assez tardivement dans l’hypertrophie de surcharge sévère, et que 

les processus de croissance musculaire amenant à une hypertrophie assez modérée peuvent se 

dérouler indépendamment des cellules satellites. 

Il est bien établi que les cellules satellites sont fortement activées dans le modèle 

d’overload (Snow 1990; Adams, et al. 2002; Hyatt, et al. 2008), en particulier durant les 

phases précoces (Ishido, et al. 2004 ; Tanaka, et al. 2008). Le souci est de savoir quel est leur 

rôle véritable dans ce modèle : sont-elles activées en réponse au processus hypertrophique ou 

au contraire sont-elles stimulées par l’induction de lésions musculaires inhérente à ce modèle 

de surcharge sévère ? En effet, l’opération chirurgicale d’ablation des agonistes et la 

surcharge fonctionnelle induisent une réponse inflammatoire précoce qui se caractérise par un 

œdème musculaire (Adams, et al. 1999), une infiltration macrophagique et la libération de 

cytokines pro-inflammatoires (Thompson, et al. 2006). Lorsque les muscles en surcharge sont 

irradiés par des rayons gamma afin de détruire et d’empêcher la prolifération des cellules 

satellites, l’hypertrophie musculaire induite par la surcharge est réduite (Rosenblatt and Parry 

1992; Adams, et al. 2002 ). Cependant, le muscle irradié est capable de s’hypertrophier durant 



Etat de la littérature         Contrôle de la croissance musculaire 

47 

 

les 15 premiers jours, alors que la réponse hypertrophique est complètement annulée après 3 

mois (Adams, et al. 2002). Ceci conforte l’idée selon laquelle les cellules satellites joueraient 

un rôle dans l’hypertrophie tardive. 

 

En résumé, les cellules satellites sont activées précocement dans le modèle d’overload. 

On peut imaginer que leur activation précoce est en grande partie liée aux lésions de fibres 

provoquées par les contraintes mécaniques intenses. Même si l’expression des témoins 

moléculaires de l’activité de ces cellules est réduite après une semaine de surcharge, les 

données de la littérature suggèrent que les cellules satellites pourraient intervenir dans 

l’hypertrophie plus tardive. La question qui reste en suspend est de savoir si dans ce modèle 

drastique d’hypertrophie, les cellules satellites ne contribuent pas déjà à l’hypertrophie 

précoce. 

 

II.3.D. Réponse des systèmes protéolytiques au cours de l’hypertrophie de 

surcharge 

La réponse protéolytique est généralement peu étudiée au cours de l’hypertrophie de 

surcharge. Néanmoins, bien que les exercices de musculation en surcharge favorisent les 

synthèses protéiques, la protéolyse est également activée lors des premières heures qui suivent 

l’arrêt de ces exercices (Phillips, et al. 1997). La balance protéique reste généralement 

positive tout au long de la période de récupération après un exercice de résistance (Phillips, et 

al. 1997), et est majorée lorsque l’exercice est combiné à un apport en acides aminés (Wolfe 

2006). L’hypertrophie de surcharge dans le modèle d’overload est le résultat d’une balance 

protéique positive, mais le taux de dégradation protéique est néanmoins augmenté durant la 

période initiale de prise de masse musculaire (Miyazaki, et al. 2011). Cet état protéolytique 

serait néanmoins rapidement réprimé dans ce modèle, comme l’atteste la réduction des 

niveaux de transcrits des deux atrogènes MAbx et MURF1, ainsi que de la myostatine 

(Yamaguchi, et al. 2006; Choi, et al. 2009 ). 
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II.3.E. Bilan 

La surcharge fonctionnelle conduit à une hypertrophie musculaire et est associée à une 

balance protéique positive. La protéosynthèse dépendrait en grande partie de l’activité de 

mTOR, qui est régulée par différents mécanismes moléculaires en réponse aux contraintes 

mécaniques, dont la voie IGF-I/PI3K/Akt, la voie des MAPK et celle des mécano-senseurs. 

La voie de la calcineurine est surtout impliquée dans l’hypertrophie cardiaque et son rôle dans 

le muscle squelettique reste controversé. Il semble cependant que dans le modèle d’overload, 

cette phosphatase ait une influence sur la réponse hypertrophique. L’activation transitoire de 

la protéolyse dans le muscle en surcharge est rapidement réprimée et contribue à faciliter la 

prise de masse musculaire. Enfin, le rôle des cellules satellites dans l’hypertrophie de 

surcharge reste complexe : ces cellules myogéniques seraient favorables à l’hypertrophie 

musculaire tardive mais elles sont très précocement activées dans le modèle d’overload, 

probablement en raison des dommages musculaires et de la réponse inflammatoire engendrées 

par l’opération chirurgicale initiale et par les contraintes mécaniques intenses. 

 

II.4. La régénération musculaire 

La régénération musculaire est un processus de remodelage tissulaire occasionné par un 

traumatisme musculaire (choc direct, contusion, déchirure aiguë au cours de la pratique 

sportive, ou microlésions faisant suite à une surcharge mécanique au cours de contractions en 

mode excentrique…) ou rencontré dans le cadre de certaines pathologies (maladies 

neurodégénératives, myopathies…). Contrairement à l’hypertrophie musculaire, la croissance 

musculaire contemporaine de la régénération des fibres n’a pas pour objectif d’augmenter la 

masse du muscle lésé, mais permet la récupération de sa masse et de ses propriétés 

fonctionnelles. 

Pour étudier les mécanismes de régénération musculaire, plusieurs modèles 

expérimentaux ont été proposés. Bien que l’approche in vitro ait des avantages, en particulier 

celui d’étudier certains aspects cellulaires et moléculaires de la myogenèse, elle n’est pas 

suffisante pour comprendre la réponse adaptative du muscle qui régénère dans un 

environnement pourvu d’un réseau vasculaire et nerveux, qui subit l’influence d’hormones, de 

facteurs de croissance et de cytokines et qui est soumis à un travail mécanique physiologique. 

De nombreux modèles de régénération existent chez l’animal et constituent un moyen 
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pertinent pour comprendre les mécanismes de la régénération musculaire : le modèle du 

crush, qui induit une lésion musculaire après un écrasement mécanique du muscle (Fink, et al. 

2003), le modèle de dénervation/dévascularisation (Lefaucheur and Sebille 1995) ou encore 

les modèles de lésions musculaires induites après injection de substances chimiques telles que 

des anesthésiques (bupivacaïne) (Foster and Carlson 1980), ou des extraits de certains venins 

de serpent (cardiotoxine et notexine) (Harris, et al. 1974; Fink, et al. 2003 ; Clow and Jasmin 

2010) . 

Les évènements cellulaires et moléculaires qui organisent la réponse régénérative sont 

bien établis [pour revues, voir (Charge and Rudnicki 2004 ; Le Grand and Rudnicki 2007)] 

mais la vitesse de récupération de la masse musculaire est fortement dépendante du type de 

lésion musculaire occasionné (Lefaucheur and Sebille 1995; Fink, et al. 2003 ). De manière 

générale, le processus de régénération musculaire est constitué de deux étapes : une étape 

dégénérative et une étape régénérative (Charge and Rudnicki 2004) (Figure 1.II.8). Ces étapes 

se retrouvent aussi bien à la suite de lésions musculaires consécutives à un traumatisme 

musculaire que dans le cadre de maladies neuromusculaires. Nous limiterons notre exposé au 

modèle de régénération consécutif à des lésions par injection de notexine (peptide 

neurotoxique extrait du venin de serpent tigre) car ce modèle respecte le cytosquelette du 

muscle et possède de grandes similitudes avec celui rencontré lors des micro-lésions 

provoquées par l’exercice.  

 

II.4.A. Les étapes de la régénération musculaire 

II.4.A.1. La phase dégénérative 

La phase dégénérative se caractérise par une destruction de l’ensemble des fibres 

musculaires. Elle se déroule en deux phases distinctes : une phase de dégénérescence 

intrinsèque, non-inflammatoire et une phase de dégénérescence extrinsèque, organisée autour 

d’un processus inflammatoire. 

 

II.4.A.1.a. Dégénérescence intrinsèque 

Durant les premières heures qui suivent l’injection de notexine, les fibres musculaires 

sont exposées à une dégénérescence intrinsèque. Cette étape consiste en une nécrose intense 
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des fibres existantes par un phénomène d’autolyse des éléments cellulaires lésés. Les 

phospholipases-A2 de la notexine dégradent les lipides de la membrane sarcolemmale. Ces 

lésions cellulaires ne sont en revanche pas accompagnées d’altérations de la membrane 

basale. Les ruptures membranaires induites par l’injection de notexine provoquent une 

altération de l’homéostasie du calcium, engendrant une hypercontraction myofibrillaire et une 

activation des calpaïnes, des enzymes protéolytiques Ca
2+

-dépendantes capables de dégrader 

des protéines sarcomériques telles que la desmine et la titine. Cette entrée massive de calcium 

provoquerait également l’accumulation de cet ion dans les mitochondries, altérant 

profondément leur fonctionnement. Enfin, l’injection de notexine a un effet neurotoxique 

reconnu, qui induit la dénervation de la majorité des fibres au bout de 24 h, mais les fonctions 

nerveuses sont récupérées complètement après 5 jours (Harris 2003). 

 

II.4.A.1.b. Dégénérescence extrinsèque 

Cette phase s’accompagne d’une disparition complète des fibres par le recrutement de 

cellules de la réponse inflammatoire. Durant cette étape, des substances pro-inflammatoires 

sécrétées par les fibres lésées activent les cellules inflammatoires, essentiellement des 

macrophages résidant dans le muscle. Ces derniers auraient alors la capacité d’émettre des 

signaux chémo-attractifs pour activer et recruter des cellules inflammatoires circulantes 

(Rappolee and Werb 1992). Les neutrophiles stimulés et recrutés très précocement dans le 

muscle auraient alors comme fonctions d’activer les macrophages circulants et de favoriser 

leur migration vers le site lésionnel, mais également de stimuler la prolifération des 

macrophages musculaires, rendant ces cellules inflammatoires prépondérantes dans le muscle 

48 h après la lésion (Charge and Rudnicki 2004). La dégénération extrinsèque fait intervenir 

la phagocytose, majoritairement organisée par les macrophages. Outre le rôle de ces cellules 

inflammatoires dans la dégradation des débris tissulaires et des cellules nécrotiques, elles 

interviennent dans la récupération musculaire après lésion puisqu’elles ont la capacité de 

sécréter des facteurs de croissance et des cytokines ayant une action directe sur des 

précurseurs myogéniques tels que les cellules satellites (Hawke and Garry 2001). 
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II.4.A.2. La phase régénérative 

La phase dégénérative est suivie par la phase de régénération proprement dite qui fait 

intervenir les cellules satellites, initialement à l’état quiescent. Une fois activées, ces cellules à 

potentiel myogénique prolifèrent de manière intense et deviennent des myoblastes qui se 

différencient en myocytes avant de fusionner et de former une néo-fibre (Le Grand and 

Rudnicki 2007) (Figure 1.II.9). Ce processus cellulaire permet la formation de néo-fibres de 

faibles calibres, lesquelles possèdent des noyaux localisés dans la partie centrale de la fibre 

(Figure 1.II.8), et expriment les isoformes immatures (embryonnaire et néonatale) des chaînes 

lourdes de myosine (MHC pour Myosin Heavy Chain) (Fink, et al. 2003; Crassous, et al. 

2009 ). La phase régénérative se poursuit par une récupération progressive de la masse 

musculaire et des propriétés contractiles et métaboliques des fibres, ainsi que par la migration 

des noyaux centraux vers la périphérie de la fibre.  

 

En réponse à des lésions musculaires induites par la notexine, les fibres se nécrosent 

dans les phases précoces avant que les macrophages n’effectuent la dégradation complète des 

fibres et des débris tissulaires. Ces cellules inflammatoires agissent dans un environnement 

chimique particulier de façon autocrine et paracrine : elles émettent des substances chémo-

attractives qui permettent de recruter des cellules inflammatoires circulantes, et sécrètent des 

cytokines et des facteurs de croissance pour favoriser l’activation des cellules satellites. Ces 

dernières sont essentielles à la formation de nouvelles fibres et à la récupération de la masse 

du muscle lésé. 
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Figure 1.II.8. Sections de muscles colorées à l’hémalun/éosine 12h, 24h, 2, 4, 7 et 10 jours 

après une injection de notexine dans le tibialis antérieur de souris [d’après (Arnold, et al. 

2007)]. 

Jusqu’à 2 jours après l’injection, les fibres sont pour la plupart en nécrose (fibres nécrosées), 

alors qu’au 4
ème

 jour, l’infiltration des macrophages et la phagocytose des cellules sont 

importantes (fibres phagocytées). Après 7 jours, toutes les myofibres ont été dégénérées et 

sont remplacées par des néo-fibres de faible diamètre  (fibres régénérées) tandis que 

l’ensemble des fibres observées au 10
ème

 jour présente des noyaux centraux. La barre 

d’échelle représente 50 µm. 

 

II.4.B. Evènements cellulaires et moléculaires du cycle 

dégénérescence/régénération musculaire 

II.4.B.1. Régulation moléculaire de l’activité des cellules satellites 

Dans la partie précédente, nous avons décrit les étapes du cycle 

dégénérescence/régénération cellulaire en orientant notre analyse sur le contrôle cellulaire de 

ce processus. Dans cette partie, nous focaliserons notre analyse sur les mécanismes 
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moléculaires qui régissent l’activité des cellules satellites [pour revues, voir (Hawke and 

Garry 2001 ; Charge and Rudnicki 2004 ; Le Grand and Rudnicki 2007)]. 

 

II.4.B.1.a. Activation des cellules satellites 

Les mécanismes moléculaires qui gouvernent l’activation des cellules satellites, c'est-à-

dire la transition entre leurs états quiescent et activé sont encore assez largement méconnus 

mais plusieurs hypothèses ont été formulées. Un des déclencheurs de l’activation de ces 

cellules myogéniques serait le sphingosine-1-phosphate, un acteur moléculaire produit par le 

feuillet interne du sarcolemme (Nagata, et al. 2006). Outre ce facteur intrinsèque de la cellule, 

l’étirement mécanique pourrait activer des signaux intracellulaires tels que la production 

d’oxyde nitrique (NO), favorable à la libération du facteur de croissance HGF (Hepatocyte 

Growth factor) produit par les fibres endommagées et à l’activation des cellules satellites (Le 

Grand and Rudnicki 2007). Le NO pourrait par ailleurs induire l’expression de la follistatine, 

un antagoniste de la myostatine, qui est un régulateur négatif de la masse musculaire et de la 

myogenèse (Pisconti, et al. 2006). Les facteurs de croissance sécrétés par le micro-

environnement pourraient constituer un autre facteur déclenchant de l’activation des cellules 

satellites. Par exemple, FGF (Fibroblast growth Factor) peut induire la cascade moléculaire 

aboutissant à l’activation de la MAPK p38, connue pour activer les cellules satellites et 

réguler leur état de quiescence (Jones, et al. 2005). L’activation des cellules satellites semble 

donc dépendre à la fois de l’environnement hormonal et cytokinique de la cellule, ainsi que 

des influences mécaniques. 

 

II.4.B.1.b. Auto-renouvellement des cellules satellites 

Une fois activées, les cellules satellites vont migrer de leur niche, proliférer et exprimer 

Pax7 et MyoD. Ces cellules devenues des myoblastes, vont subir plusieurs cycles de division 

cellulaire et la plupart d’entre elles ne vont plus exprimer Pax7, mais au contraire surexprimer 

la myogénine, qui conduit à la différenciation et la fusion des myoblates en myotubes (Figure 

1.II.9). Une fraction de ces myoblastes maintient son expression de Pax7 et réprime 

l’expression des MRF, ce qui lui donnerait une capacité d’auto-renouvellement et une 

fonction de cellules de réserve (Zammit 2008). Les cellules satellites seraient constituées d’un 

pool cellulaire assez hétérogène, dont la majeure partie des cellules servirait directement au 
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processus de régénération musculaire, tandis que la population restante permettrait de 

préserver un capital de cellules satellites activables ultérieurement. 

 

II.4.B.1.c. Prolifération et différenciation des cellules satellites 

Le potentiel myogénique des cellules satellites est dépendant de l’expression et de la 

régulation séquentielle des facteurs de transcription paired-box Pax3/7, et des facteurs de 

régulation myogénique (Myf5, MyoD, myogénine, MRF4). Pax7 est exprimé par toutes les 

cellules satellites et est essentiel à leur survie post-natale et à leur auto-renouvellement 

(Kuang, et al. 2006). Le rôle de Pax3 est moins bien défini, mais il semble aussi intervenir 

dans la prolifération des cellules. Ces facteurs de transcription agissent en interaction : Pax7 

favorise la prolifération et retarde la différenciation des myoblastes en régulant le niveau 

d’expression de MyoD, alors que la myogénine intervient dans la différenciation plus tardive 

et réprime Pax7 (Olguin, et al. 2007). Contrairement à Pax3/7, MyoD et Myf5 possèdent des 

rôles plus spécifiques : le premier intervient dans la mise en œuvre de la différenciation des 

cellules satellites (Sabourin, et al. 1999) alors que le second régule leur prolifération et leur 

homéostasie (Gayraud-Morel, et al. 2007). Même si ces deux MRF ont la capacité de 

compenser l’absence de leur partenaire au cours de la myogenèse développementale, cela 

n’est pas le cas au cours de la régénération musculaire d’un muscle adulte. L’invalidation de 

Myf5 altère la prolifération des myoblastes (Gayraud-Morel, et al. 2007) alors que la 

déplétion de MyoD favorise la prolifération des myoblastes au détriment de leur 

différenciation myogénique (De Sousa, et al. 2000). Enfin, la myogénine et MRF4 sont des 

facteurs de différenciation plus tardifs conduisant à la formation de myotubes.  

 

II.4.B.1.d. Les autres cellules à potentiel myogénique 

Plusieurs autres sources de cellules à potentiel myogénique ont été identifiées 

récemment. Les cellules angiogéniques pourraient avoir cette fonction car les cellules de 

l’aorte dorsale et les cellules du myotome dérivent d’un précurseur commun au cours de 

l’embryogenèse (Esner, et al. 2006). Ces cellules endothéliales, localisées dans 

l’environnement proche des cellules satellites, agissent en synergie avec ces dernières afin 

d’assurer la régénération musculaire (Christov, et al. 2007). Les angioblastes, cellules souches 

adultes dérivées des vaisseaux sanguins possèdent aussi un haut potentiel myogénique et sont 
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des vecteurs de la reconstruction tissulaire dans le contexte de dystrophie musculaire 

(Sampaolesi, et al. 2006). Enfin, les péricytes associés à la microcirculation (Dellavalle, et al. 

2007) ainsi que des cellules multipotentes myogéniques de la lignée des cellules endothéliales 

(Zheng, et al. 2007) sont des précurseurs myogéniques qui pourraient favoriser la 

régénération musculaire. L’ensemble de ces types cellulaires, étudié majoritairement dans des 

modèles dystrophiques in vitro et in vivo, possède un haut potentiel myogénique, mais ne 

représente qu’une faible population de cellules progénitrices comparativement aux cellules 

satellites. Il semble donc que les cellules satellites soient les acteurs cellulaires majeurs de la 

régénération musculaire. 

 

 

 

Figure 1.II.8. Représentation schématique de la myogenèse post-natale.  

Les cellules satellites quiescentes vont être activées par des stimuli provenant des fibres 

musculaires adjacentes et du microenvironnement cellulaire. Ces cellules vont ensuite 

proliférer, formant des myoblastes et exprimer le facteur de transcription Pax7, les facteurs de 

régulation myogénique Myf5 et MyoD ainsi que le facteur de prolifération non-spécifique des 

cellules myogéniques Ki67. Une partie de ces myoblastes va servir de cellules de réserve et 

avoir la capacité de s’auto-renouveller. Durant la différenciation, les myoblastes ne se divisent 

plus, se transforment en myocytes et fusionnent pour former des myotubes. La myogénine et 

MRF4 qui sont des facteurs de régulation myogénique plus tardifs sont alors exprimés. La 

maturation des myotubes en fibres va correspondre à la mise en place de la vascularisation et 

de l’innervation, et de la reprogrammation des propriétés métaboliques et contractiles de la 

fibre. 
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II.4.B.2. Le rôle des facteurs de croissance et des cytokines dans l’activité des 

cellules satellites 

L’activité des cellules satellites est finement régulée par les facteurs de transcription 

sécrétés par ces cellules elles-mêmes, Pax3/7 et les MRF. Leur niveau d’activité est aussi 

modulé par des signaux extracellulaires provenant des cellules vasculaires, inflammatoires, 

nerveuses et des glandes endocrines. Comme le montre la figure 1.II.10, ces signaux exogènes 

sont pour la plupart des facteurs de croissance et des cytokines, mais également des 

neurotransmetteurs et des facteurs neurotrophiques [pour revue voir (Hawke and Garry 

2001)]. 

Brièvement, HGF (Hepatocyte Growth Factor), FGF, dont le basic-FGF (Fibroblast 

Growth Factor) et IGFI/II, tous des facteurs de croissance sécrétés par les cellules 

inflammatoires, les cellules vasculaires et l’environnement musculaire, seraient favorables à 

l’activation et la prolifération des cellules satellites. IGF-I serait par ailleurs un modulateur 

positif de la différenciation des myoblastes, tandis que TGF-β (Transforming Growth factor 

beta) serait un répresseur de la prolifération et de la différenciation cellulaires (Hawke and 

Garry 2001). Les deux cytokines LIF et IL-6 (Interleukin-6) pourraient par ailleurs intervenir 

dans la prolifération cellulaire (Spangenburg and Booth 2002 ; Serrano, et al. 2008). 

Même si l’analyse de ces facteurs permet de mieux comprendre la régulation de 

l’activité des cellules satellites, la plus grande partie des études a été réalisée in vitro. La 

compréhension de ces acteurs moléculaires au cours de la régénération musculaire reste 

encore limitée, mais les années à venir devraient permettre d’élargir les connaissances. 
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Les cellules satellites sont des cellules myogéniques qui participent à la régénération 

musculaire. Une fois activées, elles prolifèrent et se différencient en myocytes. Ces myocytes 

peuvent alors fusionner et former des myotubes dans le cas de remplacements de fibres lésées 

par de nouvelles fibres, soit intégrer des fibres partiellement lésées à des fins de réparation. La 

réorganisation du réseau vasculaire et de l’innervation va favoriser la maturation des 

myotubes en néo-fibres, une étape qui se caractérise par une récupération progressive de la 

masse musculaire et des propriétés contractiles et métaboliques des fibres, ainsi que par la 

migration des noyaux centraux vers la périphérie de la fibre. Les évènements cellulaires qui 

régissent l’activité des cellules satellites sont dépendants de l’expression et de la régulation 

séquentielle des facteurs de régulation myogénique et des facteurs de transcription Pax3/7, 

dont l’ensemble est sécrété par les cellules satellites elles-mêmes. Différents signaux 

extracellulaires comme des facteurs de croissance ou des cytokines, provenant des cellules 

environnantes vont également influencer l’activité des cellules satellites. 

 

 

 

Figure 1.II.10. Facteurs modulant l’activité des cellules satellites.  

Les facteurs de croissance et les hormones sont libérés par divers tissus et modulent l’activité 

des cellules satellites (chémo-attraction, prolifération et différenciation). Ces facteurs sont 

intégrés dans différentes voies de signalisation. LIF, Leukemia inhibitory Factor, IL-6 ;  

Interleukin-6 ; EDF, FGF, HGF, IGF, PDGF, TGF, Endothelial-Derived, Fibroblast, 

Hepatocyte, Insulin-like, Platelet Derived, et Transforming Growth Factors, respectivement 

[traduit d’après (Hawke and Garry 2001)]. 
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II.4.B.3. Voies de signalisation et régénération 

II.4.B.3.a. La voie mTOR 

Comme il a été précisé précédemment, cette voie de signalisation est activée au cours de 

l’hypertrophie musculaire, mais des études récentes montrent qu’elle intervient aussi dans la 

régénération musculaire (Richard-Bulteau, et al. 2008 ; Ge, et al. 2009 ; Miyabara, et al. 

2010). Outre son intervention moléculaire dans la synthèse protéique, mTOR serait aussi 

essentiel à la différenciation cellulaire, puisque la rapamycine provoque l’inhibition de la 

différenciation myogénique in vivo (Cuenda and Cohen 1999 ; Conejo, et al. 2001 ; Erbay and 

Chen 2001). mTOR semble contrôler différents aspects de la différenciation cellulaire par des 

mécanismes moléculaires distincts. L’initiation de la formation des myotubes pourrait être 

régulée indirectement par mTOR, et indépendamment de son activité kinase et de ses cibles 

P70
S6K

 et 4E-BP1. Ainsi, l’activation de mTOR par les acides aminés favoriserait la synthèse 

d’IGF-II, qui à son tour stimulerait Akt, aboutissant à l’activation de cette étape précoce de la 

différenciation cellulaire (Erbay and Chen 2001). En revanche, le rôle joué par mTOR dans le 

contrôle de la fusion des myocytes n’est pas encore clairement identifié (Park and Chen 

2005). Enfin, la dégradation de mTOR, de certaines de ses cibles et de raptor sous l’effet de 

l’induction de Foxo1 conduit à inhiber la différenciation myogénique (Wu, et al. 2008).  

 

II.4.B.3.b. La voie de la calcineurine et ses interactions avec les voies 

protéolytiques 

La calcineurine pourrait être un médiateur de la régénération musculaire puisqu’elle est 

impliquée dans l’activation de MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), MyoD, de la myogénine, 

des facteurs de transcription qui contrôlent la différenciation des cellules satellites et la 

croissance des myofibes [pour revue, voir (Sakuma and Yamaguchi 2010)]. De plus, 

l’inhibition de la calcineurine par la cyclosporine provoque une inflammation tissulaire 

importante, la formation de myofibres immatures, la calcification des muscles régénérés et 

une amyotrophie plus marquée que celle des fibres d’animaux non traités (Sakuma, et al. 

2003). Le mode d’action de la calcineurine au cours de la régénération est encore assez 

incertain. La calcineurine pourrait avoir une influence sur la voie IGF-I/PI3K, puisque son 

inhibition par la cyclosporine altère la croissance des myotubes stimulée par IGF-I 

(Semsarian, et al. 1999), alors qu’in vivo, la calcineurine faciliterait la régénération 
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musculaire en modulant l’activité des facteurs de transcription NFATc1 et GATA2 (Sakuma, 

et al. 2003). Dans le muscle, la calcineurine est activée par IGF-I, ainsi que par les variations 

de concentrations en calcium qui dépendent du trafic neuronal de basse fréquence (~10 Hz). 

Or, l’activation de la calcineurine, observée dès les premiers jours qui suivent la lésion du 

muscle (Sakuma, et al. 2003), est concomitante avec la réorganisation d’une innervation 

fonctionnelle. Ceci suggère qu’en plus de son rôle dans la reprogrammation du phénotype 

musculaire lent (ce point d’analyse sera discuté dans le chapitre IV), la calcineurine 

interviendrait dans la croissance musculaire au cours de la régénération. 

La calcineurine pourrait par ailleurs interagir et moduler l’action de certaines voies 

protéolytiques. Ainsi, cette phosphatase aurait un effet freinateur sur l’expression de la 

myostatine au cours de la régénération musculaire puisque son inhibition par la cyclosporine 

est capable d’agir positivement sur l’expression de ce membre de la famille des TGF-β 

(Michel, et al. 2004), connu pour réprimer l’expression de MyoD et altérer la différenciation 

myogénique (Allen and Unterman 2007). La calcineurine, en particulier sa sous unité β1, 

serait capable de réprimer la translocation nucléaire de Foxo dans des cellules C2C12, 

empêchant l’activation des atrogènes MURF1 et MAFbx (Lara-Pezzi, et al. 2007). 

L’induction de ces deux atrogènes par Foxo pourrait par ailleurs inhiber l’activité de la 

calcineurine, au moins dans les cardiomyocytes (Li, et al. 2004). L’interaction entre les voies 

de la calcineurine et de Foxo reste à être clairement démontrée au cours de la régénération 

musculaire. 

 

II.4.B.3.c. La voie des MAPK 

Bien que la majorité des études ayant évalué la régulation des MAPK dans les situations 

de myogenèse/régénération a été réalisée in vitro, quelques données sont disponibles in vivo 

(Murgia, et al. 2000; Richard-Bulteau, et al. 2008 ; Gillespie, et al. 2009). 

Les deux MAPK les plus étudiées, ERK1/2 et p38, jouent un rôle dans la prolifération 

et la différenciation myogéniques. En particulier, ERK1/2 interviendrait dans la prolifération 

cellulaire (Jones, et al. 2001) alors que cette MAPK est un régulateur négatif de la 

différenciation myogénique (Perry, et al. 2001). In vivo, ERK1/2 est fortement activé 5 et 7 

jours après la lésion musculaire (Richard-Bulteau, et al. 2008) et l’activation de cette kinase 

par traitement pharmacologique favorise la croissance musculaire de fibres dénervées et mime 

certains aspects de la maturation myogénique dépendant de l’innervation (Murgia, et al. 
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2000). De son côté, p38 participerait à l’activation des cellules satellites (Jones, et al. 2005) 

mais également à la différenciation des myoblastes (Cuenda and Cohen 1999) en agissant sur 

l’activité transcriptionnelle de certains MRF (Lluis, et al. 2006). Au cours de la régénération 

musculaire, cette MAPK est également activée (Richard-Bulteau, et al. 2008 ; Gillespie, et al. 

2009) et l’invalidation de son isoforme γ altère la régénération des myofibres, en réprimant 

notamment l’activité transcriptionnelle de MyoD et le nombre de cellules satellites (Gillespie, 

et al. 2009). 

 

En définitive, ERK1/2 et p38 sont activées durant les premiers jours de la régénération 

musculaire mais leur rôle exact reste encore à être confirmé. ERK1/2 favorise la régénération 

musculaire et son activation durant la phase de formation de nouvelles fibres pourrait être 

expliquée par la réinnervation et la réorganisation de l’activité neuronale du muscle en 

régénération. p38 aurait un rôle plus global dans la régénération musculaire puisqu’elle agirait 

à la fois sur les étapes précoces et plus tardives de la myogenèse post-natale.  

 

II.4.C. Bilan 

A la suite d’une lésion étendue, le muscle va dégénérer afin de dégrader les fibres lésées 

et d’éliminer les débris cellulaires. Après cette période de perte de masse musculaire, de 

nouvelles fibres se forment et le muscle va progressivement régénérer et récupérer sa masse 

ainsi que ses propriétés contractiles et métaboliques. Les cellules satellites sont des cellules à 

fort potentiel myogénique qui vont contribuer à la régénération musculaire. Une fois activées, 

elles prolifèrent, se différencient et fusionnent pour former des myotubes qui sont à l’origine 

des nouvelles fibres. L’activité de ces cellules est finement contrôlée et de manière 

séquentielle par les facteurs de régulation myogénique, les facteurs de transcription Pax3/7 et 

l’environnement moléculaire proche (facteurs de croissance, cytokines…). Certaines voies de 

signalisation telles que la voie mTOR, la voie de la calcineurine et celle des MAPK sont 

activées au cours de la régénération musculaire et semblent jouer un rôle dans la régulation de 

l’activité des cellules satellites. Il est néanmoins difficile de dissocier et de délimiter leur 

implication dans la régulation de la protéosynthèse au cours de la croissance musculaire, de 

leur rôle dans le contrôle de la myogenèse post-natale. 
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III. Stimulus hypoxique et croissance musculaire 

III.1. Introduction 

La diminution de la pression partielle en O2 caractéristique de l’hypoxie se traduit au 

niveau cellulaire par une baisse de la disponibilité en O2. L’hypoxie s’observe dans diverses 

situations qui peuvent être environnementales (hypoxie d’altitude), physiologiques (exercice 

physique) ou encore pathologiques (ischémie, insuffisance respiratoire ou cardiaque…). 

L’exposition à l’hypoxie induit une réponse adaptative de l’ensemble des systèmes de 

l’organisme (cardiovasculaire, ventilatoire, cérébral, hématologique, endocrinien, musculaire, 

etc). Nous restreindrons notre analyse dans ce chapitre aux effets de l’hypoxie 

environnementale sur la masse musculaire. L’influence de l’hypoxie environnementale sur les 

phénotypes contractile et métabolique sera développée dans le chapitre IV. 

L’une des premières conséquences de l’exposition à l’hypoxie est une perte importante 

de la masse corporelle, qui est retrouvée aussi bien chez l’homme (Rose, et al. 1988 ; 

Hoppeler, et al. 1990) que chez l’animal (Bigard, et al. 1991 ; Bigard, et al. 2000a; 

Daneshrad, et al. 2000 ) et qui est dépendante de l’intensité du stress hypoxique : elle est 

observée dès 4000m (Bigard, et al. 1991), et est exacerbée à partir de 5500m (Connors and 

Martin 1982; Bigard, et al. 1996 ). Cette réduction de la masse corporelle en hypoxie résulte 

d’une perte de masse grasse et d’une fonte musculaire. Cette dernière est la cause principale 

de la baisse de la masse corporelle pour des altitudes sévères, supérieures à 5000m, et 

représente environ deux tiers de cette baisse chez l’homme exposé 40 jours à une altitude 

atteignant à terme 8850 m (Rose, et al. 1988). L’exposition à hypoxie provoque une 

amyotrophie chez l’homme (Rose, et al. 1988 ; Green, et al. 1989; Hoppeler, et al. 1990 ) et 

une altération du développement de la masse chez les rongeurs en croissance (Bigard, et al. 

1996 ; Bigard, et al. 2000a ; Faucher, et al. 2005 ; Favier, et al. 2010). Les variations de 

masse musculaire en hypoxie mises en évidence dans la littérature sont variables et 

généralement comprises entre 10 et 30% : elles dépendent du type de muscle, de la durée et de 

l’intensité du stress hypoxique et du modèle utilisé (humain ou animal). 
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III.2. Les facteurs responsables de l’altération de la masse 

musculaire en hypoxie 

Comme cela a été indiqué dans le chapitre I, l’exposition à l’hypoxie diminue la 

disponibilité tissulaire en O2, mais elle est également associée à d’autres perturbations 

physiologiques qu’il est nécessaire de garder à l’esprit dans les études in vivo. Plusieurs 

facteurs ont été suggérés pour tenter de comprendre l’origine de l’altération de la masse 

musculaire en hypoxie. 

Une des causes principales serait l’hypophagie d’altitude. Lors de l’exposition à une 

altitude sévère, il est rapporté une perte d’appétit chez l’homme (Rose, et al. 1988) et l’animal 

(Daneshrad, et al. 2000). Chez le rongeur exposé à une altitude de 5500m, la prise alimentaire 

est altérée de manière très sévère au cours des 2-3 premiers jours, augmente progressivement 

pour atteindre un plateau vers une semaine et se maintient ensuite à un niveau environ 20-

25% plus faible que celui rapporté chez des animaux vivant en normoxie (Daneshrad, et al. 

2000). L’altération de la prise alimentaire en hypoxie semble également dépendre du sexe, au 

moins chez l’animal. Nous avons pu observer dans le laboratoire que la baisse de l’apport 

nutritionnel en hypoxie est moins conséquente chez la rate que chez le rat après un jour 

d’exposition à 5500m (respectivement -59% et -80%), alors que cette réduction est similaire 

entre les deux sexes après une semaine (-25% environ) (résultats non publiés de l’équipe). 

L’altération de la masse musculaire semble néanmoins dépendre en partie de la 

diminution de la disponibilité tissulaire en O2, indépendamment des aspects énergétiques. 

Pour déterminer les effets propres de l’hypoxie, il est courant d’utiliser des animaux pair fed, 

c'est-à-dire des animaux dont la prise alimentaire est appariée à celles d’animaux exposés en 

hypoxie. Il est ainsi rapporté que la masse musculaire d’animaux en croissance est affectée de 

manière plus importante chez les animaux exposés en hypoxie que chez les animaux en 

restriction alimentaire (Bigard, et al. 2000a ; Favier, et al. 2010 ; Hayot, et al. 2011). 

L’utilisation d’animaux en restriction alimentaire est intéressante pour tenter de contrôler le 

facteur « prise alimentaire », mais ce mode de conditionnement comporte des limites : d’une 

part, un animal pair fed est restreint nutritionnellement contrairement à un animal exposé en 

hypoxie qui est alimenté ad libitum ; d’autre part, sa prise alimentaire n’est pas répartie sur la 

période d’activité du rat (nuit) mais est concentrée sur une période très courte de sa période de 

repos (jour). Ces animaux sont donc soumis à un stress métabolique intense, potentiellement 

différent de celui des animaux exposés en hypoxie. Dans la suite du manuscrit, nous 



Etat de la littérature     Hypoxie et croissance musculaire 

63 

 

nommerons les animaux exposés en hypoxie « animaux H », les animaux maintenus en 

normoxie et recevant un apport calorique ad libitum « animaux N », et les animaux exposés 

en normoxie et en restriction alimentaire « animaux PF ». 

L’exposition à l’hypoxie sévère se traduit aussi par une diminution de l’activité 

locomotrice spontanée (Bigard, et al. 2000a). La sollicitation des muscles locomoteurs est 

donc réduite par l’exposition à l’hypoxie, ce qui suggère que l’activité contractile du muscle 

est également amoindrie. Cette réduction des contraintes mécaniques appliquées au muscle, 

consécutive à l’exposition hypoxique, pourrait donc être un facteur responsable de l’altération 

de la masse musculaire en hypoxie. L’utilisation d’animaux PF est encore problématique car 

l’activité spontanée de ces animaux est bien supérieure à celle d’animaux H, mais elle est 

également plus importante que celle des rats N durant la première semaine d’expérimentation 

(Bigard, et al. 2000a). 

L’effet négatif de l’hypoxie sur la masse musculaire pourrait par ailleurs dépendre du 

statut hormonal, en particulier de celui des hormones thyroïdiennes. L’exposition à une 

hypoxie sévère semble provoquer une hypothyroïdie (Connors and Martin 1982), dont les 

conséquences cliniques sont une diminution du métabolisme de base et de l’appétit, ainsi 

qu’un effet délétère sur la masse musculaire. Bien que cette réponse hormonale ne soit pas 

observée dans toutes les études (Bigard, et al. 1996), on ne peut pas totalement exclure que 

l’hypothyroïdie, même passagère, puisse jouer un rôle dans l’altération de la masse 

musculaire. 

Enfin, les espèces réactives dérivées de l’oxygène (ROS pour Reactive oxygen Species), 

qui entraînent d’importants dommages (notamment des protéines, de l’ADN, ainsi que des 

membranes cellulaires et mitochondriales), semblent être produites de manière excessive en 

hypoxie et pourraient affecter négativement la masse musculaire. Même si la mise en 

évidence d’une surproduction de ROS en hypoxie n'est pas univoque dans la littérature, 

plusieurs témoins moléculaires tels que la lipofuscine ou de l’ADN endommagé ont été 

retrouvés en quantité supérieure dans le muscle après une exposition chronique à l’hypoxie 

(Howald and Hoppeler 2003 ; Lundby, et al. 2003). 
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En résumé, l’exposition à l’hypoxie sévère provoque une amyotrophie musculaire chez 

l’homme et une réduction de la croissance musculaire chez l’animal en développement post-

natal. Ceci semble s’expliquer en partie par la réduction des apports caloriques, mais aussi par 

un effet propre de l’hypoxie. D’autres facteurs indirects liés à l’exposition à l’hypoxie ont été 

évoqués et sont résumés dans la figure 1.III.1. Il est maintenant important de définir les 

mécanismes moléculaires et cellulaires qui conduisent à cette modulation de la masse 

musculaire en hypoxie. 

 

Hypophagie 

d’altitude

de l’activité 

spontanée

Hypothyroïdie

ROSPO2

Altération de 

la masse 

musculaire

 

 

Figure 1.III.1. Facteurs pouvant expliquer l’amyotrophie et la diminution de la croissance 

musculaire en réponse une exposition hypoxique sévère. 

PO2 : pression partielle en oxygène 

ROS : Reactive oxygen Species 
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III.3. Mécanismes moléculaires de modulation de la masse 

musculaire en hypoxie 

III.3.A. Modulation de la synthèse protéique en hypoxie 

Un certain nombre de travaux a évalué la synthèse protéique dans différents types 

cellulaires exposés à un environnement appauvri en O2 (Kraggerud, et al. 1995 ; Koumenis, et 

al. 2002 ; Caron, et al. 2009). Il est rapporté que dans des conditions d’hypoxie sévère (≤ 1% 

d’O2), le niveau de synthèse protéique est fortement altéré, aussi bien dans des cellules 

humaines de lignée NHIK 3025 (Kraggerud, et al. 1995 ), que des fibroblastes embryonnaires 

de souris (MEF pour Mouse Embryonic Fibroblast) (Koumenis, et al. 2002), ou des 

myoblastes de rats (lignée L6) (Caron, et al. 2009). Des résultats similaires sont également 

observés in vivo dans le muscle squelettique chez l’homme (Rennie, et al. 1983) et chez le rat 

(Preedy, et al. 1985) au cours de l’exposition à l’hypoxie. 

La synthèse protéique est un processus anabolique consommateur d’ATP. La 

diminution de la protéosynthèse en hypoxie serait une réponse adaptative permettant de 

maintenir une certaine homéostasie cellulaire et de préserver un niveau d’énergie suffisant 

pour la survie cellulaire (van den Beucken, et al. 2006). Nous allons à présent analyser les 

mécanismes moléculaires impliqués dans l’altération de la synthèse protéique en hypoxie. 

 

III.3.A.1. Modulation de la voie Akt/mTOR en hypoxie 

Les travaux ayant étudié la voie Akt/mTOR ont mis en évidence une altération de cette 

voie de signalisation lors de l’exposition à l’hypoxie. Dans des cellules non-myogéniques en 

culture, les niveaux de phosphorylation de mTOR et de ses cibles 4E-BP1 et P70
S6K

, ainsi que 

ceux du facteur d’élongation de la traduction eEF2 sont affectés par l’exposition à l’hypoxie 

(Arsham, et al. 2003 ; Connolly, et al. 2006; Koritzinsky, et al. 2006 ; Liu, et al. 2006), et 

sont associés à une réduction de la synthèse protéique (Connolly, et al. 2006) et de la 

traduction des ARNm en protéines (Koritzinsky, et al. 2006). Dans les cellules myogéniques, 

l’altération de l’activité de mTOR semble être en partie médiée par la voie PI3K/Akt. En 

effet, une inhibition d’Akt et de sa cible GSK-3β est retrouvée dans des myoblastes de lignées 

L6 et C2C12 au cours de la différenciation en hypoxie, et de manière concomitante avec une 

altération de la croissance myogénique (Caron, et al. 2009 ; Ren, et al. 2010). 
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A notre connaissance, peu d’études ont évalué la régulation de la voie mTOR au cour 

s de l’exposition chronique à l’hypoxie dans le muscle squelettique (De Palma, et al. 

2007 ; Vigano, et al. 2008; Favier, et al. 2010). Les deux premières études se sont basées sur 

une approche protéomique pour déterminer l’expression de mTOR. Une réduction de son 

expression dans le vastus lateralis humain après un séjour de 7-9 jours à environ 4500m est 

observée (Vigano, et al. 2008), alors que l’expression de cette kinase reste inchangée dans le 

gastrocnémien de rats après 2 semaines en hypoxie normobare (10% d’O2) (De Palma, et al. 

2007). Une des limites de ces deux travaux réside dans le fait que les auteurs n’ont pas évalué 

les niveaux de phosphorylation de cette protéine, qui semblent pourtant être fortement 

réprimés par l’exposition à l’hypoxie (Favier, et al. 2010). En effet, cette kinase, ainsi que 

certains acteurs moléculaires situés en amont (Akt et sa cible GSK-3β, ainsi que TSC2) et la 

cible de mTOR rpS6 voient leur niveaux de phosphorylation réduits dans le soléaire de rats, 

après 3 semaines à une altitude atteignant 6300 m (Favier, et al. 2010). 

La littérature, bien que peu documentée à l’heure actuelle, laisse apparaître que 

l’exposition à l’hypoxie provoque une altération de la voie PI3K/Akt/mTOR dans le muscle 

squelettique. Il est à présent important d’étudier les mécanismes par lesquels l’hypoxie inhibe 

cette voie de signalisation. 

 

III.3.A.2. Implication des régulateurs négatifs de la voie Akt/mTOR en 

hypoxie 

III.3.A.2.a. Les régulateurs sensibles à l’hypoxie 

III.3.A.2.a.i. HIF-1α, le régulateur central du stress hypoxique 

Les variations de la disponibilité cellulaire en O2 entraînent une réponse adaptative 

nécessaire à la restauration de l’homéostasie cellulaire. Cette réponse est dépendante du 

facteur de transcription HIF (Hypoxia-Inducible Factor), lequel est composé des sous-unités 

HIF-α et HIF-β (ou ARNT pour ARyl hydrocarbon Nuclear Translocator). Chez les 

mammifères, il existe trois gènes codant pour les sous-unités HIF-α : HIF-1α, HIF-2α ou 

EPAS (Endothelial PAS domain protein) et HIF-3α ou IPAS (Inhibitory PAS domain protein) 

(Maxwell 2005). Par souci de concision, nous focaliserons uniquement notre analyse sur HIF-

1α et sur la modulation de son activité par le stress hypoxique, un signal métabolique qui ne 

semble pas être l’unique facteur responsable de l’induction de HIF-1α (Wei and Yu 2007). 
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A l’hypoxie, HIF-1α est rapidement activé et stabilisé, deux étapes fondamentales qui 

pourraient être en partie dépendantes de la protéine chaperonne Hsp90 (Heat shock protein 

90) (Gradin, et al. 1996) et de la phosphorylation de HIF-1α (Maxwell 2005). Dès lors, cette 

sous-unité est transloquée dans le noyau et se dimérise avec HIF-1β (exclusivement nucléaire) 

au niveau de leurs domaines bHLH (basic-Helix-Loop-Helix) et PAS (Per, ARNT/HIF-1β, 

SIM) situés à leur extrémité N-terminale (Fandrey, et al. 2006). L’hétérodimère ainsi formé se 

fixe sur les séquences promotrices HRE (Hypoxia Responsive Element) des gènes sensibles à 

l’hypoxie et induit leur transactivation. Cette transactivation est régulée par un certain nombre 

de co-facteurs de HIF-1 tels que p300/CBP, qui se fixe au domaine CAD (ou TAD-C) (Kallio, 

et al. 1998), SRC-1 qui agit en synergie avec p300/CBP et le régulateur nucléaire Redox Ref-

1 qui amplifie cette transactivation (Carrero, et al. 2000) (Figure 1.III.2). 

L’hypoxie intervient dans l’activation de HIF-1α à plusieurs niveaux : en stabilisant 

cette sous-unité, en facilitant sa translocation nucléaire et en favorisant l’activité de ses deux 

domaines de transactivation NAD (ou TAD-N) et CAD (ou TAD-C) situés sur la partie C-

terminale. La stabilisation de HIF-1α en hypoxie serait dépendante de deux facteurs. D’une 

part, les ROS pourrait faciliter la stabilisation de HIF-1α, puisque l’inhibition de leur 

production par une enzyme anti-oxydante empêche l’accumulation de HIF-1α en hypoxie 

(Chandel, et al. 2000). D’autre part, la baisse de l’oxygène dans le cytoplasme réduit l’activité 

des prolyl-hydroxylases (PHD), enzymes initiatrices de la dégradation de HIF-1α. Même si la 

relation entre ces deux facteurs n’est pas clairement établie, la production de ROS en hypoxie 

pourrait altérer l’activité des PHD en déplétant les ions Fe
2+

 indispensables au bon 

fonctionnement de ces enzymes via la réaction de Fenton (H2O2 + Fe
2+

  HO
-
 + OH° + Fe

3+
). 

En normoxie, HIF-1α, localisé dans le cytoplasme, est très instable et est très 

rapidement dégradé. Les enzymes PHD vont hydroxyler les résidus proline contenus dans le 

domaine ODD (Oxygen-dependent Degradation Domain) de HIF-1α (Huang, et al. 1998). La 

sous-unité ainsi hydroxylée va être reconnue par la protéine suppresseur tumorale pVHL (Von 

Hippel Lindau protein), avant d’être ubiquitinée et dégradée par le protéasome 26S. Une autre 

enzyme, l’asparaginyl-hydroxylase dépendante de l’O2 AHD ou FIH-1 (Factor Inhibiting 

HIF-1) se fixe sur le domaine de transactivation C-terminal de HIF-1α, réprimant l’interaction 

entre les sous-unités α et le coactivateur p300/CBP et donc la transactivation des gènes cibles 

(Fandrey, et al. 2006) (Figure 1.III.2). 
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Figure 1.III.2. Mécanismes de régulation de l’activité de HIF-1α par l’oxygène [modifié à 

partir du schéma de (Fandrey, et al. 2006)]. 

PHD : Prolyl-hydroxylase ; AHD : Asparaginyl-hydroxylase ; pVHL : protéine suppresseur 

tumorale Von Hippel Lindau ; Ub : ubiquitine ;  Hsp90 : protéine chaperon Heat shock 

protein 90 ; P : groupement phosphate ; OH : groupement hydroxyle ; P300/CBP : cofacteur 

P300/CREB-binding protein ; SRC-1 : Steroid-Receptor Co-activators ; Ref-1: régulateur 

nucléaire Redox ; HRE: Hypoxia Responsive Element ; CAD et NAD: domaines de 

transactivation ; ODD : Oxygen dependent Degradation Domain ; bHLH : basic-Helix-Loop-

Helix ; PAS : Per ARNT/HIF-1β SIM. 
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En résumé, HIF-1α est contrôlé par la teneur en O2 et probablement par la production de 

ROS, qui semble augmenter en hypoxie. En normoxie, ce facteur est rapidement hydroxylé 

avant d’être reconnu par la protéine pVHL qui stimule l’ubiquitination et la dégradation par le 

protéasome 26S. En hypoxie, HIF-1α est stabilisé et transloqué dans le noyau où il se 

dimérise avec ARNT avant d’induire la transactivation de gènes sensibles à hypoxie 

contenant une/des séquence(s) HRE dans leur région promotrice. La régulation de l’activité de 

HIF-1α est résumée dans la figure 1.III.2.  

 

HIF-1α se révèle être le régulateur de l’expression transcriptionnelle de nombreux gènes 

en hypoxie, qui sont impliqués dans l’érythropoïèse, l’angiogenèse, la réactivité et le 

remodelage vasculaires, le métabolisme énergétique glycolytique ou encore le métabolisme 

du fer (Semenza 1999). La question qui se pose à présent est de savoir si le stress hypoxique 

et ce facteur de transcription participent au contrôle de la synthèse protéique, en particulier en 

modulant la voie mTOR. Très récemment, deux protéines exprimées par des gènes sensibles à 

l’hypoxie ont été identifiées comme pouvant inhiber l’activité de mTOR : REDD1 et BNIP-3. 

 

III.3.A.1.a.ii. REDD1 

L’’expression transcriptionnelle de REDD1 en hypoxie est contrôlée par HIF-1α. 

Néanmoins, des données très récentes suggèrent que cette activation de REDD1 par HIF-1α 

en hypoxie pourrait être favorisée par ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated), une protéine qui 

aurait la capacité de phosphoryler HIF-1α sur son résidu Ser
696

, et d’induire ainsi sa 

stabilisation (Cam, et al. 2010). 

La protéine REDD1 pourrait jouer un rôle central dans l’altération de la croissance et de 

la protéosynthèse en hypoxie en réprimant la voie mTOR. Malheureusement, la majorité des 

travaux ayant étudié REDD1 a été réalisée sur des lignées cellulaires, et la littérature 

concernant ce facteur dans le muscle squelettique est pauvre à l’heure actuelle. Ainsi, il a été 

montré in vitro, que l’activation de la protéine REDD1 par la tétracycline provoque une 

réduction de la taille des cellules, et que l’effet inverse apparaît lorsque le gène codant pour 

cette protéine est inhibé par un siRNA (short interfering RNA) (Sofer, et al. 2005). En outre, 

REDD1 serait responsable de l’altération de l’activité de mTOR en hypoxie, puisque son 

induction entraîne une diminution de la phosphorylation de mTOR et de ses cibles P70
S6K

 et 
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4E-BP1 (Brugarolas, et al. 2004 ; Sofer, et al. 2005), et son inhibition par un siRNA bloque 

complètement l’effet délétère de l’hypoxie sur rpS6 (Schneider, et al. 2008). 

Le mode d’action de la protéine REDD1 sur la voie mTOR ferait intervenir le complexe 

TSC1/TSC2 (Brugarolas, et al. 2004) et la protéine de séquestration 14-3-3 (DeYoung, et al. 

2008). Ceci se vérifie par le fait que l’altération de l’expression de mTOR en hypoxie est 

abrogée en cas de blocage d’une des deux unités du complexe TSC1/TSC2 (Brugarolas, et al. 

2004). Par ailleurs, la protéine REDD1 favorise la dissociation entre TSC2 et la protéine de 

séquestration 14-3-3, ce qui conduit à l’activation du complexe TSC1/TSC2 et à l’altération 

de l’activité de mTOR via l’inhibition de Rheb (DeYoung, et al. 2008).  

Dans le muscle squelettique, il n’existe à notre connaissance que deux études très 

récentes ayant associé une activation de REDD1 à une altération de la voie mTOR (Favier, et 

al. 2010 ; Murakami, et al. 2011). L’étude de Murakami et al. a montré après un exercice 

intense en endurance chez le rat, que l’expression de REDD1 est fortement augmentée, en 

particulier au niveau transcriptionel (x3 en protéine et x8 en transcrit), alors que le niveau de 

phosphorylation de 4E-BP1 est très réduit. Seul le travail de Favier et al. est parvenu à ce jour 

à mettre en relation chez le rat H une altération de la voie Akt/mTOR avec une augmentation 

du complexe REDD1/14-3-3. Dans cette étude, l’hypoxie atténue également le niveau de 

phosphorylation d’Akt , situé en amont de TSC2, suggérant l’implication de facteurs autres 

que REDD1 dans l’altération de l’activité de mTOR. 

 

III.3.A.1.a.iii. BNIP-3 

BNIP-3 intervient dans les processus d’autophagie mitochondriale (également appelée 

mitophagie) (Rikka, et al. 2011) et de mort cellulaire (Band, et al. 2009). Dans le muscle 

squelettique, l’induction transcriptionnelle de BNIP-3 est généralement expliquée par l’action 

du facteur de transcription Foxo (Mammucari, et al. 2007) mais des études signalent 

également que cet ARNm est induit par l’hypoxie (Gamboa and Andrade 2010) et serait 

contrôlé par HIF-1α (Bruick 2000 ; Y. Li, et al. 2007 ; Band, et al. 2009). 

Il semble que la protéine BNIP-3, outre son rôle dans les mécanismes protéolytiques, 

puisse contrôler de manière négative la synthèse protéique en réprimant mTOR. Ainsi, la 

protéine BNIP-3 est capable de se fixer sur Rheb et de réprimer l’action de ce dernier sur 

mTOR (Y. Li, et al. 2007). En outre, l’inhibition de BNIP-3 par un siRNA bloque l’effet 

délétère de l’hypoxie sur P70
S6K

 dans des cellules cancéreuses de type HEK293 et majore la 
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croissance tumorale in vivo (Y. Li, et al. 2007). A notre connaissance, le rôle de BNIP-3 dans 

la régulation de la voie mTOR dans le muscle squelettique en réponse à l’hypoxie reste 

inconnu. Ce facteur pourrait être un candidat favorable à ce mécanisme moléculaire car il est 

induit par l’hypoxie dans du diaphragme (ARNm et protéine) et du gastrocnémien (ARNm) 

(Gamboa and Andrade 2010). 

 

III.3.A.2.b. L’AMPK, le régulateur du stress métabolique 

Contrairement à REDD1 et BNIP-3, l’AMPK ne possède pas de séquences HRE dans sa 

région promotrice. Ce facteur, sensible aux variations du rapport AMP/ATP, est activé en 

réponse à des stress métaboliques intenses tels que la restriction calorique ou glucidique, les 

chocs thermiques, l’exercice physique ou encore l’hypoxie (Hardie 2003). L’AMPK est un 

régulateur négatif de mTOR (voir chapitre II), et certains arguments suggèrent que cette 

kinase pourrait jouer un rôle dans l’altération de la protéosynthèse en hypoxie (Liu, et al. 

2006 ; Schneider, et al. 2008). 

En effet, cette kinase est activée in vitro dans un environnement cellulaire hypoxique et 

est capable d’altérer la traduction des ARNm en réprimant l’activité de mTOR via TSC2 et en 

inhibant celle d’eEF2 (Liu, et al. 2006), par un mécanisme faisant certainement intervenir 

eEF2K (phosphorylation par l’AMPK de son site Ser
398

) (Browne, et al. 2004). Même si cette 

kinase intervient dans la régulation de mTOR de manière indépendante de HIF-1α, elle serait 

capable, au moins dans certains types cellulaires (cellules HNSCC), d’influencer l’action de 

REDD1 sur mTOR (Schneider, et al. 2008). Au niveau de ce type cellulaire, REDD1 serait 

activé très précocement en hypoxie et agirait négativement sur la voie mTOR, tandis que sur 

des périodes plus longues (supérieures à 18h), l’AMPK serait activée, régulerait négativement 

mTOR et serait nécessaire à l’action prolongée de REDD1 sur mTOR. Cette influence de 

l’AMPK sur REDD1, bien que non clairement identifiée, ne serait pas médiée par le stress 

hypoxique mais plutôt par le stress métabolique induit par l’exposition hypoxique. 

Même si l’association entre l’hypoxie et l’activation de l’AMPK est très souvent 

retrouvée dans la littérature, les données expérimentales confirmant son activation dans le 

tissu musculaire in vivo restent rares. L’activation de l’AMPK a été rapportée au niveau du 

tissu cardiaque dans des conditions d’ischémie tissulaire, induisant des perturbations majeures 

de l’oxygénation (Kudo, et al. 1995 ; Marsin, et al. 2000). On retrouve aussi l’activation de 

l’AMPK dans le muscle squelettique, après un exercice aigu en endurance (Terada, et al. 
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2002), situation connue pour réduire la pression partielle en O2 au niveau cellulaire. Il est trop 

simpliste d’apparenter ces situations à des modèles d’hypoxie, en particulier parce qu’il est 

impossible de discerner les stimuli provenant de l’effet propre de la réduction de la 

disponibilité en O2 de ceux induits par le stress métabolique. A notre connaissance, il n’existe 

qu’une étude ayant évalué le rôle de l’AMPK dans la régulation de la masse musculaire et de 

la voie mTOR dans le muscle squelettique exposé à une hypoxie sévère et prolongée (Favier, 

et al. 2010). De manière étonnante, l’altération de la voie mTOR dans du soléaire de rat H est 

associée à une réduction de la phosphorylation de l’AMPK. Ce résultat pourrait suggérer que 

l’AMPK n’interviendrait pas dans le contrôle de la voie mTOR et de la masse musculaire en 

hypoxie mais des études complémentaires doivent être menées afin de vérifier ce résultat lors 

de durées d’exposition plus courtes. Par ailleurs, il serait nécessaire d’étudier l’AMPK, qui est 

une kinase très instable, après avoir prélevé les muscles en hypoxie, ce qui n’a pas été 

possible dans l’étude précédente. 

 

III.3.A.3. La voie PERK/eIF2α 

Une autre voie de signalisation a été récemment décrite comme pouvant altérer la 

traduction des ARNm en protéines. Cette voie ne serait pas activée par HIF-1α, mais 

dépendrait au contraire d’un mécanisme cellulaire observé au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE): l’UPR (Unfolded Protein Response) [pour revues, voir (Wouters, et al. 

2005 ; van den Beucken, et al. 2006)]. En effet, en réponse à des perturbations 

homéostatiques importantes comme celles rencontrées en hypoxie, le RE rencontre des 

difficultés à assembler correctement les protéines. Dans le cas d’une forte accumulation de 

protéines non-assemblées, la cellule cherche à réduire la traduction des ARNm : la protéine 

transmembranaire du RE PERK (Endoplasmic Reticulum Kinase) est alors activée, ce qui 

conduit à la phosphorylation du facteur eIF2α, un régulateur négatif du facteur d’initiation de 

la traduction eIF2B, et à l’inhibition de l’étape d’initiation de la traduction. Une 

hyperphosphorylation d’eIF2α est observée in vitro en hypoxie (Koumenis, et al. 2002 ; 

Koritzinsky, et al. 2006 ; Liu, et al. 2006) et est associée à une diminution de la quantité 

d’ARNm polysomal, la conséquence directe d’une altération dans le recrutement de 

complexes ribosomaux (Koritzinsky, et al. 2006). 

 



Etat de la littérature     Hypoxie et croissance musculaire 

73 

 

L’hypoxie entraîne une altération de la voie mTOR, qui pourrait être expliquée par des 

mécanismes dépendant du stimulus hypoxique et du stress métabolique. Le facteur sensible à 

l’hypoxie REDD1 semble inhiber mTOR via l’élimination de la séquestration de TSC2 par la 

protéine inhibitrice 14-3-3, tandis que BNIP-3, également contrôlé par HIF-1α, agirait 

indirectement sur mTOR en réprimant l’activité de Rheb. Enfin, l’AMPK pourrait être induite 

par le stress métabolique consécutif à l’exposition hypoxique et inhiber indirectement mTOR. 

L’implication de ces trois facteurs, en particulier de BNIP-3 et de l’AMPK dans le contrôle de 

la masse musculaire et de la voie mTOR en réponse à l’hypoxie est très peu connue et 

nécessite une analyse approfondie. Par ailleurs, la voie PERK/eIF2α semble être activée en 

hypoxie et entraînerait une répression de l’initiation de la traduction par un mécanisme 

indépendant de 4E-BP1, en agissant sur l’activation du complexe ternaire du complexe de 

pré-initiation de la traduction 43S. L’ensemble de ces mécanismes moléculaires conduisant à 

l’altération de la protéosynthèse en hypoxie est résumé dans la figure 1.III.3. 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes focalisés sur la voie Akt/mTOR et sur les 

modes de régulation de cette voie en hypoxie et avons fait le choix de ne pas nous intéresser 

au versant moléculaire PERK/eIF2α. 
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Figure 1.III.3. Régulation de la traduction des ARNm en hypoxie.  

L’hypoxie semble altérer la traduction des ARNm par trois mécanismes moléculaires 

distincts. La voie mTOR serait réprimée par les régulateurs négatifs sensibles à l’hypoxie 

REDD1 (1a) et BNIP-3 (1b), qui agissent respectivement sur TSC2 et Rheb, et par AMPK, le 

régulateur central du stress métabolique (2), qui inhibe mTOR directement ou indirectement 

et altère l’activité d’eEF2 via eEF2K. En réponse à un stress du réticulum endoplasmique 

(concept de l’UPR : Unfolding Protein Response), la kinase PERK est activée (3) et 

phosphoryle eIF2α, ce qui réprime l’activation du facteur eIF2α et le recrutement du 

complexe de pré-initiation de la traduction 43S. 

 

III.3.B. Activité des cellules satellites en hypoxie 

L’effet délétère de l’hypoxie sur la masse musculaire et la synthèse protéique pose la 

question de savoir si cette situation potentiellement atrophiante influence l’activité des 
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cellules satellites. Les études réalisées se sont intéressées au rôle joué par l’hypoxie au cours 

de la myogenèse in vitro [pour revue, voir (X. Li, et al. 2007)]. Les résultats principaux, 

rassemblés dans le tableau 1.III.1, ne sont pas tous concordants, ce qui pourrait être lié à la 

concentration en O2 du milieu de culture et au type cellulaire étudié (espèce, lignée ou culture 

primaire…). Il semblerait qu’une concentration en O2 comprise entre 3 et 6% (dans le milieu 

de culture) corresponde à un état de normoxie tissulaire observée in vivo (Chakravarthy, et al. 

2001 ; Csete, et al. 2001), alors que des niveaux d’oxygénation en culture cellulaire de 2, 0,5 

et 0,01% pourraient être respectivement associés à des états d’hypoxie physiologique, 

pathologique et extrême (Yun, et al. 2005). 

La majorité des résultats confirment que la myogenèse est fortement inhibée en 

hypoxie, pour des concentrations en O2 inférieures ou égales à 2%. En effet, la différenciation 

des myoblastes et la formation de myotubes sont altérées (Di Carlo, et al. 2004 ; Yun, et al. 

2005 ; Launay, et al. 2010) et associées à une réduction de l’expression des facteurs de 

régulation myogénique MyoD, Myf5 et la myogénine (Di Carlo, et al. 2004). Par ailleurs, la 

baisse de la disponibilité en O2 provoque au cours de la différenciation des dommages 

structuraux des membranes cellulaires (Caron, et al. 2009). Les résultats concernant la 

prolifération des myoblastes sont plus controversés : l’hypoxie semble affecter la prolifération 

des myoblastes lorsque ces derniers sont cultivés dans du milieu de prolifération (Di Carlo, et 

al. 2004 ; Launay, et al. 2010). A l’inverse, les cellules cultivées dans du milieu de 

différenciation (milieu appauvri en sérum) enrichi en IGF-II augmenteraient leur action 

mitogénique au détriment de leur action myogénique lorsqu’elles sont exposées à un 

environnement appauvri en O2 (Ren, et al. 2010). 

L’hypoxie entraîne donc une altération de la différenciation des myoblastes, ainsi que 

de la formation et de la croissance des myotubes. Il est donc envisageable de penser que 

l’activité des cellules satellites pourrait être affectée par l’exposition à l’hypoxie dans le 

muscle squelettique. A notre connaissance, il n’existe que très peu de données in vivo : une 

seule étude a mis en évidence une augmentation de la densité de cellules satellites après une 

expédition en altitude (Martinelli, et al. 1990), un résultat très étonnant compte tenu de ce qui 

est observé in vitro, et peut être indépendant de l’hypoxie elle-même compte tenu des 

exercices épuisants réalisés au cours des expéditions himalayennes. Le rôle joué par l’hypoxie 

dans la régulation de l’activité des cellules satellites dans le muscle squelettique reste donc un 

point d’analyse à développer. 
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Tableau 1.III.1. Synthèse du rôle joué par l’hypoxie dans le contrôle de la myogenèse in vitro. 

 

Espèces Type de cellules % d'O2 Effet sur les cellules myogéniques   Références 

Rat Lignées L6 1% 
Dommages membranaires et ↓ légère de 

viabilité des myotubes 
 (Caron, et al. 2009) 

Rat âgé Cellules satellites ≈ 3% ↑ de la prolifération et de la différenciation  
(Chakravarthy, et al. 

2001) 

Rat 
Cellules progénitrices 

myogéniques 
5% ↑ de la prolifération   (Lees, et al. 2008) 

Rat et 

humain 

Lignées L6 et cellules 

satellites humaines 
1% ↓ de la prolifération et de la différenciation  (Launay, et al. 2010) 

Souris 
Cellules satellites et 

fibres 
6% 

↑ de la prolifération des cellules satellites et de 

la survie des fibres 
 (Csete, et al. 2001) 

Souris Lignées C2C12 1% ↓ de la prolifération et de la différenciation  (Di Carlo, et al. 2004) 

Souris Lignées C2C12 1% 
↓ de la différenciation et ↑ de la prolifération 

en réponse à IGF-II  
 (Ren, et al. 2010) 

Souris Lignées C2C12 2, 0,5 et 0,01% 
↓ de la différenciation, inversement 

proportionnelle au % d'O2 
 (Yun, et al. 2005) 

Bœuf Cellules satellites 1% ↑ de la prolifération et de la différenciation   (Kook, et al. 2008) 
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III.3.C. Régulation de la protéolyse en hypoxie 

Comme il a été décrit précédemment, l’altération de la masse musculaire en hypoxie est 

associée à une perturbation des mécanismes moléculaires qui contrôlent la synthèse protéique. 

Pour comprendre quelles sont les causes exactes du dysfonctionnement de la balance 

protéique en hypoxie, il est essentiel de s’intéresser à la protéolyse. Même si l’activation de ce 

processus n’est pas clairement identifiée, des éléments suggèrent que la protéolyse serait bien 

induite par le stimulus hypoxique dans le tissu musculaire. 

Au cours de la croissance des myotubes en hypoxie, une augmentation de la 

fragmentation de l’actomyosine est mise en évidence et associée à une augmentation de 

l’activité du protéasome et du niveau de transcrits de l’ubiquitine-ligase MAFbx, sans effet 

notable sur celui de MURF1 (Caron, et al. 2009). Une forte induction de la myostatine et de 

MAFbx par l’hypoxie est par ailleurs observée dans le muscle squelettique de rats (Hayot, et 

al. 2011) et une augmentation du niveau d’ARNm du facteur autophagique BNIP-3 apparaît 

chez la souris en hypoxie (Gamboa and Andrade 2010), ce qui suggère que la protéolyse 

serait bien activée en hypoxie in vivo. Néanmoins, cette hypothèse reste à vérifier car 

l’exposition à un stress hypoxique plus sévère (altitude atteignant 6300m) pendant 3 semaines 

n’affecte ni le niveau d’ARNm des deux atrogènes MURF1 et MAFbx, ni l’activité du 

protéasome et celle de certaines enzymes lysosomales (Favier, et al. 2010). 

 

III.3.D. Bilan 

Il a été mis en évidence que l’exposition hypoxique sévère entraîne une amyotrophie 

chez l’homme et une altération de la croissance musculaire au cours du développement post-

natal chez l’animal. Même si l’effet propre de l’hypoxie semble expliquer en partie ces 

variations de masse musculaire, d’autres facteurs indirects mais consécutifs à l’exposition 

hypoxique comme le stress métabolique (ROS), l’hypophagie d’altitude, l’hypothyroïdie et la 

diminution de l’activité spontanée ont été identifiés. Pour tenter de cibler les effets propres de 

l’hypoxie, indépendamment des aspects énergétiques, il est courant de conditionner des 

animaux pair fed. Le souci est que ce type de conditionnement déclenche des réponses 

comportementales et physiologiques non désirées (perturbations métaboliques et hormonales, 

hyperactivité….) qui remettent en question la pertinence du « pair feeding », en particulier 

dans des situations de croissance musculaire.  
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L’effet néfaste de l’hypoxie sur la masse musculaire pourrait être le résultat d’une 

balance protéique négative, qui résulterait en partie d’une perturbation de la synthèse 

protéique. Plusieurs hypothèses ont été formulées pour comprendre ce dysfonctionnement. 

Ainsi, l’hypoxie pourrait altérer la voie mTOR en activant deux facteurs sensibles à l’hypoxie 

REDD1 et BNIP-3 et en stimulant l’activité du régulateur du stress métabolique, l’AMPK. 

Une autre hypothèse, qui ne sera pas étudiée dans cette thèse, serait l’activation de la voie 

PERK/eIF2α, induite en réponse au stress du réticulum endoplasmique. Cette voie pourrait 

altérer l’étape d’initiation de la traduction en inhibant le recrutement des complexes 

ribosomaux. Même si la protéolyse a été peu étudiée en hypoxie dans le muscle squelettique, 

l’activation de certains de ses candidats, en particulier les deux atrogènes MURF1 et MAFbx, 

ainsi que la myostatine, laisse penser que ce processus métabolique interviendrait également 

dans la perturbation de la balance protéique. D’un point de vue cellulaire, l’exposition 

hypoxique limite la différenciation des myoblastes et la croissance des myotubes. Cette 

altération de la myogenèse en hypoxie suggère que la diminution de la disponibilité en O2 

pourrait affecter négativement l’activité des cellules satellites dans le muscle squelettique. 

L’hypoxie semble altérer la masse musculaire in vivo en réprimant majoritairement les 

voies de protéosynthèse, tandis qu’elle réprime la formation des myotubes au cours de la 

myogenèse. Ceci suggère que l’exposition prolongée à l’hypoxie pourrait avoir un effet 

délétère sur la croissance musculaire au cours de l’hypertrophie de surcharge et de la 

régénération musculaire.  
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IV. Phénotype du muscle en croissance et modulation 

par l’hypoxie 

Dans les deux chapitres précédents, nous avons décrit l’organisation des mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués dans le contrôle de la masse musculaire au cours de la 

croissance musculaire et de l’exposition prolongée à l’hypoxie. Ces situations entraînent des 

changements adaptatifs de la masse musculaire mais qu’en est-il de l’adaptation des 

propriétés contractiles et métaboliques ?  

Dans ce chapitre, nous analyserons en premier lieu les voies de signalisation qui 

interviennent dans le contrôle des propriétés contractiles et métaboliques du muscle. Cette 

analyse mécanistique sera essentiellement basée sur l’étude des voies de signalisation 

instaurant le programme musculaire lent et contrôlant le métabolisme oxydatif. Ensuite, nous 

nous focaliserons sur l’adaptation des composantes contractiles et métaboliques au cours de 

l’hypertrophie de surcharge et sur la maturation de ces composantes durant la régénération 

musculaire, avant de nous intéresser à l’influence de l’hypoxie sur ces propriétés musculaires.  

 

IV.1. Voies de signalisation impliquées dans le contrôle du 

phénotype musculaire 

Comme cela a été développé dans le chapitre I, le muscle squelettique est constitué de 

fibres qui possèdent des propriétés contractiles (lentes ou rapides) et métaboliques (oxydatives 

ou glycolytiques) bien définies. Ces caractéristiques fonctionnelles peuvent évoluer en 

réponse à divers stimuli évoqués dans le chapitre I. Par souci de concision, nous allons nous 

focaliser sur les quatre principales voies de signalisation qui contrôlent le phénotype 

musculaire : la voie de la calcineurine et celle des CaMK (Ca
2+

/calmodulin-dependent 

kinase), toutes deux régulées par les variations de concentration en Ca
2+

 cytosolique induites 

par le trafic motoneuronal, la voie dépendante des MAPK qui est plutôt sollicitée sous 

l’influence des contraintes mécaniques et celle impliquant l’AMPK, dont les modulations sont 

dépendantes des perturbations métaboliques. Un schéma synthétique du rôle joué par ces 

voies de signalisation dans le contrôle du phénotype musculaire est présenté dans la figure 

1.IV.1A. Nous montrerons qu’une fois activées, ces voies entraînent un certain nombre de 

réponses adaptatives et convergent vers un acteur moléculaire commun : PGC-1α [pour 
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revues sur les voies de signalisation contrôlant le phénotype musculaire, voir (Bassel-Duby 

and Olson 2006 ; Koulmann and Bigard 2006 ; Schiaffino, et al. 2007 ; Olesen, et al. 2010)]. 

 

IV.1.A. La voie de la calcineurine 

Cette sérine-thréonine phosphatase est un hétérodimère composé d’une sous-unité 

catalytique A et d’une sous-unité régulatrice B. Elle est activée en réponse à des élévations 

faibles mais prolongées de la concentration cytosolique en Ca
2+

, entraîne la 

déphosphorylation de NFAT, lequel peut alors être transloqué dans le noyau et s’associer à 

d’autres facteurs de transcription tels que MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) et induire la 

transcription de gènes spécifiques. 

La calcineurine est impliquée dans l’instauration du programme musculaire lent (Chin, 

et al. 1998). En particulier, elle conditionne la transition des isoformes de MHC de leurs 

formes rapides vers la forme lente selon le continuum MHC-IIb  -IIx  -IIa  -I (chez le 

rongeur). Sous l’influence de la calcineurine, le phénotype d’un muscle rapide va devenir plus 

lent, ou plutôt moins rapide car la conversion des isoformes de MHC ne va toucher que les 

isoformes rapides, alors que les transitions observées pour un muscle lent vont s’organiser 

autour de la conversion de MHC-IIa vers -I (Talmadge, et al. 2004). A l’inverse, l’inhibition 

pharmacologique de cette phosphatase avec de la cyclosporine entraîne une augmentation du 

pourcentage de MHC-IIa et l’apparition de l’isoforme MHC-IIx, au détriment de l’isoforme 

MHC-I dans le soléaire (Bigard, et al. 2000b). En outre, l’invalidation de la sous-unité 

catalytique provoque une réduction de l’expression de gènes impliqués dans la 

programmation du phénotype lent (Parsons, et al. 2003). 

La voie de la calcineurine pourrait également intervenir dans l’adaptation des capacités 

oxydatives et glycolytiques du muscle (Bigard, et al. 2000b ; Sanchez, et al. 2003 ; Talmadge, 

et al. 2004). Ainsi, elle jouerait un rôle dans l’expression de la myoglobine (Chin, et al. 

1998), dans la régulation du métabolisme du glucose et de l’oxydation des lipides (Ryder, et 

al. 2003). Bien que son implication dans le contrôle de PGC-1α ait souvent été évoquée (Lin, 

et al. 2002 ; Guerfali, et al. 2007 ; Jiang, et al. 2010), ce lien est à l’heure actuelle remis en 

question (Garcia-Roves, et al. 2006 ; Banzet, et al. 2011). 
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IV.1.B. La voie des CaMK 

Une autre voie de signalisation dépendante des variations intracellulaires en calcium est 

impliquée dans la régulation des propriétés contractiles et métaboliques du muscle : la voie 

des CaMK. La famille de ces sérine/thréonine kinases est constituée de plusieurs membres, en 

particulier des CaMKII et CaMKIV qui semblent jouer un rôle important dans l’organisation 

du profil phénotypique du muscle [pour revue, voir (Chin 2005)]. Ces deux CaMK sont 

initialement régulées par le complexe Ca
2+

/calmoduline. Ce dernier va favoriser 

l’autophosphorylation de CaMKII et son activation, alors qu’il agit sur CaMKIV en activant 

préalablement des CaMK-kinases ou des phosphatases. 

Brièvement, la CaMKII est impliquée dans le contrôle de la biogenèse mitochondriale et 

du transport du glucose et pourrait intervenir dans l’orientation du phénotype contractile. De 

son côté, la CaMKIV semble également déterminante dans l’activation de la biogenèse 

mitochondriale, et pourrait par ailleurs agir sur l’activité de la mitochondrie en favorisant 

l’oxydation des acides gras et le transport des électrons. En revanche, le rôle joué par cette 

kinase dans l’adaptation du phénotype contractile semble être modéré (Wu, et al. 2002). 

 

IV.1.C. La voie des MAPK 

Outre leur implication dans la croissance musculaire, (cf chapitre III), les MAPK 

semblent jouer un rôle non négligeable dans le contrôle du phénotype contractile et 

métabolique. L’activité de ERK1/2 et de p38 est augmentée à la suite d’un exercice physique 

et serait surtout dépendante du stress mécanique engendré par les contractions musculaires 

(Koulmann and Bigard 2006), même si la concentration cytoplasmique en Ca
2+

 favorise 

également l’activation de p38 (Wright, et al. 2007). 

ERK1/2 intervient dans la régulation des propriétés contractiles mais son action reste 

complexe. Ainsi, la voie Ras/ERK pourrait contribuer à la récupération du phénotype 

contractile lent au cours de la régénération du soléaire, (Murgia, et al. 2000), alors que cette 

voie de signalisation aurait l’effet inverse dans un muscle mature. En effet, la partie 

superficielle du gastrocnémien, qui se caractérise par un phénotype très rapide, est capable 

d’exprimer de novo les isoformes MHC-IIa et –I lorsque ERK1/2 se trouve inhibé, alors que 

l’activation de la voie ERK2 est susceptible d’orienter le programme musculaire du soléaire 

vers un programme plus rapide (Shi, et al. 2008). De son côté, p38 serait un élément 
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important du contrôle des capacités oxydatives et de la biogenèse mitochondriale (Akimoto, et 

al. 2005). 

IV.1.D. L’AMPK 

L’activation de cette sérine/thréonine kinase en réponse à un stress métabolique intense 

est observée à la suite de contractions musculaires induites par des stimulations électriques 

(Vavvas, et al. 1997) ou après un exercice d’endurance (Fujii, et al. 2000). L’activation de 

l’AMPK entraîne une augmentation de l’activité d’enzymes impliquées dans le transport du 

glucose et des acides gras, les capacités oxydatives et/ou l’oxydation des acides gras. Elle 

favorise également la biogenèse mitochondriale et l’activation de gènes spécifiques à ce 

processus [pour revue, voir (Steinberg 2009)]. L’AMPK est donc capable d’influencer les 

propriétés métaboliques du muscle, mais en revanche son action sur le phénotype contractile 

est beaucoup moins évidente. 

 

En résumé, le phénotype contractile est en grande partie contrôlé par la voie de la 

calcineurine, même si les CaMK, en particulier CaMKII, et la MAPK ERK1/2 pourraient y 

jouer un rôle non négligeable. D’autres acteurs qui ne seront pas développés dans ce 

manuscrit pourraient jouer un rôle dans le contrôle du phénotype contractile rapide : il s’agit 

notamment du MRF MyoD (Mozdziak, et al. 1998) et des protéines Six et Eya (Grifone, et al. 

2004). 

Ces quatre voies de signalisation (voie de la calcineurine, des CaMK, des MAPK et 

l’AMPK) interviennent toutes dans l’adaptation des propriétés métaboliques : elles agissent 

sur le transport du glucose et des acides gras, mais également sur l’activité des mitochondries 

(activité enzymatique, utilisation de substrats…) et la biogenèse mitochondriale. 

L’implication de chacune de ces voies de signalisation dans la régulation des propriétés 

métaboliques et contractiles est résumée dans la figure 1.IV.1A. L’activation de la biogénèse 

mitochondriale et l’augmentation des capacités oxydatives par ces voies de transduction 

seraient dépendantes d’un acteur moléculaire commun, PGC-1α. 
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Figure 1.IV.1. Synthèse des voies de signalisation contrôlant le phénotype musculaire. A. Implication des principaux facteurs moléculaires 

induits par l’activité neuronale de basse fréquence, par le stress mécanique et par des perturbations métaboliques sur la régulation des phénotypes 

contractile et métabolique. B. Rôle joué par ces facteurs moléculaires dans la régulation de l’expression génique de PGC-1α et dans la biogenèse 

mitochondriale. 
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IV.1.E. PGC-1α : le carrefour métabolique contrôlant la biogenèse 

mitochondriale 

PGC-1α est un coactivateur de plusieurs facteurs de transcription incluant les PPAR 

(Peroxisome Proliferative Activated Receptor), certains MEF (Myocyte Enhancing Factor), 

ERR (oestrogen-related receptor), YY1 (Yin-Yang 1) ou encore Foxo [pour revue sur PGC-

1α, voir (Olesen, et al. 2010)]. Ce cofacteur participe à la régulation du métabolisme des 

acides gras et du glucose, à l’utilisation des substrats énergétiques, à la réponse anti-oxydante, 

ou encore à l’angiogenèse. PGC-1α est également essentiel à la biogenèse mitochondriale et à 

la synthèse d’enzymes oxydatives, ce qui lui confère un rôle fondamental dans l’organisation 

et la régulation des propriétés oxydatives. En effet, l’activation de ce cofacteur dans le muscle 

squelettique transforme un muscle glycolytique en un muscle beaucoup plus oxydatif, une 

adaptation métabolique qui se caractérise par une augmentation du niveau des transcrits 

d’enzymes de la chaîne respiratoire (Lin, et al. 2002), et une augmentation de l’activité de la 

citrate synthase, une enzyme clé du cycle de Krebs (Calvo, et al. 2008). PGC-1α coordonne 

par ailleurs la régulation de la transcription du génome nucléaire et mitochondrial codant pour 

des protéines mitochondriales. Ainsi, ce cofacteur favorise l’expression des facteurs NRF-1 et 

-2 (NRF pour Nuclear Respiratory Factor), qui contrôlent l’expression d’un grand nombre de 

protéines mitochondriales provenant du génome nucléaire. De plus, l’activation de NRF-1 par 

PGC-1α conduit à l’activation du facteur de transcription Tfam (Transcription factor A, 

mitochondrial) (Leone, et al. 2005), lequel est essentiel à l’organisation de la réplication et de 

la transcription du génome mitochondrial. 

Même si la surexpression de PGC-1α entraîne une élévation du nombre de fibres lentes 

dans un muscle rapide (Lin, et al. 2002), de telles modifications des propriétés contractiles ne 

sont jamais observées au cours de situations physiologiques induisant une activation marquée 

de PGC-1α, telles que des exercices prolongés en endurance (Schiaffino, et al. 2007). Ceci 

suggère que PGC-1α jouerait un rôle très limité dans l’orientation de la composante 

contractile, mais interviendrait de manière conséquente dans l’adaptation des propriétés 

oxydatives. 

Comme cela a été évoqué dans le bilan précédent, l’activation de la biogenèse 

mitochondriale et l’amélioration des capacités oxydatives musculaires sont en grande partie 

conditionnées par PGC-1α, qui se présente comme un carrefour métabolique vers lequel 

convergent divers acteurs moléculaires stimulés par l’activité contractile et les perturbations 

métaboliques. Ainsi, la concentration en Ca
2+

 cytosolique jouerait un rôle dans l’activation de 
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PGC-1α puisque l’injection de la ionomycine, un ionophore calcique, conduit à une 

augmentation du niveau d’ARNm de ce cofacteur dans des cellules musculaires in vitro 

(Kusuhara, et al. 2007). L’activation de PGC-1α par le calcium pourrait faire intervenir les 

CaMK et la calcineurine, car leur inhibition pharmacologique altère l’expression de ce 

cofacteur (Kusuhara, et al. 2007), alors que l’activation par transfection de la calcineurine et 

de la CaMKIV in vitro conduit à des effets inverses (Handschin, et al. 2003). Ainsi, 

l’activation de PGC-1α pourrait dépendre de l’interaction de la CaMKIV avec le coactivateur 

CREB (cAMP response element binding-protein), alors que l’action de la calcineurine sur 

PGC-1α serait médiée par MEF2 (Handschin, et al. 2003). L’influence de la calcineurine sur 

PGC-1α et la biogenèse mitochondriale est néanmoins remise en question in vivo, en 

particulier en réponse à l’exercice, puisque l’inhibition pharmacologique de cette phosphatase 

par la cyclosporine n’empêche pas l’induction par l’exercice de l’expression de PGC-1α et de 

la synthèse de protéines mitochondriales (Garcia-Roves, et al. 2006). Cette absence d’effet 

inhibiteur de la cyclosporine sur l’activation de PGC-1α a également été retrouvée au sein du 

laboratoire dans le muscle squelettique au repos (Banzet, et al. 2011). La sous-unité α2 de 

l’AMPK serait aussi favorable à l’activation de PGC-1α, mais le rôle d’activateur 

transcriptionnel joué par l’AMPK ne serait pas observé à l’exercice (Jorgensen, et al. 2005). 

L’AMPK est en revanche capable de phosphoryler PGC-1α et d’induire sa translocation 

nucléaire, ce qui conditionne sa propre activation transcriptionnelle et l’activation de gènes 

codant pour des protéines mitochondriales (Jager, et al. 2007). Cette modification post-

traductionnelle est également induite par p38, en réponse à l’exercice (Wright, et al. 2007). 

D’autres acteurs moléculaires qui ne seront pas développés dans cette thèse semblent 

également intervenir dans la régulation transcriptionnelle ou post-traductionnelle de PGC-1α : 

il s’agit notamment des ROS qui pourraient agir sur sa transcription et de la déacétylase 

dépendante du NAD
+
 sirtuin1 qui pourrait préserver PGC-1α sous sa forme active. 

 

PGC-1α conditionne en grande partie les capacités oxydatives du muscle en activant la 

biogenèse mitochondriale. L’expression génique de ce cofacteur est régulée au niveau 

trancriptionnel et post-traductionnel par divers acteurs, dont les plus importants semblent être 

l’AMPK, p38 et la CaMKIV. Un schéma synthétique de la régulation de PGC-1α est présenté 

dans la figure 1.IV.1B. 
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IV.2. Phénotype du muscle au cours de l’hypertrophie de 

surcharge 

En plus de favoriser la prise de masse musculaire, la surcharge fonctionnelle entraîne 

des modifications des propriétés contractiles et métaboliques du muscle. Après avoir 

brièvement exposé les adaptations phénotypiques du muscle induites par l’entraînement en 

résistance, nous décrirons ces adaptations dans le modèle de la surcharge fonctionnelle par 

ablation des muscles agonistes. 

 

IV.2.A. Phénotype musculaire après entraînement en résistance chez l’homme 

L’entraînement en résistance chez l’homme ne provoque pas de profondes adaptations 

des propriétés contractiles et métaboliques, comparativement à celles observées au niveau de 

la masse musculaire. Bien que certaines études n’observent aucune modification de la 

typologie musculaire après entraînement en résistance (Luthi, et al. 1986), il semblerait 

qu’une pratique répétée de ce type d’exercices oriente de manière modérée mais significative 

les fibres musculaires rapides vers un phénotype plus lent, en convertissant les fibres de type 

IIx en IIa (Staron, et al. 1990; Campos, et al. 2002 ). L’entraînement en résistance conduirait 

en outre à une diminution de la densité mitochondriale (Luthi, et al. 1986) et de l’activité 

d’enzymes oxydatives comme la CS (citrate synthase) (Tesch, et al. 1987 ; Tesch, et al. 

1989), qui serait en grande partie expliquée par la dilution du réseau mitochondrial dans le 

cytoplasme, un phénomène consécutif à l’hypertrophie. L’activité d’enzymes glycolytiques 

telles que celle de la LDH (lactate déshydrogénase) ne serait pas affectée après un cycle 

d’entraînement en résistance (Abernethy, et al. 1994) mais serait augmentée par la pratique 

intensive chez des haltérophiles et culturistes (Tesch, et al. 1989). 

 

IV.2.B. Phénotype musculaire dans le modèle d’overload 

IV.2.B.1. Phénotype contractile 

Dans le modèle de surcharge après ablation des muscles agonistes, le plantaris est 

recruté pour tous les mouvements d’extension de la cheville ; ce sont à la fois sa charge 

mécanique et son recrutement qui sont considérablement augmentés. Face à cette 
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augmentation importante de la demande fonctionnelle, son phénotype s’oriente vers un 

phénotype beaucoup moins rapide (Roy, et al. 1999; Caiozzo, et al. 2000 ; Bigard, et al. 

2001 ; Oishi, et al. 2005 ). Les analyses électrophorétiques révèlent une diminution du 

pourcentage de l’isoforme MHC-IIb, en parallèle à une élévation du pourcentage des 

isoformes MHC-IIa et MHC-Iβ, mais sans effet notable sur l’isoforme MHC-IIx (Bigard, et 

al. 2001). Ce modèle est celui qui chez le rat, permet l’augmentation la plus importante du 

pourcentage de fibres lentes au sein d’un muscle rapide (ce qui est exceptionnel dans ce type 

de modèle animal). Les analyses immuno-histologiques (Roy, et al. 1997) ou d’électrophorèse 

sur fibres isolées (Caiozzo, et al. 2000) mettent en évidence une forte proportion de fibres 

hybrides, c'est-à-dire exprimant au moins deux isoformes de MHC. Ces résultats suggèrent 

que la transition des myofibres observée dans ce modèle se ferait selon le continuum FIIb  

FIIx  FIIa  FI, avec l’apparition de fibres hybrides entre chaque état monomorphique. Ces 

adaptations contractiles se mettent en place dès les premiers jours qui suivent l’application de 

la surcharge, avec notamment une réexpression transitoire de l’isoforme néonatale en transcrit 

(Morgan and Loughna 1989) et l’apparition de l’isoforme embryonnaire de MHC en immuno-

histologie (Roy, et al. 1997). Ce dernier résultat reste surprenant dans la mesure où cette 

isoforme n’est pas retrouvée en éléctrophorèse. Enfin, le phénotype contractile est bien établi 

et est peu modifié après 10 semaines d’expérimentation (Roy, et al. 1997). L’instauration de 

ce phénotype contractile plus lent est associée à une activation de la voie de la calcineurine 

(Dunn, et al. 1999 ; Miyazaki, et al. 2004). Même s’il n’est pas toujours évident de dissocier 

le rôle joué par la calcineurine dans le contrôle de la masse musculaire de celui joué dans 

l’activation du programme musculaire lent, cette phosphatase conditionne en grande partie la 

conversion des fibres musculaires dans ce modèle (Dunn, et al. 1999 ; Miyazaki, et al. 2004). 

 

IV.2.B.2. Phénotype métabolique 

Les conséquences de la surcharge fonctionnelle sur le phénotype métabolique dans le 

modèle d’overload est plus complexe. Globalement, cette situation conduit à une altération de 

l’activité des enzymes glycolytiques, telles que la PFK (phosphofructokinase) ou la LDH 

(Ianuzzo and Chen 1979 ; Baldwin, et al. 1982 ; Bigard, et al. 2001), et des enzymes 

oxydatives, à l’instar de la CS et de la SDH (succinate déshydrogénase) (Baldwin, et al. 

1981 ; Dunn and Michel 1997). Cette altération généralisée des activités enzymatiques 

pourrait s’expliquer par la dilution des enzymes dans le volume sarcoplasmique, qui lui est 
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augmenté en overload. De manière plus spécifique, l’activité des enzymes oxydatives serait 

réduite en overload en raison de la dilution de la fraction mitochondriale et donc de la 

diminution de la densité mitochondriale (Baldwin, et al. 1981). Pour savoir si l’application de 

la surcharge fonctionnelle dans ce modèle affecte le nombre total de mitochondries et la 

biogenèse mitochondriale, une méthode indirecte consiste à exprimer l’activité des enzymes 

oxydatives dans le muscle entier. Dans ce mode d’expression, l’activité de ces enzymes 

devient plus importante (Dunn and Michel 1997), ce qui laisse penser que le nombre de 

mitochondries pourrait s’accroître et que la biogenèse mitochondriale pourrait être activée 

afin de permettre au muscle hypertrophié de maintenir une activité métabolique fonctionnelle. 

Les mécanismes moléculaires régissant la biogenèse mitochondriale dans ce modèle 

expérimental ne sont pas clairement identifiés et restent mal compris. L’AMPK est fortement 

activée lors de l’application de la surcharge fonctionnelle (Thomson and Gordon 2005; 

McGee, et al. 2008 ; Mounier, et al. 2009 ), mais ceci n’est pas associé à une augmentation de 

l’expression protéique de PGC-1α (McGee, et al. 2008). Cette dernière a au contraire 

tendance à diminuer lorsqu’elle est évaluée par unité de tissu et reste inchangée quand elle est 

exprimée dans le muscle entier. L’AMPK intervient dans le contrôle de la masse et dans la 

régulation de la biogenèse mitochondriale, via l’activation de PGC-1α, mais le rôle joué par 

cette hyperactivation dans ce modèle reste encore difficile à expliquer. En définitive, il est à 

l’heure actuelle difficile de comprendre par quels mécanismes le phénotype oxydatif est 

modulé en overload. 

 

Pour résumer, la surcharge fonctionnelle, outre son effet sur la masse musculaire, 

affecte aussi les propriétés contractiles et métaboliques du muscle. Chez l’homme après un 

entraînement en résistance, le muscle pourrait devenir légèrement moins rapide, en particulier 

en augmentant le pourcentage de fibres de type IIa, alors que les capacités oxydatives 

semblent atténuées, certainement du fait d’une diminution de la densité mitochondriale. Le 

modèle d’overload entraîne des adaptations musculaires du même type, mais plus 

conséquentes. Le plantaris s’oriente vers un phénotype beaucoup moins rapide, avec une 

augmentation marquée du pourcentage de fibres lentes, tandis que l’activité des enzymes 

oxydatives est très réduite par unité de tissu. La densité mitochondriale semble être abaissée, 

alors que le nombre total de mitochondries dans le muscle pourrait augmenter après une 

période prolongée. 
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IV.3. Phénotype du muscle au cours de la régénération 

IV.3.A. Récupération des propriétés contractiles 

De nombreuses études se sont intéressées à la cinétique de récupération du phénotype 

contractile au cours de la régénération musculaire à partir de l’évolution de la distribution des 

différentes isoformes de MHC (Whalen, et al. 1990; Fink, et al. 2003 ; Crassous, et al. 2009). 

Durant les premiers jours qui suivent les lésions musculaires, le muscle en régénération, qu’il 

présente des caractéristiques rapides ou lentes, organise la récupération de ses propriétés 

contractiles de la même manière : il exprime durant les premiers jours les deux formes 

immatures de MHC, les isoformes embryonnaire (MHC-emb) et néonatale (MHC-néo), avant 

d’exprimer les isoformes adultes rapides (MHC-IIb, -IIx, -IIa) puis l’isoforme lente 

(uniquement pour les muscles lents). Dans le modèle de régénération après injection de 

notexine, les isoformes développementales apparaissent au 1
er

 (MHC-emb) et au 3
ème

 jour 

(MHC-néo), sont fortement exprimées entre le 3
ème

 et le 7
ème

 jour, puis disparaissent 

progressivement. Les trois isoformes rapides sont exprimées dès le 3
ème

 jour, atteignent un pic 

d’expression au 7
ème

 (MHC-IIb, -IIx) ou au 14
ème

 jour (MHC-IIa), avant de progressivement 

disparaître. Enfin, dans un muscle lent de référence (soléaire), la réexpression de l’isoforme 

MHC-I n’apparaît qu’après le 7
ème

 jour (Crassous, et al. 2009), au moment où une innervation 

fonctionnelle est retrouvée (Whalen, et al. 1990). Le phénotype contractile est récupéré entre 

28 et 35 jours, et à tendance à devenir plus lent qu’initialement après 42 jours. 

 

IV.3.B. Récupération des propriétés métaboliques 

IV.3.B.1. Activités enzymatiques 

L’activité générale des enzymes du métabolisme oxydatif, glycolytique et des 

phosphagènes est diminuée de manière sévère dans les temps précoces qui suivent les lésions 

musculaires, et ceci à la fois après injection de notexine ou écrasement mécanique du muscle 

(Fink, et al. 2003). Au cours de la dégénérescence consécutive à l’injection de notexine, les 

activités enzymatiques totales de la LDH, de la CK (créatine kinase) et de la CS sont 

effondrées. A l’inverse, l’activité spécifique de la M-LDH (l’isoforme de la LDH conduisant à 

la conversion du pyruvate en lactate), et de la BB-CK (l’isoforme de la CK exprimée durant le 

développement musculaire) s’inverse transitoirement durant la première semaine qui suit la 
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lésion musculaire. La récupération des activités de la LDH totale, de la CK totale et de la CS 

est progressive et complète après 6 semaines (Fink, et al. 2003), mais certaines données 

montrent que l’activité de la CS est récupérée dès 14 jours chez le rat femelle uniquement 

(Crassous, et al. 2009). Seule l’isoforme mitochondriale de la CK (miCK), également 

effondrée durant les phases précoces, récupère dès 8 jours une activité enzymatique similaire 

à celle à muscles intacts.  

 

IV.3.B.2. Marqueurs de la biogenèse mitochondriale 

L’étude des acteurs modulant la biogenèse des mitochondries est nécessaire dans les 

situations de régénération musculaire, car la formation de nouvelles fibres est associée à une 

reconstruction complète de l’architecture musculaire et du réseau mitochondrial. De plus, la 

synthèse de protéines mitochondriales conditionne en partie la récupération de la masse au 

cours de la régénération musculaire (Wagatsuma, et al. 2011), alors que PGC-1α limite 

l’amyotrophie après dénervation (Sandri, et al. 2006). 

A l’heure actuelle, la régulation de PGC-1α et d’autres facteurs tels que les NRF ou 

Tfam au cours de la régénération musculaire n’est pas clairement identifiée : ainsi, certaines 

études rapportent au cours de la régénération une augmentation du niveau d’ARNm de PGC-

1α (Duguez, et al. 2002), ou de Tfam et des NRF (Duguez, et al. 2002 ; Wagatsuma, et al. 

2011), alors que d’autres travaux (Wagatsuma, et al. 2011), ainsi que ceux du laboratoire 

(Richard-Bulteau 2008) n’observent aucune variation du niveau d’ARNm de PGC-1α. Ces 

résultats controversés pourraient s’expliquer par l’utilisation de modèles de régénération 

différents. 

 

Les fibres régénérées expriment transitoirement les isoformes immatures de MHC, 

avant de récupérer progressivement leur phénotype contractile initial. Les activités 

enzymatiques sont globalement effondrées durant les phases précoces de régénération. En 

revanche, la fourniture d’énergie à partir d’isoformes d’enzymes à fort potentiel glycolytique 

(M-LDH) ou de la voie des phosphagènes (BB-CK) pourrait être majorée précocement pour 

limiter l’altération générale des voies de synthèse de l’ATP, qui sont indispensables à la 

régénération. Le contenu mitochondrial est réduit au cours de la régénération, mais la 

compréhension des mécanismes de régulation de la biogenèse mitochondriale demande à être 

approfondie. 
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IV.4. Influence de l’hypoxie environnementale sur le 

phénotype musculaire 

IV.4.A. Phénotype contractile 

L’influence de l’hypoxie environnementale sur la typologie musculaire a été très 

largement étudiée chez l’animal, et quelques données sont également disponibles chez 

l’homme. Les principaux résultats sont rapportés dans le tableau 1.IV.1. Chez le rat, même si 

certaines études ne rapportent aucun effet de l’exposition à l’hypoxie sur la typologie d’un 

muscle lent (Sillau and Banchero 1977; Bigard, et al. 1991) ou rapide (Perhonen, et al. 1996 ; 

Deveci, et al. 2001), la majorité des travaux souligne que l’hypoxie influence le phénotype 

contractile. Il a été suggéré au départ que l’exposition chronique à une hypoxie sévère pouvait 

orienter les fibres vers un profil contractile plus rapide. En réalité, les différences 

phénotypiques consécutives à l’exposition à l’hypoxie ne sont observées que chez des 

animaux jeunes et il est plus pertinent de penser que l’hypoxie conduit au ralentissement de la 

transition du phénotype rapide vers lent associée à la maturation post-natale (Ishihara, et al. 

1995). Ceci explique très certainement l’absence de modifications de la typologie musculaire 

constatée chez l’homme après une exposition prolongée (Green, et al. 1989 ; Juel, et al. 

2003). La maturation du phénotype contractile des muscles lents pourrait être plus affectée 

par l’hypoxie que celle de muscles rapides (Ishihara, et al. 2000). L’hypothèse développée est 

que les muscles lents sont recrutés durant des périodes plus prolongées et qu’ils seraient plus 

sensibles aux baisses de disponibilités en O2, du fait de leurs propriétés oxydatives. Or, il est 

clairement décrit que l’exposition hypoxique diminue de manière importante l’activité 

locomotrice spontanée des animaux. Il est donc envisageable de penser que c’est surtout la 

diminution de l’activité contractile induite à l’hypoxie qui pourrait ralentir la maturation 

phénotypique de muscles recrutés pendant la locomotion (Bigard, et al. 2000a). 
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Tableau 1.IV.1. Evolution du phénotype contractile chez le rat et l’homme après une exposition hypoxique. 

 

Espèces Age Exposition Muscles Typologie musculaire   Références 

Rat 

jeune  6 S à 5100 m 
soléaire X  (Sillau and Banchero 

1977) G et TA FII >   

   7 S à 4000 m soléaire FI < et FIIa >   (Itoh, et al. 1988) 

jeune 14 S à 4000 m 

soléaire X  

(Bigard, et al. 1991) EDL FIIab >  

P profond FIIab >et FIIa <    

M 
nés en H 30S à 4000 m soléaire 

conversion FIIa → FI altérée  
(Hirofuji, et al. 1992) 

F conversion FIIa → FI normale mais FIIa >   

14 S  7 S à 4000 m soléaire FIIa >    (Itoh, et al. 1992) 

3 S  12 S à 4000 m soléaire conversion FIIa → FI altérée   (Itoh, et al. 1995) 

5, 10, 15 S  5 S à 4000 m soléaire conversion FIIa → FI altérée   (Ishihara, et al. 1995) 

     8 S à 2250-2550 m EDL X   (Perhonen, et al. 1996) 

7 S 4 S à 5500 m 
soléaire FIIa >  

(Bigard, et al. 2000a) 
P FIIa < et FIIb >    

jeunes 3 S à 4000m soléaire, EDL, TA X   (Deveci, et al. 2001) 

11 S 4 S à 5500 m 
soléaire FI < et FIIa >  

(Faucher, et al. 2005) 
EDL FIIx <   

Homme 

  21-31 ans 40 J, 0 →8850 m VL X   (Green, et al. 1989) 

24 ans  3600-4000 m (habitants) VL X   (Desplanches, et al. 1996) 

25-32 ans 8 S à 4100m   X   (Juel, et al. 2003) 

S : semaine ; P : plantaris, EDL, extensor digitorum longus, TA, tibialis antérieur ; VL : vastus lateralis ; S : semaines ; J : jours ; H : hypoxie ; 

M : mâle ; F : femelle ; X : pas d’influence de l’hypoxie ; > : pourcentage supérieur à celui observé chez des animaux du même âge élevés en 

normoxie ; < : pourcentage inférieur à celui observé chez des animaux du même âge élevés en normoxie; FI : fibres lentes de type I ; FIIa : fibres 

intermédiaires de type IIa ; FIIb : fibres rapides de type IIb. FIIa/b : fibres hybrides de type IIa/b. 
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IV.4.B. Phénotype métabolique 

Les adaptations métaboliques du muscle squelettique au cours de l’exposition à 

l’hypoxie ont fait l’objet d’un grand nombre de publications mais les résultats restent assez 

controversés. 

Certaines études rapportent que les capacités oxydatives, évaluées à partir de l’activité 

d’enzymes du métabolisme oxydatif, sont inchangées (Bigard, et al. 1991, Daneshrad, 2000 

#706, Dill, 2001 #707) ou augmentées (Taguchi, et al. 1985 ; Tanaka, et al. 1997) lorsque les 

animaux sont exposés à une hypoxie modérée (< à 5500m). En revanche, à une hypoxie 

sévère (> à 5500m), une réduction des capacités oxydatives et du contenu mitochondrial est 

observée chez l’animal (van Ekeren, et al. 1992; Gamboa and Andrade 2010), ainsi que chez 

l’homme (Hoppeler, et al. 1990 ; Howald, et al. 1990). Ces altérations pourraient être 

majorées dans des muscles tels que le diaphragme, lequel est recruté de manière plus intensive 

en hypoxie (Gamboa and Andrade 2010), ou lorsque l’exposition hypoxique est combinée à 

de l’activité physique (Green, et al. 1989 ; Hoppeler, et al. 1990). Ainsi, après une exposition 

hypoxique sévère, on observe une diminution du contenu mitochondrial du muscle 

diaphragmatique, un résultat qui est associé à une réduction du niveau protéique de PGC-1α et 

de certaines protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative, à une élévation du 

contenu protéique de BNIP-3, un facteur sensible à l’hypoxie favorable à l’autophagie des 

mitochondries (mitophagie) et à la présence de vésicules mitophagiques (Gamboa and 

Andrade 2010). L’hypoxie pourrait aussi provoquer un stress oxydatif intense capable de 

générer des dommages au niveau des protéines mitochondriales, mais ceci est surtout 

retrouvé à des niveaux d’hypoxie très sévères (Magalhaes, et al. 2005). 

Il est bien connu que l’hypoxie induit l’activation de HIF-1α, un facteur de 

transcription conduisant à l’activation transcriptionnelle de certains gènes codant pour 

des enzymes glycolytiques (Semenza 1999). Dans le muscle squelettique, il est souvent 

rapporté une augmentation de l’activité de certaines enzymes glycolytiques (Bigard, et al. 

1991 ; Daneshrad, et al. 2000), un mécanisme qui pourrait compenser la diminution de la 

capacité à produire de l’ATP via le métabolisme oxydatif. Néanmoins, ces résultats ne 

sont pas systématiquement retrouvés dans la littérature (Dill, et al. 2001 ; McClelland 

and Brooks 2002). 
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IV.5. Bilan 

Diverses voies de signalisation vont concourir à l’adaptation des propriétés contractiles 

et métaboliques sous l’influence du trafic neuronal, des perturbations métaboliques et des 

contraintes mécaniques. La voie de la calcineurine va être déterminante à l’instauration du 

phénotype contractile lent, tandis que la biogenèse mitochondriale, en grande partie régulée 

par PGC-1α, va surtout dépendre de la voie des CaMK, de p38 et de l’AMPK.  

Dans le modèle d’overload, le plantaris va s’orienter vers un phénotype beaucoup moins 

rapide. De plus, la réduction des capacités oxydatives observée dans ce modèle serait la 

conséquence de la dilution du réseau mitochondrial dans le compartiment cytoplasmique, 

lequel est considérablement augmenté en réponse à l’hypertrophie musculaire, beaucoup 

plus que ne pourrait l’être le réseau mitochondrial.  

La régénération musculaire induite après injection de notexine conduit également à 

d’importantes modifications phénotypiques : le soléaire lésé exprime durant les phases 

précoces les formes immatures de MHC, puis les isoformes adultes rapides, qui vont être 

progressivement converties en MHC lente. Le phénotype contractile est complètement rétabli 

après 4 semaines de régénération, une durée plus courte que celle nécessaire à la récupération 

complète de la masse du soléaire. L’activité enzymatique générale est effondrée durant la 

période initiale post-lésionnelle, récupère progressivement son niveau et redevient similaire à 

celle des muscles intacts après 6 semaines. Seules la BB-CK et la M-LDH, respectivement 

impliquées dans les voies anaérobie alactique et lactique verraient leur activité augmenter 

transitoirement pour limiter l’altération générale des voies métaboliques de production 

d’énergie métabolique. L’analyse des mécanismes de régulation de la biogenèse 

mitochondriale dans le muscle en régénération doit être approfondie car ce processus 

cellulaire semble conditionner en partie la récupération de la masse musculaire. 

Même s’il est difficile de savoir si cela résulte de son effet propre ou de la diminution 

de l’activité contractile consécutive à son exposition, l’hypoxie semble ralentir la transition du 

phénotype rapide vers lent observée durant la maturation post-natale. Ceci suggère qu’elle 

pourrait perturber l’adaptation du phénotype contractile d’un muscle en remodelage. Par 

ailleurs, la capacité oxydative et le contenu en mitochondries seraient altérés lors de 

l’exposition à une hypoxie sévère, en particulier lorsque l’hypoxie est combinée à un stress 

métabolique tel que l’exercice. Elle pourrait donc avoir un effet délétère sur l’adaptation des 

capacités oxydatives au cours de l’hypertrophie et/ou de la régénération musculaires.
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L’objectif central de ce travail de thèse est d’évaluer l’effet de 

l’hypoxie environnementale sur le tissu musculaire en croissance. 

La littérature publiée à ce jour s’accorde à dire que l’exposition à une hypoxie sévère 

entraîne une diminution de la masse musculaire chez l’homme et conduit à un ralentissement 

de la croissance musculaire au cours du développement post-natal chez l’animal. A l’heure 

actuelle, les mécanismes moléculaires régulant la croissance musculaire en hypoxie ne sont 

pas clairement identifiés. Une étude récente a permis de montrer que l’effet freinateur de 

l’hypoxie sur la croissance musculaire au cours du développement post-natal est associé à une 

altération de la voie mTOR, conséquence probable d’une activation du facteur sensible à 

l’hypoxie REDD1 (Favier, et al. 2010). Cependant, des données récentes suggèrent que 

d’autres acteurs moléculaires pourraient contribuer à inhiber l’activité de mTOR dans le 

muscle en réponse à l’hypoxie ; le rôle de ces facteurs (notamment l’AMPK et BNIP-3) 

dans le contexte de l’exposition à l’hypoxie reste à évaluer.  Enfin, l’importance de 

l’hypoxie sur la croissance tissulaire peut être évaluée en mettant en concurrence ses effets 

freinateurs et les effets hypertrophiants de la surcharge fonctionnelle, reproduite par le modèle 

d’overload.  

Ces résultats nous conduisent à émettre l’hypothèse que l’effet freinateur de 

l’hypoxie sur le développement de la masse musculaire pourrait être majoré au cours 

de l’hypertrophie de surcharge. 

Outre ses effets sur le développement de la masse musculaire, l’hypoxie sévère 

influence les propriétés contractiles et métaboliques du muscle. Elle semble conduire au 

ralentissement de la transition du phénotype rapide vers lent associée à la maturation post-

natale mais cette réponse phénotypique est souvent rapportée à la diminution de l’activité 

spontanée en hypoxie. Elle pourrait par ailleurs altérer les capacités oxydatives et la biogenèse 

mitochondriale du muscle, et de manière plus prononcée lorsque le stimulus hypoxique est 

combiné à une activité contractile importante. 

Ces résultats suggèrent que l’effet freinateur de l’hypoxie sur la transition vers un 

profil contractile plus lent pourrait être amplifié au niveau d’un muscle recruté de manière 

prolongée et confronté à des contraintes mécaniques intenses. Par ailleurs, le rôle délétère 

de l’hypoxie sur les capacités oxydatives et sur la biogenèse des mitochondries pourrait être 

accentué dans un muscle fortement sollicité, tant au plan de son recrutement que des 

contraintes mécaniques induites par sa contraction. 
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Afin de répondre à ces hypothèses, notre première expérimentation a consisté à 

soumettre le plantaris de rats femelles à une surcharge fonctionnelle après l’ablation bilatérale 

de ses muscles agonistes. Trois jours après l’opération chirurgicale, les animaux ont été 

exposés soit à une hypoxie hypobare correspondant à une altitude simulée de 5500m, soit 

maintenus en normoxie et nourris ad libitum, soit maintenus en normoxie mais restreints en 

nourriture, avec une prise alimentaire appariée à celle des animaux hypoxiques. 3 temps 

expérimentaux ont été évalués : 5, 12 et 56 jours après l’opération chirurgicale. 

L’objectif principal de ce premier travail est d’analyser l’évolution de la masse 

du muscle soumis à une hypertrophie de surcharge lors de l’exposition à l’hypoxie, 

et d’examiner les mécanismes moléculaires mis en jeu en étudiant : 

- la voie Akt/mTOR impliquée dans la synthèse protéique 

- les inhibiteurs endogènes de mTOR, liés au métabolisme (l’AMPK) ou au 

stimulus hypoxique propre (REDD1 et BNIP-3) 

- certains acteurs régulant la protéolyse (la myostatine, MURF1 et MAFbx) 

Cette étude, acceptée très récemment dans l’American Journal of Physiology –

Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, est présentée dans la partie 

« Résultats ». L’article accepté est en annexe. 

L’objectif secondaire concerne l’étude de l’orientation du phénotype du muscle 

soumis à la surcharge fonctionnelle lors de l’exposition à l’hypoxie, et en particulier : 

- d’évaluer l’adaptation du phénotype contractile (distribution des isoformes 

de MHC) 

- de suivre l’évolution des capacités oxydatives (CS et COX)  

- d’étudier certains acteurs contrôlant le phénotype contractile (voie de la 

calcineurine) et la biogenèse mitochondriale (PGC-1α, p38) 

D’autre part, des données récentes de la littérature mettent en évidence que 

l’hypoxie sévère entraîne une inhibition de la myogenèse in vitro, en freinant la 

différenciation des myoblastes et la formation des myotubes et en altérant l’expression de 

certains facteurs myogéniques. Les résultats in vitro sur des myoblastes en culture 

laissent penser que la voie mTOR, connue pour réguler également la myogenèse, pourrait 

être réprimée en hypoxie. La régénération musculaire après lésions étendues constitue 

une situation de myogenèse post-natale durant laquelle les cellules satellites activées vont 

agir parallèlement aux systèmes de protéosynthèse pour favoriser la récupération de la 
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masse musculaire. A ce jour, le retentissement de l’hypoxie sur la régénération 

musculaire in vivo n’est pas connu. 

Notre hypothèse est que l’hypoxie pourrait réprimer la récupération de la masse 

musculaire au cours de la régénération du muscle. 

Au cours de la régénération musculaire, le muscle réexprime transitoirement les 

isoformes immatures de MHC avant d’exprimer les isoformes rapides et de récupérer son 

phénotype contractile adulte (phénotype lent pour le soléaire). L’activité des enzymes 

oxydatives et glycolytiques est fortement réprimée durant les phases précoces du processus de 

régénération, puis retourne progressivement à leur niveau initial. A ce jour, il n’existe aucune 

donnée sur l’influence de l’hypoxie sur le phénotype d’un muscle en reconstruction. 

Nous formulons l’hypothèse que l’hypoxie pourrait jouer un rôle freinateur dans la 

récupération des propriétés contractiles et métaboliques au cours de la régénération. 

Pour vérifier ces hypothèses, notre deuxième expérimention s’est basée sur l’étude des 

muscles soléaires de rats après lésions étendues induites par injection d’un myotoxique, la 

notexine. La moitié des animaux, initialement acclimatés à l’hypoxie hypobare (5500m), a été 

ensuite réexposée en hypoxie, tandis que les autres animaux étaient maintenus en normoxie. 4 

temps expérimentaux ont été envisagés : 3, 7, 14 et 28 jours après la dégénerescence initiale. 

L’objectif principal de ce deuxième protocole expérimental est d’évaluer la 

récupération de la masse du muscle lésé exposé en hypoxie, et d’analyser les 

mécanismes moléculaires mis en jeu en étudiant : 

- l’implication de la voie mTOR 

- le rôle joué par les trois inhibiteurs endogènes de mTOR : l’AMPK, REDD1 

et BNIP-3  

- l’influence de l’hypoxie sur l’expression des facteurs de régulation 

myogénique MyoD et la myogénine. 

L’objectif secondaire consiste à évaluer la récupération des propriétés 

contractiles et métaboliques du muscle lésé au cours de la régénération en hypoxie, à 

partir de l’étude de : 

- l’évolution de la distribution des isoformes de MHC  

- la récupération de l’activité de certaines enzymes (LDH et CS)  

- certains acteurs contrôlant le phénotype contractile (voie de la calcineurine) 

et la biogenèse mitochondriale (PGC-1α) 
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L’objectif périphérique de ce travail de thèse a été d’améliorer 

l’utilisation d’outils de génomique (RT-qPCR) nécessaires à l’étude de la 

croissance musculaire. 

L’étude du contrôle de la croissance musculaire nécessite l’utilisation de techniques de 

biologie moléculaire. L’analyse par RT-qPCR est la technique actuelle la plus fiable et précise 

pour quantifier des niveaux d’ARNm. Néanmoins, la quantification requiert de normaliser les 

ARNm cibles par une valeur de référence afin de s’affranchir de certaines variations 

techniques accumulées au cours des différentes étapes techniques. Généralement, un seul gène 

de référence est utilisé dans les études sur la croissance musculaire pour normaliser les 

ARNm cibles, une méthode insuffisante compte tenu des variations d’expressions géniques 

potentiellement attribuables aux conditions expérimentales. De plus, les variations de 

concentrations en ARNtot ne sont jamais prises en compte dans la normalisation. 

Afin d’améliorer les méthodes de normalisation dans les situations de croissance 

musculaire, une étude a été réalisée sur la méthode de normalisation à gènes multiples 

en RT-qPCR. Les objectifs de ce travail ont été de: 

- mettre en évidence les limites de l’utilisation de la méthode de normalisation à 

plusieurs gènes de référence une situation de croissance musculaire 

- perfectionner cette méthode de référence et la rendre valide dans les modèles de 

croissance musculaire 

- proposer une procédure méthodologique afin d’éviter d’utiliser de manière 

inappropriée cet outil de normalisation dans les situations de croissance 

musculaire 

Pour cela, nous avons évalué les niveaux d’ARNm de plusieurs gènes de référence 

couramment sélectionnés en biologie moléculaire et utilisé la méthode de normalisation à 

gènes multiples développée par Vandesompele et al. (2002). Cette analyse a été effectuée sur 

les muscles de l’expérimentation «Hypertrophie de surcharge en hypoxie ». Seuls les muscles 

des animaux normoxiques ad libitum ont été traités dans ce travail. Les résultats principaux 

sont présentés dans le chapitre « V.4. Quantification des niveaux d’ARNm » de la partie 

« Matériels et Méthodes ». La publication scientifique, publiée dans la revue internationale 

Physiological Genomics, est présentée en annexe. 
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I. Conditionnement animal 

Deux conditionnements distincts d’animaux sont réalisés au cours de ce travail 

expérimental. Le premier consiste à exposer à une hypoxie sévère des animaux dont le muscle 

plantaris a été préalablement soumis à une surcharge fonctionnelle. Au cours de la seconde 

expérimentation, le muscle soléaire est dégénéré et le processus de régénération est étudié 

alors que les animaux sont exposés à l’hypoxie. 

Les animaux sont des rats Wistar Han femelles de 170-190 g provenant de chez Charles 

River (France). Nous avons choisi des femelles car leur prise alimentaire est moins affectée 

par l’hypoxie que celle des mâles. Par ailleurs, les femelles sont plus résistantes aux effets 

adverses de l’hypoxie aiguë que les mâles (Wood and Stabenau 1998). Ces animaux sont 

élevés dans des conditions standards d’animalerie : température ambiante de 22 ± 2°C, cycle 

lumière-obscurité de 12h/12h, accès libre à la nourriture (sauf nécessité d’appariement en 

restriction) et à l’eau. Toutes les expérimentations sont conduites en accord avec la 

Convention Européenne pour la Protection des Animaux Vertébrés et autres Sujets 

Scientifiques (Council of Europe n° 129, Strasbourg, 1985) et après acceptation par le comité 

d’éthique local (n° 2008/31.0). 

 

I.1. Les modèles de croissance musculaire 

I.1.A. L’hypertrophie de surcharge 

Après 7 jours d’acclimatation dans l’animalerie périphérique du laboratoire, les 

animaux sont répartis de façon aléatoire dans deux groupes expérimentaux : un groupe 

composé d’animaux subissant une ablation musculaire bilatérale des agonistes pour soumettre 

les deux muscles plantaris à une surcharge fonctionnelle (groupe Ov pour « overload ») et un 

groupe constitué d’animaux contrôles non-opérés (groupe Ct). Le matin, les rats du groupe 

Ov sont anesthésiés avec du pentobarbital sodique (50 mg.kg
-1

 en intra-péritonéal) dilué au 

demi dans du chlorure de sodium et la surcharge fonctionnelle du plantaris est accomplie par 

l’ablation bilatérale de ses muscles agonistes, comme décrit précédemment (Bigard, et al. 

2001). Après le rasage de la partie postérieure des pattes arrière et un lavage à la bétadine 

rouge puis jaune de ces zones, une incision médiane de 3-4 cm est effectuée en partant du 

tendon achilléen. L’aponévrose est ensuite incisée de la même façon. Après avoir bien séparé 

le plantaris du soléaire et du gastrocnémien, ces deux derniers sont éliminés en faisant très 
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attention à ne pas léser le plantaris. Le gastrocnémien étant bi-articulaire, seule la majeure 

partie distale de ce muscle a été éliminée. Une attention importante est portée pour éviter de 

détériorer le nerf du plantaris et les vaisseaux sanguins principaux. L’aponévrose et la peau 

sont ensuite suturées plan par plan avant un nettoyage à la bétadine jaune. Les animaux sont 

ensuite remis individuellement dans leur cage et surveillés avec attention jusqu’à leur réveil. 

 

I.1.B. La régénération musculaire 

Après une semaine dans l’animalerie périphérique du laboratoire et une période de 7 

jours de pré-acclimatation en hypoxie ou normoxie (voir la partie « protocoles 

expérimentaux »), les animaux sont anesthésiés comme précédemment et opérés le matin. 

Après rasage de la partie latérale de la patte arrière gauche et un lavage à la bétadine rouge 

puis jaune, la peau et l’aponévrose sont incisées séparément sur la partie antéro-latérale de la 

patte. 200 µL de notexine (Latoxan, France) dilués dans une solution de NaCl à 0,9% (10 

µg.mL
-1

) sont injectés lentement en deux injections (une vers chaque extrémité du muscle) 

dans le soléaire gauche, après s’être assuré de l’avoir correctement isolé des autres muscles. 

L’aiguille de la seringue est ensuite délicatement enlevée afin d’éviter que le myotoxique ne 

s’échappe du muscle. La qualité des injections est contrôlée à partir du niveau de gonflement 

du soléaire. L’aponévrose et la peau sont ensuite suturées séparément avant un lavage à la 

bétadine jaune, puis les animaux remis en cage individuelle sont surveillés attentivement 

jusqu’à leur réveil. Pour chaque animal, on obtient un muscle régénéré gauche (muscle Reg) 

et un muscle intact droit qui sert de témoin (muscle Int). 

 

I.2. L’exposition hypoxique 

Les animaux répartis dans les groupes conditionnés en hypoxie (animaux H) sont 

exposés à une hypoxie hypobare représentative d’une altitude simulée de 5500m (PB = 505 

hPa ; PIO2 = 105 hPa) (Figure 3.I.1). La température et l’hygrométrie à l’intérieur de la 

chambre hypobare sont régulées et similaires à celles de l’animalerie. Tous les jours, la 

chambre est ramenée en normobarie et ouverte durant environ 15 minutes pour permettre la 

pesée des animaux et de la nourriture, l’approvisionnement en eau et en nourriture et le 

changement de litière. 
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Figure 3.I.1. La chambre hypobare. 

 

I.3. Les protocoles expérimentaux 

I.3.A. Hypertrophie de surcharge en hypoxie 

Avant l’opération chirurgicale, les rats sont répartis en deux groupes expérimentaux :  

- le groupe Ov (n = 62), constitué d’animaux dont le plantaris est soumis à une 

surcharge fonctionnelle 

- le groupe Ct (n = 54), composé de rates non opérées 

 

Chacun de ces deux groupes est alors divisé en trois sous-groupes : 

- d’animaux exposés en hypoxie (H). Les sous-groupes Ov-H (n = 21) et Ct-H (n = 

18) sont alors constitués. 

- d’animaux maintenus en normoxie et nourris ad libitum (N). Les sous-groupes Ov-

N (n = 20) et Ct-N (n = 18) sont alors constitués. 

- d’animaux élevés en normoxie et soumis à une restriction alimentaire. Ces 

animaux pair fed (PF) ingèrent la même quantité de nourriture journalière que la 

quantité moyenne délivrée à leur groupe hypoxique correspondant (groupe Ov ou 

Ct). C’est ainsi qu’on définit les sous-groupes Ov-PF (n = 21) et Ct-PF (n = 18). 

 

L’exposition hypoxique et la restriction alimentaire sont intégrées dans la procédure 

expérimentale trois jours après l’opération chirurgicale. Cette durée a été choisie afin de 
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laisser une durée suffisante de récupération avant l’exposition au stress hypoxique et à la 

restriction calorique. Les animaux sont sacrifiés 5, 12 et 56 jours après l’opération d’ablation 

des muscles agonistes (n = 6 par groupe Ct et n=7-8 par groupe Ov). Les durées d’exposition 

à l’hypoxie sont donc de 2, 9 et 53 jours. Ce protocole expérimental est résumé dans la figure 

3.I.2. 

 

J3 J5 J12 J56

Opération chirurgicale 

pour les groupes Ov

J0

Récupération post-

opératoire

Prélèvement du plantaris (J5, J12 et J56)

Prélèvement sanguin (J12 et J56) 

Expositition en hypoxie ou en normoxie

Ov-H (n = 21)

Ov-N (n = 20)

Ov-PF (n = 21)

Groupes Ov (n = 62)
Ct-H (n = 18)

Ct-N (n = 18)

Ct-PF (n = 18)

Groupes Ct (n = 54)

 

Figure 3.I.2. Protocole et groupes de l’expérimentation « Hypertrophie de surcharge en 

hypoxie ». 

 

I.3.B. Régénération musculaire en hypoxie 

Afin de limiter le nombre de groupes expérimentaux, nous avons fait le choix 

d’éliminer dans cette étude les groupes PF. L’intérêt principal de l’utilisation d’animaux PF 

est de pouvoir en théorie dissocier les effets propres de l’hypoxie de ceux associés à 

l’hypophagie d’altitude. En réalité, la réduction de la prise alimentaire et la perte de masse 

corporelle sont maximales durant les 48-72 premières heures d’exposition hypoxique 

(Daneshrad, et al. 2000). Les animaux H retrouvent ensuite progressivement une prise 

alimentaire correcte mais néanmoins 20-25% inférieure à celle d’animaux N, tandis que la 

courbe de la cinétique de la masse corporelle d’animaux H tend à évoluer de manière parallèle 

à celle d’animaux N. Une pré-manipulation dans nos conditions expérimentales nous a permis 

de vérifier que la prise alimentaire et le gain de masse corporelle devient tout à fait acceptable 

après une semaine d’exposition hypoxique. 
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Avant la période de pré-acclimatation, les rats sont divisés en deux groupes 

expérimentaux : 

- le groupe H (n = 40) 

- le groupe N (n = 38) 

 

Les animaux H sont ensuite maintenus dans la chambre hypobare durant 7 jours à 

5500m alors que les animaux N sont laissés dans l’animalerie du laboratoire. Le matin du 8
ème

 

jour (J0), tous les animaux sont opérés. Seul le soléaire gauche des animaux est soumis à une 

injection de notexine. Le soir de l’opération chirurgicale, les animaux sont remis dans leur 

environnement respectif. Quatre sous-groupes de muscles sont alors définis : 

- les muscles intacts exposés en H (groupe Int-H, n = 40) 

- les muscles régénérés exposés en H (groupe Reg-H, n = 40) 

- les muscles intacts exposés en N (groupe Int-N, n = 38) 

- les muscles régénérés exposés en N (groupe Reg-H, n = 38) 

 

Les animaux sont sacrifiés 3, 7, 14 et 28 jours après l’injection du myotoxique (n = 9-10 

par groupe). La procédure expérimentale est résumée dans la figure 3.I.3. 

 

J0 J7 J14 J28

Opération chirurgicale du 

soléaire gauche

J-7

Pré-acclimatation en hypoxie 

ou en normoxie

Prélèvement du soléaire 

Prélèvement sanguin 

Expositition en hypoxie ou en normoxie

Reg-H (n = 40)

Reg-N (n = 38)
Muscles Reg (n = 78)

J3

Int-H (n = 40)

Int-N (n = 38)
Muscles Int (n = 78)

 

Figure 3.I.3. Protocole et groupes de l’expérimentation «Régénération musculaire en 

hypoxie ». 
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I.3.C. Synthèse des méthodes expérimentales utilisées 

Au cours de ces deux protocoles expérimentaux, de nombreuses analyses ont été 

réalisées et sont résumées dans le tableau 3.I.1. Les méthodes utilisées, de nature 

morphologique, exploitant des prélèvements sanguins, utilisant des outils de biochimie des 

protéines, de mesures d’activités enzymatiques et de biologie moléculaire seront détaillées 

dans la suite du manuscrit. 

 

Tableau 3.I.1. Méthodes expérimentales mises en œuvre dans chaque étude. 

 

Hypertrophie de surcharge en 

hypoxie

Régénération musculaire en 

hypoxie

x

x

x x

Masse musculaire x x

Analyse histologique x x

x x

Voie Akt-mTOR x x

Facteurs atrophiants x x

MRF (myogénine, MyoD) x

p38 MAPK x

Facteurs atrophiants x x

MRF (myogénine) x

TGF-β1 x

Phénotype musculaire x x

Electrophorèse des MHC x x

CS x x

COX x

LDH x

Prélèvement sanguin

Expérimentation

Morphologie musculaire

Western Blot

RT-qPCR

Activité enzymatique

Conditionnement

Analyses

Surcharge fonctionnelle

Régénération musculaire

Exposition hypoxique

 

MRF : facteurs de régulation myogénique ; TGF-β1 : Transforming Growth factor –β1 ; CS, 

citrate synthase, COX, cytochrome c oxydase ; LDH : lactate déshydrogénase. 
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II. Prélèvements 

II.1. Les sacrifices 

II.1.A. Méthodes 

Tous les sacrifices ont été réalisés en fin de matinée, et ce pour les deux 

expérimentations. Les rats sont anesthésiés par injection intra-péritonéale de pentobarbital 

sodique (80 mg.kg
-1

). Les prélèvements musculaires et sanguins sont ensuite effectués avant 

que l’animal ne soit sacrifié après exsanguination par ponction dans l’aorte abdominale. 

 

II.1.B. Sacrifice en hypoxie 

Tous les prélèvements d’animaux exposés à l’hypoxie durant des périodes relativement 

courtes ont été réalisés dans une chambre hypoxique normobare, simulant une altitude de 

5500m (FO2 = 10% ; FCO2 = 0,03%). Au cours de l’expérimentation sur l’hypertrophie de 

surcharge en hypoxie, seuls les animaux des temps expérimentaux J5 ont été sacrifiés en 

hypoxie, tandis que dans l’expérimentation sur la régénération musculaire en hypoxie, les 

sacrifices en hypoxie ont été réalisés sur les animaux H euthanasiés à J3 et J7. Les animaux 

étaient sortis du caisson hypobare le matin de très bonne heure, installés dans la chambre 

normobare, puis restaient stabulés en hypoxie normobare pendant au moins trois heures avant 

d’être anesthésiés. L’intérêt de réaliser ces prélèvements en hypoxie était de limiter la 

dégradation de certains acteurs moléculaires instables, potentiellement induits et stabilisés en 

hypoxie. 

 

II.2. Répartition des muscles et mode de conservation  

II.2.A. Expérimentation « Hypertrophie de surcharge en hypoxie » 

Pour chaque animal, les deux plantaris sont prélevés l’un après l’autre, pesés et répartis 

de la manière suivante : 

- le muscle gauche est coupé transversalement en son milieu. La partie proximale est 

ensuite congelée dans l’azote liquide avant d’être conservée à -80°C tandis que la 
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partie distale est disposée dans un tube contenant 500 µL de RNA Later, conservée à 

4°C pendant environ 24h, puis congelée à -20°C  

- le muscle droit est pesé avant d’être congelé dans l’azote liquide et conservé à -80°C 

 

Le fragment du muscle conservé dans le RNA Later est destiné à l’étude des niveaux 

d’ARNm, tandis que l’autre partie de ce muscle est utilisée pour les analyses biochimiques. 

Le muscle droit sert également pour les analyses biochimiques, tandis que la partie centrale 

du muscle est réservée aux analyses histologiques (pour les muscles prélevés à J12). 

 

II.2.B. Expérimentation « Régénération musculaire en hypoxie » 

Les soléaires intacts et régénérés de chaque rat sont prélevés, pesés rapidement et 

congelés dans l’azote liquide avant d’être conservés à -80°C. A cause de la faible quantité de 

tissu, en particulier pour les muscles régénérés des temps précoces, nous avons fait le choix 

de ne pas fragmenter le muscle. Le risque était de passer trop de temps à la dissection, ce qui 

aurait été néfaste aux protéines phosphorylées étudiées en Western Blot, connues pour être 

très instables. 

Afin de pouvoir réaliser toutes les analyses biochimiques et de biologie moléculaire sur 

les mêmes muscles, nous avons spécialement reconditionné des animaux pour obtenir du tissu 

destiné aux analyses histologiques. Ces muscles sont également congelés dans l’azote liquide 

avant d’être conservés à -80°C. 

 

II.3. Prélèvements sanguins  

Les prélèvements sanguins sont effectués au niveau de l’aorte abdominale, à l’aide 

d’une seringue héparinée. Le sang est alors utilisé pour évaluer le taux d’hématocrite (Ht). 

Pour cela, un capillaire de 20 µL est rempli de sang et centrifugé pendant une dizaine de 

minutes à 17 000 g (Haemofuge A, Heraeus sepatech). Le taux d’Ht est évalué sur les temps 

J12 et J56 de l’expérimentation « hypertrophie de surcharge en hypoxie » et sur les quatre 

temps de l’expérimentation « régénération musculaire en hypoxie ». 
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III. Morphologie musculaire 

III.1. Coupes histologiques 

Des coupes de 14µm sont réalisées à -25°C au cryostat microtome. Pour les plantaris, 

une large coupe du muscle est prélevée dans la partie la plus charnue, à environ 1/3 de 

l’extrémité proximale. Pour le soléaire, le fragment de tissu est obtenu dans la partie médiane. 

La portion musculaire est ensuite incluse dans la résine (Tissue Teck II O.C.T) et 6-8 coupes 

sont réalisées, puis disposées sur des lamelles qui sont ensuite conservées à -20°C jusqu’à leur 

coloration. Les groupes expérimentaux sur lesquels sont effectuées les coupes histologiques 

pour les deux études sont présentés dans le tableau 3.III.1 (n = 4 pour chaque groupe). 

 

Tableau 3.III.1. Groupes expérimentaux sur lesquels sont réalisées des coupes histologiques. 

 

Muscle Ct Muscle Ov Muscle Int Muscle Reg

J5 J3 x

J12 x x J7 x x

J56 J14

J28 x

Expérimentation «Régénération 

musculaire en hypoxie »

Expérimentation «Hypertrophie de 

surcharge en hypoxie »

 

 

III.2. Coloration à l’hémalun-éosine 

La coloration à l’hémalun-éosine est utilisée pour mettre en évidence respectivement les 

noyaux et le cytoplasme. Les lamelles sur lesquelles sont disposées les coupes musculaires 

sont déposées dans un bain d’hémalun, puis un autre d’éosine. Entre les deux bains, des 

rinçages à l’eau du robinet puis à l’eau de javel sont effectués. Les coupes sont ensuite 

déshydratées dans l’éthanol pur, puis la fixation des colorants est assurée par un bain de 

xylène pur. Le protocole complet est décrit dans le tableau 3.III.2. Les lamelles sont ensuite 

séchées délicatement à l’aide d’un mouchoir en papier, puis collées sur une lame à l’aide 

d’une résine de montage (Gurr).  
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Tableau 3.III.2. Protocole de coloration à l’hémalun-éosine. 

 

Solution Produit Concentration Durée

Hémalun 2 g.L
-1

Alun de potassium 50 g.L
-1

Rinçage Eau du robinet abondant

Rinçage Eau de javel 20% 1 min

Rinçage Eau du robinet abondant

Eosine Eosine 10 g.L
-1 5 min

Rinçage Eau du robinet abondant

Déshydratation Ehanol 100% 2min

Fixation Xylène 100% 2min

Hémalun 5 min

 

 

III.3. Analyse histologique des coupes 

Différentes analyses histologiques sont réalisées à partir des coupes transversales de 

muscles colorées à l’hémalun-éosine : 

- la surface de section transverse du muscle (CSA). Les coupes sont numérisées sur un 

scanner (GS800 Biorad), puis la CSA est déterminée à l’aide du logiciel Quantity One 

(Biorad). 

- la surface de section transverse des myofibres (FCSA). Cette analyse est réalisée en 

entourant les fibres à l’aide de la souris sur l’écran informatique (grossissement 20x) 

avec le logiciel d’analyse d’image Lucia 5 (Laboratory Imaging, République 

Tchèque). L’étude de la FCSA est effectuée sur environ 400 fibres, en parcourant 

toute la surface du muscle, afin de tenir compte de l’hétérogénéité de la taille des 

fibres en fonction de la localisation. La résolution de l’image et le grossissement sont 

pris en compte pour le calcul de la surface. La surface est également étalonnée à partir 

d’une échelle graduée. 

- le nombre de fibres est évalué au grossissement microscopique 10x. Pour les muscles 

hypertrophiés par l’overload, l’ensemble des fibres est comptabilisé, tandis que pour 

les muscles régénérés, le nombre de fibres est évalué sur 3-4 champs, permettant 

d’évaluer la densité moyenne en fibres. 

- le nombre de noyaux par fibre et leur localisation (noyaux centraux ou périphériques) 

est évalué au grossissement microscopique 40x sur environ 200 fibres, uniquement 

dans l’expérimentation « Hypertrophie de surcharge en hypoxie ». 
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- la proportion de tissu contractile au sein du muscle est évaluée dans l’expérimentation 

« Régénération musculaire en hypoxie » à partir d’un index nommé Index de Tissu 

Contractile (ITC). ITC = (FCSA x densité en myofibres) / 1000. 

 

IV. Quantification des niveaux protéiques par Western 

Blot 

IV.1. Extraction et dosage des protéines 

Une coupe transversale de muscle localisée dans une région similaire pour tous les 

échantillons de chaque étude (10 à 20 mg) est découpée au scalpel, diluée au 1/10 dans du 

tampon d’extraction (composition dans le tableau 3.IV.1) et broyée par agitation avec des 

billes en céramique (2 min à 30 Hz dans le broyeur Rescht MM300). Les broyats tissulaires 

sont ensuite incubés toute à la nuit à 4°C, puis centrifugés à 12 000 g pendant 20 min à 4°C. 

Le surnageant est ensuite divisé en plusieurs aliquots et congelés à -80°C. La quantité totale 

de protéines extraites est évaluée avant congélation sur une partie du surnageant, par dosage 

au BCA réalisé sur automate (Analyser Multiparametric Hitachi 912).  

 

Tableau 3.IV.1. Composition du tampon d’extraction utilisé en Western Blot. 

Réactifs Concentration

Tris HCL 50 mM

NaCl 100 mM

EGTA 2 mM

EDTA 2 mM

DTT 1 mM

Sodium Fluorure 50 mM

Acide Okadaïc 120 nM

Benzamidine 3 mM

Glycérophosphate 50 mM

PMSF 1 mM

Anti-protéases: Cocktail Set III, EDTA 

free (Calbiochem)
5 µL.mL

-1

Anti-phosphatases: Cocktail Set II 

(Calbiochem) 
5 µL.mL

-1

Eau ultrapure qsp  

Le pH du tampon d’extraction est ajusté à 7,4. 

EGTA : Acide éthylène glycol-bi(β-aminoéthyl ether)-N,N,N’,N’-tétraacétique ;  

EDTA : Acide éthylènediamintétraacétique ;  

DTT : Dithiothréitol ; PMSF : Phénylméthylsulfoylfluoride. 
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IV.2. Séparation des protéines par électrophorèse 

Les gels de séparation et de concentration sont fabriqués manuellement (1 mm 

d’épaisseur) et la concentration en acrylamide du gel de séparation est adaptée à la masse 

molaire des protéines étudiées (tableau 3.IV.3). La polymérisation des gels est conditionnée 

par l’ajout de Temed (N,N,N’,N’-tétraméthyléthylénédiamine) et de persulfate d’ammonium. 

La composition des gels est présentée dans le tableau 3.IV.2. 

La quantité de protéines déposée est spécifique de la protéine évaluée (tableau 3.IV.3) et 

est identique pour tous les échantillons étudiés pour une protéine d’intérêt. Le volume à 

déposer au cours de l’électrophorèse est calculé à partir de la concentration protéique de 

chaque échantillon. La quantité de protéines prélevées est diluée dans 10 µL de tampon de 

charge (tampon de Laemmli) contenant 5% de β-Mercapto-Ethanol. Les protéines sont ensuite 

dénaturées 8 min à 95°C dans un bain sec. Après une centrifugation de quelques secondes, la 

totalité du volume est déposée dans les puits du gel d’électrophorèse. Chaque gel contient un 

marqueur de poids moléculaire (Euromedex, #06P-0111), des échantillons des différents 

groupes expérimentaux positionnés alternativement, et un témoin interne, en général composé 

d’un pool de différents échantillons, identique dans l’ensemble des gels pour une protéine 

d’intérêt.  

L’électrophorèse est réalisée à 4°C dans des cuves Mini Protean II ou IV (Biorad, 

France) contenant du tampon de migration TGS (Tris-Glycine-SDS [Sodium Dodécyl 

Sulfate]) 1x (Euromedex). Les conditions de migration pour chaque protéine sont présentées 

dans le tableau 3.IV.3. 

 

Tableau 3.IV.2. Composition des gels d’électrophorèse 

 

Concentration Séparation Concentration Séparation

Glycérol / / 30% 30%

Acrylamide 4% 8 à 15% 4% 8%

Bisacrylamide 0,10% 1/40 du % d'acrylamide 0,08% 0,16%

Tris-HCl 125 mM (pH = 6,8) 375 mM (pH = 8,8) 70 mM (pH = 6,8) 0,2 M (pH = 8,8)

Glycine / / / 0,1 M

EDTA / / 4 mM /

SDS 0,1% 0,1% 0,4% 0,4%

Temed (Ext) 0,1% 0,05% 0,1% 0,05%

Persulfate d'amonium (Ext) 0,05% 0,05% 0,1% 0,1%

Eau ultrapure qsp qsp qsp qsp

Réactifs
Western Blot Electrophorèse des MHC

 

Ext : ajouté extemporanément. 
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Tableau 3.IV.3. Conditions de Western Blot utilisées pour le dépôt, la migration, le transfert et la saturation pour l’ensemble des protéines 

étudiées. 

 

Poids % gels Quantité Migration Transfert

Moléculaire Sep./Con. Protéine Tps / Volt. Tps / Volt. Tampon Tps

mTOR 290 kDa 8% / 4% 50µg 3h / 90V 4h / 90V T-lait 5% 2h

Akt1 60 kDa 8% / 4% 25µg 2h15 / 150V* 1h / 100V* T-lait 5% 1h

Akt
thr308

60 kDa 8% / 4% 25µg 2h15 / 150V* 1h / 100V* T-lait 5% 1h

Akt
ser473

60 kDa 8% / 4% 75µg 3h / 90V 3h / 90V T-lait 5% 2h

P70
S6K

70 kDa 12% / 4% 50µg 2h30 / 120V 3h / 90V T-lait 5% 2h

rpS6 32 kDa 10% / 4% 50µg 2h30 / 90V 4h / 90V T-lait 5% 1h30

4E-BP1 15-20 kDa 12% / 4% 50µg 2h30 / 120V 3h / 90V T-lait 5% 2h

eEF2 95 kDa 8% / 4% 25µg 2h15 / 150V* 1h / 100V* T-lait 5% 1h

AMPKα 62 kDa 10% / 4% 50µg 3h / 90V 3h / 90V T-lait 5% 2h

REDD1 25 kDa 12% / 4% 50µg 3h / 90V 3h / 90V T-lait 5% 2h

BNIP3 30 kDa 15% / 4% 50µg 2h / 200V* 1h / 100V* T-lait 5% 2h

MyoD 45 kDa 12% / 4% 50µg 2h30 / 120V 3h / 90V P-lait 5% 2h

Myogénine 36 kDa 15% / 4% 50µg 2h20 / 200V* 1h / 100V* T-lait 5% 2h

p38 43 kDa 10% / 4% 75µg 2h30 / 90V 3h / 90V T-lait 5% 2h

Foxo-1
Thr24

78-82 kDa 8% / 4% 75µg 3h30 / 90V 3h / 90V T-lait 5% 2h

Foxo-3a
Thr32

95 kDa 8% / 4% 75µg 3h30 / 90V 3h / 90V T-lait 5% 2h

Myostatine 28 kDa 8% / 4% 75µg 3h / 90V 3h / 90V T-BSA 5% 2h

Protéine
Saturation

 

T : TBS-Tween (0,1%) ; P : PBS-Tween (0,1%). BSA: Bovine Serum Albumin ;* :utilisation des systèmes Mini protean IV (Biorad). Les autres 

conditions de migration et de transfert ne présentant pas d’astérisques sont réalisées avec les systèmes Mini Protean II (Biorad). Le pourcentage 

des gels de séparation et de concentration correspond à celui d’acrymalide. Pour la composition exacte des gels, voir le tableau 3.IV.2.
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IV.3. Electrotransfert des protéines sur la membrane 

L’étape de transfert est réalisée dans des cuves Mini Protean II ou IV (Biorad). Chaque 

sandwich est constitué de deux feuilles de papier Whatman, de deux éponges abrasives, d’un 

gel et d’une membrane en nitrocellulose. Au moment du montage du sandwich, une attention 

particulière est portée sur l’élimination des bulles d’air comprises entre le gel et la membrane. 

Les plaques en plastique contenant le sandwich sont ensuite insérées dans une cuve contenant 

un bloc réfrigéré et du tampon de transfert composé de TG (Tris-Glycine) 1x (Euromedex) et 

de 20% de méthanol. Cette opération se déroule à 4°C et de la glace est ajoutée autour de la 

cuve pour les transferts se prolongeant plus de trois heures. 

La qualité du transfert est évaluée en colorant le gel au bleu de Coomassie (évaluation 

de la quantité de protéines non-transférées) et en colorant la membrane au rouge Ponceau 

(contrôle de l’efficacité du transfert, de l’absence de bulle d’air durant cette étape et de 

l’homogénéité du transfert). La membrane est ensuite décolorée à l’eau avant l’étape de 

saturation. Les conditions de transfert sont présentées dans le tableau 3.IV.3. 

 

IV.4. Immunorévélation des protéines d’intérêt et 

quantification 

Plusieurs étapes sont nécessaires avant de pouvoir révéler et quantifier les protéines 

d’intérêt. Les conditions de chacune de ces étapes sont détaillées dans le tableau 3.IV.4. 

 L’étape de saturation consiste à saturer les sites non spécifiques de la membrane. 

Pour cela, la membrane est incubée à température ambiante dans une solution de 

rinçage généralement à base de TBS (Tris-Buffer-Sulfate)-Tween (tween20, 0,1%), 

dans laquelle est ajoutée 5% de lait (Lait déshydraté du commerce, de marque 

Régilait). Un lavage de 5 min  dans une solution de rinçage est ensuite effectué. 

 L’étape d’incubation dans l’anticorps primaire. La protéine cible joue le rôle de 

l’antigène sur lequel va pouvoir se fixer l’anticorps primaire. L’incubation se réalise à 

4°C pendant une nuit. Suite à cette étape, trois lavages de 10 min sont réalisés dans du 

tampon de rinçage. 

 L’étape de réaction avec l’anticorps secondaire. Ce type d’anticorps, couplé à une 

enzyme HorseRadish Peroxydase (HRP), est capable de se fixer sur le complexe 

protéine/anticorps primaire. Cette étape est réalisée à température ambiante pendant 
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2h. Suite à cette étape, trois lavages de 10 min sont réalisés dans du tampon de 

rinçage. 

 L’étape de détection des protéines. L’activité de la HRP est détectée par 

chimiluminescence. Brièvement, en présence de son substrat et d’eau oxygénée, 

l’HRP va oxyder le luminol et libérer de l’énergie sous la forme d’un signal lumineux. 

Cette réaction est initiée par l’application de 1 mL d’un mélange des réactifs du kit 

ECL (Amersham Biosciences) sur la membrane. La membrane est ensuite enveloppée 

d’un film protecteur transparent et recouverte en chambre noire d’un film 

photographique (Hyperfilm ECL, Amersham Biosences). Après quelques minutes de 

contact, le film est immergé dans une solution de révélation (Kodak, 5071071) jusqu’à 

l’apparition de bandes sombres correspondant aux protéines, avant d’être rincé dans 

une solution stop (Tetenal) puis placé dans une solution de fixation (Kodak 1464593). 

Le film devenu translucide est alors rincé à l’eau et séché. 

 L’étape de quantification. Les films obtenus sont numérisés à l’aide d’un scanner 

(GS800 Biorad), avant que les bandes des protéines d’intérêt ne soient quantifiées par 

densitométrie à l’aide du logiciel Quantity One (Biorad). La valeur obtenue tient 

compte de la densité et de la surface de la bande. Le signal correspondant au bruit de 

fond est soustrait de la valeur brute de chaque échantillon. Enfin, cette valeur est 

rapportée pour chaque échantillon à celle du témoin interne afin de s’affranchir des 

variations inter-expérimentations. 

 

IV.5. Décrochage des anticorps et nouvelle révélation 

Cette étape n’est réalisée que pour l’analyse des formes phosphorylées et totales d’une 

même protéine sur un seul Western Blot.  

A la suite de la révélation d’une protéine phosphorylée, une boîte en plastique contenant 

la membrane est positionnée dans un bain marie, sans contact direct avec l’eau, pendant 30 

min à 56°C. Durant cette étape, la membrane est incubée dans une solution contenant 2% de 

SDS, 62,5 mM de Tris-HCl (pH = 6,8) et 10 mM de β-Mercapto-Ethanol. L’objectif de cette 

opération est de déshybrider l’anticorps primaire de sa protéine d’intérêt. 

Après trois lavages de 15 min dans le tampon de rinçage, les sites non spécifiques de la 

membrane sont saturés avant l’incubation dans l’anticorps primaire dirigé contre la forme 

totale de la protéine cible. La suite de la procédure est identique à celle précédemment décrite. 
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Tableau 3.IV.4. Conditions de Western Blot utilisées pour les étapes d’incubation dans l’anticorps primaire et de réaction avec l’anticorps 

secondaire. 

 

Nom Référence Dilution Spécificité Référence Dilution

mTOR Cell Sig 2972 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x

mTOR
Ser2448 Cell Sig 2971 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x

Akt1 Cell Sig 2938 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

Akt
Thr308 Cell Sig 4056 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x x

Akt
Ser473 Cell Sig 9271 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x

p70
S6K Cell Sig 2708 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

p70
S6K Thr389 Cell Sig 9234S 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

rpS6 Cell Sig 2217 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

rpS6
Ser240/244 Cell Sig 4838S 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

4E-BP1 Cell Sig 9452 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

4E-BP1
Thr70 Cell Sig 9455 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

eEF2 Cell Sig 2232 1/2000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

eEF2
Thr56 Cell Sig 2331 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x x

AMPKα Cell Sig 2532 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x x

AMPKαThr172 Cell Sig 2535 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x x

REDD1 Proteintech 10638-1-AP 1/750 Rabbit true blot Bioscience 18-8816-33 1/8000 x x

BNIP3 Abcam 109362 1/1000 D anti R SC 2313 1/10000 x

MyoD BD Pharmingen 554130 1/1000 G anti M SC 2005 1/10000 x

myogénine SC 12732 1/250 Mouse true blot Bioscience 18-8817-33 1/2000 x

p38 Cell Sig 9212 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x

p38
Thr180/Tyr182 Cell Sig 9215 1/500 D anti R SC 2313 1/10000 x

Foxo-1
Thr24 x

Foxo-3a
Thr32 x

myostatine SC 34781 1/200 D anti G SC 2020 1/10000 x

Expérimentation 

«régénération musculaire 

en hypoxie»

Anticorps primaire Anticorps secondaire Expérimentation 

«hypertrophie de 

surcharge en hypoxie»

1/10000Cell Sig 9464 1/500 D anti R SC 2313

 

L’anticorps primaire est toujours dilué dans du TBS-Tween (0,1%) BSA (5%) et l’incubation se fait pendant la nuit à 4°C. L’anticorps 

secondaire est dilué dans du TBS-Tween (0,1%) lait (5%) et l’incubation est de deux heures à température ambiante. Pour l’étude de MyoD, les 

solutions à base de TBS-Tween (0,1%) sont remplacées par du PBS-Tween (0,1%). D : donkey ; R : rabbit ; G : goat ; M : mouse ; Cell Sig : Cell 

Signaling ; SC : Santa Cruz. 
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V. Evaluation des niveaux d’ARNm par RT-qPCR 

La RT-qPCR (Reverse Transcription-quantitative real time Polymerase Chain Reaction) 

est une technique de référence en biologie moléculaire qui consiste à déterminer la quantité de 

cibles transcriptionnelles présente dans des échantillons biologiques, et à évaluer les 

variations inter-échantillons. Contrairement à d’autres méthodes plus anciennes telles que le 

Northern Blot ou la RT-PCR classique, l’analyse par RT-qPCR est très précise puisque la 

quantification est basée sur la détection en « temps réel » du signal fluorescent dont l’intensité 

est proportionnelle au produit de PCR généré au cours de l’amplification. Le niveau de 

transcrits est alors déterminé à partir du cycle de quantification (Cq), qui correspond au cycle 

d’amplification de l’ADNc à partir duquel le signal d’amplification est supérieur au signal du 

bruit de fond de la fluorescence. Un autre point fort de cette technique réside dans sa 

sensibilité qui lui confère la capacité de détecter des cibles biologiques peu exprimées au 

niveau cellulaire. Cette sensibilité permet d’autre part de pouvoir travailler à partir d’une très 

faible quantité de matériel biologique, à l’instar des études sur demi-fibres musculaires 

réalisées dans le laboratoire (Banzet, et al. 2005). Enfin, les méthodes de standardisation des 

différentes étapes de la RT-qPCR rendent cette technique très reproductible. Tous ces points 

bénéfiques font de cette méthode de quantification d’ARNm et d’évaluation du transcriptome 

un outil d’analyse incontournable en physiologie moderne. 

La fiabilité et la précision de la quantification d’ARNm par RT-qPCR sont dépendantes 

des quatre étapes constitutives de cette technique (Bustin, et al. 2009) : 

- l’extraction des ARN totaux (ARNtot) à partir des échantillons biologiques. Cette étape 

est conditionnée par le prélèvement tissulaire, le mode de conservation des 

échantillons, la méthode de broyage tissulaire et les différentes phases d’extraction 

des ARNtot à partir du broyat tissulaire 

- la reverse transcription (RT) de l’ARNm en ADN complémentaire (ADNc), un acide 

nucléique beaucoup plus stable 

- l’amplification sélective de séquences nucléotidiques d’ADNc par réaction des chaînes 

de polymérase (qPCR) 

- la normalisation. La quantité d’ADNc obtenue après la RT-qPCR est une quantité 

absolue qu’il est nécessaire de quantifier de manière relative par rapport à une 

valeur de référence stable et constante 
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L’analyse des niveaux de transcrits dans ces modèles de croissance musculaire à été 

l’objet d’un grand nombre de remises en question dans le laboratoire au cours de cette thèse. 

De nombreux tests ont été réalisés en collaboration avec le « Pôle Génomique » de l’Institut 

afin d’améliorer et d’adapter la procédure technique à ce contexte d’étude particulier. Ceci 

explique pourquoi certaines procédures techniques utilisées dans le modèle de surcharge 

fonctionnelle et dans le modèle de régénération musculaire sont différentes, en particulier 

pour l’étape d’extraction des ARNtot et de normalisation. L’expérimentation « Régénération 

musculaire en hypoxie » ayant été réalisée ultérieurement à l’expérimentation « Hypertrophie 

de surcharge en hypoxie », les problèmes techniques rencontrés lors de ce second travail ont 

pu être appréhendés avec plus de recul et de facilité. Nous nous efforcerons de présenter les 

procédures techniques utilisées dans les deux modèles de croissance musculaire et les 

obstacles rencontrés.  

 

V.1. Broyage et extraction des ARNtot 

V.1.A. Méthodes utilisées dans les deux modèles de croissance musculaire 

V.1.A.1. Expérimentation « Hypertrophie de surcharge en hypoxie » 

La moitié d’un plantaris des groupes conditionnés durant 5 et 12 jours, initialement 

conservée dans du RNALater à -20°C est placée dans un tube de 2 mL contenant du tampon 

de lyse (RLT [Qiagen, France] + 1% de β-Mercapto-Ethanol) (100 mg.mL
-1

). Le fragment de 

muscle est ensuite broyé au broyeur à billes (Rescht MM300) pendant 2 min à 30 Hz à l’aide 

de deux billes en tungstène (3 mm de diamètre). 250 µL de broyat sont ensuite dilués au 1/2 

dans du QIAzol, (Qiagen), avant que ne soient ajoutés 100 µL de chloroforme. Le broyat 

tissulaire est centrifugé 15 min à 12 000 g à 4°C, puis 350 µL de la phase aqueuse sont 

prélevés pour subir une extraction d’ARNtot sur mini-colonne (kit RNeasy, Qiagen) à l’aide de 

l’automate QIAcube (Qiagen). Une étape à la DNAse est ajoutée au protocole et 50 µL 

d’éluant sont obtenus.  

La concentration en ARNtot est évaluée à l’aide d’un spectrophotomètre (nanodrop ND-

1000). Ces résultats sont présentés dans le tableau 3.V.1. Les ARNtot absorbent à une 

longueur d’onde de 260 nm, alors que l’ADN et les protéines absorbent à une longueur 

d’onde de 280 nm et que certains contaminants comme le phénol absorbent à une longueur 

d’onde de 230 nm. Ces données permettent d’évaluer : 
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- le rapport entre l’absorbance à 260 nm et celle à 280 nm, qui détermine le niveau de 

pureté des ARNtot par rapport à une contamination par des protéines et de l’ADN. 

Une valeur satisfaisante avec les kits Qiagen est généralement comprise entre 2 et 2,1. 

- le rapport entre l’absorbance à 260 nm et celle à 230 nm, qui détermine le niveau de 

pureté des ARNtot par rapport à une contamination par du phénol. Le rapport est 

satisfaisant lorsqu’il est proche de 2. 

- la concentration en ARNtot, déterminée par l’absorbance à 260 nm. 

 

Tableau 3.V.1. Evolution de la concentration en ARNtot des groupes de l’expérimentation 

« Hypertrophie de surcharge en hypoxie ». 

J 5 J12
Ct-N 0,41 ± 0,01 0,45 ± 0,02

Ct-PF 0,39 ± 0,01 0,38 ± 0,01

Ct-H 0,36 ± 0,01 0,39 ± 0,04

Ov-N 0,71 ± 0,05 * 0,60 ± 0,04 * 

Ov-PF 0,68 ± 0,06 * 0,65 ± 0,04 * 

Ov-H 0,66 ± 0,02 * 0,65 ± 0,03 *

Concentration en ARNtot 

(µg,mg
-1 

de muscle)

 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

 

V.1.A.2. Expérimentation « Régénération musculaire en hypoxie » 

Une coupe transversale de soléaire (8 à 10 mg) de l’ensemble des groupes 

expérimentaux est découpée au scalpel et est placée dans un tube de 2 mL contenant du 

tampon constitué de 50% de RLT/β-Mercapto-Ethanol (10%) (Qiagen) et de 50% d’eau 

stérile (50 mg.mL
-1

). Le morceau de muscle est ensuite broyé au broyeur à billes (Rescht 

MM300) pendant 4 min à 30 Hz à l’aide de deux billes en céramique de 1 mm de diamètre. 

130 µL de broyat sont récupérés et transférés dans un nouveau tube contenant 10 µl de 

protéinase K (Qiagen), avant d’être incubés 10 min à 55°C au bain marie. 750 µL de QIAzol 

(Qiagen) sont ensuite ajoutés, avant que ne soient ajoutés 150 µL de chloroforme. Le broyat 

tissulaire est centrifugé 15 min à 12 000 g à 4°C, puis 450 µL de la phase aqueuse sont 

prélevés et ajoutés à un iso-volume de chloroforme. Une étape identique de centrifugation est 

effectuée. 350 µL de la phase aqueuse sont alors prélevés pour subir une extraction d’ARNtot 

sur mini-colonne (kit RNeasy, Qiagen) à l’aide de l’automate QIAcube (Qiagen). Une étape à 
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la DNAse est ajoutée au protocole et 50 µL d’éluant sont obtenus. Les concentrations en 

ARNtot sont déterminées comme précédemment et sont présentées dans le tableau 3.V.2. 

 

Tableau 3.V.2. Evolution de la concentration en ARNtot des groupes de l’expérimentation 

« Régénération musculaire en hypoxie ». 

 

J 3 J7 J14 J28
Int-N 0,50 ± 0,03 0,47 ± 0,03 0,47 ± 0,04 0,44 ± 0,03

Int-H 0,57 ± 0,04 0,48 ± 0,02 0,42 ± 0,02 0,41 ± 0,03

Reg-N 2,21 ± 0,06 * 1,41 ± 0,04 * $ # 1,02 ± 0,04 * $ 0,65 ± 0,03 * $

Reg-H 2,32 ± 0,05 * 1,68 ± 0,06 * $ 0,93 ± 0,05 * $ 0,60 ± 0,03 * $ 

Concentration en ARNtot 

(µg,mg
-1 

de muscle)

 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

# différent du groupe H correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

 

V.1.B. Limites des méthodes d’extraction d’ARN total dans un muscle en 

remodelage 

V.1.B.1. Importance de l’étape d’extraction d’ARN total dans l’optimisation 

de la RT-qPCR 

Plusieurs facteurs sont connus pour jouer un rôle dans l’inhibition globale de la RT-

qPCR. Certains de ces inhibiteurs sont présents dans les produits utilisés lors des procédures 

techniques tandis que d’autres sont disséminés dans les échantillons eux-mêmes (Wilson 

1997). Ainsi, le collagène et la myoglobine sont clairement identifiés comme étant des 

inhibiteurs endogènes de la RT-qPCR (Belec, et al. 1998), alors que l’inhibition de la RT-

qPCR est également dépendante de la méthode d’extraction des ARNtot. En effet, des 

inhibiteurs exogènes sont contenus dans le phénol, un produit qui par ailleurs élimine une 

partie des inhibiteurs endogènes hydrophobes, tels que les lipides (Wiedbrauk, et al. 1995). 

L’utilisation de colonnes en silice pour extraire les ARNtot. limite la contamination au phénol 

et favorise l’élimination du collagène (Kemp, et al. 2006) mais en revanche, elle est peu 

efficace pour éliminer les résidus lipidiques. Ceci souligne l’importance de la standardisation 

de l’étape d’extraction des ARNtot dans l’objectif de limiter les inhibitions de RT-qPCR. Il est 
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important de garder à l’esprit qu’une élimination complète de ces inhibiteurs est impossible et 

qu’il faut plutôt envisager d’uniformiser leur action négative sur la RT-qPCR. 

 

V.1.B.2. Evaluation de deux méthodes d’extraction d’ARN total dans un 

muscle en remodelage 

Très récemment, des travaux publiés par le «Pôle Génomique » de l’Institut en 

collaboration avec notre équipe (Pugniere, et al. 2011) (publication présentée en annexe) ont 

démontré que la méthode d’extraction des ARNtot influence le rendement d’extraction, mais 

également la variabilité inter-échantillons de la concentration en ARNtot. En outre, ce travail a 

mis en évidence l’existence d’inhibiteurs de la RT-qPCR au sein des tissus et dans les 

produits utilisés dans l’étape d’extraction des ARNtot. 

Afin de chercher à optimiser la procédure expérimentale utilisée dans ces modèles de 

croissance musculaire, des tests sur deux méthodes d’extraction ont été réalisés sur un pré-

conditionnement d’animaux en régénération. Ces tests expérimentaux ont été effectués avant 

que les échantillons de l’expérimentation « Régénération musculaire en hypoxie » ne soient 

traités en RT-qPCR. 

Brièvement, 10 mg de soléaire intact et une quantité identique de soléaire régénéré 5 

jours après injection de notexine (n = 5 par groupe) ont été broyés séparément comme décrit 

dans le paragraphe V.1.A.2 avant d’être répartis dans un pool « intact » et un autre 

« régénéré ». Les ARNtot étaient ensuite extraits par deux méthodes différentes: 

- une méthode « organique + colonne » qui correspond à la méthode précédemment 

décrite pour l’expérimentation « Régénération musculaire en hypoxie » 

- une méthode « sur colonne » sans étape de pré-extraction au phénol/chloroforme 

Une étape à la protéinase K et à la DNAse étaient également intégrées à ces deux 

procédures. 

Comme l’atteste la figure 3.V.1, la concentration en ARNtot est très largement 

supérieure dans le muscle soléaire régénéré comparativement au muscle intact (P < 0,05), 

mais ces différences inter-groupes sont variables selon la méthode d’extraction. En effet, le 

rendement d’extraction est plus élevé lorsque la méthode « organique + colonne » est utilisée 

dans le muscle intact (+ 74%, P < 0,05), mais ce résultat n’est pas observé pour le muscle 

régénéré (+ 7%, NS). On peut penser qu’en utilisant la méthode « sur colonne », la plus 

grande partie des ARNtot est extraite dans un muscle en régénération, alors que les ARNtot 
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d’un muscle intact seraient moins accessibles et leur extraction optimale nécessiterait 

l’utilisation d’une méthode plus élaborée.  

Ces résultats mettent en évidence que la quantité d’ARNtot présente au niveau tissulaire 

est très augmentée au cours de la régénération musculaire mais que les différences réelles 

entre un muscle intact et régénéré doivent être évaluées à partir d’une méthode d’extraction 

possédant un rendement qui n’est pas influencé par le conditionnement expérimental. Même 

si les variations inter-échantillons de concentration en ARNtot sont plus faibles avec 

l’extraction « sur colonne », cette méthode n’est pas pertinente car elle va surestimer les 

différences réelles de concentration en ARNtot induites par la régénération. Utiliser une 

méthode d’extraction qui entraîne des différences de rendement entre les groupes 

expérimentaux va jouer un rôle délétère sur la qualité et la validité de la quantification des 

niveaux d’ARNm, en particulier lorsque les méthodes de normalisation classiques sont 

inutilisables (et donc incapables de tenir compte de ces variations techniques), ce qui est le 

cas pour une grande partie de l’analyse transcriptionnelle présentée dans cette thèse (voir la 

partie V.4 traitant de la quantification des niveaux d’ARNm).  

Il est important de garder à l’esprit que le rendement d’extraction peut être modulé dans 

un muscle en remodelage (hypertrophie, atrophie, régénération…) et qu’il est nécessaire 

d’utiliser une méthode d’extraction qui tende à avoir un rendement identique entre tous les 

groupes. Pour cette raison, nous préconisons d’utiliser dans les modèles de modulations 

importantes de la masse musculaire une méthode d’extraction « organique + colonne ».  
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Figure 3.V.1. Concentration en ARNtot évaluée à la suite de deux méthodes d’extraction sur 

du soléaire intact et régénéré. 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant, P < 0,05. 

$ différent de la méthode d’extraction « sur colonne » pour le même groupe, P < 0,05. 

 

V.2. La reverse transcription 

La reverse transcription est une étape délicate car une part importante de la variabilité 

technique observée en RT-qPCR est déterminée par la variabilité de son rendement (Bustin 

2005). Il est donc important de bien standardiser la méthode de RT utilisée afin d’optimiser la 

reproductibilité de la qPCR. Cette étape consiste à transcrire les ARNm en ADN 

complémentaires (ADNc), des brins nucléotidiques beaucoup moins fragiles et plus stables 

dans le temps.  

 

V.2.A. Méthode utilisée dans les deux modèles de croissance musculaire 

Une procédure technique identique a été réalisée dans les deux études. La première 

étape consiste à produire un mélange réactionnel de 20 µL constitué : 

- des quatre bases nucléiques dNTPs servant de matériel de construction de l’ADNc 

(0,25 mM) 

- des fragments d’oligonucléotides (oligodT) servant d’amorces capables de se fixer sur 

la queue poly A des ARNm (5 µM) 
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- d’une enzyme de reverse transcription (5 U.µL
-1

) 

- d’inhibiteurs de RNases (2,5 U.µL
-1

) 

- de tampon réactionnel (1x) 

- de MgCl2 (2,5 mM) 

- d’ARNtot préalablement extrait (400 ng) 

- d’eau stérile 

 

Tous les composants réactionnels proviennent du kit Reverse Transcription Core Kit 

(Eurogentec).  

Le mélange réactionnel est ensuite incubé 10 min à 25°C au bain marie (étape de 

stabilisation thermique des ARNm), avant d’être placé à 48°C durant 30 min dans un autre 

bain marie (étape de transcription des ARNm en ADNc). Le mélange est ensuite dénaturé 5 

min à 95°C au bain sec puis est incubé quelques minutes dans la glace. Le mélange est enfin 

dilué au demi avec de l’eau stérile (40 µL final) et conservé à -80°C. 

 

V.2.B. Limites de la reverse transcription à volume constant dans les modèles de 

croissance musculaire sévère 

V.2.B.1. La reverse transcription à volume constant 

Afin de réduire la variabilité inter-échantillons, il est souhaitable que les inhibiteurs 

endogènes et exogènes de la RT-qPCR soient présents en quantité identique dans tous les 

échantillons. En pratique, il est souhaitable de réaliser la RT à partir d’une quantité constante 

d’ARNtot puisque l’efficacité de la reverse transcriptase utilisée lors de la RT serait influencée 

par la concentration en ARNtot du milieu réactionnel (Stahlberg, et al. 2004). Ceci signifie que 

dans ces conditions, les volumes d’acides nucléiques utilisés pour la RT sont variables entre 

les échantillons, du fait des variations de rendement d’extraction des ARNtot et des différences 

potentielles de concentrations tissulaires en ARNtot. Cette méthode de RT est donc critiquable 

puisque la quantité d’inhibiteurs endogènes et exogènes sera très certainement différente entre 

les échantillons. Pour chercher à réduire les différences inter-échantillons de concentration en 

inhibiteurs de RT-qPCR, le « Pôle Génomique » de l’Institut a évalué l’intérêt d’effectuer la 

RT à partir d’un volume constant d’extrait d’ARNtot (Pugniere, et al. 2011). Afin de préserver 

une quantité en ARNtot constante entre les échantillons et ne pas modifier le rendement de 

l’activité de la reverse transcriptase, ces extraits d’acides nucléiques étaient supplémentés 
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avec de l’ARN de transfert de levure. Cette étude publiée, réalisée en collaboration avec notre 

équipe (voir annexe), montre que la RT à volume constant d’éluant d’extraction d’ARNtot 

diminue dans certaines conditions la variabilité de la RT-qPCR. A l’inverse, l’importante 

variabilité de la RT-qPCR observée lorsque la RT est réalisée à quantité constante d’ARNtot 

serait expliquée par la présente d’une quantité variable d’inhibiteurs endogènes et exogènes 

entre les échantillons. Cette forte variabilité dans la quantification d’ARNm serait 

essentiellement induite à l’étape de la RT. 

 

V.2.B.2. Evaluation de la reverse transcription à volume constant dans un 

muscle en remodelage 

Ce précédent travail a permis d’aborder une nouvelle approche méthodologique pour 

chercher à améliorer la quantification d’ARNm en RT-qPCR en parallèle de ce travail de 

thèse. Nous avons tenté d’appliquer cette méthode de RT à volume constant d’ARNtot dans le 

modèle de régénération musculaire 

Ces tests ont été réalisés sur les extraits d’ARNtot présentés dans la partie V.1.B, afin 

d’évaluer l’influence de cette méthode de RT sur ses propres variabilité et inhibition, sur 

l’inhibition et la variabilité spécifiques de la qPCR (évaluation de l’amplification du gène 

alien 14kDa) et sur les niveaux d’expression de gènes cibles. Nos résultats n’ont pas mis en 

évidence d’effets bénéfiques particuliers de cette méthode dans ce contexte de croissance 

musculaire. Par ailleurs, les augmentations importantes des concentrations en ARNtot induites 

par la régénération musculaire nécessitent l’utilisation de quantités d’ARNtot très variables 

entre les échantillons intacts et régénérés, ce qui risque de poser les problèmes suivants : 

- l’activité de la reverse transcriptase est susceptible d’être modifiée et d’être variable 

entre les échantillons, même si l’on tente de limiter cet aspect en supplémentant les 

échantillons avec de l’ARN de transfert de levure. Au final, la variabilité de mesure de 

la qPCR va très probablement être augmentée. 

- les gènes très faiblement exprimés risquent de ne pas être détectables dans les muscles 

intacts. 

 

Pour ces raisons, nous avons décidé de ne pas utiliser cette méthode dans 

l’expérimentation « Régénération musculaire en hypoxie ». En l’état actuel des connaissances 

sur cette méthode, elle semble mal adaptée dans les modèles de croissance musculaire. 
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V.3. Amplification d’ADNc par qPCR 

V.3.A. Principe 

La qPCR consiste à amplifier sélectivement une séquence connue d’ADNc et de 

manière proportionnelle à sa quantité. Pour fonctionner, la qPCR nécessite une ADN 

polymérase qui permet de synthétiser des brins d’ADN complémentaires à partir d’un couple 

d’amorces. Chacune de ces amorces (amorce sens ou forward « F » et amorce anti-sens ou 

reverse « R ») est composée d’une séquence nucléotidique spécifique qui se fixe sur un des 

deux brins de la séquence d’intérêt à amplifier.  

La qPCR est réalisée à l’aide d’un thermocycleur Light Cycler (Roche). Cet appareil 

mesure la fluorescence au niveau des capillaires à chaque cycle d’amplification. Le signal 

fluorescent provient de l’incorporation d’un agent intercalant, le SYBR Green (Roche) dans 

l’ADN double brin. A chaque cycle d’amplification, le signal fluorescent est en théorie 

doublé et le cycle de quantification (Cq) permettant de déterminer la quantité d’ADN présente 

correspond au cycle d’amplification au cours duquel la fluorescence mesurée se différencie du 

bruit de fond. 

 

V.3.B. Amorces et conditions de qPCR 

Les amorces ont été dessinées en tenant compte du découpage exonique des gènes 

d’intérêt. L’emplacement des amorces est choisi de façon à ce qu’elles encadrent un intron 

(intron flanking), c'est-à-dire que la séquence nucléotidique se trouvant entre deux amorces 

soit le complément de deux exons successifs. L’intérêt de cette méthode est d’éviter 

d’amplifier de l’ADN génomique qui n’aurait pas été détruit au moment de l’extraction des 

ARNtot. Tous les couples d’amorces utilisés sont dessinés à l’aide du logiciel Mac Vector 

(Accelrys), et leur spécificité est systématiquement évaluée à partir de l’algorithme Blast, 

proposé dans la base de données de NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). 

Les séquences des différents couples d’amorces et leurs conditions d’utilisation (température 

d’hybridation et concentration) sont présentées dans le tableau 3.V.1 pour l’expérimentation 

« Hypertrophie de surcharge » et dans le tableau 3.V.2 pour l’expérimentation « Régénération 

musculaire en hypoxie ». 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi
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Tableau 3.V.1. Amorces et conditions d’utilisation dans l’expérimentation « Hypertrophie de surcharge en hypoxie ». 

 

Gene 5'-3' sequence (F, R) Reference
Longueur de 

l'amplicon (pb)

Temperature 

d'hybrydation (°C)

Concentration des 

amorces (µM)

Efficacité de qPCR 

(%)

TCAGGTCATCACTATCGGCAATG

TTTCATGGATGCCACAGGATTC

CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC

GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

AGACGGAGCTGAGGGACATCTG

TTTCTGGCTGCGAAGCATTG

CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG

CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG

TGCTCGGGGAGATAGAGTCCAAGTT

TTCAGGGTCATCTGAGTGGCAGGTT

TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG

CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC

GCCACGAACAACTGCGTTGAT 0,4

AGCCCAGCTTCTGCACAACTCTA 0,5

ACGCAGGTCGAATGAAACTGAC

TGGTGGAAGCAGGGTCAAAATC

GCTTGTGCGATGTTACCCAAGAA

TGAAAGTGAGACGGAGCAGCTCT

GGGAACGACCGAGTTCAGACTATC

CCTTCACCTGGTGGCTGTTTTC

GGGCATGATCTTGCTGTAACCTTC

CGTGGAGTGTTCATCACAGTCAAG

AGATTGGATATGGGATTGGTCAAG

CCCCTTTCTTCATAACGCTTGTG

TGTGTGGCAAACGGTGATGTC

TGTCCTTGTCATACGTCCTGAAGAG

0,5

0,5

0,4

0,4

0,4

0,4

0,5

0,5

0,4

0,4

0,5

0,4

BNIP-3 NM_053452 122 57 100

MCIP-1 NM_153724 82 53 91

MURF1 NM_080903 82 57 85

myostatin NM_019151 132 59 91

PGC-1α NM_031347 116 53 86

MAFbx NM_133521 139 58 99

Cyca NM_017101 127 58 94

Tbp NM_001004198 119 56 96

Arbp NM_022402 74 57 96

Pol2ra XM_343922 112 57 96

Ywhaz NM_013011 81 56 93

β-actin NM_031144 95 58 93

Hprt1 NM_012583 123 58 93
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Le mélange réactionnel utilisé pour la qPCR est obtenu à partir d’un kit LightCycler 

Fast Start DNA Master SYBR Green (Roches Applied Science). Chaque capillaire constitué 

d’un volume final de 20 µL contient : 

- 0,25 ou 0,5 µL d’ADNc pur, ce qui correspond à 5 µL de RT/20 (15 unités) ou 5 µL 

de RT/10 (30 unités) 

- 4 mM de MgCl2 

- 0,4 à 0,8 µM d’amorces 

- 2 µL d’enzyme polymérase Taq-SYBR Green 

 

L’ADNc est ensuite amplifié pendant 50 cycles de qPCR. Chaque cycle de qPCR est 

constitué des trois étapes suivantes: 

 une étape de dénaturation de 20 sec à 95°C pour séparer les deux brins d’ADN. 

 une étape d’hybridation, généralement de 5 sec, à une température précise calculée 

en fonction de la taille des amorces et de leur contenu en bases fortes (G et C). 

Cette température initiale est ensuite adaptée pour réaliser la qPCR dans des 

conditions optimales. Cette température est présentée dans les tableaux 3.V.1 et 

3.V.2. 

 une étape d’élongation à 72°C, généralement de 8 sec pour synthétiser les deux 

brins d’ADNc par la Taq polymérase à partir des amorces. Pour certains produits 

de PCR très courts, la durée peut être diminuée (temps (sec) = nombre de bases du 

produit / 25). 

 

De manière systématique après chaque qPCR, la courbe de fusion est vérifiée pour 

évaluer la spécificité du produit amplifiée et l’absence de produits aspécifiques. 
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Tableau 3.V.2. Amorces et conditions d’utilisation dans l’expérimentation « Régénération musculaire en hypoxie ». 

 

Gene 5'-3' sequence (F, R) Reference
Longueur de 

l'amplicon (pb)

Temperature 

d'hybrydation (°C)

Concentration des 

amorces (µM)

Efficacité de qPCR 

(%)

CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC

GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG

CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG

GCCACGAACAACTGCGTTGAT

AGCCCAGCTTCTGCACAACTCTA

CTGCCACGCAGGATTCTTTCTAAG

AAGATAACCAGAGGCAACAGCACG

ACGCAGGTCGAATGAAACTGAC

TGGTGGAAGCAGGGTCAAAATC

GCTTGTGCGATGTTACCCAAGAA

TGAAAGTGAGACGGAGCAGCTCT

GGGAACGACCGAGTTCAGACTATC

CCTTCACCTGGTGGCTGTTTTC

AGATTGGATATGGGATTGGTCAAG

CCCCTTTCTTCATAACGCTTGTG

GACTTTAACTACAATTTTAGCTCCCTGAT

TTGGCCCTGGTCTCACTTTC

CGCAGTGCCATCCAGTACATTG

CGCTGTGGGAGTTGCATTCAC

CTCACTGCTCTTGTGACAGCAAAG

CAGGAAGGGTCGGTTCATGTC

0,8 100

TGF-β1 NM_021578 113 57 0,8 82

myogenine NM_017115133 133 57

0,8 96

MCIP-1 NM_153724 80 56 0,8 86

BNIP-3 NM_053452 122 57

82 56 0,4

Tbp NM_001004198 119 58

PGC-1α NM_031347 116

0,8

53

86

89

MAFbx NM_133521 139 54 0,8 98

MURF1 NM_080903

0,4

TNFR1 NM_013091 156 59 0,4 89

Arbp NM_022402 74 55 0,8 104

87

Hprt1 NM_012583 123 56 0,8 115
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V.4. Quantification des niveaux d’ARNm 

V.4.A. Principes de la quantification et utilisation de la normalisation à gènes 

multiples 

Pour quantifier le niveau d’un ARNm cible, il est nécessaire de normaliser la quantité 

absolue déterminée (conversion exponentielle du Cq) par une valeur de référence.  

La quantité absolue d’un ARNm est obtenue de la manière suivante : 

Quantité absolue = (1 + E) 
Cq calibrateur – Cq échantillon

 

E correspond à l’efficacité de la qPCR et est déterminée au cours de la mise au point des 

conditions d’utilisation du couple d’amorces sur un pool des échantillons de 

l’expérimentation. Elle est calculée à. partir de la pente de la courbe présentant le Cq en 

fonction du logarithme de la concentration en ADNc du gène d’intérêt dans les conditions de 

qPCR retenues (Peinnequin, et al. 2004). Le calibrateur est un mélange d’ADNc de 

l’ensemble des échantillons de l’expérimentation. Il permet de comparer les valeurs de Cq 

d’un même ARNm entre plusieurs qPCR différentes.  

La méthode de normalisation par des gènes de référence est la stratégie la plus 

fréquemment utilisée en biologie moléculaire pour évaluer les variations de niveaux d’ARNm 

cibles entre des groupes expérimentaux (Huggett, et al. 2005). L’intérêt de cette méthode est 

de s’affranchir des différences techniques introduites durant les étapes de la RT-qPCR, 

notamment des variations de rendements d’extraction d’ARNtot et de RT, ainsi que des erreurs 

de pipetage consécutives aux différences étapes de la RT-qPCR (broyage tissulaire, extraction 

d’ARNtot, RT et qPCR). L’objectif est donc de sélectionner des gènes de référence dont 

l’expression intracellulaire est similaire entre les échantillons. Les variations observées au 

niveau de la quantification absolue de ces gènes ne seraient alors dues qu’aux variations 

techniques introduites durant la procédure technique. Des études récentes ont mis en évidence 

que l’expression de gènes de référence classiquement utilisés pour normaliser peut être 

modulée de manière conséquente dans les cellules et tissus en réponse à des adaptations 

physiologiques ou sous l’influence des conditions expérimentales (Koch, et al. 2002; Dheda, 

et al. 2004 ). Par conséquent, l’utilisation d’un gène de référence unique n’est pas pertinente 

dans l’objectif d’une quantification d’ARNm fiable et précise. Une méthode de normalisation 

plus robuste et couramment utilisée en biologie moléculaire consiste à sélectionner plusieurs 

gènes de référence en se basant sur leur stabilité relative.  
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Parmi les différentes méthodes de normalisation à gènes multiples (Vandesompele, et 

al. 2002; Andersen, et al. 2004 ; Pfaffl, et al. 2004 ), nous avons fait le choix d’utiliser la 

méthode développée par Vandesompele et al. (2002), qui analyse et sélectionne les gènes de 

référence à partir du logiciel geNorm, disponible gratuitement sur internet. Le mode 

opératoire de ce logiciel est basé sur les trois étapes suivantes : 

 La première étape consiste à classer les gènes potentiels à partir de leur stabilité relative. 

La stabilité relative de deux gènes A et B est définie comme la variabilité (écart-type 

après transformation logarithmique) du rapport du niveau d’expression des deux gènes 

dans l’échantillonnage (VAB). La transformation logarithmique est nécessaire pour 

obtenir des valeurs identiques VAB et VBA. La stabilité relative d’un gène A (MA) au sein 

d’un groupe de gènes de référence correspond à la moyenne arithmétique des valeurs 

VAX, où X représente l’ensemble des autres gènes. Pour un nombre n de gènes allant de 

A à N, MA = (VAB + VAC + …+ VAN) / (n-1). La stabilité moyenne M d’un groupe de 

gènes est définie comme la moyenne arithmétique des MX valeurs. Les gènes sont alors 

présentés sur un graphique et classés du plus stable au moins stable par rapport aux 

autres gènes (figure 3.V.3A). 

 L’étape suivante évalue le nombre de gènes nécessaires pour valider la normalisation. 

Le nombre de gènes sélectionnés est considéré comme suffisant lorsque l’ajout du gène 

suivant (c'est-à-dire le gène positionné juste après en termes de stabilité relative) n’a pas 

d’effet sur la normalisation. Le nombre de gènes nécessaires est déterminé en utilisant la 

variation par pairs entre la normalisation utilisant les n et les n + 1 gènes les plus stables 

(Vn/n + 1) (figure 3.V.3B). Les valeurs Vn/n + 1 sont calculées à partir de la formule utilisée 

pour évaluer la stabilité relative de deux gènes (VAB). La valeur seuil en dessous de 

laquelle il n’est pas nécessaire d’inclure un gène supplémentaire est fixée à 0,15 

(Vandesompele, et al. 2002).  

 La dernière étape consiste à calculer la valeur du facteur de normalisation (NF) pour 

tous les échantillons. Elle correspond au rapport entre la moyenne géométrique (MG) du 

niveau de chaque gène sélectionné (quantité absolue) pour un échantillon et la MG du 

niveau de ces gènes (quantité absolue) pour tout l’échantillonnage. Ce mode de calcul 

explique que le NF soit sans dimension. 

La quantification relative d’un ARNm est alors déterminée de la manière suivante : 

Quantité relative d’un ARNm = quantité absolue d’un ARNm / NF 
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Le NF est un concept mathématique, mais il est possible de le définir d’un point de vue 

physiologique (en admettant que les variations techniques sont semblables entre les groupes 

expérimentaux) comme le barycentre de l’expression transcriptionnelle de gènes contrôlant 

l’homéostasie cellulaire dans un volume cellulaire ou une masse tissulaire donné(e). Or, le NF 

est par défaut déterminé dans une quantité donnée d’ARNtot (NFARN) puisque la RT est 

habituellement effectuée à partir d’une quantité constante d’ARNtot. (Stahlberg, et al. 2004). 

Au bout du compte, utiliser le NF déterminé dans une quantité donnée d’ARNtot ne pose 

aucun problème pour la quantification si la concentration en ARNtot des échantillons 

biologiques est similaire entre les groupes expérimentaux. Les ARNm devraient alors être 

quantifiés de la façon suivante :  

Niveau d’un ARNm cible = conversion exponentielle du Cq de l’ARNm cible (pour une 

quantité donnée d’ARNtot) / NFARN (équation 1). 

Si des variations de la concentration en ARNtot entre les groupes expérimentaux sont 

mises en évidence, il est nécessaire de convertir le NFARN de chaque échantillon en NF 

déterminé dans une masse tissulaire donnée (NFtissu), en multipliant le NFARN par la 

concentration en ARNtot. La validation du NF n’est alors possible que si le NFtissu est similaire 

entre les conditions expérimentales (voir les exemples présentés dans la figure 3.V.2A). Dans 

ce contexte, la quantification des ARNm devrait être opérée de la manière suivante : 

Niveau d’un ARNm cible = conversion exponentielle du Cq de l’ARNm cible (pour une 

masse tissulaire donnée) / NFtissu (équation 2). 

Il est important de noter que l’équation 2 est équivalente à l’équation 1 puisque la 

concentration en ARNtot est un facteur commun du numérateur et du dénominateur dans 

l’équation 2. Si l’équation 1 est utilisée dans le cas de figure où des variations inter-groupes 

de la concentration en ARNtot sont mises en évidence, ce qui est tout à fait envisageable, le 

NFARN ne sera pas constant entre les groupes (situation 6 de la figure 3.V.2B). 
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Figure 3.V.2. Les pièges à éviter dans l’utilisation du facteur de normalisation. A) 

Représentation schématique des différents cas de figure susceptibles de modifier la valeur du 

NF et de poser des problèmes d’interprétation dans une situation de croissance musculaire. B) 

Exemple de deux situations présentant un niveau d’ARNm cible identique. 

Le cercle représente une quantité fixe de tissu musculaire.  

 

Figure A 

1 : Situation de référence dans un muscle contrôle. 

2 : La concentration en ARNtot et NFARN sont identiques à 1. NFtissu est donc inchangé. 

3 : La concentration en ARNtot est doublée et NFARN est identique à 1. NFtissu est donc doublé. 

4 : La concentration en ARNtot est identique à 1 et NFARN est doublé. NFtissu est donc doublé. 

5 : La concentration en ARNtot et NFARN sont doublés. NFtissu est donc quadruplé. 

6 : La concentration en ARNtot est doublée et NFARN est divisé par deux. NFtissu est donc 

inchangée. 

Dans la situation 3, si NFARN n’était pas converti en NFtissu, ce NF pourrait être identifié 

comme valide, ce qui n’est pas le cas. A l’inverse, dans la situation F, NFtissu est valide, mais 

sans la conversion, ce NF serait éliminé. 

 

Figure B 

La situation de référence 1 et la situation expérimentale 2 présentent un niveau d’ARNm cible 

identique. NFtissu est semblable entre les deux conditions, ce qui a permis de valider le NF 

dans la situation 2. En revanche, NFARN dans la situation 2 correspond à 50% de NFARN de la 

situation 1. Cet exemple met en évidence que  les équations 1 et 2 présentées dans le texte de 

la partie V.2 sont toutes les deux valides, du moment que l’absence de différences inter-

groupes pour NFtissu ait été préalablement vérifiée. 
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V.4.B. La quantification des ARNm en RT-qPCR utilisée dans les modèles de 

croissance musculaire 

Les données de la littérature sur les études in vivo ayant mené une analyse de transcrits 

par RT-qPCR dans le domaine de la croissance musculaire soulèvent deux problèmes 

majeurs. D’une part, les niveaux d’ARNm cibles ne sont généralement normalisés qu’avec un 

seul gène de référence (McClung, et al. 2005 ; Yamaguchi, et al. 2006 ; McCarthy and Esser 

2007 ; Sakuma, et al. 2008 ; Choi, et al. 2009), qui plus est parfois un gène codant pour une 

protéine du cytosquelette (Hyatt, et al. 2008) ou du sarcomère (Thompson, et al. 2006), des 

protéines structurales dont l’expression pourrait être amenée à fortement augmenter au cours 

de la croissance des myofibres. D’autre part, une augmentation de la concentration en ARNtot 

est souvent rapportée dans les situations de croissance musculaire (Adams, et al. 1999 ; Lee, 

et al. 2003a ; Heinemeier, et al. 2007) mais n’est malheureusement jamais évoquée et prise en 

compte dans ces études n’utilisant qu’un gène de référence. Ceci signifie que le niveau 

d’ARNm du gène de référence est déterminé par unité d’ARNtot, et non pas par unité de tissu. 

La difficulté d’identifier des gènes de référence constants a déjà été abordée dans un modèle 

d’hypertrophie musculaire (Heinemeier, et al. 2007). Afin d’éviter de biaiser leurs résultats 

expérimentaux avec l’utilisation de gènes de référence dont l’expression était modulée par les 

signaux hypertrophiques, ces auteurs ont choisi de ne pas normaliser les ARNm cibles, mais 

de les exprimer par unité de tissu en tenant compte de la concentration en ARNtot. La limite de 

cette méthode est qu’elle ne permet pas de s’affranchir des différences techniques introduites 

durant les étapes de la RT-qPCR. 
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Figure 3.V.3. A) Stabilité moyenne (M) de la combinaison de sept gènes de référence potentiels. B) Analyse de la variation par pair (Vn/n + 1) 

entre les facteurs de normalisation NFn et NFn + 1. 

β-actin, beta-actine; Hprt1, hypoxanthine phosphoribosyltransferase; Ywhaz, tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation 

protein, zeta polypeptide; Arbp, acidic ribosomal phosphoprotein P0; Pol2ra, RNA polymerase II polypeptide A; CycA, Cyclophilin A; Tbp, 

TATA box binding protein. 
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V.4.C. Les pièges de la quantification d’ARNm dans le modèle de surcharge  

Dans le laboratoire, la méthode de normalisation à gènes multiples est utilisée depuis 

plusieurs années et ne semblait jamais avoir posée de problèmes auparavant. L’application de 

cette méthode dans les situations de croissance musculaire nous a confrontés à d’importantes 

difficultés d’analyse. Cette réflexion sur la normalisation dans les situations de croissance 

musculaire a fait l’objet d’une publication scientifique dans la revue internationale 

Physiological Genomics. Cet article est présenté en annexe. Dans cette étude, nous avons 

montré que l’utilisation de geNorm dans la situation de surcharge fonctionnelle induite par 

l’ablation des muscles agonistes comporte deux limites méthodologiques : 

 Des gènes peuvent être sélectionnés par geNorm à partir de leur stabilité relative 

sans pour autant qu’ils soient exprimés de manière constante entre les groupes 

expérimentaux. 

Pour geNorm, un gène est défini comme stable par rapport à d’autres gènes lorsque son 

expression est modulée de manière homogène par rapport à celle des autres gènes pour 

chaque échantillon. En d’autres termes, un gène stable par rapport aux autres gènes se 

comporte globalement de la même manière que les autres gènes dans l’ensemble de 

l’échantillonnage. Cependant, la méthode mathématique de sélection des gènes ne vérifie pas 

si l’expression des gènes est constante entre les échantillons. 

Au cours de l’expérimentation « Hypertrophie de surcharge en hypoxie », nous avons 

évalué un grand nombre de gènes de référence avant de pouvoir trouver une combinaison de 

gènes validée par le logiciel. L’ensemble des résultats présentés ici ne fait référence qu’aux 

groupes de rats normoxiques nourris ad libitum des temps expérimentaux J5 et J12. Les 

résultats présentés dans la figure 3.V.3 montrent que la meilleure configuration de gènes est 

obtenue à partir des six gènes les plus stables entre eux (Hprt1, Tbp, Arbp, Pol2ra, Cyca et 

Ywhaz) (V5/6 = 0,106) mais que la combinaison des quatre gènes les plus stables (Hprt1, Tbp, 

Arbp, Pol2ra) est suffisante pour être validée par geNorm (V3/4 = 0,127). 

Nous avons ensuite évalué les facteurs de normalisation dans ces deux configurations. 

Les résultats présentés dans la figure 3.V.4 mettent en évidence que les NF sont validés par 

geNorm malgré le fait qu’ils soient très largement supérieurs dans les muscles Ov, en 

particulier à J5. Le NF est augmenté au cours de l’hypertrophie de surcharge lorsque ce 

facteur est calculé à partir des quatre gènes les plus stables (NF4) (figure 3.V.4B), et cette 

augmentation est encore plus marquée lorsque le NF est calculé à partir de la meilleure 

combinaison de gènes de référence (NF6) (figure 3.V.4A).  
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 Le NF est une valeur de référence qui doit être constante entre les groupes 

expérimentaux pour être valide. D’un point de vue physiologique, ce facteur 

nécessite d’être déterminé dans une quantité donnée de tissu, et non dans une 

quantité fixe d’ARNtot. 

NF est calculé à partir de la moyenne géométrique de plusieurs gènes de référence. Ce 

calcul mathématique est sensé gommer les variations d’expression de chacun des gènes de 

référence inhérentes au conditionnement expérimental afin d’obtenir des valeurs constantes 

entre les groupes expérimentaux. Le NF peut donc être un témoin de l’expression génique 

globale au niveau cellulaire. Physiologiquement, il est donc important de concevoir le NF 

dans un volume cellulaire fixe ou une quantité définie de tissu. Comme illustré dans le tableau 

3.V.1, la concentration en ARNtot est fortement augmentée par le stimulus hypertrophique 

dans le modèle de surcharge fonctionnelle. Ceci nécessite de convertir le NF déterminé dans 

une quantité fixe d’ARNtot (NFARN) en NF déterminé dans une masse donnée de tissu (NFtissu), 

en tenant compte des concentrations en ARNtot. Les différences observées entre les groupes 

Ov et Ct pour NF6 et NF4 sont donc accentuées lorsque l’on évalue les NFtissu (figure 3.V.4). 

Ces résultats soulignent que l’ensemble des gènes de référence étudiés est surexprimé 

dans ce modèle de croissance musculaire. L’utilisation de cette méthode de normalisation est 

peu judicieuse pour comparer des muscles Ov et Ct, car elle va conduire à sous-estimer 

l’expression réelle des ARNm cibles dans les groupes Ov. Comme nous l’expliquons dans 

l’article présenté en annexe, lorsqu’il est impossible d’obtenir des NFtissu constants entre les 

groupes, il est plus pertinent d’exprimer les niveaux d’ARNm cibles par unité de tissu 

(quantification absolue), sans normalisation interne. Les variations techniques ne sont certes 

pas prises en compte, mais cette quantification n’aboutira pas à des résultats erronés. En 

revanche, cette méthode entraînera certainement une augmentation de la variabilité intra-

groupe des niveaux d’ARNm, la rendant moins sensible aux variations inter-groupes.  

 

En définitive, la méthode de normalisation à gènes multiples n’est pas appropriée 

lorsque les NFtissu obtenus à partir de gènes de référence stables ne sont pas constants entre les 

groupes expérimentaux. Dans ce cas, il est plus judicieux de quantifier les ARNm cibles par 

unité de tissu, sans normalisation interne. En revanche, il est tout à fait envisageable d’utiliser 

cette méthode de normalisation pour évaluer l’influence de l’hypoxie chez les groupes Ct et 

les groupes Ov, mais uniquement dans le cas où les NFtissu ne sont pas affectés par le 

conditionnement environnemental (hypoxie et restriction alimentaire). 
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Figure 3.V.4. A1, B1 : facteurs de normalisation déterminés à partir d’une quantité fixe 

d’ARNtot, pour les six gènes (NF6ARN) et les quatre gènes les plus stables (NF4ARN), 

respectivement. A2, B2 : facteurs de normalisation déterminés à partir d’une quantité fixe de 

tissu, pour les six (NF6tissu) et les quatre gènes les plus stables (NF4tissu), respectivement. 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe contrôle correspondant, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

 

V.4.D. Quantification des niveaux d’ARNm dans l’expérimentation 

« Hypertrophie de surcharge en hypoxie » 

Dans cette étude, nous ne sommes pas parvenus à sélectionner des gènes stables (selon 

geNorm) dont l’expression générale (évaluée à partir du NF) n’était pas modulée par la 
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surcharge fonctionnelle et par le temps dans les muscles hypertrophiés. Pour cette raison, nous 

avons décidé d’abandonner la méthode de normalisation interne pour comparer les niveaux 

d’ARNm cibles entre 1) les muscles Ct et Ov et 2) les muscles Ov des temps expérimentaux 

J5 et J12. Pour évaluer les différences entre ces groupes, les niveaux d’ARNm sont exprimés 

en quantité absolue par unité de tissu, en tenant compte des variations de concentrations en 

ARNtot. 

En revanche, les NF n’étaient pas affectés par l’hypoxie dans les groupes Ct et Ov au 

cours des deux temps expérimentaux. Pour évaluer l’influence de l’exposition hypoxique dans 

1) les muscles Ct, 2) les muscles Ov à J5, et 3) les muscles Ov à J12, les niveaux d’ARNm 

sont normalisés avec Tbp, Hprt1, Arbp et Pol2ra (V3/4 inférieur à 0,15 dans l’ensemble de ces 

conditions). 

 

V.4.E. Quantification des niveaux d’ARNm dans l’expérimentation 

« Régénération musculaire en hypoxie » 

Dans cette expérimentation qui s’est déroulée dans la seconde partie de la thèse, nous 

avons globalement été confrontés aux mêmes problèmes de normalisation. Quatre gènes de 

référence ont été évalués dans l’ensemble des groupes expérimentaux (Arbp, Hprt1, Tbp, 

TNFR1) et les NF obtenus à partir de ces gènes étaient très largement supérieurs dans les 

muscles régénérés, en particulier à J3. Contrairement à l’étude précédente, les NF étaient 

également modulés de manière significative par l’hypoxie dans les muscles Reg à J7. De ce 

fait, les niveaux d’ARNm sont quantifiés en absolu par unité de tissu, en tenant compte des 

variations de concentrations en ARNtot. 

 

VI. Evaluation biochimique du phénotype musculaire 

VI.1. Electrophorèse des MHC 

Cette analyse a pour objectif d’évaluer la distribution des différentes isoformes de MHC 

présentes dans le muscle. Le protocole de cette technique de référence est bien décrit dans la 

littérature (Agbulut, et al. 1996). 
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VI.1.A. Extraction 

Une tranche complète de muscle (10 à 20 mg pour le plantaris et environ 5 mg pour le 

soléaire) est découpée au scalpel et diluée dans 7 volumes de tampon d’extraction spécifique 

(solution d’eau ultrapure avec 0,3 M de NaCl, 0,1 M de NaH2PO4, 0,05 M de Na2HPO4, 0,01 

M de Na4P2O7, 1 mM de MgCl2-6H2O, 10 mM d’EDTA, 1,4 mM de β-Mercapto-Ethanol, pH 

= 6,5). Le muscle est ensuite dilacéré et incubé 24 h à 4°C. L’extrait est ensuite centrifugé à 

13 500 g pendant 15 min à 4°C, puis le surnageant prélevé est dilué au demi dans du glycérol 

afin de faciliter la séparation des différentes isoformes de MHC. Les extraits sont ensuite 

conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

 

VI.1.B. Séparation des isoformes de MHC 

Du tampon de charge contenant 5% de β-Mercapto-Ethanol est utilisé pour diluer les 

extraits protéiques avant leur dépôt. Les dilutions utilisées varient en fonction du muscle 

(plantaris ou soléaire), des durées d’application de la surcharge fonctionnelle et des temps de 

récupération post-lésionnels (tableau 3.VI.1). Les échantillons dilués sont ensuite chauffés au 

bain sec pendant 8 min à 95°C.  

10 µL d’extrait dilué sont ensuite déposés dans les puits du gel d’électrophorèse. Un 

échantillon témoin contenant l’ensemble des isoformes de MHC est déposé sur chaque gel 

d’électrophorèse afin d’évaluer la qualité de la séparation des bandes de MHC. La 

composition des gels de concentration et de séparation est différente de celle des gels utilisés 

en Western Blot, en particulier du fait de la présence de glycérol (tableau 3.IV.2). Les gels de 

0,75 mm d’épaisseur sont ensuite positionnés dans des cuves Mini-Protean II (Biorad). Le 

tampon de migration intérieur est du TGS 1x (Biorad) et le tampon de migration extérieur est 

du TGS 0,5x (Biorad). 84 µL de β-Mercapto-Ethanol sont également ajoutés dans le tampon 

de migration intérieur pour favoriser la destruction des ponts disulfures des protéines. La 

migration est réalisée à 72 V pendant 31 h à 4°C. 
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Tableau 3.VI.1. Dilution des échantillons pour électrophorèse des isoformes de MHC. 

 

Muscle Groupe Dilution

Contrôle 1/400

Overload J5 1/100

Overload J12 1/200

Overload J56 1/250

Intact 1/300

Régénéré J3 1/20

Régénéré J7 1/150

Régénéré J14 1/150

Régénéré J28 1/300

Plantaris

Soléaire

 

 

VI.1.C. Coloration des protéines au nitrate d’argent 

La technique de coloration au nitrate d’argent est constituée des étapes suivantes : 

 L’étape de Fixation. Les gels sont incubés dans une solution de fixation (45% de 

méthanol, 10% d’acide acétique et 0,5 mL.L
-1

 de formaldéhyde 37%) pendant une 

durée comprise entre 3 et 72h.  

 L’étape de prétraitement. Après trois lavages successifs de 20 min dans une solution 

d’éthanol à 50%, les gels déshydratés et devenus blanchâtres sont agités pendant 45 

sec dans une solution de thiosulfate de sodium à 0,2 g.L
-1

.  

 L’étape de coloration. Après trois rinçages de 20 sec à l’eau ultrapure, les gels sont 

placés pendant 30 min dans une solution de coloration composée de 2 g.L
-1

 de nitrate 

d’argent et de 0,75 mL.L
-1

 de formaldéhyde 37%.  

 L’étape de développement. Après trois rinçages de 20 sec à l’eau ultrapure, les gels 

sont mis en contact avec une solution de développement contenant 60 g.L
-1

 de 

carbonate de sodium, 0,5 mL.L
-1

 de formaldéhyde 37% et 4 mg.L
-1

 de thiosulfate de 

sodium. Les bandes des différentes isoformes de MHC apparaissent alors 

progressivement en quelques minutes. Avant que les bandes ne deviennent saturées, la 

solution de développement est éliminée et la réaction est arrêtée dans la solution de 

fixation (sans formaldéhyde), laquelle sert également à conserver les gels. 
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VI.1.D. Quantification 

Les gels sont ensuite numérisés par un scanner (GS800 Biorad) et les différentes 

isoformes sont quantifiées de manière relative par densitométrie à l’aide du logiciel Quantity 

One (Biorad). La somme des pourcentages des différentes isoformes est donc égale à 100. La 

distribution des isoformes de MHC pour l’échantillon témoin est comparée entre les différents 

gels pour vérifier la bonne reproductibilité de la technique. 

 

VI.2. Analyses des activités enzymatiques 

L’activité d’une enzyme est déterminée à partir de la quantité de substrat que l’enzyme 

est capable de transformer par unité de temps dans des conditions expérimentales bien 

définies (pH, température, concentration du substrat, dilution de l’échantillon). L’analyse des 

activités enzymatiques est réalisée par spectrophotométrie. Cette technique consiste à suivre 

la cinétique d’évolution d’un produit ou d’un réactif grâce à son spectre d’absorption 

spécifique, localisé dans le domaine du visible. 

 

VI.2.A. Extraction des enzymes 

Une coupe transversale de muscle (10 à 20 mg pour le plantaris et 5 à 8 mg pour le 

soléaire) est découpée au scalpel et diluée dans 19 volumes de tampon d’extraction spécifique 

(solution d’eau ultrapure avec 5 mM d’HEPES [Acide N-(2-hydroxyéthyl)piperazine-N’-2-

éthanesulfonique], 1 mM d’EGTA, 0,1% de Triton, et 1 mM de DTT ajouté 

extemporanément ; pH = 8,7), avant d’être broyée par agitation avec des billes jetables (2 min 

à 30 Hz dans le broyeur Rescht MM300). Les broyats tissulaires sont ensuite incubés à 4°C 

pendant une heure avant d’être congelés à -80°C. Cette extraction enzymatique permet 

d’évaluer l’activité de la CS, la COX et la LDH. 

 

VI.2.B. Mesure de l’activité de la citrate synthase 

L’activité de la citrate synthase est évaluée à partir de la mesure de l’apparition de l’ion 

mercaptide (C6O4S
2-

), qui absorbe à une longueur d’onde 412 nm. Cette mesure est réalisée à 

partir du couplage des deux réactions suivantes : 
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Acétyl-CoA + Oxaloacétate + H2O Citrate + Co-enzymeA + H+
CS

Co-enzymeA-SH  + DTNB Co-enzymeA-S + C6O4S2- + H+

 

 

Pour chaque série de mesures, une cuve contenant 1 mL de tampon d’extraction est 

présente dans le dernier emplacement du spectrophotomètre afin de contrôler la stabilité de la 

mesure au cours de l’expérimentation.  

Une première mesure de 3 min à 30°C est réalisée dans des cuves de 1,5 mL contenant 

940 µL de tampon de mesure (810 µL d’eau ultrapure, 100 µL de DTNB Ellman’s [5.5’-

dithiobis-(2-Nitrobenzoic acide)] à 10 mM dans du Tris-HCl à 1 M, et 30 µL d’actélyl-CoA à 

10 mM) et 10 µL d’échantillon dilué (1/5 pour le plantaris et 1/4 pour le soléaire). Cette 

mesure sans réactif permet d’obtenir l’état initial de la réaction (pente 1). 

La réaction est ensuite initiée par l’ajout de 50 µL d’oxaloacétate à 10 mM et 

l’apparition de l’ion mercaptide est évaluée pendant 3 min. L’évolution de l’absorbance 

permet de déterminer la pente 2.  

L’activité de la CS est déterminée en unités internationales par gramme de poids frais 

(UI.g
-1

) à partir de la loi de Beer-Lambert: 

CS (UI) = [pente 2 – pente 1) x 10
6
] / (∑ x A x B x C) 

 

∑ = coefficient d’extinction molaire de l’ion mercaptide = 13 600 L.mol
-1

.cm
-1

 

A = dilution de l’extrait dosé 

B = Dilution de l’extrait lors du dosage = 1/100 

C = concentration massique de l’échantillon = 50 mg.mL
-1

 

 

VI.2.C. Mesure de l’activité de la cytochrome c oxydase 

Cette analyse enzymatique n’a été réalisée que dans l’expérimentation « Hypertrophie 

de surcharge en hypoxie ». L’activité de la cytochrome c oxydase (COX) est évaluée à partir 

de la mesure de la disparition du cytochrome c réduit, qui absorbe à une longueur d’onde de 

550 nm et qui possède un coefficient d’extinction molaire égal à 18 500 L.mol
-1

.cm
-1

. Les 

mesures sont réalisées à 30°C durant 3 min à 550 nm dans des cuves de 1,5 mL.  
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Cyt c réduit + O2

COX
Cyt c oxydé + H2O

 

 

La première étape consiste à mesurer l’absorbance de 1 mL de solution de cyt c (50 µM 

de cyt c de cheval, 25 mM de K2HPO4, pH = 7,4) réduit à 90%. On obtient alors l’état initial 

de la réaction (pente 1). Ce niveau de réduction est atteint lorsque l’ajout progressif de 

dithionite de sodium permet d’obtenir une absorbance correspondant à 90% de celle de la 

solution de cyt c totalement réduit. Une cuve de référence contenant 1 mL de solution de cyt c 

totalement oxydé (50 µM de cyt c de cheval, 25 mM de K2HPO4, 10 mg de ferricyanure de 

potassium, pH = 7,4) est également placée dans le spectrophotomètre.  

La seconde mesure est réalisée après l’ajout de 40 µL d’échantillon dilué au 1/5. La 

variation de l’absorbance permet de calculer la pente 2. 

L’activité de cette enzyme est déterminée en IU.g
-1

 à partir de la loi de Beer Lambert 

décrite dans l’analyse de l’activité de la CS. 

 

VI.2.D. Mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase 

Cette analyse enzymatique n’a été réalisée que dans l’expérimentation « Régénération 

musculaire en hypoxie ». L’activité de la LDH est évaluée à partir de la variation de 

l’absorbance induite par la disparition de son co-enzyme, le NADH,H
+
. Ce dernier absorbe à 

une longueur d’onde de 340 nm et son coefficient d’extinction molaire est égal à 6 220 L.mol
-

1
.cm

-1
. L’activité de cette enzyme est évaluée à partir de la réaction suivante : 

Pyruvate + NADH,H+ Lactate + NAD
LDH

 

 

Les mesures sont réalisées à 30°C durant 3 min à 340nm dans des cuves de 4 mL. 

La première mesure évalue l’absorbance d’un mélange de 3 mL de tampon phosphate 

(34,1 mM de K2HPO4, 7,35 mM de KH2PO4, 0,63 mM de pyruvate de sodium, pH 7,5) et de 

50 µL de tampon de substrat (14,1 mM de NADHNa2 et 118,9 mM de NaHCO3). Cette étape 

correspond à l’état initial de la réaction (pente 1). La cuve de référence contient 3,05 mL de 

tampon phosphate. 
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La seconde mesure permet de déterminer la variation de l’absorbance après l’ajout de 

20 µL d’échantillon dilué au 1/10 dans le tampon phosphate. La pente 2 est déterminée à 

partir de l’évolution de l’absorbance entre le début et la fin de la réaction. 

L’activité de cette enzyme est déterminée en IU.g
-1

 à partir de la loi de Beer Lambert 

décrite dans l’analyse de l’activité de la CS. 

 

VI.2.E. Quantification des isoformes de la LDH 

La LDH est présente sous différentes isoformes. Il est possible de déterminer l’activité 

spécifique de chaque isoforme à partir de l’activité de la LDH totale et de leur pourcentage de 

répartition déterminé par électrophorèse. La séparation des 5 tétramères de la LDH est 

effectuée par électrophorèse sur un gel d’agarose à 1% (kit Titan gel LDH isoenzymes, 

Helena Biosciences). Le réactif de coloration contient des substrats (NAD et lactate) en excès, 

ce qui facilite la formation de pyruvate. Ce réactif est également composé de phénazine 

méthosulfate qui initie la réaction en cascade d’après le couplage enzymatique suivant :  

Lactate + NAD Pyruvate + NADH,H+

NADH,H+ + sels de tétrazolium

Phénazine méthosulfate

LDH

NAD + Formazan
 

 

Ce couplage enzymatique conduit à la formation de formazan, un produit observable à 

la lumière visible, dont la formation est proportionnelle à celle du pyruvate formé et donc à 

l’activité de la LDH présente au niveau de chaque tétramère séparé.  

1 µL d’extrait pur est déposé au centre du gel, avant que celui-ci ne soit disposé en pont 

entre les deux compartiments de la cuve de migration (Titan gel LDH, Helena Biosciences) 

contenant chacun 40 mL de tampon d’électrophorèse fourni dans le kit. Une migration de 30 

min à 100 V est alors effectuée. 

1 mL de réactif de coloration fourni dans le kit est ensuite étalé sur le gel avant que 

celui-ci ne soit placé dans une étuve à 45°C pendant 25 min. Le gel développé est alors rincé 

dans une solution d’acide acétique à 10% puis séché.  
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Le gel est numérisé par un scanner (GS800 Biorad) et la quantification relative de 

chaque tétramère est déterminée par densitométrie à l’aide du logiciel Quantity One (Biorad). 

Les pourcentages respectifs des sous-unités H et M sont calculés selon les formules suivantes 

(De Sousa, et al. 2000) : 

% M = M4 + ¾ M3H + ½ M2H2 + ¼ MH3 

% H = ¼ M3H + ½ M2H2 + ¾ MH3 + H4 

Une image descriptive de la séparation des différents tétramères de la LDH est 

présentée dans la figure 3.VI.1. L’activité spécifique de la H-LDH et de la M-LDH est alors 

déduite à partir de l’activité totale de la LDH et des pourcentages calculés des deux sous-

unités M et H. 

 

M4

M2H2

M3H

H4

MH3

+

-

 

Figure 3.VI.1. Localisation des différents tétramètres de la LDH sur le gel d’agarose. 

 

VII. Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes plus ou moins l’erreur standard 

à la moyenne (moy ± sem). Une analyse de la variance (ANOVA) est utilisée pour déterminer 

l’effet global des facteurs environnement, surcharge fonctionnelle ou régénération, et temps 

sur les variables évaluées. Les interactions entre ces facteurs sont également étudiées pour 

déterminer l’interdépendance des différents effets. Pour des considérations techniques (voir la 

partie V.4.C (quantification des niveaux d’ARNm dans l’expérimentation « Hypertrophie de 

surcharge en hypoxie »), les niveaux d’ARNm dans cette étude sont analysés statistiquement 

de la manière suivante : 1) les comparaisons entre l’ensemble des groupes Ct sont évaluées à 

l’aide d’une ANOVA à deux voies (effet global environnement, temps et interaction entre ces 

deux facteurs) ; 2) les comparaisons entre les groupes Ov et Ct pour chacune des conditions 

environnementales sont déterminées par une analyse de la variance à deux voies (effet global 
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surcharge fonctionnelle, temps et leur interaction) ; 3) l’influence de l’hypoxie sur les 

animaux Ov est étudiée séparément pour les temps expérimentaux J5 et J12 à l’aide de tests 

de Student pour échantillons non appariés. Quand l’analyse statistique le permet, un test post-

hoc de Newman-keuls est utilisé pour tester les différences entre les groupes. Le seuil de 

significativité statistique est fixé à P < 0,05. Les différents degrés de significativité ne seront 

détaillés que pour présenter les effets globaux et les interactions entre les différents facteurs 

(P < 0,05, P < 0,01 ou P < 0,001). 
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I. Hypertrophie de surcharge en hypoxie  

I.1. Résultats 

I.1.A. Masse corporelle, prise alimentaire et taux d’hématocrite 

L’exposition à l’hypoxie entraîne une réduction sévère de la prise alimentaire durant les 

premiers jours d’exposition  (figure 4.I.1.B), ce qui se traduit par une perte de masse 

corporelle (figure 4.I.1.A). Cette réduction de l’apport calorique est également associée à une 

réduction de la masse corporelle chez les animaux en restriction alimentaire (animaux pair fed 

ou PF). Après une semaine d’exposition, la prise alimentaire des rats exposés à l’hypoxie (H) 

est stabilisée mais reste inférieure à celle des rats normoxiques (N) (environ 25% inférieure). 

Durant cette période, la courbe de l’évolution de la masse corporelle des animaux Ct-H et Ct-

PF est superposable, et bien que leur masse corporelle soit inférieure à celle des animaux Ct-

N, le gain de masse corporelle est comparable entre ces trois groupes. 

Une perte importante de masse corporelle est observée durant les premiers jours qui 

suivent l’opération chirurgicale, et ceci de manière concomitante avec une réduction de 

l’apport calorique. Cette perte de masse est majorée par l’exposition hypoxique à J5, alors que 

la restriction alimentaire ne l’accentue que faiblement. Bien que la masse corporelle des 

animaux Ov soit plus faible que celle des animaux Ct à J5, la masse corporelle évolue de 

manière assez similaire dans les groupes Ct et Ov exposés à l’hypoxie ou soumis à la 

restriction calorique entre J12 et J56. Il est à noter que bien que les différences ne soient plus 

significatives entre les animaux Ov-N et les animaux Ov-H et Ov-PF après 5 jours, la courbe 

de l’évolution de la masse corporelle des rats Ov-N est systématiquement située au dessus de 

celles des deux autres groupes. Enfin, les différences de masses corporelles entre les rats Ov-

N et les rats Ct-N à J5 et J12 sont maintenues à J56. Ce résultat ne semble être qu’en partie 

expliqué par l’apport calorique (7% inférieur en moyenne dans le groupe Ov-N par rapport au 

groupe Ct-N, P = 0,07).  

La mesure du taux d’hématocrite permet de valider le conditionnement en hypoxie. 

Comme attendu, il est très largement supérieur en hypoxie qu’en normoxie (groupe ad libitum 

et PF) (effet global de l’environnement, P < 0,001) (tableau 4.I.1). De plus, un effet global du 

temps est mis en évidence au niveau de ce paramètre (P < 0,01) mais l’augmentation du taux 

d’hématocrite entre J12 et J56 n’est retrouvée que chez les rats Ov-H (P < 0.05). 
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Figure 4.I.1. Evolution de la masse corporelle (A) et de la prise alimentaire au cours du 

conditionnement expérimental. 

 

Tableau 4.I.1. Evolution du taux d’hématocrite au cours du conditionnement expérimental. 

J12 J56

Ct-N 41,3 ± 1,1 # 43,0 ± 1,2 #

Ct-PF 42,7 ± 0,4 # 43,2 ± 1,0 #

Ct-H 53,5 ± 1,3 55,5 ± 3,4 

Ov-N 40,8 ± 0,5 # 42,0 ± 0,7 #

Ov-PF 42,3 ± 1,2 # 45,2 ± 2,0 #

Ov-H 52,9 ± 1,8  61,5 ± 1,6 $

Taux 

d'hématocrite (%)

 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

# différent du groupe H correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.1.B. Morphologie musculaire 

I.1.B.1. Masse musculaire 

La masse absolue du plantaris est affectée par la surcharge (P < 0,001), le temps (P < 

0,001) et l’environnement (P < 0,05) (tableau 4.I.2). L’hypertrophie induite par la surcharge 

fonctionnelle est observée dès J5 dans les trois conditions, et augmente de manière 

progressive jusqu’à J56 (interaction surcharge x temps, P < 0,001). L’hypoxie atténue de 

manière transitoire l’hypertrophie induite par la surcharge fonctionnelle. A J5, la masse du 

plantaris est plus faible chez les rats Ov-H que chez les animaux Ov-N (-12%, P < 0,05) et 

Ov-PF (-17%, P < 0,05). A ce temps, l’hypertrophie est moins importante chez les animaux H 

comparativement aux animaux N et PF (respectivement +35%, +49% et +58%, P < 0,05). 

L’hypoxie n’affecte pas le taux de croissance musculaire induit par la surcharge entre J5 et 

J12, mais les muscles du groupe Ov-H conservent une masse inférieure à celle des muscles 

des groupes Ov-N à J12 (-10%, P < 0,05) et Ov-PF (-12%, P < 0,05). A J56, aucune 

différence en terme de masse musculaire n’est observée dans les groupes Ov. Lorsque la 

masse du plantaris est rapportée à la masse corporelle, aucune différence n’est mise en 

évidence dans les muscles hypertrophiés entre les groupes Ov-N et Ov-H. En revanche, la 

masse musculaire normalisée est supérieure chez les animaux Ov-PF par rapport à celle des 

groupes Ov-H (+16%, P < 0,05) et Ov-N (+12%, P < 0,05) à J5, et uniquement supérieure à 

celle des animaux Ov-H (+13%, P < 0,05) à J12. Au dernier temps de sacrifice, la masse 

normalisée du plantaris hypertrophié ne diffère pas entre les groupes. 

 

I.1.B.2. Histologie musculaire 

Les analyses histomorphologiques ont uniquement été réalisées à J12 afin d’évaluer 

l’aire de section transverse du muscle (CSA) et des myofibres (FCSA), le nombre de fibres 

par muscle et le nombre de noyaux par fibre (tableau 4.I.3). La CSA et la FCSA présentent 

des valeurs largement supérieures dans les muscles Ov que dans les muscles Ct (effet global, 

P < 0,001). Les effets de l’hypertrophie de surcharge sur la CSA et les surfaces moyennes de 

fibres sont minimisés par l’hypoxie (effet global de l’environnement sur la CSA et la FCSA, 

P < 0,05). En effet, une FCSA plus faible est observée dans le groupe Ov-H comparativement 

aux groupes Ov-N et Ov-PF (respectivement -17% et -13%, P < 0,05). Ces différences 

intergroupes sont illustrées sur les coupes histologiques présentées dans la figure 4.I.2. En 
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revanche, seule une tendance est observée entre ces groupes pour la CSA (P = 0,09). Ces 

résultats vont donc dans le même sens que ceux observés pour la masse musculaire à J12. Le 

nombre de fibres par muscle et le nombre de noyaux par fibre sont similaires entre les 

groupes. Afin d’évaluer si la surcharge fonctionnelle entraînait des lésions musculaires, nous 

avons également déterminé le pourcentage de fibres possédant un (ou des) noyaux centralisés 

dans les muscles hypertrophiés. On trouve approximativement 1 fibre à noyau centralisé pour 

200, ce qui minimise l’impact de la surcharge fonctionnelle sur le cycle de 

dégénérescence/régénération des fibres musculaires. 

 

Tableau 4.I.2. Evolution de la masse musculaire absolue et normalisée du plantaris au cours 

du conditionnement expérimental. 

 

J5 J12 J56

Ct-N 169,9 ± 7,8 201,9 ± 10,0 224,1 ± 7,4

Ct-PF 168,3 ± 4,7 199,5 ± 8,9 207,0 ± 10,9

Ct-H 164,0 ± 4,3 173,5 ± 8,1 207,3 ± 8,7

Ov-N 253,0 ± 7,1 * # 336,5 ± 16,8 *$ # 422,4 ± 26,8 *$

Ov-PF 266,4 ± 7,0 * # 343,3 ± 11,0 *$ # 387,9 ± 20,0 *$

Ov-H 222,2 ± 5,8 * 302,7 ± 11,9 *$ 424,6 ± 15,0 *$

Ct-N 88,6 ± 3,6 92,1 ± 3,0 93,3 ± 2,7

Ct-PF 94,6 ± 1,8 99,3 ± 3,0 93,7 ± 3,9

Ct-H 95,3 ± 1,8 93,0 ± 2,7 95,5 ± 3,1

Ov-N 137,2 ± 4,2 * & 167,1 ± 7,0 *$ 187,8 ± 11,5 *$

Ov-PF 153,9 ± 4,0 * 181,3 ± 5,9 *$ 181,2 ± 11,7 *

Ov-H 132,9 ± 3,6 * & 161,0 ± 5,4 *$ & 196,3 ± 6,0 *$

Masse du plantaris (mg)

Masse normalisée du 

plantaris (mg.g
-1 

de masse 

corporelle x 100)

 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe H correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

& différent du groupe PF correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 
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Tableau 4.I.3. Paramètres histologiques évalués après 12 jours de conditionnement. 

 

J12 CSA (mm
2
) FCSA (µm

2
)

Nombre de fibres par 

muscle

Nombre de noyaux 

par fibre

Ct-N 9,4 ± 0,2 1911 ± 102 3639 ± 551 2,49 ± 0,15

Ct-PF 8,7 ± 0,2 1814 ± 16 3205 ± 117 2,40 ± 0,07

Ct-H 7,5 ± 0,5 1668 ± 11 3412 ± 245 2,45 ± 0,08

Ov-N 18,0 ± 1,5 * 2765 ± 150 * # 3922 ± 484 2,54 ± 0,05

Ov-PF 17,5 ± 0,4 * 2640 ± 67 * # 3985 ± 117 2,48 ± 0,03

Ov-H 15,2 ± 0,6 * 2293 ± 151 * 3622 ± 118 2,53 ± 0,06  

CSA : aire de section transverse du muscle ; FCSA : aire de section transverse des myofibres 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe H correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

 

 

Ct-N Ct-PF Ct-H

Ov-N Ov-PF Ov-H

 
 

Figure 4.I.2. Coupes transverses du plantaris colorées à l’hémalun-éosine après 12 jours de 

conditionnement. La barre d’échelle représente 100 µm. 
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En résumé, l’hypertrophie induite par la surcharge fonctionnelle est réduite par 

l’exposition hypoxique à J5. Les muscles Ov ont une masse inférieure en hypoxie à J5 et à 

J12, tandis que ces différences disparaissent à J56. Ces différences ne peuvent pas être 

expliquées par la réduction de l’apport calorique car les animaux PF présentent une réponse 

hypertrophique similaire à celle des animaux N et supérieure à celle des animaux H à J5 et 

J12. Ces résultats nous permettent d’affirmer que l’effet propre de l’hypoxie est bien 

responsable de l’altération transitoire de l’hypertrophie musculaire.  

 

Dans la suite de cette étude, nous allons nous intéresser aux principales voies de 

signalisation impliquées dans le contrôle de la masse musculaire. Compte tenu de ces résultats 

morphologiques, nous allons centrer notre analyse sur les temps expérimentaux J5 et J12 en 

nous focalisant uniquement sur les animaux N et H. 
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I.1.C. Voies de signalisation impliquées dans le contrôle de la masse musculaire 

I.1.C.1. La voie Akt/mTOR 

I.1.C.1.a. Akt 

Les niveaux de phosphorylation d’Akt sur les résidus Thr
308

 et Ser
473

 augmentent de 

manière importante sous l’influence de la surcharge à J5 (interaction surcharge x temps, P < 

0,05) (figure 4.I.3.A1 et A2). Les niveaux d’Akt
Thr308

 et d’Akt
Ser473

 ne sont pas modulés par 

l’hypoxie. Pour évaluer la forme totale d’Akt, nous avons fait le choix d’étudier l’isoforme 

Akt1, prépondérante dans le tissu musculaire (Nader 2005). La quantité de cette protéine 

totale évolue de manière similaire à celle des formes phosphorylées et n’est pas altérée par 

l’hypoxie (figure 4.I.3.A3). 

 

I.1.C.1.b. mTOR 

L’analyse de la variance met en évidence un effet global de la surcharge (P < 0,001), 

ainsi que du temps et de l’environnement (P < 0,05) (Figure 4.I.3.B1). Le niveau de 

mTOR
Ser2448

 est largement supérieur dans les muscles Ov par rapport aux muscles Ct à J5 

pour les animaux N et H (P < 0,05), et aucun effet de l’hypoxie n’est retrouvé à ce temps dans 

les muscles Ov. A l’inverse, l’hyperphosphorylation de mTOR
Ser2448

 induite par la surcharge 

est complètement réprimée en hypoxie à J12 (-69%, P < 0,05 ; interaction surcharge x temps 

x environnement, P < 0,01). La quantité de la forme totale de mTOR présente une évolution 

semblable à celle de la forme phosphorylée (Figure 4.I.3.B2). 
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Figure 4.I.3. Niveau protéique des formes phosphorylées et totales d’Akt (respectivement A1, A2 et A3) et de mTOR (respectivement B1 et B2). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.1.C.1.c. P70
S6K

 

La surcharge entraîne une augmentation importante du niveau de phosphorylation de 

P70
S6K

 (effet global, P < 0,001) (figure 4.I.4.A1), mais cette dernière est atténuée par 

l’hypoxie (interaction surcharge x environnement, P < 0,001). La quantité de P70
S6K Thr389

 est 

plus faible dans les muscles Ov-H que dans les muscles Ov-N à J5 et J12 (respectivement -

39% et -77%, P < 0,05). Le niveau de phosphorylation de P70
S6K

 diminue entre J5 et J12 

uniquement chez les animaux Ov-H (P < 0,05) de telle sorte qu’il n’est plus différent de celui 

des animaux Ct-H à J12. Les variations de la quantité de la forme totale de cette kinase sont 

globalement similaires à celles observées pour la forme phosphorylée (figure 4.I.4.A2) 

 

I.1.C.1.d.rpS6 

Un effet global de la surcharge, du temps et de l’environnement (P < 0,001) apparaît 

pour rpS6
Ser240/244

 (Figure 4.I.4.B1). Le niveau de phosphorylation de cette kinase est 

supérieur dans les muscles Ov comparativement aux muscles Ct à J5 et J12 et diminue avec le 

temps dans les groupes Ov, à la fois chez les animaux N et H (P < 0,05 ; interaction surcharge 

x temps, P < 0,001). L’hyperphosphorylation induite par la surcharge est réduite par l’hypoxie 

à J5 (-38%, P < 0,05 ; interaction surcharge x environnement, P < 0,001). La forme totale de 

cette kinase est affectée par la surcharge et le temps (P < 0,001), ainsi que par 

l’environnement (P < 0,01), mais on ne retrouve aucune différence significative entre les 

groupes Ov-N et Ov-H (Figure 4.I.4.B2). Comme la quantité de la forme phosphorylée 

augmente plus que celle de la forme totale au cours de la surcharge fonctionnelle, nous avons 

également évalué le rapport entre la quantité de ces deux formes protéiques. Ce rapport, non 

présenté dans le manuscrit, est augmenté par l’application de la surcharge à J5 et J12 (effet 

global, P < 0,001), et est inférieur dans le groupe Ov-H comparativement au groupe Ov-N à 

J5 (-26%, P < 0,05). 

 

I.1.C.1.e. 4E-BP1 

La surcharge fonctionnelle conduit à une augmentation de la quantité des formes 

phosphorylée et totale de 4E-BP1, mais uniquement à J5 (interaction surcharge x temps, P < 

0,01) (Figure 4.I.4.C1 et C2). Comparativement aux autres kinases présentées précédemment, 
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l’hyperphosphorylation de 4E-BP1 induite par la surcharge fonctionnelle est modérée 

(augmentation d’un facteur d’environ x2 au sein des groupes N et H à J5, P < 0,05, 

comparativement aux formes phosphorylées de P70
S6K Thr389

 et rpS6
Ser240/244

 qui sont 

multipliées par des facteurs supérieurs à 8). L’exposition à l’hypoxie n’influence pas le niveau 

protéique de la forme phosphorylée et totale de cette kinase.  
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Figure 4.I.4. Niveau protéique des formes phosphorylées et totales de P70
S6K

 (A1 et A2, respectivement), de rpS6 (B1 et B2, respectivement) et 

de 4E-BP1 (C1 et C2, respectivement). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem.  

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.1.C.1.f. eEF2 

Comme illustré dans la figure 4.I.5A, le niveau d’eEF2
Thr56

 à J5 est plus important chez 

les animaux Ov-H par rapport aux animaux Ov-N (+67%, P < 0,05) et Ct-H (+71%, P < 0,05) 

(interaction surcharge x temps x environnement, P < 0,01) Cette hyperphosphorylation 

d’eEF2 en hypoxie dans ce groupe Ov conduit à une diminution de l’activité de ce facteur 

d’élongation. De manière surprenante, la quantité d’eEF2
Thr56

 augmente entre J5 et J12 dans 

les deux groupes Ct et dans le groupe Ov-N (effet global du temps, P < 0,001). La forme 

totale d’eEF2 n’est affectée par aucun des trois facteurs analysés (la figure 4.I.5B). 
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Figure 4.I.5. Niveau protéique de la forme phosphorylée (A) et totale (B) d’eEF2. 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

 

La surcharge fonctionnelle induit une activation importante de la voie Akt/mTOR. 

L’hypoxie minimise l’activation de cette voie, en agissant en particulier sur mTOR, P70
S6K

 et 

rpS6. L’activité du facteur d’initiation de la traduction 4E-BP1 ne semble pas être influencée 

par l’hypoxie, alors que le facteur d’élongation de la traduction eEF2 est affecté négativement 

par l’hypoxie, mais uniquement dans les muscles soumis à 5 jours de surcharge fonctionnelle. 

L’altération de la voie mTOR/P70
S6K

/rpS6 en réponse à l’hypoxie n’est pas associée à une 

perturbation de la kinase amont Akt.  

 

Afin de mieux comprendre la régulation de la voie mTOR en hypoxie, nous avons 

évalué l’expression de trois régulateurs négatifs de mTOR : l’AMPK, BNIP-3 et REDD1. 



Résultats       Hypertrophie de surcharge en hypoxie 

161 

 

I.1.C.2. Les répresseurs de mTOR 

I.1.C.2.a. L’AMPK 

On observe un effet global de la surcharge (P < 0,001) et du temps (P < 0,01) sur la 

forme phosphorylée de l’AMPK (figure 4.I.6.A1). La quantité de l’AMPK
Thr172

 est augmentée 

par la surcharge, mais uniquement à J5 (interaction surcharge x temps, P < 0,01), alors qu’elle 

n’est pas influencée par l’hypoxie. La forme totale de l’AMPK est affectée par la surcharge (P 

< 0,01) et l’environnement (P < 0,05), mais l’analyse post-hoc ne révèle aucune différence 

intergroupe (figure 4.I.6.A2). Du fait des faibles variations du niveau protéique de la forme 

totale, nous avons déterminé le rapport entre le niveau de la forme phosphorylée et celui de la 

forme totale. Ce rapport, non présenté dans le manuscrit, augmente en réponse à la surcharge 

à J5 chez les rats N et H, tandis que ces différences ne sont observées que chez les animaux N 

à J12 (effet global de la surcharge, P < 0,001). L’hypoxie n’influence pas ce rapport. 

 

I.1.C.2.b. BNIP-3 

La surcharge fonctionnelle n’influence pas la quantité d’ARNm de BNIP-3 chez les rats 

N, mais elle conduit à une forte augmentation de son niveau chez les rats H à J5 (+41%, P < 

0,05) (figure 4.I.6.B1). L’hypoxie entraîne une accumulation d’ARNm de ce facteur à J5, et 

de manière plus prononcée dans les muscles Ov que dans les muscles Ct (respectivement 

+96% et +45%, P < 0,05). L’évolution du niveau protéique de BNIP-3 est diamétralement 

opposée à celle du transcrit (figure 4.I.6.B2). Il augmente fortement en réponse à la surcharge 

fonctionnelle (effet global, P < 0,001) mais n’est pas influencé par l’hypoxie. 

 

I.1.C.2.c. REDD1 

L’ANOVA à trois voies met en exergue un effet global de la surcharge (P < 0,001), du 

temps et de l’environnement (P < 0,01) sur le niveau protéique de REDD1 (figure 4.I.6.C). 

Celui-ci est plus faible dans les groupes Ov-H que dans les groupes Ct-H à J5 et J12 

(respectivement -37% et -51%, P < 0,05), tandis que seule une tendance est observée entre les 

rats Ov-N et Ct-N à J12 (-42%, P = 0,08). L’hypoxie entraîne une augmentation de la quantité 

protéique de REDD1 dans les muscles Ct à J5 et J12 (respectivement +33% et +39%, P < 

0,05), alors que les variations sont plus faibles et non significatives dans les muscles Ov. 
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Figure 4.I.6. Niveau d’expression de régulateurs négatifs de mTOR. Niveau protéique de la forme phosphorylée et totale d’AMPK (A1 et A2, 

respectivement). Niveau d’ARNm (B1) et protéique (B2) de BNIP-3. Niveau protéique de REDD1 (C). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.1.C.3. Les régulateurs négatifs de la masse musculaire 

I.1.C.3.a. La myostatine 

On observe un effet global de la surcharge fonctionnelle sur la quantité d’ARNm (en 

normoxie et en hypoxie, P < 0,01) et de protéine (P < 0,01) de la myostatine (figure 4.I.7.A1 

et A2). La quantité d’ARNm de la myostatine est moindre dans les muscles Ov que dans les 

muscles Ct à J5 chez les animaux N (-42%, P < 0,05), et à J12 chez les animaux H (-44%, P < 

0,05). La réduction par la surcharge de la quantité de la myostatine sous sa forme protéique 

n’est mise en évidence que chez les rats H à J5 (-37%, P < 0,05). L’hypoxie augmente les 

niveaux d’ 

ARNm de la myostatine (effet global mis en évidence uniquement pour les groupes Ct, 

P < 0,05) et le contenu protéique de la myostatine (P < 0,05) ; ce dernier est augmenté par 

l’hypoxie chez les rats Ct à J5 (+40%, P < 0,05), alors que les différences observées pour le 

transcrit spécifique ne sont pas significatives (+43%, P = 0,10). 

 

I.1.C.3.b. Les atrogènes MAFbx et MURF1 

Le niveau d’ARNm de MAFbx n’est pas influencé par la surcharge fonctionnelle, tandis 

que l’exposition à l’hypoxie conduit à une élévation importante du contenu musculaire en ce 

facteur à J5 chez les animaux Ct et Ov (respectivement +81% et +84%, P < 0,05) (figure 

4.I.7.B1).  

L’hypoxie n’entraîne aucun effet sur le niveau d’ARNm de MURF1 chez les animaux 

Ct (figure 4.I.7.B2). En revanche, lorsque les animaux Ov sont exposés en hypoxie, la 

quantité de ce transcrit est significativement augmentée (+38%, P < 0,05). 

 

I.1.C.3.c. Foxo 

L’activation des deux atrogènes MURF1 et MAFbx est en grande partie conditionnée 

par les facteurs de transcription Foxo1 et Foxo3 dans le muscle squelettique (Glass 2005 ; 

Sandri 2008). Comme c’est le cas pour certaines kinases, Foxo est actif lorsqu’il est 

hypophosphorylé et conduit à l’activation transcriptionnelle de ces deux atrogènes. En 

revanche, lorsque Foxo est phosphorylé par Akt, il est séquestré par le facteur 14-3-3 et migre 

du noyau vers le cytosol où il perd son action biologique. 
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De manière inattendue, le niveau de phosphorylation de Foxo1 et de Foxo3a est réduit 

dans les groupes Ov à J5 et J12 (effet global, P < 0,001) (figure 4.I.7.C1 et C2). L’hypoxie 

n’entraîne pas de variations du niveau de phosphorylation de Foxo1 et de Foxo3a dans les 

groupes Ov. En revanche, la quantité de Foxo1
Thr24

 est abaissée par l’hypoxie chez les 

animaux Ct à J5 (-41%, P < 0,05 ; interaction surcharge x temps x environnement, P < 0,001). 

Globalement, le niveau de phosphorylation de foxo1 et de Foxo3a est plus faible à J12 (effet 

global du temps, P < 0,001 et P < 0,05, respectivement).  

 

La surcharge fonctionnelle influence de manière distincte les trois régulateurs négatifs 

de mTOR étudiés : l’AMPK est activée, la transcription de BNIP-3 n’est pas modifiée mais 

son expression protéique augmente, alors que l’expression protéique de REDD1 est réprimée. 

L’exposition à l’hypoxie augmente globalement la quantité de REDD1, mais les différences 

observées dans les muscles Ct ne sont pas retrouvées dans les muscles hypertrophiés. 

L’activité de l’AMPK n’est pas influencée par l’hypoxie alors que l’augmentation du niveau 

de BNIP-3 n’est observée que pour le transcrit à J5, et de manière plus prononcée dans les 

muscles Ov. 

Parmi les facteurs atrophiques évalués, seule la myostatine est réprimée en réponse à la 

surcharge fonctionnelle. Comme pour REDD1, l’expression de la myostatine est plus élevée 

en hypoxie, mais les variations observées entre les groupes Ov-N et Ov-H ne sont pas 

significatives. La transcription des deux atrogènes MAFbx et MURF1 est activée par 

l’hypoxie à J5 dans les muscles Ov. A l’inverse, la phosphorylation de Foxo1 et de Foxo3a, 

abaissée en réponse à la surcharge, n’est pas modifiée par l’hypoxie dans les muscles 

hypertrophiés. 
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Figure 4.I.7. Niveau d’expression de régulateurs négatifs de la masse musculaire. Niveau d’ARNm (A1) et protéique (A2) de myostatine. Niveau 

d’ARNm de MAFbx (B1) et de MURF1 (B2). Niveau protéique de la forme phosphorylée de Foxo1 (C1) et de Foxo3a (C2). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.1.D. Propriétés contractiles et métaboliques 

I.1.D.1. Distribution des isoformes de MHC 

La distribution des différentes isoformes de MHC est présentée dans le tableau 4.I.4. La 

surcharge fonctionnelle oriente le muscle vers un phénotype contractile moins rapide. En 

effet, le pourcentage des isoformes MHC-Iβ et MHC-IIa est supérieur dans les groupes Ov 

comparativement aux groupes Ct à J12 et J56, indépendamment de l’environnement (effet 

global de la surcharge, P < 0,001), mais seul le pourcentage de l’isoforme MHC-Iβ augmente 

entre J12 et J56 dans les groupes Ov (interaction surcharge x temps, P < 0,001). Nous 

sommes parvenus à séparer et à distinguer l’isoforme MHC-Iα, un résultat étonnant et observé 

essentiellement dans les muscles Ct. Cependant, cette isoforme ne représente qu’une 

proportion négligeable de l’ensemble des MHC. Le pourcentage de l’isoforme MHC-IIx n’est 

pas affecté par la surcharge, alors que celui de l’isoforme MHC-IIb est plus faible dans les 

groupes Ov que dans les groupes Ct (effet global, P < 0,001), une différence qui s’accentue 

entre J12 et J56 (interaction surcharge x temps, P < 0,001). La surcharge fonctionnelle 

provoque également une augmentation légère mais significative de la proportion de MHC-

néonatale (effet global, P < 0,001). 

L’exposition hypoxique n’affecte pas de manière importante la distribution des 

isoformes de MHC. Nos résultats laissent apparaître un pourcentage de l’isoforme MHC-Iβ 

plus faible dans le groupe Ov-H et que dans le groupe Ov-N à J12 (-30%) mais l’absence 

d’effet global de l’environnement (P = 0,08) et d’interaction surcharge x environnement (P = 

0,07) ne permet pas de valider statistiquement cette différence. De plus, la transition rapide  

lent apparaît plus lentement chez les animaux Ov-H que chez les animaux Ov-N. En effet, les 

modifications induites par la surcharge fonctionnelle au niveau du pourcentage des isoformes 

MHC-Iβ, MHC-IIa et MHC-IIb sont observées dès J12 en normoxie (respectivement +112%, 

+33% et -24% ; P < 0,05), alors qu’elles ne sont pas significatives en hypoxie à ce temps 

expérimental (respectivement +31%, +25% et -24%). Après 56 jours de surcharge, les 

muscles des animaux N et H ne présentent aucune différence de distribution des isoformes de 

MHC. 
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Tableau 4.I.4. Distribution des isoformes de MHC à J12 et J56. 

 

MHC (%) Ct-N Ct-H Ov-N Ov-H   Ct-N Ct-H Ov-N Ov-H 

 néonatale 
1,7 ± 0,1 1,7 ± 0,3 4,6 ± 1,0 *  5,3 ± 0,7 *  1,5 ± 0,3 2,7 ± 0,9 4,0 ± 0,6 3,8 ± 0,4 

Iα 
1,7 ± 0,3 1,9 ± 0,3 0,3 ± 0,2 *  0,6 ± 0,5 *  0,9 ± 0,4 1,3 ± 0,4 0,0  ± 0,0 0,0 ± 0,0 *  

Iβ 
6,8 ± 1,4 7,7 ± 1,1 14,4 ± 0,4 *  10,1 ± 2,1 5,4 ± 1,6 4,6 ± 1,0 28,1 ± 1,6 * $  24,8 ± 1,9 * $  

IIa 
17,6 ± 0,8 17,3 ± 1,9 23,4 ± 0,9 *  21,6 ± 0,6 16,3 ± 2,2 13,6 ± 1,9 24,1 ± 1,0 *  26,2 ± 1,7 *  

IIx 
29,2 ± 0,6 28,0 ±1,0 29,3 ± 0,9  29,2 ± 1,2 34,5 ± 1,2 $ 32,2 ± 1,4 33,4 ± 0,7 $ 36,0 ± 1,3 $ 

IIb 42,9 ± 2,2 43,5 ± 3,7 28,0 ± 2,2 *  33,2 ± 2,0   41,4 ± 3,9 45,6 ± 4,5 10,5 ± 2,2 * $  9,3 ± 2,3 * $  

J12 J56 

 

 

Les isoformes de MHC sont séparées par une électrophorèse SDS-PAGE et colorées au nitrate d’argent. Cette technique permet de discriminer 

l’isoforme néonatale des isoformes adultes et de distinguer l’isoforme MHC-Iα.  

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.1.D.2. Activités enzymatiques 

La citrate synthase (CS) et la cytochrome c oxydase (COX) sont respectivement des 

enzymes clés du cycle de Krebs et de la chaîne respiratoire. A partir de l’analyse de leur 

activité, il est possible d’étudier les capacités oxydatives au niveau musculaire et d’évaluer 

indirectement le contenu en mitochondrie, en admettant que l’activité de ces enzymes est 

proportionnelle au volume mitochondrial présent. Comme les muscles en surcharge voient 

leur masse augmenter de manière importante, nous avons fait le choix d’exprimer les niveaux 

d’activité de ces deux enzymes de deux manières : 

- en unités internationales par gramme de tissu (UI.g
-1

), afin d’évaluer indirectement la 

densité mitochondriale. 

- en unités internationales dans le muscle entier (UI.muscle
-1

), afin d’évaluer 

indirectement le volume total de mitochondries. 

 

I.1.D.2.a. Activité de la CS 

L’activité de la CS (UI.g
-1

) est altérée par la surcharge fonctionnelle (P < 0,001), mais 

les différences entre les groupes Ov et Ct sont plus élevées à J12 qu’à J56 (interaction 

surcharge x temps, P < 0,001) (figure 4.I.8, graphique A1). L’activité de la CS (UI.muscle
-1

) 

n’est abaissée par la surcharge fonctionnelle à J12 que chez les rats H (surcharge x 

environnement, P < 0,05), alors qu’elle augmente à J56 pour devenir supérieure dans les 

groupes Ov que dans les groupes Ct, indépendamment de l’environnement (interaction 

surcharge x temps, P < 0,001) (figure 4.I.8, graphique A2). L’analyse de la variance met en 

évidence un effet global de l’hypoxie (P < 0,001) sur l’activité de la CS exprimée en UI.g
-1

 et 

en UI.muscle
-1

. La réduction de l’activité de la CS (UI.g
-1

) induite par la surcharge est 

majorée en hypoxie, alors que l’activité de la CS dans le muscle entier est la plus faible à J12 

dans les muscles Ov-H. 

 

I.1.D.2.b. Activité de la COX 

L’activité de la COX (UI.g
-1

) est plus faible dans les groupes Ov que dans les groupes 

Ct à J12 chez les animaux N et H (respectivement -26% et -17%, P < 0,05), et uniquement 

chez les animaux N à J56 (-26%, P < 0,05) (figure 4.I.8, graphique B1). A l’inverse, l’activité 

de la COX (UI.muscle
-1

) est plus importante dans les muscles Ov que dans les muscles Ct 
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(effet global de la surcharge, P < 0,001), mais ces différences augmentent à J56 (interaction 

surcharge x temps, P < 0,01) (figure 4.I.8, graphique B2). L’hypoxie altère l’activité de cette 

enzyme exprimée dans les deux unités de mesure à J12 et J56 (effet global, P < 0,001). La 

réduction de l’activité de la COX (UI.g
-1

) induite par la surcharge est majorée par l’hypoxie, 

alors que l’élévation de son activité dans le muscle entier en réponse à l’hypertrophie est 

limitée par l’hypoxie. 

 

La surcharge fonctionnelle oriente le muscle vers un profil contractile moins rapide. 

Cette orientation phénotypique se met en place légèrement plus lentement en hypoxie, mais le 

phénotype contractile établi après 56 jours est identique en hypoxie et en normoxie. 

La surcharge fonctionnelle entraîne une diminution de l’activité de la citrate synthase 

et de la cytochrome c oxydase lorsqu’elle est exprimée par unité de tissu, alors que leur 

activité dans le muscle entier est augmentée après 56 jours. L’hypoxie conduit à une réduction 

de l’activité de ces enzymes oxydatives dans les muscles Ct, laquelle n’est pas majorée dans 

les muscles hypertrophiés. L’hypoxie a uniquement un effet additif sur la réduction de leur 

activité enzymatique (exprimée en UI.g
-1

 de tissu) occasionnée par la surcharge fonctionnelle. 

 

I.1.E. Mécanismes moléculaires impliqués dans l’adaptation du phénotype 

musculaire 

Afin de mieux comprendre les adaptations phénotypiques dans ce contexte de 

remodelage musculaire en hypoxie, nous avons évalué certains facteurs régulant le phénotype 

musculaire à J5 et J12. 

 

I.1.E.1. MCIP1 

L’activation de la calcineurine conduit à une élévation de la transcription de MCIP1 

(Modulatory Calcineurin-Interacting Protein 1) (Yang, et al. 2000), un facteur qui est 

couramment étudié à l’heure actuelle pour évaluer indirectement l’activité de cette 

phosphatase (Banzet, et al. 2005). Les résultats mettent en évidence un niveau d’ARNm de 

MCIP1 plus important dans les muscles Ov que dans les muscles Ct à J5 et J12 (P < 0,05) 

(figure 4.I.9, graphique A1). L’hypoxie entraîne une augmentation du niveau de ce transcrit 
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qui n’apparaît qu’à J12 chez les rats Ct (interaction temps x environnement, P < 0,05), sans 

jamais affecter ce facteur dans les muscles Ov.  

 

I.1.E.2. PGC-1α 

La surcharge fonctionnelle conduit à une diminution du niveau d’ARNm de PGC-1α, un 

marqueur de la biogenèse mitochondriale, à J5 chez les rats N (-43%, P < 0,05) et de manière 

non significative chez les rats H (-28%, P = 0,11) (figure 4.I.9, graphique A2). A J12, 

l’hypoxie entraîne une diminution modérée mais significative de la quantité d’ARNm de ce 

coactivateur transcriptionnel dans les muscles Ov (-25%, P < 0,05), alors que le résultat 

inverse est observé dans les muscles Ct à ce temps de sacrifice (+57%, P < 0,05). 

 

I.1.E.3. p38 

L’analyse de la variance ne met en évidence aucun effet global sur la forme 

phosphorylée de p38 (figure 4.I.9, graphique B1). Même si les différences ne sont pas 

significatives, le groupe Ov-H présente à J12 un niveau de phosphorylation de cette MAPK 

inférieur de 70% à celui observé dans le groupe Ov-N. La forme totale de p38 est affectée par 

la surcharge (P < 0,001) et par l’environnement (P < 0,05) (figure 4.I.9, graphique B2). La 

surcharge fonctionnelle entraîne de manière globale une augmentation du niveau de cette 

protéine totale, avec des différences significatives qui ne sont mises en évidence que chez les 

rats N à J12 (+ 70%, P < 0,05). En revanche, l’hypoxie empêche l’élévation du niveau de p38 

induit par la surcharge à J12.  

 

Le niveau d’ARNm de MCIP1, un reflet indirect de l’activité de la calcineurine est 

fortement augmenté par la surcharge fonctionnelle, alors que l’exposition à l’hypoxie entraîne 

une augmentation modérée de la quantité de ce transcrit à J12 dans les muscles Ct. Le niveau 

d’ARNm de PGC-1α est transitoirement réduit dans les muscles Ov. L’évolution de 

l’expression transcriptionnelle de ce coactivateur est complexe en hypoxie : son contenu 

musculaire est plus faible en H qu’en N dans les muscles Ov à J12, alors qu’à l’inverse son 

niveau est plus élevé en H à J12 dans les muscles Ct. Seule la forme totale de p38 est modulée 

de manière notable dans ce travail : son contenu musculaire est plus élevé dans les muscles 

hypertrophiés et l’hypoxie empêche cette augmentation à J12. 



Résultats       Hypertrophie de surcharge en hypoxie 

171 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

J12 J56

A
ct

iv
ité

 d
e l

a 
C

O
X

 (U
I,g

-1
)

0

2

4

6

8

10

J12 J56

A
ct

iv
ité

 d
e l

a 
C

O
X

  (
U

I,m
us

cl
e-1

)

B2

B1

*

*

*
$# #

#
#

*

*
*

$

$

#

#

#

#

0

10

20

30

40

50

J12 J56

A
ct

iv
ité

 d
e l

a 
C

S 
 (U

I,g
-1

)
A1

0

2

4

6

8

10

12

14

16

J12 J56

A
ct

iv
ité

 d
e l

a 
C

S 
(U

I,m
us

cl
e-1

)

A2

*
*

*

*

*

*

$

$

$

$

#

#

#

#

#

#

Ct-N

Ct-H

Ov-N

Ov-H

*

#

*

 

Figure 4.I.8. Activités de la CS (A) et de la COX (B). Les activités sont exprimées en unités 

internationales (UI) par g de tissu (A1 et B1, respectivement pour les activités de la CS et de 

la COX) et par muscle (A2 et B2, respectivement pour les activités de la CS et de la COX). 
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Figure 4.I.9. Niveau d’expression de facteurs contrôlant le phénotype musculaire. Niveau 

d’ARNm de MCIP1 (A) et de PGC-1α (B). Niveau protéique de la forme phosphorylée (C1) 

et totale (C2) de p38. 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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I.2. Discussion de l’étude « Contrôle de la masse musculaire 

lors de l’hypertrophie de surcharge en hypoxie » 

Cette étude, très récemment acceptée dans la revue internationale American Journal of 

Physiology – Regulatory, Integrative and Comparative Physiology (article accepté présenté en 

annexe) à été réalisée afin de tester l’hypothèse selon laquelle l’effet freinateur de l’hypoxie 

sur le développement de la masse musculaire pourrait être majoré au cours de l’hypertrophie 

de surcharge. Pour répondre à cette hypothèse, nous avons évalué la croissance d’un muscle 

en surcharge au cours de l’exposition hypoxique et étudié les principales voies de 

signalisation impliquées dans le contrôle de la synthèse et de la dégradation protéiques.  

Les principaux résultats de ce travail sont les suivants : 

- l’exposition hypoxique minimise transitoirement l’hypertrophie induite par la 

surcharge fonctionnelle jusqu’à J12. 

- l’hypoxie altère l’activation de la voie mTOR/P70
S6K

 jusqu’à J12, 

indépendamment d’Akt et sans effet notable sur 4E-BP1. 

- parmi les régulateurs négatifs de mTOR, l’AMPK n’est pas affectée par 

l’hypoxie, tandis que l’effet de ce stress environnemental sur le niveau 

protéique de REDD1 reste modéré, en particulier dans les muscles Ov. Le 

niveau de transcrit de BNIP-3 est fortement augmenté en hypoxie à J5, mais 

ce résultat n’est pas retrouvé au niveau protéique. 

- l’exposition à l’hypoxie altère l’activité d’eEF2 dans les muscles Ov à J5. 

- l’hypoxie conduit à une élévation du niveau d’ARNm de MAFbx, et de 

MURF1 (uniquement dans les muscles Ov) à J5. 

Ces résultats mettent en évidence que l’hypoxie conduit à un ralentissement transitoire 

de la croissance musculaire au cours de l’hypertrophie de surcharge. Ceci pourrait être 

expliqué en partie par une altération de la capacité traductionnelle (altération de la 

signalisation mTOR/P70
S6K

 jusqu’à J12, indépendamment d’Akt et sans effet notable sur 4E-

BP1) et de l’élongation de la traduction, ainsi que par l’activation d’ubiquitine ligases E3 

muscle-spécifiques, des marqueurs protéolytiques du système ubiquitine/protéasome-

dépendant. 
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I.2.A. Surcharge fonctionnelle et contrôle de la masse musculaire 

L’hypertrophie musculaire observée dans ce modèle est très souvent associée à une 

activation intense de la voie Akt/mTOR (Bodine, et al. 2001b ; Mounier, et al. 2009). Dans ce 

travail, nous montrons que cette voie de signalisation est fortement activée à J5, un résultat 

concomitant avec l’importante prise de masse musculaire observée à ce temps expérimental. 

Entre J5 et J12, son niveau d’activation diminue, au moins pour certaines kinases (Akt, rpS6 

et 4E-BP1), alors que le muscle continue de s’hypertrophier de manière importante.  

Paradoxalement, nos résultats mettent en évidence une activation conséquente de 

l’AMPK de manière simultanée à celle de mTOR dans les muscles Ov. Une telle activation de 

l’AMPK peut surprendre, mais a déjà été rapportée dans la littérature (Thomson and Gordon 

2005; Mounier, et al. 2009) ; elle pourrait être liée à l’importante dépense énergétique induite 

par le flux de synthèse protéique. Ses conséquences peuvent être vues dans deux directions, 1) 

restaurer l’homéostasie énergétique bouleversée par la synthèse protéique, et 2) limiter une 

croissance musculaire excessive qui résulterait de l’hyperactivation de mTOR. Nos résultats 

mettent également en exergue une accumulation de la protéine BNIP-3, un autre régulateur 

négatif de mTOR, au cours de la surcharge fonctionnelle. Ce résultat est d’autant plus 

surprenant que son niveau d’ARNm reste inchangé dans les muscles hypertrophiés. Les 

données de la littérature soulignent que la transcription de ce facteur autophagique est activée 

par deux mécanismes indépendants : le premier fait intervenir Foxo (Mammucari, et al. 2007) 

et le second est contrôlé par HIF-1α (Bruick 2000 ; Y. Li, et al. 2007 ; Band, et al. 2009). 

Nous observons une hypophosphorylation de Foxo1 et de Foxo3a, un phénomène qui favorise 

la migration de Foxo du cytosol vers le noyau où il pourrait exercer son activité 

transcriptionnelle ; ceci ne permet cependant pas d’expliquer l’augmentation de l’expression 

protéique de BNIP-3 dans les muscles Ov. Nos résultats suggèrent donc qu’il existerait un 

autre mécanisme moléculaire susceptible de contrôler la traduction de BNIP-3. Enfin, 

contrairement à l’AMPK et à BNIP-3 qui sont activés au cours de la surcharge fonctionnelle, 

REDD1 voit son niveau protéique diminuer. A l’heure actuelle, il est difficile d’avoir une 

vision intégrée précise permettant de comprendre l’activation et l’inhibition concommitante 

de différents acteurs moléculaires impliqués dans la répression des voies de protéosynthèse. 

Cependant, il est possible de proposer que cette situation de surcharge fonctionnelle pourrait 

être responsable d’un stress métabolique intense, lequel s’illustre au niveau moléculaire par 

l’activation de l’AMPK et la stimulation de BNIP-3, un facteur autophagique intervenant dans 

la dégradation des mitochondries (Rikka, et al. 2011). Contrairement à ces deux répresseurs 

de mTOR, REDD1 serait dans ce modèle insensible au stress énergétique et l’inhibition de sa 
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production serait liée à la levée de son frein exercé sur mTOR.  

Dans ce travail, nous montrons que l’expression de la myostatine, un régulateur négatif 

de la masse musculaire, est diminuée dans les muscles Ov, mais uniquement au temps le plus 

précoce. Ce résultat, cohérent avec ce qui est retrouvé dans la littérature (Yamaguchi, et al. 

2006) suggère que ce facteur pourrait également jouer un rôle dans l’hypertrophie musculaire 

précoce. Nous avons par ailleurs évalué l’implication du système ubiquitine/protéasome-

dépendant à travers l’étude de Foxo (Foxo1 et Foxo3a) et des deux atrogènes MURF1 et 

MAFbx. L’absence d’effet de la surcharge fonctionnelle sur les niveaux d’ARNm de ces deux 

ubiquitine ligases n’est pas en accord avec certains résultats de la littérature (Choi, et al. 

2009). Cependant, le modèle animal utilisé dans cette étude (écureuil) est fort différent de 

celui utilisé dans notre travail et la méthode de normalisation à un seul gène de référence 

utilisée dans ce travail reste très discutée dans ce modèle d’hypertrophie musculaire (cf 

Matériels et Méthodes, partie V.4.B). L’absence de régulation transcriptionnelle de ces deux 

atrogènes dans les muscles en surcharge est inconsistante avec la diminution du niveau de 

phosphorylation de Foxo, dans la mesure où, comme nous venons de l’évoquer plus haut, la 

déphosphorylation de Foxo facilite sa translocation nucléaire et l’engagement de son activité 

transcriptionnelle. Ceci permet de suggérer que des acteurs moléculaires autres que Foxo 

pourraient intervenir dans le contrôle de l’expression de ces atrogènes au cours de 

l’hypertrophie de surcharge. Ce niveau de phosphorylation de Foxo est d’autant plus 

surprenant qu’il est connu pour être contrôlé par Akt (Sandri, et al. 2004 ; Stitt, et al. 2004), 

ce qui n’est visiblement pas le cas dans notre étude. Cette hypophosphorylation de Foxo 

pourrait être expliquée par l’AMPK qui une fois activée est capable de limiter la 

phosphorylation de Foxo par Akt (Tong, et al. 2009). On peut penser que les influences de 

l’AMPK sur Foxo l’emporteraient sur celles d’Akt dans ce modèle de croissance musculaire. 

Par ailleurs, l’absence de variation du niveau de phosphorylation d’eEF2 au cours de la 

surcharge laisse également penser que l’AMPK pourrait agir sur ce versant moléculaire. Cette 

kinase, récemment identifiée comme pouvant inhiber l’activité d’eEF2 (Horman, et al. 2002), 

pourrait contrer les influences positives de P70
S6K

 sur eEF2 et expliquer l’absence 

d’activation de ce facteur d’élongation de la traduction dans les muscles hypertrophiés.  
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Dans les conditions de normoxie, l’hypertrophie de surcharge fonctionnelle semble être 

principalement expliquée par l’activation des processus de protéosynthèse plutôt que par la 

répression d’acteurs impliqués dans la protéolyse. Un schéma de synthèse présentant 

l’organisation de la réponse hypertrophique dans ce modèle est proposé dans la figure 4.I.10. 

Il existerait cependant des mécanismes moléculaires de suppléance capables de réguler 

finement et spécifiquement l’hypertrophie musculaire. L’inhibition de la myostatine, un 

régulateur négatif de la masse musculaire, et de REDD1, un répresseur de mTOR, pourrait 

ainsi contribuer à favoriser la croissance musculaire dans cette situation, tandis que les deux 

répresseurs de mTOR que sont BNIP-3 et l’AMPK, également impliqués dans la régulation 

du métabolisme énergétique, seraient activés et pourraient limiter une hypertrophie 

musculaire excessive. 
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Figure 4.I.10. Synthèse des mécanismes moléculaires impliqués dans l’hypertrophie de 

surcharge. 

 

I.2.B. Hypertrophie de surcharge et restriction alimentaire 

La diminution de la masse corporelle et de la croissance musculaire en hypoxie est 

souvent expliquée par la réduction de la prise alimentaire et l’anorexie qui sont concomitantes 
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de l’exposition au stress hypoxique. La dissociation des effets propres de l’hypoxie de ceux 

provenant de la réduction de la prise alimentaire dans le contrôle de la masse musculaire en 

hypoxie a été très largement discutée dans la littérature et fait toujours débat à l’heure actuelle 

(Bigard, et al. 1996 ; Bigard, et al. 2000a ; Favier, et al. 2010 ; Hayot, et al. 2011). 

L’intégration de groupes pair fed dans le plan expérimental est courante pour isoler l’effet 

propre de l’hypoxie. Il est ainsi démontré qu’au moins une partie de la réduction de la 

croissance musculaire en hypoxie provient bien de son effet propre (Bigard, et al. 1996 ; 

Favier, et al. 2010 ; Hayot, et al. 2011). Dans ce travail, nous mettons en évidence que la 

restriction calorique réduit la masse corporelle des animaux mais n’affecte pas la réponse 

hypertrophique du muscle. La masse absolue des muscles Ov n’est ainsi pas différente entre 

les rats N et PF, alors qu’au contraire la masse musculaire normalisée à la masse corporelle 

est supérieure dans les muscles Ov-PF que dans Ov-N jusqu’à J12. L’absence d’effet de la 

restriction alimentaire sur les muscles Ov est également observée au niveau de la CSA et de la 

FCSA. Nous avons par ailleurs évalué l’influence de la restriction alimentaire sur l’expression 

des inhibiteurs endogènes de mTOR étudiés dans ce travail, puisqu’ils ont été identifiés 

comme pouvant être activés au cours du jeûne (Mammucari, et al. 2007; McGhee, et al. 2009; 

Palacios, et al. 2009). Aucun de ces répresseurs de mTOR n’est influencé par le pair feeding 

dans les muscles Ov (résultats non présentés dans ce manuscrit). 

 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre que l’altération transitoire de l’hypertrophie 

musculaire au cours de la surcharge fonctionnelle ne peut pas être expliquée par la restriction 

alimentaire. Pour cette raison, nous avons fait le choix de centrer notre analyse des voies de 

signalisation contrôlant la croissance musculaire sur les groupes N et H. 

 

I.2.C. Réponse hypertrophique du muscle en hypoxie et intérêt du modèle de 

surcharge fonctionnelle 

L’hypothèse de ce travail était que l’effet délétère de l’hypoxie sur la croissance 

musculaire pourrait être accentué dans un modèle de surcharge fonctionnelle. La comparaison 

des muscles Ov-H et Ov-N fait ressortir un effet négatif de l’hypoxie sur la masse du plantaris 

à J5 et à J12 et sur la FCSA à J12, alors que les différences observées pour ces variables entre 

les animaux Ct-N et Ct-H ne sont pas significatives. Il convient néanmoins de relativiser nos 

propos car même si des variations intergroupes sont observées entre les groupes Ov, elles 

restent modérées et ne sont plus présentes à J56.  
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Ce modèle de surcharge fonctionnelle est très intéressant pour déterminer l’influence de 

l’hypoxie sur la croissance musculaire. En effet, outre l’influence de la réduction de l’apport 

calorique sur la masse musculaire, on évoque également le rôle joué par la diminution de 

l’activité spontanée dans l’altération de la masse musculaire en hypoxie (Bigard, et al. 2000a). 

Du fait de l’ablation bilatérale des muscles agonistes du plantaris, ce muscle est 

continuellement soumis à de fortes contraintes mécaniques. Même si l’activité locomotrice 

spontanée des animaux des groupes Ov est probablement plus faible en hypoxie, la surcharge 

fonctionnelle appliquée sur le muscle est très certainement comparable entre les différents 

groupes Ov, que les animaux soient exposés à l’hypoxie ou pas. Par ailleurs, contrairement à 

l’étude de Favier et al. (2010) qui avait évalué l’influence de l’hypoxie dans un muscle à l’état 

basal au cours de la croissance des animaux, nous avons cherché à déterminer son influence 

dans un muscle soumis à des signaux hypertrophiques et à un environnement moléculaire 

dynamique, dans le but d’accentuer les effets potentiellement délétères de l’hypoxie. 

 

I.2.D. Régulation de la voie Akt/mTOR dans le muscle en croissance en hypoxie 

Plusieurs travaux réalisés sur cultures cellulaires ont montré une altération de la voie 

Akt/mTOR en hypoxie (Connolly, et al. 2006; Koritzinsky, et al. 2006; Liu, et al. 2006). Des 

résultats similaires on été récemment mis en exergue in vivo dans le muscle squelettique chez 

l’homme (Vigano, et al. 2008) et chez le rongeur (Favier, et al. 2010). Nous montrons ici que 

l’hypoxie conduit à une moindre activation de mTOR et de ses cibles P70
S6K

 et rpS6 au moins 

jusqu’à J12 dans les muscles soumis à la surcharge, alors que 4E-BP1 n’est pas influencé par 

le stimulus hypoxique. Ces données sont consistantes avec certains résultats obtenus in vivo 

(Favier, et al. 2010) mais sont discordantes avec d’autres travaux réalisés in vitro (Connolly, 

et al. 2006 ; Liu, et al. 2006). D’autre part, l’hypoxie augmente le niveau de phosphorylation 

d’eEF2 dans les muscles hypertrophiés à J5. Même si ces résultats sont à prendre avec 

précaution du fait de l’augmentation du contenu en eEF2
Thr56

 entre J5 et J12 dans l’ensemble 

des groupes à l’exception du groupe Ov-H, on peut penser que l’hypoxie est capable de 

diminuer l’activité de ce facteur d’élongation de la traduction, au moins durant les phases 

précoces d’exposition. Comme cela a été précédemment évoqué, le niveau d’activation 

d’eEF2 est influencé par P70
S6K

 (Deldicque, et al. 2008) et par l’AMPK (Horman, et al. 

2002). Une inhibition d’eEF2 a déjà été retrouvée en hypoxie in vivo de manière concomitante 

avec une activation de l’AMPK (Liu, et al. 2006) mais ce résultat n’est pas observé dans notre 

travail. Au cours de l’hypertrophie de surcharge, la réduction de l’activité d’eEF2 par 
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l’hypoxie pourrait donc être en partie expliquée par l’altération de P70
S6K

. En résumé, l’effet 

délétère de l’hypoxie sur la réponse hypertrophique est associé à une altération transitoire de 

l’activation de la voie mTOR/P70
S6K

. La réduction partielle de l’activité de cette voie de 

signalisation intracellulaire pourrait affecter la biogenèse ribosomale (rpS6) et l’élongation de 

la traduction (eEF2), entraînant une altération transitoire de la synthèse protéique. 

Un des résultats surprenants de ce travail concerne la réduction de l’activation de P70
S6K

 

et de rpS6 par l’hypoxie dans les muscles Ov à J5, alors qu’à ce moment le niveau de 

phosphorylation de mTOR n’est pas modulé par ce stress environnemental. Cette dissociation 

apparente entre mTOR et P70
S6K

/rpS6 est peu cohérente avec le principe général de cette voie 

de signalisation qui consiste à dire qu’une fois activé, mTOR phosphoryle directement sa 

cible P70
S6K

 qui est alors à son tour activée et entraîne la phosphorylation de rpS6 (Glass 

2003). Des données de la littérature supportent l’idée selon laquelle l’activation complète de 

P70
S6K

 nécessite la contribution d’acteurs moléculaires autres que mTOR, tels que la protéine 

PKC (Protéin Kinase C) (Holz and Blenis 2005) ou encore la protéine PDK1 

(Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1) (Pullen, et al. 1998). Une étude récente 

réalisée chez l’homme indique également cette dissociation entre mTOR et ses cibles P70
S6K

 

et rpS6 (Apro and Blomstrand 2010). Ces résultats confirment l’idée selon laquelle les 

composants de la voie Akt/mTOR/P70
S6K

 ne sont pas exclusivement sous le contrôle de leurs 

kinases situées en amont, mais dépendent aussi d’autres régulateurs spécifiques encore mal 

connus. 

 

I.2.E. Rôle des régulateurs négatifs de la voie mTOR dans le muscle en 

croissance au cours de l’exposition hypoxique 

Nous montrons dans ce travail que le niveau de phosphorylation d’Akt n’est pas affecté 

par l’hypoxie jusqu’à J12 dans les muscles Ov, alors qu’elle réprime de manière importante 

l’activation de mTOR et de P70
S6K

 dans ces groupes expérimentaux. Il est à l’heure actuelle 

bien établi que différents facteurs peuvent moduler la signalisation mTOR indépendamment 

d’Akt mais il n’existe que peu de données sur les mécanismes moléculaires qui contrôlent 

cette voie de signalisation en réponse à l’exposition à l’hypoxie in vivo.  

Nous avons tout d’abord évalué l’AMPK, le régulateur central du statut énergétique, 

connu pour inhiber indirectement mTOR via son rôle d’activateur du répresseur tumoral 

TSC2 (Gwinn, et al. 2008). Nos résultats ne mettent en évidence aucun effet de l’hypoxie sur 

le niveau de phosphorylation de l’AMPK, aussi bien dans les muscles Ct que dans les muscles 
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Ov. Ainsi, contrairement à ce qui est couramment affirmé dans la littérature (Hardie 2003 ; 

Hardie 2007 ; Gwinn, et al. 2008), le stress métabolique consécutif à l’exposition à une 

hypoxie environnementale ne semble pas suffisant pour activer l’AMPK dans le muscle 

squelettique (Gonzalez, et al. 2004 ; Favier, et al. 2010). Ceci nous conduit à éliminer 

l’implication de cette kinase dans l’inhibition de mTOR.  

Une fois phosphorylé par Akt, TSC2 est séquestré par le facteur 14-3-3, ce qui conduit à 

son inhibition (Liu, et al. 2002). Cependant, une étude récente démontre qu’in vitro, REDD1 

est capable de dissocier le complexe TSC2/14-3-3 contribuant ainsi à inhiber mTOR 

(DeYoung, et al. 2008). L’activation de REDD1 par l’hypoxie a été mise en évidence in vitro 

(Brugarolas, et al. 2004) et dans le muscle squelettique (Favier, et al. 2010). Ici, nous 

montrons que l’hypoxie entraîne spécifiquement une augmentation de l’expression protéique 

de REDD1 dans les muscles Ct. Par contre, l’effet activateur de l’hypoxie sur REDD1 n’est 

plus observé dans les muscles soumis à la surcharge fonctionnelle. Il semble donc que 

REDD1 ne soit pas responsable de l’inhibition de la voie mTOR et de l’altération transitoire 

de l’hypertrophie musculaire en hypoxie.  

Afin d’approfondir notre analyse sur les mécanismes de contrôle de la voie mTOR en 

hypoxie, nous avons évalué BNIP-3, un facteur autophagique récemment identifié dans des 

cellules HEK293 cultivées dans un milieu cellulaire appauvri en oxygène comme pouvant 

réprimer l’activité de mTOR, en se fixant sur Rheb et en inhibant l’action de ce dernier sur 

mTOR (Y. Li, et al. 2007). Nous observons ici une augmentation du niveau d’ARNm de ce 

facteur sensible à l’hypoxie chez les rats exposés en hypoxie à J5, un résultat qui est plus 

marqué dans les muscles Ov. L’évaluation semi-quantitative de la protéine BNIP-3 ne laisse 

cependant apparaître aucune modification de son contenu musculaire en hypoxie, rejetant 

ainsi l’hypothèse d’un effet potentiellement inhibiteur de BNIP-3 sur mTOR. Même si 

certains travaux montrent que les changements d’expression transcriptionelle de BNIP-3 sont 

bien corrélés aux variations observées au niveau protéique dans le muscle de rats en hypoxie 

(Band, et al. 2009), d’autres facteurs semblent également réguler l’expression de BNIP-3 en 

hypoxie (Kubasiak, et al. 2002). Compte tenu de l’accumulation observée spécifiquement au 

niveau de la protéine en réponse à la surcharge fonctionnelle et de l’absence de modulation 

traductionnelle en hypoxie malgré une augmentation du niveau d’ARNm, nous suggérons que 

certains mécanismes post-transcriptionnels encore inconnus contrôleraient l’expression 

protéique de BNIP-3. On peut penser que l’absence d’activation de l’expression protéique de 

ce facteur en hypoxie est le résultat du dysfonctionnement transitoire de la machinerie 

traductionnelle dans ces conditions expérimentales.  
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Au regard de l’absence de modifications notables de l’expression protéique de ces trois 

répresseurs de mTOR, nous suggérons qu’il existe d’autres mécanismes moléculaires capables 

d’altérer la voie mTOR indépendamment d’Akt en hypoxie. REDD2 pourrait être un bon 

candidat puisqu’il est connu pour inhiber mTOR par un mécanisme similaire à celui de 

REDD1 (Miyazaki and Esser 2009b). Néanmoins, d’autres données de cet auteur ont mis en 

exergue l’effondrement de l’expression de ce facteur dans le modèle d’overload (Miyazaki 

2010). Il est donc difficile de penser que le stress hypoxique ait pu spécifiquement activer 

REDD2 dans les muscles Ov. Par ailleurs, même si la voie de signalisation MEK/ERK a été 

récemment identifiée comme pouvant activer mTOR dans ce modèle de surcharge via 

l’inhibition de TSC2, une kinase située en aval d’Akt (Miyazaki, et al. 2011), des données 

récentes de la littérature suggèrent que cette voie ne serait pas inhibée mais au contraire 

activée dans des cellules musculaires en hypoxie (Osorio-Fuentealba, et al. 2009; Ren, et al. 

2010 ). Une autre hypothèse pourrait être une régulation endogène de la voie 

PI3K/Akt/mTOR. En effet, il a été démontré sur des lignées cellulaires non myogéniques que 

l’activation ectopique de mTOR entraîne une inhibition d’IRS1/2 et réprime l’activité d’Akt 

(Shah, et al. 2004). Ce mécanisme limitant la transduction de la voie PI3K/Akt ferait 

intervenir une boucle de régulation rétroactive contrôlée par mTOR et P70
S6K

. Une hypothèse 

envisageable serait que dans les groupes Ov-N, l’activation de la voie Akt/mTOR soit telle 

qu’en retour un signal de rétrocontrôle négatif agirait sur IRS1/2, conduisant à réduire 

l’activité d’Akt dans ces groupes et à effacer les différences initiales entre les groupes Ov-N 

et Ov-H. Enfin, en plus d’ERK1/2, la protéine kinase PKC pourrait aussi intervenir dans 

l’inhibition de TSC2 et dans l’activation de la voie mTOR indépendamment d’Akt (Holz and 

Blenis 2005). A l’heure actuelle, il n’existe à notre connaissance aucun élément de la 

littérature faisant référence à ces mécanismes de régulation de la voie Akt/mTOR en hypoxie.  

 

I.2.F. Rôle des régulateurs négatifs de la masse musculaire dans le contrôle de la 

masse musculaire en hypoxie 

Dans ce travail de thèse, nous confirmons que l’hypoxie entraîne une augmentation de 

l’expression de la myostatine (Hayot, et al. 2011). Cependant, la surcharge fonctionnelle 

conduit à une inhibition notable de son expression et minimise l’induction transitoire de ce 

facteur par l’hypoxie. Il semble donc que l’altération transitoire de l’hypertrophie musculaire 

dans ce modèle en réponse à l’hypoxie ne soit pas expliquée par la myostatine. 

Nous montrons par ailleurs que l’expression transcriptionnelle de MURF1 et de MAFbx 
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en hypoxie n’est pas cohérente avec les niveaux de phosphorylation de Foxo1 et Foxo3a, 

remettant en question l’idée selon laquelle le sytème ubiquitine/protéasome-dépendant (SUP) 

est principalement contrôlé par ce facteur de transcription (Sandri, et al. 2004). Par ailleurs, 

nos résultats soulignent que l’expression de ces deux ub-ligases est régulée différemment en 

hypoxie puisque MAFbx voit son expression augmenter dans les muscles Ct et Ov à J5, 

contrairement à MURF1 qui n’est affecté positivement par l’hypoxie que dans les muscles 

Ov. En dehors de Foxo, il existe d’autres facteurs capables d’influencer l’expression de ces 

régulateurs protéolytiques. Ainsi, l’expression de ces atrogènes pourrait être stimulée par la 

cytokine pro-inflammatoire TNFα par deux voies de signalisation distinctes: MURF1 pourrait 

dépendre de la voie TNFα/NFκB (Cai, et al. 2004) alors que MAFbx pourrait être sous 

l’influence de la voie TNFα/p38 (Li, et al. 2005).  

Ces données scientifiques apportent de nouveaux arguments qui semblent attester de 

l’implication du SUP dans le contrôle de la masse musculaire en hypoxie (Hayot, et al. 2011). 

Nous suggérons que ce système protéolytique pourrait expliquer en partie l’altération 

transitoire de la croissance musculaire en hypoxie dans ce modèle. 

 

I.2.G. Limitation transitoire de l’hypertrophie de surcharge en hypoxie : 

altération de la protéosynthèse et/ou activation de la protéolyse ? 

Malgré la réduction par l’hypoxie de l’activation de mTOR et de P70
S6K

 à J12 dans les 

muscles Ov, la croissance relative de ces muscles est similaire en H qu’en N entre J5 et J12. 

Ceci suggère que même si l’activation de ce système de régulation de la synthèse protéique 

est toujours affectée par l’hypoxie, le muscle est capable de s’hypertrophier correctement. A 

J5, l’effet délétère de l’hypoxie sur la croissance musculaire est associé à une altération de 

P70
S6K

, rpS6 et eEF2 ainsi qu’à une activation des facteurs protéolytiques MURF1 et MAFbx. 

On peut donc se demander au regard de ces résultats si ce n’est pas majoritairement la 

stimulation de ce système protéolytique qui est à la base du ralentissement précoce de 

l’hypertrophie musculaire en hypoxie. Ce raisonnement est probablement trop réducteur car 

on s’aperçoit que l’hypertrophie musculaire est encore importante entre J12 et 56, alors que le 

niveau d’activation de la voie Akt/mTOR tend déjà diminuer à J12. D’autre part, pour un 

même niveau d’activation/inhibition des processus de contrôle de la masse musculaire, il est 

certainement plus aisé pour le muscle de s’hypertrophier lorsqu’il est de petite taille plutôt 

que lorsqu’il a atteint une taille plus importante. Ainsi, il est plus judicieux de nuancer nos 

propos en disant que l’altération de la voie mTOR/P70
S6K

 en hypoxie dans les muscles Ov à 
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J12 peut probablement expliquer le maintien du retard de croissance musculaire à ce temps. 

I.2.H. Conclusion 

Nous montrons dans ce travail que l’exposition à l’hypoxie atténue transitoirement 

l’hypertrophie du muscle soumis à une surcharge fonctionnelle. Ce retard de croissance 

observé après 5 jours de surcharge fonctionnelle et maintenu à J12 disparaît néanmoins après 

56 jours d’expérimentation. Comme illustré dans la figure 4.I.11, l’effet transitoire et précoce 

de l’hypoxie sur la croissance musculaire est associé 1) à une moindre activation de la voie 

mTOR/P70
S6K

, 2) à une désactivation d’eEF2 et 3) à une activation des ub-ligases MURF1 et 

MAFbx, indépendamment de Foxo. La désactivation partielle de la voie mTOR/P70
S6K

 

proviendrait d’un mécanisme indépendant de la voie IGF-I/Akt, et ne serait expliquée par 

aucun des répresseurs de mTOR étudiés (l’AMPK, REDD1 et BNIP-3). En définitive, la 

réduction transitoire de l’hypertrophie musculaire en hypoxie résulterait d’une altération des 

mécanismes de protéosynthèse et d’une activation du système ubiquitine/protéasome-

dépendant. Cependant, le stress hypoxique ne fait que limiter transitoirement l’hypertrophie, 

sans jamais parvenir à contrecarrer l’impact des contraintes mécaniques sur la croissance du 

tissu qui répond à une véritable demande fonctionnelle. 
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Figure 4.I.11. Synthèse des mécanismes moléculaires impliqués l’altération transitoire de 

l’hypertrophie de surcharge en hypoxie. 
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I.3. Discussion de l’étude « Orientation du phénotype du muscle 

en surcharge au cours de l’exposition à l’hypoxie » 

Ce travail a été effectué afin de déterminer si l’effet freinateur envisagé de l’hypoxie sur 

l’orientation du phénotype rapide vers lent et le rôle délétère de l’hypoxie sur les capacités 

oxydatives et sur la biogenèse mitochondriale étaient amplifiés dans un muscle soumis à une 

forte activité contractile. Afin de tester cette hypothèse, nous avons évalué le profil contractile 

et les capacités oxydatives de muscles soumis à une surcharge fonctionnelle et étudié certains 

facteurs impliqués dans l’adaptation du phénotype musculaire. 

Les principaux résultats de ce travail mettent en évidence que : 

- l’exposition hypoxique n’affecte pas la transition du phénotype contractile 

rapide  lent induit par la surcharge fonctionnelle mais ralentit uniquement 

transitoirement et modérément cette transition. 

- l’augmentation de l’activité de la calcineurine (évaluée à partir du niveau 

d’ARNm de MCIP1) par la surcharge fonctionnelle n’est pas influencée par 

l’hypoxie. 

- l’hypoxie entraîne une diminution de l’activité de la citrate synthase et de la 

cytochrome c oxydase dans les muscles Ct, laquelle n’est pas majorée dans les 

muscles hypertrophiés. L’hypoxie a uniquement un effet additif sur la 

réduction de leur activité enzymatique (exprimée en UI.g
-1

 de tissu) induite 

par la surcharge fonctionnelle. 

- le niveau d’ARNm de PGC-1α, transitoirement diminué par la surcharge 

fonctionnelle à J5, est récupéré à J12, mais est inférieur dans les muscles Ov-

H comparativement aux muscles Ov-N. 

L’ensemble de ces résultats montre que l’exposition hypoxique est incapable de 

contrecarrer l’adaptation prononcée du phénotype contractile induit dans ce modèle de 

surcharge fonctionnelle. En revanche, l’hypoxie, combinée ou non à cette situation de 

surcharge fonctionnelle, entraîne une altération des capacités oxydatives.  

 

I.3.A. Influence de la surcharge fonctionnelle sur le phénotype musculaire et 

intérêt de ce modèle 

Dans ce travail, nous confirmons que la surcharge fonctionnelle du plantaris consécutive 

à l’ablation bilatérale de ses muscles agonistes entraîne une transition du phénotype 
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contractile rapide vers lent classiquement observée dans la littérature (Roy, et al. 1997; 

Bigard, et al. 2001 ). Cette orientation du profil contractile se caractérise par une diminution 

drastique du pourcentage de MHC-IIb, de manière concomitante avec une élévation 

importante de la proportion des MHC-Iβ et –IIa. Nous observons également une réexpression 

limitée mais significative de l’isoforme MHC-néonatale, sans mise en évidence de l’isoforme 

MHC-embryonnaire, ce qui suggère que l’implication des cellules satellites dans cette 

adaptation phénotypique reste modérée. La transition phénotypique observée dans cette étude 

est associée à des niveaux élevés d’ARNm de MCIP1, confirmant l’implication de la voie de 

la calcineurine dans l’instauration d’un profil contractile moins rapide dans ce modèle (Dunn, 

et al. 1999 ; Miyazaki, et al. 2004).  

La surcharge fonctionnelle entraîne une réduction des capacités oxydatives, comme 

l’atteste la diminution de l’activité enzymatique de la CS et de la COX (exprimée en UI.g
-1

 de 

tissu) et pourrait être en partie expliquée par la baisse du niveau d’ARNm de PGC-1α, un 

coactivateur contrôlant la biogenèse mitochondriale (Lin, et al. 2002). Ces résultats sont en 

accord avec les données de la littérature (Baldwin, et al. 1981, McGee, 2008 #487) et 

pourraient être à la base de la dilution du réseau mitochondrial dans le compartiment 

sarcoplasmique suggérée dans ce modèle hypertrophique (Baldwin, et al. 1981). En effet, ce 

modèle d’hypertrophie de surcharge conduit à une élévation du contenu en myofibrilles et à 

un œdème musculaire, menant au bout du compte à une augmentation du compartiment 

sarcoplasmique et à une dilution de la densité mitochondriale. Cependant, le pool existant de 

mitochondries n’est très probablement pas abaissé durant la période précoce de surcharge 

fonctionnelle puisque l’activité enzymatique évaluée dans les muscles hypertrophiés entiers 

est similaire pour la CS et est même supérieure pour la COX par rapport à celle des muscles 

Ct. Nos résultats concernant l’évolution des activités enzymatiques suggèrent qu’après une 

période prolongée de surcharge fonctionnelle, la densité mitochondriale est partiellement 

restaurée et que le nombre total de mitochondries pourrait être augmenté.  

Afin d’évaluer l’influence de l’hypoxie sur le phénotype contractile et sur les capacités 

oxydatives du muscle, nous avons trouvé pertinent d’utiliser ce modèle car il contraint le 

muscle à maintenir une activité contractile continue et prolongée, ce qui permet de limiter 

l’effet négatif de l’hypoxie sur l’activité spontanée, un paramètre qui pourrait être en partie à 

l’origine des adaptations phénotypiques en hypoxie (Bigard, et al. 2000a). Comme discuté ci-

dessus, ce modèle entraîne un remodelage intense des protéines contractiles et l’apparition 

d’un phénotype contractile plus lent. Il est donc pertinent car il reproduit de manière exagérée 

l’instauration du phénotype lent observé au cours du développement post-natal et permet donc 
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d’évaluer précisement le rôle envisagé de l’hypoxie sur cette adaptation phénotypique rapide 

 lent (Ishihara, et al. 2000) (voir figure 4.I.12). Enfin, le stress métabolique intense mis en 

évidence par l’activation de l’AMPK et la forte élévation de l’activité contractile dans ce 

modèle de surcharge fonctionnelle en font une situation intéressante pour déterminer 

l’influence de l’hypoxie sur les capacités oxydatives, dont l’altération est connue pour être 

majorée lorsque le stress hypoxique est combiné à une activité musculaire telle que de 

l’exercice physique (Green, et al. 1989; Hoppeler, et al. 1990) 
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Figure 4.I.12. Inhibition par l’hypoxie de la transition des fibres de type IIa vers des fibres de 

type I dans le soléaire au cours de la croissance de rats [d’après (Ishihara, et al. 2000)]. 

 

I.3.B. Influence de l’hypoxie sur la transition du phénotype rapide vers lent 

observée au cours de la surcharge fonctionnelle 

L’un des résultats principaux de cette étude est que l’exposition hypoxique ne permet 

pas de supprimer la transition du phénotype contractile mis en évidence au cours de la 

surcharge fonctionnelle. Elle contribue uniquement à ralentir très modérément et 

transitoirement ce processus comme l’attestent les faibles modifications des pourcentages de 

MHC-Iβ, -IIa et IIb dans les muscles Ov-H à J12. Ce modeste effet de l’hypoxie n’est pas 

associé à des variations du niveau d’ARNm de MCIP1, suggérant une absence de modulation 

par l’hypoxie de l’activité de la calcineurine dans les muscles hypertrophiés. L’ensemble de 
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ces résultats montre que dans ce contexte de remodelage intense des propriétés contractiles, 

l’exposition à l’hypoxie n’est pas un stimulus suffisant pour altérer la transition du phénotype 

rapide vers lent.  

 

I.3.C. Rôle de l’hypoxie dans la régulation de la calcineurine dans le muscle 

squelettique 

De manière surprenante, nous observons une accumulation d’ARNm de MCIP1 en 

hypoxie dans les muscles Ct à J12. Une activation de la calcineurine par l’hypoxie à déjà été 

rapportée par notre équipe dans le ventricule cardiaque droit (Koulmann, et al. 2006), une 

régulation moléculaire qui pourrait être reliée aux signaux hypertrophiques de l’hypoxie sur 

ce tissu musculaire. A notre connaissance, c’est la première fois qu’une activation de cette 

phosphatase est observée en réponse à l’exposition hypoxique dans le muscle squelettique. 

L’absence de modifications de la distribution des isoformes de MHC dans ces muscles 

exposés en hypoxie suggère que cette activation de la calcineurine en hypoxie pourrait être 

dissociée du contrôle du phénotype lent, et/ou que l’effet de la calcineurine dans l’instauration 

du profil contractile lent pourrait être contrecarré par un autre acteur moléculaire. A l’heure 

actuelle, peu d’éléments de la littérature nous permettent d’expliquer cette activation de la 

calcineurine en hypoxie. L’activation de ce facteur est contrôlée par la concentration 

intracellulaire de Ca
2+

, laquelle dépend en grande partie de l’activité neuronale. Or, il a été 

récemment mis en évidence dans des cellules musculaires lisses de l’artère pulmonaire 

cultivées en hypoxie une augmentation de la concentration calcique, un résultat qui pourrait 

résulter d’une diminution de l’activité des canaux potassiques de ces cellules (Bonnet, et al. 

2007; Sutendra, et al. 2010). Nous suggérons que cette activation de la calcineurine en 

hypoxie pourrait provenir d’un dysfonctionnement de la membrane sarcolemmale, entraînant 

une élévation de la concentration intracellulaire en Ca
2+

. 

 

I.3.D. Influence de l’hypoxie sur les capacités oxydatives 

Dans ce travail, nous mettons en évidence une réduction de l’activité enzymatique de la 

CS et de la COX en hypoxie. Ces résultats confirment que l’hypoxie sévère est susceptible 

d’entraîner des perturbations des capacités oxydatives dans le muscle squelettique (Green, et 

al. 1989 ; Hoppeler, et al. 1990; van Ekeren, et al. 1992; Gamboa and Andrade 2010 ). 

Contrairement à notre hypothèse de départ, cet effet délétère de l’hypoxie n’est pas accentué 
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dans les muscles soumis à la surcharge fonctionnelle mais se combine à l’altération des 

capacités oxydatives provoquée par l’hypertrophie musculaire intense. Les capacités de 

synthèse de l’ATP par le métabolisme aérobie semblent donc être altérées par le stress 

hypoxique mais maintenues à un niveau suffisant pour permettre une hypertrophie correcte du 

muscle. La diminution de l’activité d’enzymes oxydatives en hypoxie est généralement 

associée à une réduction de la densité mitochondriale et du contenu en protéines 

mitochondriales (Howald, et al. 1990 ; Gamboa and Andrade 2010), suggérant ainsi que la 

diminution des capacités oxydatives en hypoxie est très probablement la conséquence d’une 

altération des propriétés quantitatives (taille et nombre) plutôt que qualitatives des 

mitochondries. 

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation 

des capacités oxydatives en hypoxie, nous avons évalué certains facteurs contrôlant la 

biogenèse mitochondriale. Nous observons dans ce travail une moindre récupération en 

hypoxie de l’expression transcriptionnelle de PGC-1α dans les muscles hypertrophiés à J12. 

Ce résultat n’est associé à aucune modulation du niveau de phosphorylation de l’AMPK, 

connue pour contrôler l’expression de PGC-1α et ainsi stimuler la biogenèse mitochondriale 

(Narkar, et al. 2008). L’analyse de p38, un autre régulateur positif de PGC-1α (Akimoto, et 

al. 2005) met en évidence un niveau d’activation qui tend à être plus faible en hypoxie dans 

les muscles Ov à J12. Néanmoins, l’absence de réduction de la quantité d’ARNm de PGC-1α 

en hypoxie dans les muscles Ct malgré une altération des capacités oxydatives nous conduit à 

rejeter l’idée selon laquelle la biogenèse mitochondriale serait altérée en hypoxie dans le 

muscle plantaris. Au contraire, nous observons une hausse de l’expression transcriptionnelle 

de ce cofacteur en hypoxie à J12 chez les animaux Ct, ce qui reste difficilement explicable en 

l’état actuel des connaissances.  

Récemment, il a été démontré que la réduction de la densité mitochondriale dans le 

diaphragme après une exposition prolongée en hypoxie sévère était associée à une altération 

de l’expression de marqueurs de la biogenèse mitochondriale (PGC-1α et PPARγ) et à une 

activation de BNIP-3 (Gamboa and Andrade 2010), un facteur mitophagique (Band, et al. 

2009; Zhang and Ney 2009 ). Nous montrons dans ce travail que la transcription de BNIP-3 

est bien activée par l’hypoxie mais qu’aucune variation n’est observée au niveau protéique. A 

l’heure actuelle, nous avons peu d’éléments de réponse nous permettant d’expliquer 

clairement l’origine de ce dysfonctionnement du contrôle de la biogenèse mitochondriale en 

réponse à l’hypoxie. 

 



Résultats       Hypertrophie de surcharge en hypoxie 

188 

 

 

I.3.E. Conclusion 

L’hypoxie est incapable de contrecarrer la transition du phénotype rapide vers lent 

induit par la surcharge fonctionnelle. Elle contribue uniquement à ralentir transitoirement ce 

processus adaptatif. Ceci démontre que les stimuli nerveux et mécaniques l’emportent très 

largement sur le signal hypoxique dans l’adaptation du phénotype contractile. En revanche, 

l’hypoxie réduit les capacités oxydatives des muscles plantaris Ct et Ov. Cet effet délétère de 

l’hypoxie n’est pas majoré dans les muscles soumis à la surcharge fonctionnelle mais se 

combine à l’altération des capacités oxydatives (par unité de tissu) provoquée par 

l’hypertrophie musculaire intense. Les acteurs moléculaires évalués dans ce travail ne nous 

permettent pas de comprendre clairement l’origine de cette altération métabolique en hypoxie. 

En définitive, les résultats de ce travail suggèrent que l’hypoxie joue un rôle plus important 

dans l’adaptation du phénotype métabolique que contractile. 
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II. Régénération musculaire en hypoxie  

II.1. Résultats 

II.1.A. Masse corporelle, taille des animaux et taux d’hématocrite 

La période de pré-acclimatation en hypoxie conduit à une réduction de la masse 

corporelle durant les trois premiers jours, puis à une augmentation progressive jusqu’à la fin 

de cette période (figure 4.II.1). Dans l’objectif de réduire les différences intergroupes en 

termes de masse corporelle, nous avons fait le choix de répartir avant l’expérimentation les 

animaux les plus lourds dans le groupe H. Afin d’évaluer la croissance du squelette en 

parallèle de la croissance des tissus mous, la longueur du tibia a été mesurée à tous les temps 

expérimentaux (tableau 4.II.1). Malgré ce regroupement sélectif, la masse des animaux H est 

plus faible que celle de leurs homologues N le jour de l’opération chirurgicale (P < 0,05), 

mais la perte de masse corporelle consécutive à l’injection de notexine n’est pas accentuée par 

l’exposition à l’hypoxie. Même si les deux courbes de masse corporelle ne sont pas 

exactement superposables durant la période de conditionnement, la différence de masse entre 

les animaux observée le lendemain de l’opération est identique à celle observée à J28 (environ 

5%, P < 0,05).  

Comme cela est présenté dans le tableau 4.II.1, l’hypoxie entraîne une augmentation 

importante du taux d’hématocrite (effet global, P < 0,001), un résultat qui est observé dès 10 

jours d’exposition (J3). Cette mesure nous permet de valider les effets physiologiques de 

l’exposition à l’hypoxie. 

 

Tableau 4.II.1. Evolution du taux d’hématocrite au cours du conditionnement expérimental. 

 

J3 J7 J14 J28

N 43,4 ± 0,7 41,3 ± 1,0 42,6 ± 1,1 42,0 ± 0,9

H 51,5 ± 1,0 # 55,7 ± 1,6 # 54,4 ± 0,8 # 55,5 ± 1,7 #

N 3,44 ± 0,03 3,58 ± 0,02 $ 3,57 ± 0,03 3,67 ± 0,03 

H 3,44 ± 0,01 3,56 ± 0,02 $ 3,59 ± 0,04 3,65 ± 0,02 

Taux 

d'hématrocrite (%)

Longueur du tibia 

(cm)
 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 



Résultats           Régénération musculaire en hypoxie 

190 

 

 

160

170

180

190

200

210

220

230

240

-7 -3 0 3 6 9

1
2

1
5

1
8

2
1

2
4

2
7

m
as

se
 c

o
rp

o
re

ll
e 

(g
)

H

N

Durée de conditionnement (en jours)
 

Figure 4.II.1. Evolution de la masse corporelle au cours du conditionnement expérimental. 

 

II.1.B. Morphologie musculaire 

II.1.B.1. Masse musculaire 

L’analyse de la variance met en évidence un effet global de la régénération (P < 

0,001), du temps (P < 0,001) et de l’environnement (P < 0,001) sur la masse absolue du 

soléaire (tableau 4.II.2). Une réduction de la masse musculaire apparaît à la suite de 

l’injection de notexine et la masse du soléaire lésé est minimale à J7. Entre J7 et J28, le 

muscle lésé récupère progressivement sa masse (interaction régénération x temps, P < 0,001), 

sans pour autant qu’elle soit complètement retrouvée au dernier temps de prélèvement. A J28, 

la masse du muscle régénéré est plus faible que celle du muscle controlatéral intact 

(respectivement -21% et -23% en N et en H, P < 0,05).  

L’hypoxie affecte négativement la masse musculaire, mais uniquement durant la 

première semaine de conditionnement expérimental (interaction environnement x temps, P < 

0,001). Ainsi, la masse du soléaire intact est inférieure en H qu’en N durant cette période, 

mais le seuil de significativité n’est atteint qu’à J7 (-12%, P = 0,07 à J3 et -14%, P < 0,05 à 

J7). L’effet délétère de l’hypoxie sur la masse musculaire est accentué dans les muscles 
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régénérés (interaction régénération x environnement, P < 0,001) et est retrouvée également au 

niveau de la masse musculaire normalisée à la taille du tibia (tableau 4.II.2). A J3, la masse du 

soléaire lésé n’est pas modifiée en normoxie, alors qu’elle est déjà réduite de 30% en hypoxie 

comparativement au muscle intact (P < 0,05). A J7, l’amyotrophie musculaire consécutive à 

l’injection de notexine est amplifiée par l’hypoxie : la masse du muscle lésé est 54% 

inférieure à celle du muscle intact en H (P < 0,05), alors que cette réduction n’est que de 35% 

en N (P < 0,05). A ces deux premiers temps de prélèvement, le muscle lésé est plus léger en H 

qu’en N (-41% à J3 et -40% à J7 ; P < 0,05). Entre J7 et J14, la croissance musculaire est plus 

importante en H qu’en N : le muscle accroît sa masse de 72% en H, alors que le gain de masse 

n’est que de 13% en N. Les faibles variations de masses entre les muscles Reg-N et Reg-H ne 

sont plus significatives à J14 et une masse identique du soléaire est retrouvée entre ces deux 

groupes à J28. 

 

Tableau 4.II.2. Evolution de la masse musculaire absolue et normalisée du soléaire au cours 

du conditionnement expérimental. 

 

J3 J7 J14 J28

Int-N 85,4 ± 4,4 89,2 ± 2,6 91,7 ± 2,3 91,2 ± 3,4

Int-H 75,0 ± 2,3 76,8 ± 2,7  # 95,9 ± 2,8 95,7 ± 3,3

Reg-N 89,6 ± 9,0 58,1 ± 2,3 *$ 65,9 ± 1,9 * 72,3 ± 2,7 *

Reg-H 52,6 ± 2,7 * # 35,1 ± 1,8 * $ # 60,2 ± 2,5 * $ 73,5 ± 2,8 * $

Int-N 24,8 ± 1,2 24,9 ± 0,7 25,7 ± 0,6 24,6 ± 0,9

Int-H 21,8 ± 0,7 21,5 ± 0,7 26,7 ± 0,7 26,5 ± 1,1

Reg-N 26,0 ± 2,6  16,2 ± 0,6 * $ 18,4 ± 0,5 * 19,8 ± 0,8 *

Reg-H 15,3 ± 0,8 * # 9,9 ± 0,5 * $  # 16,8 ± 0,6 * $ 19,9 ± 0,7 *

Masse du soléaire (mg)

Masse normalisée du 

soléaire (mg.cm
-1 

de tibia)

 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le temps expérimental J7, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

 

II.1.B.2. Histologie musculaire 

L’aspect morphologique des fibres musculaires est illustré par les images de coupes 

histologiques présentées dans la figure 4.II.2. L’analyse histologique des muscles Int n’a été 

réalisée qu’à J7, le seul temps expérimental durant lequel des différences significatives de 
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masses musculaires sont observées en hypoxie. A ce temps de sacrifice, l’aspect 

morphologique des muscles Int n’est pas affecté par l’hypoxie. A J3 après la lésion, le muscle 

est constitué d’un mélange de fibres nécrosées et phagocytées qui ne sont pas clairement 

délimitées, rendant l’analyse histologique difficilement interprétable à ce temps expérimental. 

A J7, toutes les fibres nécrotiques semblent avoir été remplacées par des nouvelles fibres en 

normoxie, alors qu’en hypoxie, d’importantes zones intercellulaires sont identifiées, comme 

l’atteste la proportion de tissu contractile significativement plus faible en H (-72%, P < 0,05) 

(tableau 4.II.3). Après 28 jours de régénération, les noyaux sont encore localisés dans la partie 

centrale des fibres en H et en N. En normoxie, les zones constituées d’espaces intercellulaires 

ont été remplacées par des fibres, alors qu’en hypoxie il reste encore des zones relativement 

importantes de tissu non contractile (ITC inférieur de 20% en H qu’en N, P < 0,05). 

Les modifications observées au niveau de la CSA et de la FCSA sont sensiblement les 

mêmes que celles mises en évidence pour la masse musculaire (tableau 4.II.3) : l’injection de 

notexine entraîne une forte diminution de la CSA dès J3 en hypoxie et la valeur minimale de 

ce paramètre est observée en N et en H à J7. Les nouvelles myofibres possèdent un très petit 

calibre à J7, lequel augmente de manière conséquente à J28. A ce temps de sacrifice, la CSA 

et la FCSA des groupes Reg ne sont pas complètement récupérées. 

Comme cela est observé pour la masse du soléaire, la CSA des muscles Int-H est plus 

faible que celle des muscles Int-N (-13%, P < 0,05). Au niveau des muscles lésés, la CSA est 

très largement inférieure en H qu’en N à J3 et à J7 (-30%, P < 0,05 et -48%, P = 0,16, 

respectivement) mais aucune différence n’est observée à J28. La réduction de la FCSA au sein 

des muscles lésés est majorée par l’hypoxie à J7 sans qu’aucune différence ne soit plus 

notable à J28.  

Nous avons par ailleurs mesuré le nombre de fibres par champ pour évaluer la densité 

cellulaire. A J7, la densité en fibres est augmentée de manière importante dans les muscles 

lésés, mais uniquement en normoxie (+176% en N, P < 0,05 contre +38% en H, P = 0,13). Le 

nombre de fibres par champ est ainsi 52% plus faible dans les muscles Reg-H que dans les 

muscles Reg-N à ce temps expérimental (P < 0,05). Entre J7 et J28, la densité en myofibres 

est abaissée dans les muscles Reg-N pour atteindre un niveau qui reste supérieur à celui des 

muscles intacts et qui n’est plus différent de celui des muscles Reg-H. 
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La phase de dégénérescence musculaire s’organise différemment en hypoxie et en 

normoxie. Une réduction de la masse musculaire n’apparaît à J3 que dans les muscles Reg-H, 

et la perte de masse musculaire est bien plus conséquente en H qu’en N à J7. Au niveau 

histologique, la réduction de l’aire de section transverse du muscle et des fibres observée 

après l’injection de notexine est majorée par l’hypoxie durant la première semaine 

d’expérimentation. La densité en fibres augmente de manière très conséquente dans les 

muscles Reg-N à J7, contrairement à ce qui est observé dans les muscles Reg-H. Dans ces 

derniers, une proportion très importante du muscle est constituée de tissu non contractile.  

A partir de J7, les muscles lésés récupèrent progressivement leur masse. Les muscles 

Reg-H, de très petites tailles à J7 augmentent très rapidement leur masse pour atteindre des 

valeurs qui ne sont déjà plus différentes à J14 de celles observées dans les muscles Reg-N. A 

J28, la masse musculaire et la CSA est identique entre les muscles Reg-N et Reg-H, mais des 

zones de tissu non contractile persistent en hypoxie. 

 

 

Tableau 4.II.3. Paramètres histologiques évalués après 12 jours de conditionnement. 

 

CSA (mm
2
) FCSA (µm

2
)

Nombre de fibres 

par champ
ITC

Int-N 7,0 ± 0,2 2654 ± 146 162 ± 11 427 ± 2

Int-H 6,1 ± 0,1  # 2508 ± 127 155 ± 13 388 ± 28

Reg-N 6,7 ± 0,3 / / /

Reg-H 4,7 ± 0,3 * # / / /

Reg-N 3,3 ± 0,6 * $ 818 ± 26 * 447 ± 25 * 364 ± 17 *

Reg-H 1,7 ± 0,7 * $ 512 ± 39 * # 214 ± 11  # 101 ± 5 * #

Reg-N 4,6 ± 0,1 * $ 1670 ± 111 * $ 283 ± 21 * $ 466 ± 11 $

Reg-H 4,8 ± 0,4 $ 1445 ± 151 * $ 266 ± 25 * 374 ± 12 # $

J7

J3

J7

J28

 

CSA : aire de section transverse du muscle 

FCSA : aire de section transverse des myofibres 

ITC : Index de Tissu Contractile ((FCSA x densité en myofibres) / 1000) 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant après 7 jours de conditionnement, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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Figure 4.II.2. Coupes transverses du soléaire colorées à l’hémalun-éosine après 3, 7 et 28 

jours de conditionnement. La barre d’échelle représente 100 µm. 
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II.1.C. Voies de signalisation impliquées dans le contrôle de la masse musculaire 

 

II.1.C.1. La voie Akt/mTOR 

Afin d’éviter de multiplier les cibles biologiques étudiées, nous avons analysé la voie 

Akt/mTOR en évaluant les formes totales et phosphorylées d’Akt et des cibles de mTOR 

P70
S6K

 et 4E-BP1. L’ensemble de ces résultats est présenté dans la figure 4.II.3. Le facteur 

d’élongation de la traduction eEF2, en partie modulé par P70
S6K

 a également été étudié et est 

présenté dans la figure 4.II.4. 

 

II.1.C.1.a. Akt 

Le niveau de phosphorylation d’Akt sur son résidu Thr
308

 augmente fortement sous 

l’influence de la régénération à J3, reste élevé à J7 et retourne à des valeurs basales dès J14 

(interaction régénération x temps, P < 0,001) (graphique A1). En revanche, la quantité 

d’Akt
Thr308

 n’est pas modifiée par l’exposition hypoxique. Comme illustré dans le graphique 

A2, les lésions musculaires entraînent une forte élévation du niveau protéique d’Akt1 dès J3, 

lequel diminue progressivement pour ne plus être différent de celui des muscles Int à partir de 

J14 (interaction régénération x temps, P < 0,001). Il n’apparaît aucun effet global de 

l’environnement sur le niveau de cette protéine. 

 

II.1.C.1.b. P70
S6K

 

Suite à l’injection de notexine, le niveau de phosphorylation de P70
S6K

 augmente de 

manière marquée à J3 et reste supérieur à celui des muscles Int jusqu’à J7 (interaction 

régénération x temps, P < 0,001) (graphique B1). L’hypoxie limite l’augmentation du contenu 

musculaire en P70
S6K Thr389

 dans les muscles Reg au cours du temps le plus précoce 

(interaction régénération x environnement x temps, P < 0,001). Ainsi, la quantité de P70
S6K 

Thr389
 est inférieure de 44% à J3 dans les muscles Reg-H par rapport aux muscles Reg-N (P < 

0,05). En revanche, elle diminue entre J3 et J7 mais uniquement dans les muscles Reg-N, de 

telle sorte qu’elle devient à J7 supérieure dans le groupe Reg-H par rapport au groupe Reg-N 

(P < 0,05). Le contenu musculaire de la forme totale de P70
S6K

 n’est augmenté que durant les 

phases précoces de la régénération (interaction régénération x temps P < 0,001). Les résultats 

présentés dans le graphique B2 montrent que le niveau de cette protéine est maximal à J3 dans 

les muscles Reg-N et retourne à un niveau similaire à celui des muscles Int dès J7. En 
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hypoxie, un haut niveau de P70
S6K

 est maintenu jusqu’à J7 dans les muscles Reg. Il n’apparaît 

aucun effet global de l’environnement sur le niveau de cette protéine. 

 

II.1.C.1.c. 4E-BP1 

Le niveau de phosphorylation de 4E-BP1 sur son résidu Thr
70

 augmente de manière 

transitoire après 3 jours de régénération, mais uniquement en normoxie (interaction 

régénération x environnement x temps, P < 0,01) (graphique C1). Ainsi, la quantité de cette 

protéine phosphorylée est inférieure de 47% dans les muscles Reg-H par rapport aux muscles 

Reg-N à ce temps (P < 0,05). Le contenu musculaire de la forme totale de 4E-BP1 présenté 

dans le graphique C2 n’est pas modifié dans les muscles Reg en normoxie, alors qu’il se 

trouve abaissé dans les muscles Reg-H comparativement aux muscles Reg-N (interaction 

régénération x environnement, P < 0,001) à tous les temps, à l’exception de J7 (P < 0,05). 

 

II.1.C.1.d. eEF2 

Le niveau de phosphorylation d’eEF2 est augmenté par la régénération à J3 (interaction 

régénération x temps, P < 0,01), mais les différences entre les muscles Int et Reg ne sont 

observées que chez les animaux H (+60% en H, P < 0,05 contre +12% en N, non significatif) 

(figure 4.II.4.A). A ce temps, le contenu musculaire d’eEF2
Thr56

 est significativement 

supérieur dans les muscles Reg-H que dans les muscles Reg-N, même si les différences 

restent modérées (+24%, P < 0,05 ; interaction régénération x environnement x temps, P < 

0,05). Le niveau de la forme totale d’eEF2 est plus important dans les muscles Reg que dans 

les muscles Int (effet global, P < 0,001) (figure 4.II.4.B). Il est maximal à J3, diminue à J7 

pour retrouver des valeurs semblables à celles des muscles Int à J14 (interaction régénération 

x temps, P < 0,001). L’hypoxie n’influence pas le contenu musculaire de cette protéine totale. 

 

La voie Akt/mTOR est activée précocement au cours de la régénération musculaire et 

retrouve un niveau identique dans les muscles Reg comparativement aux muscles Int dès J14 

pour la majorité des facteurs étudiés. L’hypoxie minimise l’activation de cette voie de 

signalisation en agissant à J3 sur les niveaux de phosphorylation de P70
S6K

, de 4E-BP1, et de 

manière plus modérée sur celui d’eEF2. L’altération de cette voie en réponse à l’exposition à 

l’hypoxie n’est associée à aucune variation d’Akt. 
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Figure 4.II.3. Niveau protéique des formes phosphorylées et totales d’Akt (A1, A2, respectivement) et de p70
S6K

 (B1 et B2, respectivement) et de 

4E-BP1 (C1 et C2, respectivement). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05 
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Figure 4.II.4. Niveau protéique de la forme phosphorylée (A) et totale (B) d’eEF2. 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

 

II.1.C.2. Les répresseurs de mTOR 

II.1.C.2.a. L’AMPK 

Le régénération musculaire entraîne une élévation du niveau de phosphorylation de 

l’AMPK sur son résidu Thr
172

 (effet global, P < 0,01) (figure 4.II.5.A). Ceci n’est mis en 

évidence qu’à J3 en normoxie et est maintenu jusqu’à J7 en hypoxie (interaction régénération 

x temps, P < 0,001). Malgré certaines variations intergroupes à J14, la quantité de 

l’AMPK
Thr172

 est globalement peu différente entre les muscles Reg et Int à J14 et J28. 

L’exposition à l’hypoxie affecte également positivement le niveau de phosphorylation de 

cette kinase, mais essentiellement durant les temps précoces (interaction environnement x 

temps, P < 0,001). Il est supérieur à J3 dans les muscles Int-H par rapport aux muscles Int-N 

(+98%, P < 0,05), tandis que l’hypoxie majore l’augmentation de la phosphorylation de 

l’AMPK consécutive à l’injection de notexine à ce temps de sacrifice (P < 0,05). Le contenu 

musculaire de la forme totale de l’AMPK présenté dans la figure 4.II.5.B n’est influencé 

spécifiquement par aucun des trois facteurs étudiés. De manière étonnante, ce contenu est 

augmenté transitoirement dans les muscles Int-N à J14.  

Du fait de l’absence de modifications du niveau de la forme totale de cette kinase, nous 

avons déterminé le rapport entre le niveau de la forme phosphorylée et de la forme totale. Ce 
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rapport, présenté dans la figure 4.II.5.C, est constant dans l’ensemble des groupes 

expérimentaux, à l’exception du groupe Reg-H à J3 (interaction régénération x environnement 

x temps, P < 0,01). Ce rapport est supérieur de 89% dans les muscles Reg-H en comparaison 

aux muscles Reg-N à ce temps de sacrifice (P < 0,05). 

 

II.1.C.2.b. BNIP-3 

Le niveau d’ARNm de BNIP-3 est fortement diminué au cours de la première semaine 

de régénération (interaction régénération x temps, P < 0,001), et redevient similaire à celui 

des muscles Int à partir de J14 (figure 4.II.5.D). L’hypoxie entraîne une accumulation de ce 

transcrit durant le temps le plus précoce dans les muscles Int (P < 0,05 ; interaction 

environnement x temps, P < 0,01). 

 

II.1.C.2.c. REDD1 

Comme illustré dans la figure 4.II.5.E, le niveau protéique de REDD1 est totalement 

réprimé durant la première semaine de régénération musculaire (interaction régénération x 

temps, P < 0,001). Il augmente ensuite à partir de J14 pour se stabiliser à J28 à des valeurs 

inférieures à celles des muscles Int. L’hypoxie provoque une élévation du contenu musculaire 

en cette protéine, mais uniquement à partir de J14 (interaction environnement x temps, P < 

0,01) et préférentiellement dans les muscles Int (interaction régénération x environnement, P 

< 0,01). Le niveau de cette protéine est ainsi supérieur dans les muscles Int-H par rapport aux 

muscles Int-N à J14 et J28 (respectivement +63% et +74%, P < 0,05). Nous pouvons noter 

que malgré l’absence de différences significatives, le contenu musculaire en REDD1 est plus 

important dans les muscles Reg-H que dans les muscles Reg-N à J28 (+80%, P = 0,08). 

 

Parmi les régulateurs négatifs de mTOR, les deux facteurs sensibles à l’hypoxie REDD1 

et BNIP-3 sont fortement réprimés au cours de la régénération, tandis que le niveau de 

phosphorylation de l’AMPK est transitoirement augmenté à J3. Les niveaux de BNIP-3 

(ARNm) et de REDD1 (protéine) sont respectivement augmentés en hypoxie au cours des 

temps précoces et lors des temps plus tardifs, mais uniquement dans les muscles Int. Seule 

l’activité de l’AMPK, évaluée par le rapport entre le niveau de la forme phosphorylée et de la 

forme totale est augmentée en hypoxie après trois jours de régénération. 
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Figure 4.II.5. Niveau d’expression de régulateurs négatifs de mTOR. Niveau protéique de la forme phosphorylée et totale de l’AMPK (A et B, 

respectivement). Rapport entre les formes phosphorylées et totales de l’AMPK (C). Niveau d’ARNm de BNIP-3 (D) et niveau protéique de 

REDD1 (E). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05 
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II.1.C.3. Les atrogènes MURF1 et MAFbx 

Les niveaux d’ARNm de MAFbx et de MURF1 sont réduits au cours de la régénération 

musculaire (effet global, P < 0,001), mais uniquement durant la phase précoce (interaction 

régénération x temps, P < 0,001) (figure 4.II.6). Une quantité similaire à celle des muscles Int 

est retrouvée dès J7 pour ces deux atrogènes dans les muscles Reg-N et pour MAFbx dans les 

muscles Reg-H. Un effet global de l’environnement et une interaction régénération x 

environnement sont obtenus pour MURF1 (P < 0,001) alors que l’effet global de 

l’environnement atteint tout juste le seuil de significativité pour MAFbx (P = 0,05). Le niveau 

d’ARNm de MURF1 est largement supérieur en H qu’en N pour les muscles Int à J3 et J7 

(respectivement +238% et + 211%, P < 0,05) tandis que des différences moins importantes 

mais significatives entre les muscles Reg-H et Reg-N sont mises en évidence à J7 (+88%, P < 

0,05). Aucune différence intergroupe entre les animaux N et H n’est observée pour MAFbx. 
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Figure 4.II.6. Niveau d’ARNm des deux atrogènes MAFbx (A) et de MURF1 (B). 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

 

 

II.1.D. Marqueurs et régulateurs de la myogenèse 

Afin d’étudier le processus de myogenèse post-natale et l’activité des cellules satellites, 

nous avons évalué trois marqueurs moléculaires au cours des deux temps expérimentaux les 
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plus précoces. MyoD a été étudié car ce facteur de régulation myogénique est impliqué dans 

la prolifération et la différenciation précoce des cellules satellites. La myogénine, un autre 

MRF, a été analysée comme marqueur plus tardif de la différenciation des cellules satellites. 

Enfin, nous avons évalué TGF-β1, un répresseur de la prolifération et de la différenciation des 

cellules satellites, qui joue également un rôle dans le contrôle de la fibrose. 

 

II.1.D.1. MyoD 

Contrairement à la myogénine qui a été analysée au niveau transcriptionnel et 

traductionnel, les difficultés techniques de mises au point des amorces de MyoD nous ont 

contraints à nous centrer uniquement sur l’étude de la protéine (figure 4.II.7.C). Le niveau 

protéique de MyoD est fortement augmenté au cours de la régénération musculaire (effet 

global, P < 0,001) et progresse de J3 à J7 uniquement en normoxie. L’hypoxie limite 

l’accumulation de MyoD induite par la régénération à J7 (interaction régénération x 

environnement x temps, P < 0,01). A J7, le contenu en MyoD est inférieur de 38% dans les 

muscles Reg-H par rapport aux muscles Reg-N (P < 0,05). 

 

II.1.D.2. La myogénine 

La régénération musculaire entraîne une augmentation marquée des niveaux en protéine 

(figure 4.II.7.B) et en transcrit (figure 4.II.7.D) de la myogénine (effet global, P < 0,001). Les 

valeurs maximales apparaissent à J3 dans les muscles Reg, indépendamment de 

l’environnement et diminuent à J7 au niveau de la protéine et de l’ARNm. L’hypoxie 

n’affecte pas la quantité d’ARNm de la myogénine. En revanche, le niveau protéique de ce 

facteur est plus faible en H qu’en N dans les muscles Reg à J3 et J7 (respectivement -42% et -

68%, P < 0,05 ; interaction régénération x temps, P < 0,05). A J7, son contenu protéique est 

réduit par l’hypoxie dans les muscles Reg et devient similaire à celui des muscles Int. 

 

II.1.D.3. TGF-β1 

Le niveau d’ARNm de TGF-β1 évolue de manière identique à celui de la myogénine. Il 

est fortement augmenté après 3 jours de régénération et retourne à des valeurs basales à J7 

(interaction régénération x temps, P < 0,001) (figure 4.II.7.A). L’hypoxie n’entraîne aucune 

variation de la quantité de ce transcrit. 
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Les niveaux d’ARNm des deux atrogènes MAFbx et MURF1 sont abaissés au cours des 

premiers jours de régénération. L’hypoxie affecte essentiellement MURF1, en augmentant sa 

quantité de transcrits dans les muscles Int à J3 et J7, et dans les muscles Reg à J7. Cette 

hausse dans les muscles lésés reste plus modérée que celle observée dans les muscles Int. 

Les trois régulateurs de la myogenèse étudiés sont fortement activés au cours de la 

régénération musculaire. Les niveaux de la myogénine et de TGF-β1 atteignent leur valeur 

maximale à J3, alors que celui de MyoD est maximal à J7. Dans les muscles lésés, l’hypoxie 

minimise l’augmentation  traductionnelle de la myogénine à J3 et J7, et uniquement celle de 

MyoD à J7.  
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Figure 4.II.7. Niveau protéique des deux facteurs de régulation myogénique MyoD (A) et 

myogénine (B). Niveau d’ARNm de TGF-β1 (C). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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II.1.E. Récupération des propriétés contractiles et métaboliques 

II.1.E.1. Distribution des isoformes de MHC 

La cinétique de récupération du phénotype contractile est illustrée graphiquement dans 

la figure 4.II.8 et la répartition des différentes isoformes de MHC ainsi que les différences 

intergroupes sont exposées dans le tableau 4.II.4. Les isoformes MHC-Iβ et MHC-IIa sont les 

seules identifiées dans les muscles Int et ne présentent aucune variation de leur pourcentage 

avec le temps et sous l’effet de l’exposition hypoxique. De ce fait, nous avons fait le choix de 

ne présenter que les résultats obtenus dans les muscles Int à J28. 

A la suite de l’injection de notexine, le pourcentage des isoformes immatures (MHC-

embryonnaire et -néonatale) et rapides (MHC-IIa, -IIx et –IIb) augmente pour représenter la 

quasi-totalité des isoformes présentes à J7, alors que dans le même temps, le pourcentage de 

MHC-Iβ diminue pour devenir négligeable à J7. Le schéma inverse est ensuite observé : entre 

J7 et J14, la proportion en isoformes immatures diminue fortement et devient minoritaire. 

Durant cette période, le pourcentage de MHC-IIx est également réduit et l’isoforme MHC-IIb 

disparaît, tandis que la proportion de l’isoforme MHC-IIa reste inchangée et que celle de 

l’isoforme MHC-Iβ progresse considérablement. A J28, la distribution des isoformes de MHC 

des muscles Reg est similaire à celle des muscles Int. 

L’hypoxie modifie dans les temps précoces l’orientation du phénotype contractile 

consécutif au processus de régénération musculaire. A J3, le pourcentage de l’isoforme MHC-

Iβ est plus faible dans les muscles Reg-H que dans les muscles Reg-N (-51%, P < 0,05), alors 

que le résultat inverse est observé pour l’isoforme MHC-embryonnaire (+159% dans les 

muscles Reg-H par rapport aux muscles Reg-N, P < 0,05). Entre J3 et J7, le pourcentage de 

MHC-embryonnaire augmente dans les muscles Reg-N (+64%, P < 0,05) et diminue dans les 

muscles Reg-H (-50%, P < 0,05) de telle sorte qu’il devient inférieur dans les muscles Reg-H 

par rapport aux muscles Reg-N (-22%, P < 0,05). L’isoforme MHC-néonatale est mise en 

évidence dans les muscles Reg à J7, et sa proportion est supérieure en hypoxie (+31%, P < 

0,05). Ces modifications conduisent à un pourcentage total de MHC immatures (somme de la 

proportion des isoformes embryonnaire et néonatale de MHC) légèrement mais 

significativement plus élevé dans les muscles Reg-H par rapport aux muscles Reg-N à J7 

(+8%, P < 0,05). A partir de J14, l’hypoxie ne module plus la répartition des isoformes de 

MHC dans les muscles Reg. 
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Figure 4.II.8. Représentation graphique de l’évolution de la distribution des isoformes de 

MHC du soléaire. 

 

 

Tableau 4.II.4. Distribution des isoformes de MHC du soléaire. 

MHC (%) Int-N Int-H Reg-N Reg-H Reg-N Reg-H Reg-N Reg-H Reg-N Reg-H 

embryonnaire / / 16,9 ± 4,4 * 43,7 ± 5,1 *# 27,8 ± 3,8 *$ 21,7 ± 3,0 *$# 1,4 ± 0,8 $ 4,9 ± 1,4 $ / /

 néonatale / / / 0,4 ± 0,4  36,0 ± 3,4 *$ 47,2 ± 2,9 *$ # 7,8  ± 1,8 *$ 7,8 ± 1,9 *$ / /

Iβ 99,6 ± 0,4 99,0 ± 0,5 75,0 ± 5,8 * 37,0 ± 5,2 * # 3,7 ± 1,8 *$ 3,4 ± 0,7 *$ 70,7 ± 5,6 *$ 73,1 ± 4,5 *$ 99,3 ± 0,4  $ 99,7 ± 0,2 $ 

IIa 0,4 ± 0,4 1,0 ± 0,5 / 6,4 ± 3,0 12,8 ± 2,4 *$ 9,4 ± 1,0 * 14,7 ± 3,5 * 11,8 ± 2,0 * 0,7 ± 0,4 $ 0,2 ± 0,1 $

IIx / / 8,1 ± 1,6 * 12,5 ± 3,3 * 17,8 ± 1,8 * 15,8 ± 3,2 * 4,8 ± 1,0 $ 2,4 ± 1,0 $ / $ 0,1 ± 0,1 

IIb / / / / 2,0 ± 1,2 * 2,6 ± 0,5 * 0,6 ± 0,6 $ / $ / /

J28 J3 J7 J14 J28

 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05 
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II.1.E.2. Activités enzymatiques 

II.1.E.2.a. Activité de la CS 

L’analyse de la variance met en évidence un effet global de la régénération, du temps et 

de l’environnement (P < 0,001). L’activité de la CS, présentée dans la figure 4.II.12.A, est 

effondrée au cours de la première semaine de régénération, indépendamment de 

l’environnement, et augmente ensuite progressivement pour atteindre un niveau toujours 

inférieur à celui des muscles Int à J28 (interaction régénération x temps, P < 0,001). 

L’exposition à l’hypoxie conduit à une réduction de l’activité de la CS dans les muscles 

Int à tous les temps de prélèvement (-10 à -15%, P < 0,05) et entraîne un ralentissement de la 

récupération du niveau d’activité de cette enzyme dans les muscles régénérés. Ceci se traduit 

par une activité enzymatique inférieure dans les muscles Reg-H par rapport aux muscles Reg-

N de 27% à J14 et de 17% à J28 (P < 0,05 ; interaction régénération x environnement, P < 

0,05). 

 

II.1.E.2.b. Activité de la LDH et de ses isoformes 

L’activité enzymatique de la LDH (figure 4.II.9.B) et de ses isoformes (M-LDH, figure 

4.II.9.C et H-LDH, figure 4.II.9.D) est affectée par la régénération et le temps (P < 0,001). 

L’injection de notexine provoque une forte diminution de l’activité de la LDH à J3, que ce 

soit chez les animaux N ou H. L’activité de cette enzyme progresse ensuite à partir de J7 mais 

se maintient à un niveau toujours plus faible que celui des muscles Int à J28 (interaction 

régénération x temps, P < 0,001). La diminution de l’activité de la LDH dans les muscles 

lésés est en grande partie expliquée par l’altération de l’activité de son isoforme H-LDH. 

L’activité de cette dernière devient négligeable dans les muscles Reg à J3 et évolue d’une 

manière semblable à celle de la LDH totale. L’activité de la M-LDH est réduite dans les 

temps précoces de la régénération avant de retrouver un niveau identique à celui des muscles 

Int dès J7 (interaction régénération x temps, P < 0,001).  

Un effet global de l’environnement est mis en évidence pour l’activité de la LDH totale 

(P < 0,01) et de la H-LDH (P < 0,05) mais les différences entre les groupes N et H restent 

minimes et ne dépassent jamais le seuil de significativité. 
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Figure 4.II.9. Activités enzymatiques de la CS (A), de la LDH totale (B) et de ses isoformes, la M-LDH (C) et la H-LDH (D). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Int correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 
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II.1.F. Mécanismes moléculaires impliqués dans l’adaptation du phénotype 

musculaire 

II.1.F.1. MCIP1 

Le niveau d’ARNm de MCIP1, un marqueur indirect de l’activité de la calcineurine, 

diminue après 3 jours de régénération, puis augmente à J7 pour devenir supérieur dans les 

muscles Reg par rapport aux muscles Int à partir de J14 (interaction régénération x temps, P < 

0,001) (figure 4.II.10.A). L’hypoxie affecte également le contenu musculaire en ce transcrit 

(effet global, P < 0,05), préférentiellement durant les deux premiers temps expérimentaux 

(interaction environnement x temps, P < 0,001). A J3, le niveau d’ARNm de MCIP1 est plus 

élevé en hypoxie dans les muscles Int (+104%, P < 0,05), tandis qu’à J7, ces variations 

intergroupes sont observées dans les muscles Int et Reg mais n’atteignent pas le seuil de 

significativité (+79%, P =0,08 et +93%, P =0,07, respectivement). 

 

II.1.F.2. PGC-1α 

Au cours de la régénération musculaire, le niveau d’ARNm de PGC-1α est 

transitoirement augmenté à J7 en N et en H (interaction régénération x temps, P < 0,001) 

(figure 4.II.10.B). Il est par ailleurs affecté positivement par l’hypoxie (effet global, P < 

0,001) jusqu’à J7 (interaction environnement x temps, P < 0,001). A J3, le contenu 

musculaire en PGC-1α est multiplié par 7 en H dans les muscles Int (P < 0,05). A J7, le 

niveau de cet ARNm est toujours plus élevé en H qu’en N dans les muscles Int et 

l’augmentation de la quantité d’ARNm de PGC-1α retrouvée dans les muscles Reg est 

majorée par l’hypoxie. A partir de J14, le contenu musculaire en ce transcrit est similaire dans 

l’ensemble des groupes expérimentaux. 
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Figure 4.II.10. Niveau d’expression de facteurs contrôlant le phénotype musculaire. Niveau 

d’ARNm de MCIP1 (A) et de PGC-1α (B). 

Les résultats sont exprimés en moy ± sem. 

* différent du groupe Ct correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

# différent du groupe N correspondant pour le même temps expérimental, P < 0,05. 

$ différent du temps précédent pour le même groupe, P < 0,05. 

 

Dans les muscles lésés, l’hypoxie accentue l’augmentation de la proportion de 

l’isoforme MHC-embryonnaire à J3 et celle de l’isoforme MHC-néonatale à J7. Dès J14, 

l’hypoxie n’influence plus la distribution des MHC et la récupération complète du phénotype 

contractile est obtenue à J28, indépendamment de l’environnement. 

L’hypoxie réduit l’activité de la CS dans les muscles Int et ralentit sa récupération dans 

les muscles Reg. La forte diminution de l’activité de la LDH durant les phases précoces de la 

régénération est en grande partie expliquée par la réduction de l’activité de l’isoforme H-

LDH. Même si un effet global de l’hypoxie est mis en évidence pour l’activité de la LDH 

totale et de la H-LDH, les modulations induites par l’hypoxie restent très légères. 

Le niveau d’ARNm de MCIP1 est transitoirement diminué dans les muscles Reg, avant 

de devenir supérieur à celui des mucles Int à partir de J14. L’hypoxie entraîne essentiellement 

une augmentation de la quantité de ce transcrit à J3 dans les muscles Ct. Enfin, le niveau 

d’ARNm de PGC-1α n’est que transitoirement augmenté dans les muscles Reg à J7. Il 

présente par ailleurs des valeurs plus élevées en H qu’en N dans les muscles Int à J3 et dans 

les muscles Int et Reg à J7. 
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II.2. Discussion de l’étude « Récupération de la masse du 

muscle lésé en hypoxie » 

L’objectif principal de cette étude était de tester l’hypothèse selon laquelle l’exposition 

prolongée à l’hypoxie pourrait limiter la récupération de la masse musculaire au cours de la 

régénération. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons évalué l’influence de l’hypoxie sur 

la modulation de la masse du soléaire après lésions étendues et étudié les principaux 

mécanismes moléculaires impliqués dans ce processus. 

Les résultats majeurs de ce travail sont les suivants: 

- l’hypoxie accentue la perte de masse musculaire caractéristique des étapes 

précoces de la régénération, mais n’affecte pas la récupération de la masse 

musculaire. 

- cette perte de masse musculaire majorée en hypoxie est associée à une 

altération de la croissance et du nombre des néo-fibres à J7. 

- l’exposition hypoxique altère l’activation de la voie mTOR à J3, 

indépendamment d’Akt. 

- parmi les inhibiteurs endogènes de mTOR, seul l’AMPK est activée par 

l’hypoxie dans les muscles lésés à J3. 

- l’hypoxie limite l’activation de MyoD à J7 et de la myogénine à J3 et J7, deux 

régulateurs de l’activité des cellules satellites. 

- seule l’ubiquitine ligase MURF1 est activée précocement au niveau 

transcriptionnel par l’hypoxie, mais l’influence de ce stress environnemental 

est plus conséquente dans les muscles intacts que dans les muscles lésés. 

Ainsi, nous montrons que l’hypoxie altère uniquement les étapes précoces de la 

régénération musculaire sans affecter à long terme la récupération de la masse du muscle lésé. 

La majoration de la perte de masse musculaire en hypoxie pourrait résulter en partie d’une 

altération de la formation et de la croissance des nouvelles fibres formées ainsi que d’une 

réduction transitoire des flux de synthèse protéique. 

 

II.2.A. Modulation de la masse musculaire du muscle lésé 

Afin de mieux comprendre le rôle joué par l’hypoxie dans le contrôle de la croissance 

musculaire, nous avons décidé d’évaluer son influence au cours de la régénération musculaire, 
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une situation physiologique qui mime les différentes étapes de la myogenèse observée au 

cours de l’embryogenèse. Parmi les différents modèles de régénération musculaire existant in 

vivo, nous avons fait le choix d’utiliser le modèle de régénération musculaire après injection 

de notexine, un modèle reproductible caractérisé par une période de nécrose complète et 

rapide des fibres préexistantes sans atteinte de la fonction des cellules satellites, suivie par une 

période plus longue de récupération de la masse musculaire (Charge and Rudnicki 2004 ; 

Arnold, et al. 2007). 

Nous mettons en évidence dans ce travail qu’à la suite de l’injection de notexine, les 

fibres musculaires sont rapidement détruites, conduisant à une perte importante de la masse 

du muscle, avant d’être rapidement remplacées par des néo-fibres. De manière intéressante, 

les facteurs de régulation myogénique MyoD et la myogénine, intervenant respectivement 

dans la prolifération/différenciation précoce et dans la différenciation plus tardive des cellules 

myogéniques (Le Grand and Rudnicki 2007), sont activés très précocement, de même que la 

voie Akt/mTOR, connue pour stimuler la synthèse protéique (Miyabara, et al. 2010) et la 

formation des myotubes (Ge, et al. 2009) au cours de la régénération musculaire, alors même 

que les fibres existantes se dégradent et que les néo-fibres ne sont pas encore formées. Au 

contraire, le niveau d’activation de ces acteurs moléculaires est beaucoup moins prononcé 

après J7 (sauf pour MyoD qui atteint son pic d’expression à J7), alors que c’est justement 

après cette période que le muscle récupère sa masse. Ces résultats soulignent que le processus 

de dégénérescence et celui de régénération du muscle ne sont pas dissociés l’un de l’autre 

mais interviennent de manières coordonnées, au moins durant les étapes précoces qui suivent 

la lésion. Ainsi, la nécrose intense des fibres musculaires existantes (autolyse des éléments 

cellulaires lésés) et la dégradation des débris cellulaires et des cellules nécrosées (phagocytose 

et réponse inflammatoire) ne semblent pas empêcher la mise en place de la réponse 

régénérative. Les flux de synthèses protéiques et l’activité des cellules satellites seraient donc 

augmentés précocement pour favoriser la formation de nouvelles fibres et leur croissance, 

alors que de l’autre versant les fibres lésées sont en cours de destruction. Une fois les fibres 

lésées remplacées par des nouvelles fibres, la récupération de la masse du muscle se fait 

progressivement et de manière relativement lente comme l’atteste l’absence de récupération 

complète de la masse musculaire après 28 jours de régénération. Au final, la voie Akt/mTOR 

et les MRF semblent déterminants pour activer les processus de formation et de croissance 

des néo-fibres, permettant ensuite au muscle de récupérer de manière progressive sa masse 

musculaire.  
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Un autre résultat intéressant de ce travail a consisté à mettre en évidence au cours des 

étapes précoces de la régénération musculaire une inhibition presque complète de deux 

inhibiteurs endogènes de mTOR, REDD1 et BNIP-3, connus pour être activés en réponse à un 

stress hypoxique (Y. Li, et al. 2007; DeYoung, et al. 2008 ). Nous n’observons néanmoins 

aucun effet de la régénération sur l’activité de l’AMPK évaluée par le rapport entre la forme 

phosphorylée et totale de la kinase, malgré une augmentation sensible de son niveau de 

phosphorylation dans les muscles Reg. Ceci suggère que le déséquilibre transitoire du statut 

énergétique observé dans les muscles lésés a eu finalement une action négligeable sur la voie 

mTOR. Enfin, nous montrons que les deux atrogènes MURF1 et MAFbx sont partiellement 

déprimés par les signaux induits en réponse à la régénération musculaire. L’inhibition de ces 

régulateurs négatifs de la masse musculaire peut être interprétée comme un mécanisme 

adaptatif permettant de favoriser la formation des myotubes et la synthèse protéique en levant 

leurs effets inhibiteurs sur la voie mTOR, et de bloquer les systèmes protéolytiques tels que le 

SUP. L’inhibition de ce système de protéolyse, bien qu’à première vue contradictoire avec 

l’activation des mécanismes de dégradations cellulaires conditionnant la perte de masse 

musculaire observée jusqu’à J7 ne serait pas incompatible avec cette dernière : les 

mécanismes impliqués dans la dégradation des fibres existantes, faisant intervenir 

successivement les étapes de dégénérescence intrinsèque (nécrose par autolyse) et de 

dégénérescence extrinsèque (réponse inflammatoire et phagocytose des fibres nécrosées) 

seraient à dissocier de ceux contrôlant la dégradation des éléments cellulaires des fibres 

naissantes.  

 

En résumé, il semble que l’activation précoce des MRF et de la voie Akt/mTOR  

favorisent la formation et la croissance des néo-fibres, ainsi que la synthèse protéique durant 

les étapes précoces de la régénération musculaire. Durant cette étape, le système 

ubiquitine/protéasome-dépendant serait inhibé pour optimiser la régénération du muscle alors 

que le processus de dégénérescence caractérisé par l’autolyse des éléments cellulaires lésés et 

la phagocytose des fibres nécrosées préexistantes l’emporterait sur le processus régénératif et 

entraînerait une atrophie musculaire importante (figure 4.II.11.A). Après J7, toutes les fibres 

lésées ont été remplacées par des nouvelles fibres qui augmentent progressivement leur taille, 

ce qui permet au muscle de récupérer sa masse (figure 4.II.11.B). 
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Figure 4.II.11. Synthèse des processus contrôlant la régénération musculaire au cours des 

étapes précoces (A) et plus tardives (B). 

 

II.2.B. Influence de l’hypoxie sur la masse musculaire au cours de la 

régénération musculaire 

Nous montrons dans ce travail que l’hypoxie affecte négativement les étapes précoces 

qui suivent la lésion en majorant la perte de masse musculaire. Au niveau histologique, nous 

observons une réduction plus importante de l’aire de section tranverse du muscle lésé en 

hypoxie à J7, un résultat qui est associé à une formation plus limitée des nouvelles fibres, à 

une croissance réduite de ces fibres et à la présence d’importants espaces intercellulaires 

correspondant probablement à des zones de fibrose. A notre connaissance, seules des études 

in vitro ont démontré que l’hypoxie provoque une altération de la différenciation et de la 

croissance des myotubes (Di Carlo, et al. 2004 ; Yun, et al. 2005; Launay, et al. 2010 ). Les 

résultats de cette étude montrent pour la première fois que l’exacerbation de la perte de masse 

du muscle lésé en réponse à l’hypoxie est en partie expliquée par une altération de la 

formation et de la croissance des néo-fibres.  

Contrairement à notre hypothèse de départ, nous montrons dans ce travail que 

l’exposition à l’hypoxie n’altère pas la récupération de la masse musculaire au cours de la 

régénération du muscle. Au contraire, le muscle lésé ayant perdu une part plus importante de 

sa masse en hypoxie retrouve une taille identique à celle des muscles Reg-N à J28, ce qui 
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signifie qu’en proportion, la récupération musculaire a été plus importante en hypoxie, en 

particulier entre J7 et J14. Même si aucune analyse histologique n’a été effectuée entre J7 et 

J28, la plupart des nouvelles fibres ont dû être formées et se développer après que le muscle 

ait atteint sa taille minimale, expliquant ainsi cette récupération rapide de la masse musculaire 

en hypoxie. Néanmoins, le maintien d’une proportion de tissu non contractile toujours plus 

conséquente dans les muscles Reg-H à J28 suggère que la récupération de propriétés 

fonctionnelles est retardée par le stress hypoxique au cours de la régénération. Cette approche 

de la fonction musculaire est nécessaire dans ces situations d’altérations structurales induites, 

exprimées ici par l’extension de la fibrose. 

 

II.2.C. Régulation de la voie mTOR dans le muscle lésé en hypoxie 

Un des résultats majeurs de ce travail est que l’hypoxie réduit l’activité de mTOR après 

3 jours de régénération, comme l’attestent des niveaux de phosphorylation de P70
S6K

 et de 

4E-BP1 moindres dans les muscles lésés exposés en l’hypoxie à J3. Récemment, il a été 

démontré au cours de la régénération musculaire que l’inhibition de mTOR par la rapamycine 

altère la formation des myofibres et limite leur croissance (Ge, et al. 2009), et réprime en 

partie les flux de synthèses protéiques (Miyabara, et al. 2010). Ces résultats suggèrent que la 

désactivation partielle de la voie mTOR en hypoxie est en partie responsable de l’altération de 

la formation et de la croissance précoce des fibres et limiterait la synthèse protéique, 

contribuant ainsi à majorer la diminution de la masse musculaire durant les étapes précoces de 

la régénération musculaire. 

De manière surprenante, nous observons une diminution de l’expression protéique de 

4E-BP1, un répresseur du facteur d’initiation de la traduction eIF4E. Le rôle de cette kinase et 

l’interprétation des variations de son expression protéique restent complexes. Nous montrons 

ainsi que cette kinase est maintenue à un état hypophosphorylé en hypoxie dans les muscles 

Reg à J3, suggérant l’incapacité d’eIF4E à former le complexe eIF4F, limitant ainsi 

l’initiation de la traduction des ARNm en protéines (Elia, et al. 2008). Néanmoins, dans le 

même temps et jusqu’à la fin de l’expérimentation, l’expression protéique de la forme totale 

de cette kinase est réduite spécifiquement dans les muscles Reg-H, sans effet notable sur son 

niveau de phosphorylation. Cette diminution du contenu musculaire de ce freinateur de 

l’initiation de la traduction pourrait être un mécanisme de compensation, cherchant à favoriser 

la traduction des messagers au cours des étapes plus tardives de la régénération et à rattraper 

le déficit de masse musculaire. Cette hypothèse est également appuyée par le contenu en 
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P70
S6K

, maintenu à un niveau de phosphorylation supérieur en hypoxie qu’en normoxie dans 

les muscles lésés à J7. 

Dans ce travail, nous montrons que l’exposition à l’hypoxie est capable d’augmenter le 

niveau de phosphorylation du facteur d’élongation eEF2 après 3 jours de régénération, 

suggérant une désactivation partielle et transitoire de ce facteur en hypoxie dans les muscles 

lésés. Ceci confirme nos résultats obtenus dans les muscles en surcharge exposés en hypoxie 

et ceux mis en évidence in vitro (Liu, et al. 2006). Cependant, les modulations induites 

précocement par l’hypoxie pour eEF2
Thr56

 au cours de la régénération sont faibles en 

comparaison de celles rapportées pour la protéine totale dans l’ensemble des muscles lésés. 

Dans ce modèle de régénération musculaire, il semble que l’activation de ce facteur 

d’élongation de la traduction soit majoritairement conditionnée par son expression protéique 

et non par son niveau de phosphorylation. Ainsi, les variations modérées mais significatives 

du contenu d’eEF2
Thr56

 dans les muscles Reg-H à J3 ont probablement une influence limitée 

sur l’étape d’élongation de la traduction. 

 

II.2.D. Rôle des régulateurs négatifs de la voie mTOR dans le muscle lésé au 

cours de l’exposition hypoxique 

Dans cette étude, nous confirmons que l’hypoxie est capable de réprimer de manière 

importante l’activation de mTOR sans affecter Akt. Afin de chercher à comprendre cette 

dissociation entre Akt et mTOR, nous avons étudié certains inhibiteurs endogènes de mTOR, 

identifiés comme pouvant être potentiellement activés en réponse au stress hypoxique : 

REDD1 et BNIP-3, sensibles à la diminution de la disponibilité en O2 (Brugarolas, et al. 

2004 ; Y. Li, et al. 2007) et l’AMPK, sensible au stress énergétique pouvant résulter de 

l’exposition à l’hypoxie (Hardie 2003 ; Hardie 2007).  

Nous montrons dans cette étude que REDD1 et BNIP-3 ne peuvent pas être 

responsables de l’altération de l’activité de mTOR à J3 dans les muscles Reg-H. En effet, ils 

sont complètement réprimés au cours de cette période précoce de régénération et les 

modulations induites par l’hypoxie ne sont mises en évidence que dans les muscles intacts. De 

plus, ces facteurs semblent être régulés différemment par l’hypoxie dans ces muscles : 

REDD1 pourrait ainsi être induit assez tardivement en réponse au stress hypoxique, comme 

cela a déjà été mis en évidence dans le soléaire (Favier, et al. 2010) alors que l’activation 

transcriptionnelle de BNIP-3 ne serait pas maintenue dans le temps. Ces résultats laissent 

apparaître que ces facteurs sensibles à l’hypoxie sont également affectés par des stimuli 
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induits par le processus de régénération musculaire et que ces derniers l’emportent très 

largement sur le stimulus hypoxique. 

A notre connaissance, nos résultats sont les premiers à mettre en évidence une 

augmentation de l’activité de l’AMPK en hypoxie dans le muscle squelettique. Ces résultats 

sont d’autant plus intéressants que l’activation de l’AMPK dans les muscles Reg-H à J3 

coïncide avec la désactivation partielle de mTOR dans ces muscles. Ceci semble attester que 

l’hypoxie serait à l’origine d’un déséquilibre intense du statut énergétique au cours des étapes 

précoces de la régénération musculaire, entraînant la stimulation de l’AMPK, laquelle jouerait 

alors un rôle de frein physiologique à l’activation de mTOR. En revanche, l’équilibre 

énergétique ne serait pas affecté en hypoxie dans les fibres intactes, expliquant ainsi l’absence 

d’activation de l’AMPK dans ces fibres.  

 

II.2.E. Régulation de l’activité des cellules satellites au cours de la régénération 

musculaire en hypoxie 

Des données de la littérature soulignent que l’exposition à l’hypoxie inhibe la 

myogenèse en réprimant notamment la différenciation des myoblastes et la croissance des 

myotubes (Di Carlo, et al. 2004 ; Yun, et al. 2005 ; Launay, et al. 2010), alors que le rôle joué 

par l’hypoxie dans la prolifération des cellules myogéniques est plus controversé (Di Carlo, et 

al. 2004 ; Launay, et al. 2010 ; Ren, et al. 2010). La littérature concernant l’activité des 

cellules satellites en hypoxie dans le muscle squelettique in vivo est peu abondante : à notre 

connaissance, seul un travail décrit une augmentation de la densité de ce type cellulaire chez 

l’homme après une expédition en altitude (Martinelli, et al. 1990).  

Nous rapportons dans ce travail que l’altération de la formation et de la croissance des 

nouvelles fibres en hypoxie à J7 est associée à une réduction de l’expression protéique de la 

myogénine, un marqueur de différenciation myogénique, à J3 et J7 dans les muscles lésés. 

L’hypoxie pourrait donc altérer la différenciation des myoblastes en myotubes, entraînant 

ainsi un retard dans la formation et la croissance des fibres. Nous avons également cherché à 

évaluer la prolifération et la différenciation précoce des cellules satellites à partir de l’analyse 

de MyoD. Nous montrons que le pic d’expression de MyoD est plus tardif que celui de la 

myogénine dans les muscles lésés, et que l’hypoxie ne limite pas l’activation de l’expression 

de cette protéine qu’à J7. Cette régulation de l’expression de MyoD est difficile à interpréter ; 

cependant, il est désormais démontré que son expression est régulée de manière circadienne 

(Andrews, et al. 2010). En outre, notre équipe a récemment observé que cette protéine atteint 



Résultats           Régénération musculaire en hypoxie 

217 

 

 

son niveau maximal d’expression après 24h de régénération dans ce modèle (Crassous, et al. 

2009), un temps expérimental qui n’a pas été évalué dans ce travail. Une des hypothèses 

plausibles est que l’induction précoce de ce MRF a pu être réprimée par le stress hypoxique, 

réduisant ainsi la capacité proliférative et la différenciation précoce des cellules satellites.  

Pour approfondir notre analyse sur la compréhension des mécanismes moléculaires 

impliqués dans l’altération de la formation des fibres en hypoxie, nous avons évalué TGF-β1, 

un facteur de croissance identifié pour être un répresseur de la différenciation myogénique et 

de la croissance des myotubes (Trendelenburg, et al. 2009). Nos résultats attestent que ce 

facteur n’est pas sensible à l’hypoxie, au moins au niveau transcriptionnel. De manière 

étonnante, son niveau d’ARNm est augmenté intensément après 3 jours de régénération. Cette 

augmentation pourrait contribuer à l’apparition de fibrose (Fanbin, et al. 2011). 

 

Ainsi, l’exposition à l’hypoxie semble limiter précocement la différenciation des 

myoblastes en myotubes en réprimant l’expression protéique de la myogénine. En revanche, 

la réduction de l’expression protéique de MyoD en hypoxie reste difficile à interpréter. 

L’altération de l’expression de ces MRF, en parallèle à la désactivation partielle de la voie 

mTOR en hypoxie explique certainement en grande partie l’altération précoce de la formation 

et de la croissance des fibres régénérées. 

 

II.2.F. Influence de l’hypoxie sur le système ubiquitine/protéasome-dépendant 

au cours de la régénération musculaire 

L’analyse des données de la littérature ne révèle à notre connaissance qu’une seule 

étude ayant évalué le SUP au cours de la myogenèse in vitro en hypoxie (Caron, et al. 2009). 

Il est ainsi observé que l’hypoxie entraîne une hyperactivité du protéasome et une 

augmentation du niveau d’ARNm de MAFbx, sans effet notable sur MURF1 au cours de la 

croissance des myotubes. Dans notre travail, nous montrons que l’hypoxie affecte de manière 

plus importante la transcription de MURF1 que celle de MAFbx dans le soléaire intact. Ceci 

confirme que l’hypoxie est capable d’influencer de manière dissociée l’expression de ces 

deux atrogènes en fonction de l’environnement cellulaire.  

Par ailleurs, nos résultats soulignent que l’induction précoce de ces facteurs 

protéolytiques en réponse à l’hypoxie est complètement réprimée par les stimuli inhérents au 

processus de régénération. En revanche, après 7 jours, le niveau d’ARNm de MURF1 est 
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clairement augmenté par le stress hypoxique dans les muscles lésés, mais les variations restent 

plus modérées que dans les muscles Int. Ceci suggère d’une part que l’activation spécifique et 

précoce de ce versant protéolytique a pu contribuer à réduire transitoirement la masse des 

muscles Int. D’autre part, l’induction modérée et peu prolongée de cette ubiquitine ligase dans 

les muscles lésés laisse penser que ce facteur protéolytique serait impliqué mais ne serait pas 

l’élément majeur responsable de cette exacerbation de la diminution de la masse musculaire. 

 

II.2.G. Influence de l’hypoxie sur les étapes précoces de la régénération 

musculaire : exacerbation de la dégénérescence musculaire et/ou altération de la 

formation des myotubes ? 

Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur les voies de signalisation impliquées 

dans la croissance des myofibres et n’avons pas porté notre attention sur les mécanismes qui 

contrôlent les processus de dégénérescence du muscle. Nos résultats avancent des arguments 

convaincants qui suggèrent que l’exacerbation de la perte de masse musculaire au cours de la 

régénération en hypoxie est certainement en grande partie la conséquence d’une altération de 

la formation et de la croissance des nouvelles fibres, et de la réduction des flux de synthèses 

protéiques. Comme cela a été discuté dans la partie II.2.A de cette discussion, le processus 

précoce de régénération musculaire n’est pas constitué de phases de dégénérescence et de 

régénération bien délimitées. Il serait plutôt caractérisé par une phase d’autolyse cellulaire 

initiale (dégénérescence intrinsèque), suivie d’une phase impliquant les cellules 

inflammatoires et entraînant une dégradation par phagocytose (dégénérescence extrinsèque) 

durant laquelle la formation des nouvelles fibres serait initiée. Cette dernière serait 

temporairement inhibée par le stress hypoxique au cours de la première semaine de 

régénération et serait reportée ultérieurement, expliquant le rattrapage de retard de croissance 

musculaire observé entre J7 et J14. 

On ne peut actuellement pas exclure l’hypothèse que l’hypoxie ait pu influencer la 

phase de dégénérescence du muscle. En effet, trois jours après l’injection de notexine, la 

masse du soléaire est préservée en normoxie, alors qu’en hypoxie, elle est déjà abaissée et est 

associée à une réduction plus conséquente de la proportion de l’isoforme MHC-Iβ provenant 

des fibres préexistantes (tableau 4.II.4). Même si aucun élément moléculaire ne nous permet 

d’étayer cette hypothèse, il est possible que la phase de nécrose cellulaire ait été accentuée par 

l’hypoxie, expliquant ainsi cette réduction précoce (à J3) de la masse du muscle lésé en 

hypoxie. En revanche, puisque l’ensemble des fibres initiales finissent par être dégradées par 
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le processus dégénératif, il est plus vraisemblable que l’accentuation de la perte de masse 

musculaire observée à J7 soit expliquée par l’altération du processus régénératif.  

L’implication des cellules inflammatoires au cours des étapes précoces de la 

régénération n’a pas été abordée dans ce travail. On peut penser que la réponse inflammatoire 

a pu être influencée par l’hypoxie. En effet, nous avons observé à J3 que les muscles Reg-N 

étaient systématiquement œdèmatiés, et possédaient un aspect blanchâtre et granuleux, deux 

arguments laissant penser à une infiltration macrophagique. Ces détails descriptifs n’ont été 

mis en évidence que dans une minorité des muscles Reg-H à J3. Nous pouvons alors nous 

demander si l’organisation de la réponse inflammatoire n’a pas été modifiée en hypoxie. Cette 

hypothèse pourrait alors expliquer la présence de cellules nécrosées dans les muscles Reg-H à 

J7, comme cela est illustré dans la figure. 4.II.12. 

 

 

 

Figure 4.II.12. Coupes histologiques du soléaire colorées à l’hémalun-éosine après 7 jours de 

régénération.  

Les coupes 1 et 2, obtenues à partir de deux muscles Reg-H différents à J7, présentent encore 

des fibres nécrosées, contrairement à celles des muscles Reg-N (coupes 3 et 4). Les fibres 

régénérées ne sont pas réparties sur l’ensemble de la coupe transverse des muscles Reg-H à J7 

et sont parfois absence de certaines zones tissulaires (coupe 1). La barre d’échelle représente 

100 µm. 
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II.2.H. Conclusion 

Pour conclure, nous mettons en évidence dans ce travail que l’hypoxie amplifie la perte 

de masse musculaire au cours des étapes précoces de la régénération musculaire. Nous 

montrons que cet effet délétère de l’hypoxie sur la masse du muscle lésé est associé 1) à une 

désactivation partielle de la voie mTOR, qui s’explique probablement par une activation de 

l’AMPK, 2) à une moindre de l’expression de la myogénine et de MyoD, et 3) à une 

activation transitoire et modérée de l’Ub-ligase MURF1. Ces résultats fournissent de solides 

arguments suggérant que la perte de masse musculaire est certainement majorée par le stress 

hypoxique en raison d’une altération de la formation et de la croissance des myotubes, d’une 

réduction des flux de synthèses protéiques et dans une moindre mesure d’une activation 

modérée du SUP, le tout contribuant finalement à limiter le nombre et la croissance des néo-

fibres durant cette période (figure 4.II.13). En revanche, le stress hypoxique n’affecte pas la 

masse musculaire après une longue période de régénération, ce qui signifie que le muscle est 

capable de rattraper son retard de croissance en hypoxie. Néanmoins, des zones de fibrose 

sont toujours présentes dans ces muscles en hypoxie, suggérant une moindre récupération des 

propriétés fonctionnelles du muscle. 
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Figure 4.II.13. Synthèse des mécanismes moléculaires expliquant l’inhibition de la formation 

et de la croissance des néo-fibres au cours des étapes précoces de la régénération en hypoxie. 
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II.3. Discussion de l’étude « Récupération du phénotype du 

muscle lésé en hypoxie » 

L’intérêt de ce travail était de déterminer si l’exposition hypoxique pouvait freiner la 

récupération des propriétés contractiles et métaboliques au cours de la régénération 

musculaire. Pour cela, nous avons évalué l’évolution de la distribution des différentes 

isoformes de MHC et la récupération de l’activité enzymatique de la CS et de la LDH, et 

étudié certains acteurs moléculaires impliqués dans la régulation du phénotype musculaire. 

Dans cette étude, nous mettons en évidence que : 

- l’exposition à l’hypoxie oriente le phénotype contractile vers un profil plus 

immature durant la première semaine de régénération, mais est insuffisante 

pour altérer la récupération complète du phénotype contractile du soléaire 

lésé. 

- l’hypoxie réduit l’activité de la CS dans les muscles Int et ralentit sa 

récupération dans les muscles Reg. En revanche, son effet délétère sur 

l’activité de la LDH est négligeable. 

- le niveau d’ARNm de MCIP-1, un témoin de l’activité de la calcineurine, est 

diminué après 3 jours de régénération, puis devient progressivement 

supérieur à celui des muscles Int. L’hypoxie entraîne essentiellement une 

élévation du niveau de ce messager dans les muscles Ct à J3. 

- Le niveau de transcrit de PGC-1α est transitoirement augmenté dans les 

muscles Reg à J7. L’exposition hypoxique entraîne une forte accumulation de 

ce cofacteur dans les muscles Int à J3 et dans les muscles Int et Reg à J7. 

L’ensemble de ces données met en évidence que l’hypoxie n’est pas un stress suffisant 

pour retarder la récupération du phénotype lent dans le soléaire au cours de la régénération 

mais elle modifie précocement la réexpression des isoformes immatures de MHC. Par 

ailleurs, nous montrons que l’hypoxie ralentit la récupération des capacités oxydatives du 

muscle lésé, et ce malgré une augmentation des transcrits PGC-1α. 

 

II.3.A. Récupération du phénotype musculaire du muscle lésé 

Comme cela a été bien décrit dans notre laboratoire (Fink, et al. 2003 ; Crassous, et al. 

2009), le muscle lésé exprime au cours de la première semaine de régénération les isoformes 
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immatures et rapides de MHC, avant de récupérer progressivement son phénotype contractile 

initial. Notre analyse biochimique et moléculaire montre clairement que l’adaptation du 

phénotype contractile est organisée en deux phases distinctes au cours de la régénération du 

muscle. Jusqu’au 7
ème

 jour de régénération, les fibres lésées sont progressivement remplacées 

par des nouvelles fibres sous l’action des cellules satellites. L’isoforme MHC-Iβ présente 

dans les fibres lésées est rapidement dégradée alors que sont exprimées dans le même temps 

les isoformes immatures et rapides de MHC. Cette orientation du profil contractile 

s’accompagne d’une inhibition de l’expression transcriptionnelle de MCIP1 à J3, qui 

témoigne très certainement de l’absence temporaire d’innervation dans le muscle lésé durant 

cette période (Whalen, et al. 1990). Après J7, l’innervation devient fonctionnelle (Whalen, et 

al. 1990), ce qui semble conditionner l’activation de la calcineurirne et la récupération du 

phénotype contractile lent. 

Dans ce travail, nous avons choisi d’évaluer l’activité de la CS, une enzyme oxydative, 

et celle de la LDH, une enzyme possédant à la fois un potentiel glycolytique via son isoforme 

M-LDH et un potentiel oxydatif via son isoforme H-LDH. Même si nous n’avons pas effectué 

une analyse détaillée des différentes activités oxydatives et glycolytiques intervenant dans la 

production d’énergie du muscle, nos résultats suggèrent que le métabolisme oxydatif est 

sévèrement affecté au cours des étapes précoces de régénération. En effet, nous observons un 

effondrement de l’activité enzymatique de la CS, alors que l’inhibition de l’activité de la LDH 

est presque exclusivement expliquée par la répression de celle de son isoforme oxydative. 

Cette inhibition du potentiel oxydatif semble attester d’une réduction du contenu 

mitochondrial. Nous n’avons pas observé au temps expérimental le plus précoce de variations 

dans les muscles Reg du niveau d’ARNm de PGC-1α, un cofacteur essentiel à la biogenèse 

mitochondriale (Lin, et al. 2002), alors que le facteur mitophagique BNIP-3 est complètement 

réprimé au niveau transcriptionnel à ce moment (voir la figure 4.II.5). Ceci suggère que la 

réduction des capacités oxydatives est le résultat d’une nécrose importante des mitochondries 

existantes. Par ailleurs, nos résultats confirment que la récupération progressive des capacités 

oxydatives dans le muscle lésé est associée à une activation transitoire de marqueurs 

impliqués dans la biogenèse mitochondriale (Duguez, et al. 2002), comme  l’atteste 

l’élévation du niveau d’ARNm de PGC-1α à J7. Cette activation de PGC-1α, en complément 

de l’inhibition transcriptionnelle de BNIP-3 pourrait favoriser la constitution de nouvelles 

mitochondries. 
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II.3.B. Influence de l’hypoxie sur la récupération du phénotype contractile du 

muscle lésé 

A notre connaissance, cette étude est la première à avoir évalué 

 le rôle joué par l’hypoxie dans la mise en place du profil contractile au cours d’un 

processus myogénique. En effet, seuls quelques travaux ont étudié l’expression protéique des 

MHC totales comme marqueur terminal de la différenciation au cours de la myogenèse en 

hypoxie (Di Carlo, et al. 2004 ; Gustafsson, et al. 2005 ; Kook, et al. 2008). Ici, nous 

montrons que l’hypoxie module la mise en place du phénotype contractile au cours des étapes 

précoces de la régénération musculaire. A J3, le muscle lésé soumis à hypoxie est constitué 

d’une proportion plus importante de l’isoforme embryonnaire de MHC, alors qu’à J7, cette 

proportion devenue inférieure en hypoxie est compensée par une hausse plus conséquente du 

pourcentage de l’isoforme MHC-néonatale. Ainsi, le pourcentage total des formes immatures 

de MHC reste plus élevé en hypoxie qu’en normoxie jusqu’à J7. Ces résultats laissent penser 

que l’hypoxie favorise l’expression des isofomes immatures de MHC au cours de la formation 

et de la croissance des myotubes. Néanmoins, il est important de garder à l’esprit que cette 

analyse électrophorétique permet d’évaluer la proportion relative de chaque isoforme de MHC 

au sein du muscle mais ne renseigne pas sur d’éventuelles modulations quantitatives du 

contenu musculaire en ces isoformes. Or, la proportion de MHC-Iβ est largement diminuée 

dans les muscles Reg à J3 en réponse à l’exposition hypoxique, suggérant que le stress 

hypoxique a pu contribuer à accélérer la nécrose précoce des protéines contractiles des fibres 

préexistantes. Il semble donc que l’élévation du pourcentage de l’isoforme MHC-

embryonnaire en hypoxie dans les muscles lésés à J3 soit en grande partie expliquée par la 

dégradation de l’isoforme MHC-Iβ constitutive des fibres préexistantes. Quoi qu’il en soit, 

nos résultats montrent que l’organisation du profil contractile durant les étapes précoces du 

processus de régénération est clairement différente en hypoxie et en normoxie.  

En outre, nous montrons dans ce travail que l’exposition à l’hypoxie n’influence pas la 

récupération du phénotype contractile du muscle lésé à partir de J7, un moment où 

l’innervation redevient fonctionnelle. Ceci démontre que dans ce contexte de récupération des 

propriétés contractiles, l’hypoxie est un stimulus métabolique négligeable comparativement 

aux influences nerveuses.  

L’évaluation indirecte de l’activité de la calcineurine par l’étude du niveau d’ARNm 

de MCIP1 met en évidence une activation de cette phosphatase à partir de J14 dans les 

muscles Reg-N et Reg-H. Ce résultat est cohérent avec la récupération du phénotype lent dans 
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ces muscles. En revanche, nous observons de manière étonnante une forte augmentation du 

niveau d’ARNm de MCIP1 en hypoxie dans les muscles Int à J3, et une tendance à 

l’augmentation à J7 dans les muscles Int et Reg. A l’heure actuelle, nous ne pouvons que 

confirmer que l’activité de la calcineurine semble être modulée par l’hypoxie dans le muscle 

squelettique (voir les résultats de l’expérimentation « Hypertrophie de surcharge en 

hypoxie »), mais le rôle physiologique de cette réponse reste à identifier. 

 

II.3.C. Influence de l’hypoxie sur la récupération du phénotype métabolique du 

muscle lésé 

Le résultat majeur de ce travail est que l’exposition hypoxique agit comme un frein sur 

la récupération de l’activité enzymatique de la CS au cours de la régénération. En revanche, 

l’activité de la LDH totale et de son isoforme oxydative la H-LDH, également fortement 

réprimée au cours de la régénération n’est que très peu affectée par le stress hypoxique. 

L’altération de l’activité de la CS, une enzyme clé du cycle de krebs, coïncide avec une 

réduction de la densité mitochondriale en hypoxie (Howald, et al. 1990). Nos résultats 

suggèrent donc que la moindre récupération des capacités oxydatives au cours de la 

régénération musculaire en hypoxie résulte d’un dysfonctionnement de la machinerie 

cellulaire impliquée dans la reconstitution du réseau mitochondrial.  

Afin d’approfondir notre analyse, nous avons évalué le niveau d’ARNm de PGC-1α. De 

manière très surprenante et contrairement à ce que l’on pouvait attendre, ce cofacteur essentiel 

à la biogenèse mitochondriale est fortement activé dans les muscles Reg-H à J7. De plus, le 

niveau de ce transcrit est également augmenté par l’hypoxie dans les muscles Int jusqu’à J7, 

alors même que l’activité de la CS est altérée dans ces muscles. Ces résultats restent difficiles 

à interpréter. Si l’augmentation du niveau de transcrit de PGC-1α semble coïncider avec celle 

du transcrit MCIP-1 en hypoxie, il a été montré que la calcineurine ne contrôle pas 

l’expression de PGC-1α, que ce soit au repos (Banzet, et al. 2011) ou à l’exercice (Garcia-

Roves, et al. 2006). Au regard de ceci, deux hypothèses sont envisageables. Il se pourrait que 

spécifiquement en hypoxie, la calcineurine, activée par un mécanisme encore méconnu, 

puisse stimuler la transcription du coactivateur PGC-1α. La seconde hypothèse, plus 

vraisemblable, serait qu’un activateur commun à ces deux acteurs moléculaires puisse 

expliquer ce résultat. Enfin, nos données concernant le facteur mitophagique BNIP-3, 

identifié comme étant un facteur sensible à l’hypoxie potentiellement impliqué dans la 
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dégradation des mitochondries dans le muscle squelettique en hypoxie (Gamboa and Andrade 

2010) ne contribuent pas à l’interprétation de nos résultats. 

 

En conclusion, nos résultats actuels ne nous permettent pas d’expliquer l’altération de la 

récupération du phénotype oxydatif au cours de la régénération musculaire. Dans un premier 

temps, la priorité devrait être donnée à l’évaluation du niveau protéique de PGC-1α, afin de 

confirmer ou d’infirmer les résultats obtenus au niveau du messager. 

 

II.3.D. Conclusion 

L’hypoxie influence précocement le profil contractile des muscles lésés en augmentant 

essentiellement la proportion de l’isoforme embryonnaire de MHC à J3. Ce résultat pourrait 

s’expliquer en partie par une dégradation plus rapide de l’isoforme lente de MHC constitutive 

des fibres préexistantes. Lorsque l’innervation musculaire est rétablie à J7, le stress hypoxique 

est incapable de freiner la récupération du phénotype contractile lent du soléaire. Par ailleurs, 

nous montrons que l’exposition hypoxique ralentit considérablement la récupération du 

phénotype oxydatif au cours de la régénération musculaire. L’hypoxie influence donc 

préférentiellement les propriétés métaboliques du muscle au cours de la régénération mais la 

compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans cette adaptation physiologique 

mérite d’être approfondie. 
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Comprendre les mécanismes moléculaires qui contrôlent la plasticité musculaire 

constitue un champ de recherche scientifique essentiel pour améliorer les connaissances en 

physiologie de l’exercice et en biologie du muscle. L’utilisation de modèles expérimentaux in 

vivo constitue une approche intégrative pour étudier la réponse adaptative du muscle dans son 

environnement physiologique. Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés à 

l’influence de l’hypoxie environnementale sur le contrôle de la masse musculaire et sur 

l’adaptation de ses propriétés contractiles et métaboliques dans deux situations de croissance 

musculaire : l’hypertrophie de surcharge et la régénération musculaire. L’idée générale de ce 

travail était de comprendre par quels mécanismes moléculaires l’hypoxie est susceptible 

d’altérer la croissance et l’organisation phénotypique d’un muscle en cours de remodelage. 

 

I. Apport scientifique des mécanismes de contrôle de la 

masse d’un muscle en croissance 

Certains résultats présentés dans ce manuscrit contribuent à enrichir les connaissances 

scientifiques sur les mécanismes de contrôle de la masse du muscle en croissance, 

indépendamment du stress hypoxique. Nos données confirment que le processus de croissance 

du muscle au cours de l’hypertrophie de surcharge et de la régénération est associé à 

l’activation de la voie Akt/mTOR, (Bodine, et al. 2001b ; Richard-Bulteau, et al. 2008). 

L’activation de cette voie de protéosynthèse est très précoce dans ces deux modèles et son 

niveau d’activation diminue progressivement avec le temps, ce qui n’empêche pas pour autant 

la croissance musculaire plus tardive. Ceci suggère d’une part que cette voie de signalisation 

est nécessaire pour stimuler précocement la synthèse protéique et la croissance musculaire et 

d’autre part que son activation temporaire serait suffisante pour préserver un débit important 

de synthèse protéique, facilitant ainsi l’hypertrophie et la récupération de la masse du muscle.  

Cette voie intracellulaire est le plus souvent étudiée à partir des niveaux de 

phosphorylation des protéines sérine/thréonine kinases qui la constituent. Il est généralement 

admis que le niveau de phosphorylation d’une de ces protéines kinases renseigne sur le degré 

d’activation de la kinase située en amont, tandis que le rapport entre le niveau de la forme 

phosphorylée et celui de la forme totale est un indicateur de l’activité propre de la kinase. 

Dans ces deux modèles de croissance musculaire, nous observons la plupart du temps que 

l’augmentation du niveau de phosphorylation d’une kinase est associée à une augmentation 

assez semblable du niveau de sa forme totale. Les résultats des rapports sont donc très souvent 
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similaires entre les muscles en croissance et les muscles non-opérés. Selon nous, ce mode 

d’expression des données peut entraîner une analyse erronée des résultats. L’augmentation du 

contenu musculaire de la forme totale de ces protéines est très certainement une conséquence 

directe de l’augmentation généralisée de la transcription et de la traduction des ARNm en 

protéines dans ces situations d’anabolisme général et de croissance drastique du muscle. Il est 

certainement plus judicieux de présenter séparément les formes phosphorylée(s) et totale de 

chaque kinase pour obtenir un message plus exhaustif des signaux biologiques 

intracellulaires. 

Ce mode de présentation des résultats nous a notamment permis d’identifier une réponse 

adaptative différente du facteur d’élongation de la traduction eEF2 dans ces deux situations de 

croissance musculaire. En effet, la phosphorylation d’eEF2 n’est pas modifiée dans les 

muscles opérés (muscles hypertrophiés et lésés des animaux exposés en normoxie), alors que 

l’expression de la forme totale de cette kinase est fortement augmentée au cours de la 

régénération. Nous montrons donc que cette kinase ne constitue pas un facteur essentiel à 

l’hypertrophie de surcharge alors que l’accumulation protéique de cette kinase pourrait 

faciliter la traduction des ARNm en protéines au cours de la régénération musculaire. 

L’approche originale développée dans cette thèse consistant à étudier le rôle joué par 

l’hypoxie dans des contextes particuliers de croissance musculaire nous a conduits à évaluer 

plusieurs régulateurs négatifs de la masse musculaire. Nos résultats mettent en évidence que 

l’adaptation de ces acteurs biologiques est différente dans ces deux modèles de croissance 

musculaire. Nous montrons ainsi que l’AMPK et BNIP-3, deux régulateurs négatifs 

endogènes de mTOR, sont très fortement activés au cours de l’hypertrophie de surcharge. Ces 

facteurs, connus pour être stimulés en réponse à divers stress énergétiques (Hardie 2003 ; 

Mammucari, et al. 2007), pourraient être activés par le stress métabolique résultant de 

l’activité contractile intense du muscle en surcharge. A l’inverse, REDD1, récemment 

identifié pour être activé à la suite d’un exercice en endurance (Murakami, et al. 2011) et 

inhibé après un exercice en résistance (Drummond, et al. 2008) est en partie réprimé par la 

surcharge fonctionnelle, suggérant que les contraintes mécaniques pourraient l’emporter sur le 

stress métabolique dans ce modèle et conduire à la répression de ce facteur. Ainsi, l’AMPK et 

BNIP-3 seraient plutôt sensibles aux perturbations métaboliques alors que REDD1 verrait son 

expression diminuer en réponse aux contraintes mécaniques. Néanmoins, la modulation 

différente de l’expression de ces répresseurs de la synthèse protéique reste difficile à intégrer. 

Au cours de la régénération musculaire, les réponses adaptatives du muscle s’organisent 

différemment : même si le niveau de phosphorylation de l’AMPK est transitoirement 
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augmenté après 3 jours de régénération en normoxie, l’inhibition de REDD1 et de BNIP-3 est 

complète à ce moment et perdure dans le temps, surtout pour REDD1. L’inhibition des 

répresseurs de mTOR dans le muscle lésé pourrait favoriser la stimulation rapide des 

processus de protéosynthèse, conduisant à terme à une récupération de la masse musculaire. 

L’intervention limitée du système protéolytique ubiquitine/protéasome-dépendant, suggérée 

par l’inhibition transitoire de l’expression transcriptionnelle de MURF1 et de MAFbx, 

pourrait orienter positivement la balance protéique du muscle lésé. Il est important de rappeler 

qu’il faut bien dissocier les mécanismes de dégénérescence qui conduisent à dégrader et à 

détruire les fibres lésées de ces systèmes protéolytiques qui vont vraisemblablement réguler la 

croissance des nouvelles fibres. L’absence d’altérations de l’expression de ces atrogènes et 

l’activation de Foxo au cours de la surcharge fonctionnelle sont des arguments qui suggèrent 

que le SUP ne serait pas inhibé au cours de l’hypertrophie de surcharge. 

 

Pour résumer, nous montrons dans ce travail de thèse que les voies de signalisation 

contrôlant la balance protéique s’organisent spécifiquement dans ces deux situations de 

croissance musculaire (schéma de synthèse dans la figure 5.I.1). Au cours de l’hypertrophie 

de surcharge, il semble que ce soit essentiellement l’activation de la voie Akt/mTOR qui 

oriente positivement la balance protéique. L’activation de l’AMPK et de BNIP-3 par le stress 

métabolique consécutif à la surcharge fonctionnelle pourrait au contraire limiter une réponse 

hypertrophique trop conséquente. Au cours de la régénération musculaire, la protéosynthèse 

serait favorisée par l’activation intense de la voie Akt/mTOR et la répression des suppresseurs 

endogènes de mTOR, REDD1 et BNIP3 ; la balance protéique serait par ailleurs rendue plus 

positive grâce à l’inhibition du SUP.  
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Figure 5.I.1. Modèle schématique de l’organisation de la balance protéique au cours de 

l’hypertrophie de surcharge et de la régénération musculaire. 

 

II. Pourquoi s’intéresser à l’influence de l’hypoxie sur le 

muscle squelettique ? 

II.1. Intérêt du modèle hypoxique 

Les données de la littérature des dernières décennies ont démontré que la diminution de 

la disponibilité en oxygène est un stimulus métabolique qui influence la fonction musculaire. 

Ainsi, il est rapporté que l’exposition prolongée à l’hypoxie d’altitude entraîne une atrophie 

musculaire chez l’homme (Rose, et al. 1988 ; Green, et al. 1989; Hoppeler, et al. 1990 ) et 

une altération du développement de la masse musculaire chez l’animal en croissance (Bigard, 

et al. 1996 ; Bigard, et al. 2000a ; Faucher, et al. 2005 ; Favier, et al. 2010). Outre son effet 

délétère sur la masse musculaire, l’hypoxie sévère semble entraîner une réduction des 

capacités oxydatives dans le muscle squelettique, en particulier lorsqu’il est fortement 

sollicité (Green, et al. 1989; Hoppeler, et al. 1990; Gamboa and Andrade 2010 ) et limite 

l’orientation du phénotype contractile au cours de la maturation (Ishihara, et al. 1995).  

Etudier les réponses adaptatives du muscle soumis à un stress hypoxique permet 

d’améliorer les connaissances scientifiques dans le domaine de la physiologie de l’exercice et 
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de l’entraînement sportif. Ces connaissances sont notamment nécessaires pour organiser la 

planification de l’entraînement lors de séjours prolongés en altitude, et deviennent pertinentes 

dans les activités d’endurance, désormais connues pour conduire à un stress hypoxique au 

niveau musculaire (Murakami, et al. 2011). En outre, l’exposition à l’hypoxie, du fait de son 

influence sur les voies de signalisation impliquées dans le contrôle de la masse musculaire, 

devient un modèle intéressant pour améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires 

indispensables au développement de la masse musculaire.  

L’hypoxie est par ailleurs un modèle très pertinent pour étudier les mécanismes de 

contrôle de la masse musculaire et d’adaptations métaboliques dans le domaine de la 

pathologie du muscle. En effet, les patients atteints de certaines pathologies telles que la 

broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) sont confrontés à un stress hypoxique 

sévère au niveau tissulaire (hypoxie pathologique) qui pourrait en partie expliquer l’apparition 

d’atrophies musculaires et de perturbations métaboliques (Wagner 2008). L’analyse des 

mécanismes moléculaires expliquant ces adaptations musculaires est donc essentielle pour 

améliorer les conditions de vie de ces patients, et de manière plus globale pour mieux 

comprendre les processus impliqués dans l’atrophie musculaire (sarcopénie, cachexie…). 

 

II.2. Intérêt à étudier le rôle de l’hypoxie dans des situations 

de croissance musculaire 

L’ensemble des études réalisées in vivo s’est intéressé au rôle joué par l’hypoxie sur le 

muscle intact, que cela soit chez l’homme ou chez l’animal adulte ou en croissance. A notre 

connaissance, seuls deux travaux récents ont analysé les acteurs moléculaires impliqués dans 

le contrôle de la masse musculaire dans le muscle squelettique en hypoxie (Favier, et al. 

2010 ; Hayot, et al. 2011), alors qu’un certain nombre d’études a permis d’évaluer l’influence 

de l’hypoxie sur la croissance du muscle in vitro (Di Carlo, et al. 2004 ; Yun, et al. 2005; 

Launay, et al. 2010 ) L’originalité de ce travail de thèse était de soumettre un muscle en 

croissance (hypertrophie de surcharge ou régénération) à un stress hypoxique sévère et 

d’évaluer les réponses du muscle. L’utilisation de ces deux modèles de croissance musculaire 

pour évaluer le rôle de l’hypoxie comporte plusieurs avantages : 

- l’approche in vivo est intégrative puisque le muscle en croissance évolue dans un milieu 

cellulaire soumis à la fois à des signaux métaboliques, endocriniens, nerveux et 

mécaniques, ce qui n’est pas le cas des études in vitro. 
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- l’utilisation de ces deux modèles d’étude permet au moins de limiter les effets de la 

diminution de l’activité contractile consécutive à l’hypoxie. Au cours de l’hypertrophie 

de surcharge, le muscle est fortement sollicité, tant sur le plan de son recrutement que 

des contraintes mécaniques. Durant la régénération musculaire, la réponse adaptative 

précoce du muscle va surtout dépendre des signaux provenant de l’environnement 

cellulaire (cellules inflammatoires, cellules satellites, réseau vasculaire…), alors que les 

influences nerveuses prennent progressivement le relais pour permettre les adaptations 

plus tardives. 

- la régénération musculaire étant une situation de myogenèse post-natale, ce modèle se 

prête tout particulièrement à l’étude in vivo du rôle joué par l’hypoxie dans le contrôle 

de l’activité des cellules satellites. 

- notre plan expérimental permet d’évaluer l’influence de l’hypoxie non pas sur une voie 

Akt/mTOR peu active et donc potentiellement peu sensible à des signaux freinateurs 

tels que ceux médiés par l’hypoxie, mais au contraire sur une voie de signalisation dont 

l’activation était intégrée dans un processus dynamique de construction musculaire. 

- Comme ces deux modèles de croissance musculaire conduisent également à 

d’importantes modifications du phénotype musculaire, ils nous permettent d’évaluer si 

le rôle joué par l’hypoxie sur le phénotype contractile et les capacités oxydatives ne 

serait pas accentué dans un muscle en remodelage. 

 

III. L’hypoxie, un freinateur de la croissance 

musculaire ? 

III.1. Influence de l’hypoxie sur la masse du muscle en 

croissance 

Nous montrons clairement dans ce travail de thèse que l’effet délétère de l’hypoxie sur 

la masse du muscle en croissance n’est que transitoire, mais les réponses adaptatives sont 

différentes dans ces deux modèles de croissance. L’hypoxie altère transitoirement la prise de 

masse du muscle soumis à une surcharge fonctionnelle en limitant l’hypertrophie des fibres, 

tandis que de manière surprenante, elle ne fait qu’amplifier la perte de masse musculaire 

durant la première semaine de régénération, sans jamais inhiber la récupération de la masse 

musculaire. Puisque la masse du muscle lésé est déterminée au cours des étapes précoces de 
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régénération par la balance entre la dégénérescence et la nécrose des fibres lésées et la 

capacité des néo-fibres à se former et à se développer, nos données histologiques collectées 

après 7 jours de régénération mettent en évidence que l’exacerbation de la fonte du muscle 

lésé en hypoxie est en partie expliquée par la faible formation et croissance des nouvelles 

fibres.  

 

Ainsi, nos résultats montrent pour la première fois que l’exposition hypoxique est 

capable de ralentir de manière transitoire l’hypertrophie de fibres soumises à de fortes 

contraintes mécaniques ainsi que la formation et la croissance des fibres régénérées dans un 

muscle lésé.  

 

III.2. Acteurs moléculaires intervenant dans le contrôle de la 

protéosynthèse en hypoxie 

Une part importante de notre travail a consisté à étudier le rôle joué par l’hypoxie dans 

le contrôle de la voie Akt/mTOR, la principale voie de protéosynthèse dans le muscle 

squelettique (Glass 2005). Un nombre limité de travaux a évalué la régulation de cette voie de 

signalisation dans le tissu musculaire exposé en hypoxie (De Palma, et al. 2007 ; Vigano, et 

al. 2008; Caron, et al. 2009 ; Favier, et al. 2010 ; Ren, et al. 2010 ). Dans ce travail, nous 

montrons que l’effet transitoirement délétère de l’hypoxie sur l’hypertrophie des fibres et la 

croissance des nouvelles fibres est associé à une désactivation partielle de cette voie de 

signalisation, ce qui suggère que l’hypoxie pourrait agir comme un frein à l’activation des 

synthèses protéiques. De plus, les mécanismes impliqués dans le dysfonctionnement de la 

protéosynthèse en hypoxie seraient distincts dans ces deux situations de croissance. Au cours 

de l’hypertrophie de surcharge, le stress hypoxique affecte négativement le versant 

moléculaire mTOR/P70
S6K

 et désactive précocement eEF2, mais n’influence pas 4E-BP1. 

L’effet délétère de l’hypoxie au cours des étapes précoces de la régénération musculaire est 

mis en évidence pour P70
S6K

 et pour 4E-BP1, tandis que les signaux répresseurs de l’hypoxie 

sur eEF2 (augmentation légère mais significative de son niveau de phosphorylation) semblent 

négligeables en comparaison des signaux activateurs observés durant la régénération 

(surexpression très marquée d’eEF2 dans les muscles lésés, indépendamment du stress 

hypoxique). Comme cela est présenté dans la figure 5.III.1, l’hypoxie pourrait limiter la 

synthèse protéique au sein des myofibres en croissance, en agissant négativement et de 
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manière systématique sur la biogenèse ribosomale (capacité traductionnelle), alors que son 

influence sur l’efficacité traductionnelle serait spécifique du contexte de croissance 

musculaire. Au niveau de fibres en croissance, que cela soit dans une situation de croissance 

post-natale (Favier, et al. 2010) ou dans le cas d’une hypertrophie de surcharge, l’initiation de 

la traduction des ARNm en protéines, évaluée via la phosphorylation de 4E-BP1, ne serait pas 

affectée par l’hypoxie. Au moins dans cette situation de surcharge fonctionnelle, l’hypoxie 

pourrait en revanche désactiver spécifiquement l’élongation de la traduction. Au cours de la 

croissance des nouvelles fibres, l’hypoxie limiterait essentiellement l’efficacité 

traductionnelle en altérant l’initiation de la traduction. Nos résultats suggèrent donc que 

l’hypoxie pourrait altérer spécifiquement certaines étapes de la protéosynthèse en fonction de 

la situation de croissance musculaire, mais il est envisageable de penser que ces effets propres 

de l’hypoxie pourraient aussi dépendre de la spécificité musculaire, puisque nos résultats 

divergents concernent le soléaire, un muscle lent, et le plantaris, un muscle rapide. 

Une des contributions les plus importantes de ce travail a consisté à montrer que la 

perturbation transitoire de l’activité de mTOR sous l’influence du stress hypoxique résulte 

d’un mécanisme indépendant d’Akt dans ces deux situations de croissance musculaire. Cette 

absence de réduction de la phosphorylation d’Akt en hypoxie dans le muscle squelettique 

n’est pas retrouvée dans l’étude de Favier et al. (2010). Il semble donc que les signaux positifs 

conduisant à l’activation du versant moléculaire IGF-I/Akt dans ces contextes de croissance 

du muscle soient insensibles au stress hypoxique. Plusieurs acteurs moléculaires ont été mis 

en évidence comme pouvant spécifiquement altérer l’activité de mTOR en hypoxie. Ainsi, les 

deux facteurs sensibles à l’hypoxie REDD1 et BNIP-3 ont été récemment identifiés pour être 

des répresseurs endogènes de mTOR en hypoxie (Y. Li, et al. 2007; DeYoung, et al. 2008 ). 

En revanche, l’AMPK, le régulateur central du statut énergétique, connue pour inhiber 

directement (Cheng, et al. 2004) ou indirectement (Inoki, et al. 2003b) l’activité de mTOR, 

est souvent rapportée dans la littérature pour être activée en hypoxie (Hardie 2003 ; Hardie 

2007 ; Gwinn, et al. 2008), sans que cela ne soit clairement démontré dans le muscle 

squelettique in vivo, et dans les conditions d’exposition à des niveaux d’hypoxie tolérables par 

l’Homme (ou par un modèle animal). Les données présentées dans l’expérimentation sur 

l’hypertrophie de surcharge en hypoxie ne nous a pas permis d’identifier clairement le(s) 

marqueur(s) endogène(s) responsable(s) de l’inhibition de l’activité de mTOR. Le niveau 

d’ARNm de BNIP-3 est augmenté précocement à l’hypoxie, mais aucune variation n’est 

observée sur le plan protéique. L’AMPK, fortement activée par le stress métabolique 

consécutif à l’application de la surcharge fonctionnelle est insensible au stress hypoxique, 
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alors que l’activation de REDD1 par l’hypoxie observée dans les muscles Ct n’est pas 

retrouvée dans les muscles hypertrophiés. Comme développés dans la discussion de cette 

étude sur le contrôle de la masse musculaire au cours de l’hypertrophie de surcharge en 

hypoxie, d’autres mécanismes encore inconnus pourraient expliquer cette désactivation 

partielle de la voie mTOR/P70
S6K

 dans les muscles hypertrophiés en hypoxie : la voie 

MEK/ERK et la protéine kinase PKC, capables d’activer mTOR via TSC2 (Holz and Blenis 

2005; Miyazaki, et al. 2011), pourraient être des acteurs moléculaires potentiellement inhibés 

en hypoxie. Une autre hypothèse serait l’intervention d’une boucle de régulation négative 

contrôlée par mTOR et P70
S6K

 sur IRS1/2, situé en amont d’Akt, (Shah, et al. 2004). Notre 

hypothèse est qu’en hypoxie, la voie IGF-I/Akt/mTOR serait perturbée précocement dans les 

muscles en surcharge. A l’inverse, la voie IGF-I/Akt/mTOR serait fortement activée en 

normoxie, conduisant à l’induction par mTOR ou P70
S6K

 d’un signal de rétrocontrôle négatif 

sur IRS1/2 afin de limiter l’activation d’Akt. Ceci pourrait alors expliquer l’absence de 

différences du niveau de phosphorylation d’Akt entre les groupes Ov-N et Ov-H. L’analyse 

des inhibiteurs endogènes de mTOR au cours de la régénération musculaire en hypoxie fait 

ressortir un message plus clair. Les deux facteurs sensibles à l’hypoxie REDD1 et BNIP-3 

sont bien induits par la diminution de la disponibilité tissulaire en O2, mais uniquement dans 

les muscles intacts. Durant les étapes précoces de la régénération, ces deux facteurs sont 

complètement réprimées, et ceci également en hypoxie. Nous montrons dans ce travail que 

seule l’AMPK est activée par l’hypoxie dans les muscles lésés, et ceci de manière 

concomitante avec la désactivation partielle de mTOR. L’AMPK pourrait donc être 

responsable de l’altération précoce de l’activité de mTOR au cours de la régénération 

musculaire en hypoxie.  

Nos résultats montrent clairement que l’altération de l’activité de mTOR par le stress 

hypoxique ne dépend pas d’un seul mécanisme identique dans toutes les conditions 

expérimentales. Même si REDD1 semble intervenir dans la répression de mTOR en réponse à 

l’exposition hypoxique dans le muscle squelettique (Favier, et al. 2010), les signaux 

inhibiteurs de REDD1 provenant des processus de croissance musculaire sont trop 

conséquents pour que l’exposition hypoxique puisse influencer ce facteur. Il en est de même 

pour BNIP-3 au cours de la régénération musculaire. A l’inverse, l’hypoxie n’influence pas 

les répresseurs de mTOR lorsque ces derniers sont déjà largement activés dans une situation 

de croissance musculaire, comme c’est le cas pour BNIP-3 et l’AMPK durant l’hypertrophie 

de surcharge. Ce constat va donc à l’inverse de l’hypothèse initiale qui consistait à proposer 

que plus le muscle serait en croissance, plus il serait « répondeur » aux influences 
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inhibitrices/activatrices de l’hypoxie. L’altération de l’activité de mTOR en hypoxie serait la 

conséquence de mécanismes qui dépendraient du contexte de croissance musculaire et de 

l’environnement cellulaire. 

 

En somme, nous montrons dans ce travail que l’hypoxie entraîne une désactivation 

partielle et précoce de la voie mTOR dans ces deux situations de croissance musculaire par un 

mécanisme indépendant d’Akt. Comme illustrée dans la figure 5.III.1, l’AMPK pourrait être 

l’acteur moléculaire responsable de cette réponse adaptative au cours de la régénération en 

hypoxie, alors que nos données actuelles ne nous permettent pas d’identifier les acteurs du 

contrôle négatif au cours de l’hypertrophie de surcharge en hypoxie. 

 

 

 

Figure 5.III.1. Synthèse des mécanismes moléculaires précoces impliqués dans le contrôle de 

la protéosynthèse du muscle en croissance lors de l’exposition hypoxique. 
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III.3. Acteurs moléculaires impliqués dans la protéolyse 

Dans ce travail, nous avons évalué le SUP à partir de l’expression transcriptionnelle des 

deux ubiquitine ligases E3 muscle-spécifiques MURF1 et MAFbx. L’évaluation de BNIP-3, 

un répresseur endogène de mTOR récemment identifié pour être induit en hypoxie dans le 

muscle (Gamboa and Andrade 2010) et impliqué dans l’autophagie lysosomale (Mammucari, 

et al. 2007), nous a permis d’élargir notre analyse sur l’organisation de la réponse 

protéolytique au cours de l’exposition hypoxique. 

Nos résultats confirment que le SUP serait activé dans le tissu musculaire au cours de 

l’exposition à l’hypoxie (Caron, et al. 2009 ; Hayot, et al. 2011), mais cette activation ne 

serait que transitoire. Comme cela a déjà été observé par Caron et al. (2009), l’hypoxie 

semble influencer différemment les deux atrogènes MURF1 et MAFbx. Au niveau des 

muscles non opérés, l’hypoxie stimule préférentiellement MAFbx dans le plantaris, alors que 

MURF1 est plus sensible au stress hypoxique dans le soléaire. La régulation de ces atrogènes 

est encore plus complexe dans les deux situations de croissance musculaire. En effet, MURF1 

et MAFbx sont activés par l’hypoxie dans les muscles en surcharge, alors que seul MURF1 

voit son expression transitoirement augmenter après 7 jours de régénération en hypoxie. En 

fonction de la spécificité musculaire et du contexte de croissance, l’hypoxie pourrait activer 

spécifiquement MURF1 et/ou MAFbx. Comme décrit dans la littérature (Attaix and Baracos 

2010), MURF1 serait impliqué dans la dégradation de protéines myofibrillaires, tandis que 

MAFbx serait plutôt responsable de l’inhibition de la synthèse protéique, notamment en 

dégradant le facteur d’initiation de la traduction eIF3-f et MyoD. 

En définitive, l’induction de ces deux atrogènes au cours de l’hypertrophie de surcharge 

en hypoxie suggère que le SUP pourrait expliquer en partie l’altération transitoire de la 

croissance musculaire en hypoxie. Durant les premiers jours de régénération du muscle, 

l’objectif semble être de réduire au maximum l’activité de ce système protéolytique afin de 

favoriser la croissance des nouvelles fibres. A ce moment, le stress hypoxique est incapable 

de contrecarrer les influences négatives du processus de régénération sur l’expression de ces 

acteurs protéolytiques, expliquant certainement l’absence d’effet de l’hypoxie sur ces 

atrogènes dans les muscles lésés. Compte tenu de la faible expression de ces Ub-ligases à J3 

dans les muscles lésés, l’activation transitoire de MURF1 à J7 dans les muscles Reg-H ne 

serait pas un élément majeur expliquant l’exacerbation de la perte de masse musculaire du 

muscle lésé en hypoxie. 
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Nous montrons dans ce travail que l’hypoxie induit une activation transcriptionnelle 

précoce de BNIP-3 dans le soléaire et le plantaris non opérés, et dans le plantaris soumis à une 

surcharge fonctionnelle. En revanche, sa transcription est fortement inhibée au cours de la 

première semaine de régénération musculaire, et ceci indépendamment du stress hypoxique. 

Le niveau protéique de ce facteur autophagique, uniquement évalué dans le travail sur 

l’hypertrophie de surcharge en hypoxie, ne présente aucune modulation en hypoxie. Cette 

protéine mériterait d’être étudiée dans le muscle lésé, car même si les résultats 

transcriptionnels ne sont pas probants, on ne peut exclure des modifications au niveau 

traductionnel. En l’état actuel des connaissances, BNIP-3 ne semble pas contribuer à altérer la 

masse musculaire en hypoxie dans ces modèles de croissance musculaire.  

 

III.4. Activité des cellules satellites en hypoxie 

L’essentiel du travail concernant le contrôle de la masse musculaire en hypoxie 

s’est intéressé aux voies de signalisation impliquées dans la protéosynthèse et la 

protéolyse. Outre cette approche moléculaire, il est bien décrit dans la littérature que les 

cellules satellites interviennent dans la croissance musculaire (Hawke and Garry 2001; 

Charge and Rudnicki 2004 ) et quelques travaux ont démontré in vitro que la différenciation 

myogénique et la croissance des myotubes sont réduites dans un milieu cellulaire appauvri en 

oxygène (Di Carlo, et al. 2004 ; Yun, et al. 2005 ; Launay, et al. 2010). Compte tenu de cela, 

il était intéressant de se demander si l’activité des cellules satellites n’était pas altérée au cours 

de la croissance musculaire en hypoxie.  

Bien que ces cellules myogéniques soient certainement activées en réponse à 

l’application de la surcharge fonctionnelle dans notre modèle expérimental (Snow 1990; 

Adams, et al. 2002; Ishido, et al. 2004; Hyatt, et al. 2008), leur rôle spécifique dans le 

processus hypertrophique reste complexe et est toujours débattu (O'Connor and Pavlath 

2007). Il semble que les cellules satellites soient activées précocement dans ce modèle afin de 

réparer les fibres endommagées par la surcharge fonctionnelle (Snow 1990). Comme présenté 

dans les résultats expérimentaux, l’isoforme néonatale de MHC est peu présente et l’isoforme 

embryonnaire est indétectable à J12 dans les muscles hypertrophiés ; il en est de même à J5 

comme l’illustre la figure 5.III.2. Par ailleurs, en plus du nombre négligeable de noyaux 

centralisés observé, le nombre de noyau par fibre et le nombre total de fibres par muscle ne 

sont pas affectés par la surcharge fonctionnelle à J12. L’ensemble de ces résultats, associé à la 

publication récente démontrant que l’inhibition des cellules satellites ne modifie pas la 
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réponse hypertrophique dans ce modèle (McCarthy, et al. 2011) nous conduit à penser que ces 

cellules myogéniques n’ont très probablement pas contribué à ralentir transitoirement 

l’hypertrophie musculaire en hypoxie.  

 

Ct-N Ov-NCt-H Ov-H

J5

J12

IIa

IIx

Néonatale

IIb

Iβ

IIa

IIx

Néonatale

IIb

Iβ
 

Figure 5.III.2. Distribution des différentes isoformes de MHC dans l’expérimentation 

« Hypertrophie de surcharge en hypoxie ».  

 

Nous avons fait le choix d’étudier in vivo l’influence de l’hypoxie sur l’activité des 

cellules satellites au cours de la régénération musculaire, un contexte de myogenèse post-

natale. Nous montrons que l’altération de la formation et de la croissance des myotubes 

en hypoxie est associée à une réduction de l’expression protéique de MyoD et de la 

myogénine, deux facteurs myogéniques impliqués respectivement dans la prolifération et 

la différenciation précoce, et dans la différenciation tardive des cellules myogéniques. 

Nos résultats identifient donc pour la première fois l’hypoxie environnementale comme 

inhibant l’expression de facteurs protéiques impliqués dans l’activité des cellules 

satellites au cours de la régénération musculaire. Néanmoins, les résultats obtenus pour 

MyoD restent difficiles à interpréter dans la mesure où l’effet délétère de l’hypoxie sur ce 

facteur est mis en évidence à J7 mais pas à J3, et que l’expression protéique maximale de 

MyoD est observée plus tardivement que celle de myogénine. Comme nous l’avons 

évoqué dans la discussion de l’étude sur la récupération de la masse musculaire au cours  

de la régénération musculaire en hypoxie, l’expression de MyoD évolue de manière 

cyclique (Andrews, et al. 2010) et ce facteur semble atteindre son pic d’expression 24h après 

l’injection de notexine (Crassous, et al. 2009). Il est possible que l’hypoxie ait réprimé 

très précocement l’expression de MyoD, réduisant ainsi la capacité proliférative et la 

différenciation précoce des cellules satellites. 

 



Discussion générale 

240 

 

 

III.5. Pourquoi l’hypoxie affecte t-elle plus la masse du muscle 

lésé que celle du muscle en surcharge ? 

Au regard des variables morphologiques et histologiques étudiées, nous observons 

que l’effet délétère de l’hypoxie est plus important dans le muscle en régénération que 

dans le muscle soumis à une surcharge fonctionnelle. En effet, la masse musculaire est 

très largement inférieure dans les muscles Reg-H que dans les muscles Reg-N à J3 et J7 

(respectivement -40% et -41%, P < 0,05) alors que ces différences sont plus modestes 

entre les muscles Ov-H et les muscles Ov-N à J5 et J12 (respectivement -12% et -10%, P 

< 0,05). Les mêmes observations sont mises en évidence pour la CSA et la FCSA.  

Trois hypothèses principales peuvent être évoquées pour expliquer ces différences 

de sensibilité à l’hypoxie : 

Hypothèse 1 : dans le modèle de surcharge fonctionnelle étudié, la réponse 

hypertrophique des myofibres est conditionnée en grande partie par les contraintes 

mécaniques, et de manière plus limitée par l’activité motoneuronale. Si l’on tient compte 

des stimuli provenant des facteurs moléculaires de l’environnement cellulaire 

(notamment les cytokines et les facteurs de croissance) (Thompson, et al. 2006; Tanaka, 

et al. 2008 ), on se rend bien compte que l’ensemble de ces signaux anaboliques ne 

peuvent que l’emporter sur le stress hypoxique. Au cours des étapes précoces de 

régénération musculaire, le contexte cellulaire et moléculaire est différent. Du fait de 

l’effet neurotoxique de la notexine, les terminaisons nerveuses des unités motrices sont 

très rapidement dégradées, et l’innervation ne redevient fonctionnelle qu’après 7 jours 

(Whalen, et al. 1990). Outre cette réduction des influences nerveuses, les contraintes 

mécaniques restent limitées comparativement à celles qui peuvent être observées dans le 

modèle de surcharge fonctionnelle. Durant les étapes précoces de régénération en  

hypoxie, la croissance des nouvelles fibres est donc essentiellement influencée par les 

signaux négatifs du stress hypoxique et par les signaux positifs provenant des facteurs 

moléculaires environnants. 

Hypothèse 2 : nos résultats suggèrent que l’altération transitoire de l’hypertrophie 

des fibres soumises à une surcharge fonctionnelle provient essentiellement d’un 

déséquilibre de la balance protéique en hypoxie (réduction de la protéosynthèse et 

activation de la protéolyse protéasomale). En revanche, durant la régénération musculaire 

en hypoxie, l’altération transitoire de la croissance des fibres régénérées résulterait d’une 

combinaison de troubles moléculaires et cellulaires : d’une part, d’une perturbation de la 
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balance protéique (forte réduction des flux de synthèse protéique et activation modeste et 

transitoire de la protéolyse protéasomale) et d’autre part, d’une réduction de l’activité des 

cellules satellites, limitant en conséquence la formation et la croissance des myofibres.  

Hypothèse 3 : la dernière hypothèse serait que l’hypoxie pourrait altérer la réponse 

inflammatoire au niveau cellulaire, conduisant à désorganiser les étapes précoces du 

processus de régénération musculaire. Même si cela ne constitue pas un argument 

suffisant, l’aspect œdèmatié, blanchâtre et granuleux des muscles Reg-N à J3 pourrait 

provenir d’une infiltration macrophagique conséquente qui ne serait pas retrouvée en 

hypoxie à ce temps expérimental. La dégénérescence intrinsèque pourrait alors être 

transitoirement accélérée par un mécanisme inconnu, expliquant la réduction très précoce 

de la masse musculaire et du pourcentage de MHC-Iβ des muscles Reg-H à J3. A J7 au 

contraire, ce dysfonctionnement éventuel de la réponse inflammatoire pourrait expliquer 

la persistance de fibres nécrosées en hypoxie (figure. 4.II.12). Au bout du compte, 

l’hypoxie pourrait modifier l’activité des cellules inflammatoires, aboutissant potentiellement 

à une adaptation de la réponse dégénérative mais également de la réponse régénérative du 

muscle. 

 

IV. Adaptation du phénotype d’un muscle en croissance 

au cours de l’exposition hypoxique 

IV.1. Adaptation du phénotype contractile 

Après de nombreuses années de recherche et des résultats parfois contradictoires, il 

est maintenant clairement établi que l’exposition à l’hypoxie est incapable de modifier le 

phénotype contractile d’un muscle adulte, mais peut contribuer à ralentir l’instauration du 

phénotype lent au cours de la croissance post-natale (Ishihara, et al. 1995 ; Ishihara, et al. 

2000). Afin de mieux comprendre le rôle joué par l’hypoxie dans cette adaptation du 

profil contractile, nous avons choisi d’évaluer son influence dans nos deux modèles 

expérimentaux : le modèle d’hypertrophie de surcharge, car il oriente le phénotype 

contractile vers un phénotype plus lent, et le modèle de régénération musculaire, car il 

mime toutes les étapes qui organisent l’instauration et la maturation du phénotype 

contractile de la myogenèse au développement post-natal. 
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Contrairement aux hypothèses initiales, l’hypoxie n’affecte que très peu la 

transition du phénotype contractile du muscle en surcharge et la récupération du 

phénotype contractile mature du muscle lésé. Les seules différences notables sont 

observées durant la première semaine de régénération : le pourcentage de MHC-

embryonnaire est bien plus élevé en hypoxie qu’en normoxie à J3, alors que la proportion 

de MHC-Iβ chute plus sévèrement en hypoxie à ce temps expérimental. A J7, le 

pourcentage de MHC-embryonnaire devient inférieur en hypoxie, mais l’augmentation de 

la proportion de l’isoforme néonatale est telle qu’au final, le pourcentage total des 

isoformes développementales de MHC reste légèrement plus élevé en hypoxie. Une 

analyse quantitative de l’expression des isoformes immatures de MHC est nécessaire 

pour affirmer que l’hypoxie favorise l’instauration transitoire d’un profil contractile plus 

immature durant la première semaine de régénération. En effet, on peut imaginer que 

cette augmentation importante de la proportion de MHC-embryonnaire observée en 

hypoxie à J3 pourrait être en partie expliquée par une dégradation plus rapide de 

l’isoforme MHC-Iβ constitutive des fibres préexistantes. Néanmoins, nos données 

montrent clairement que l’hypoxie modifie l’organisation précoce du phénotype 

contractile au cours de la régénération. 

 

En résumé, lorsque le phénotype contractile d’un muscle est soumis à d’importantes 

modifications sous l’influence de l’innervation comme c’est le cas dans le modèle de 

surcharge fonctionnelle et après une semaine de régénération, l’effet de l’hypoxie est 

négligeable. En revanche, l’hypoxie peut modifier le profil contractile d’un muscle en 

l’absence d’influences neuronales. 

 

IV.2. Adaptation des capacités oxydatives 

Malgré les résultats parfois contradictoires de la littérature, la communauté scientifique 

semble s’accorder sur le fait que l’exposition prolongée à une hypoxie sévère entraîne une 

réduction des capacités oxydatives (Hoppeler, et al. 1990 ; Howald, et al. 1990; Gamboa and 

Andrade 2010 ), en particulier lorsque ce stress métabolique est combiné à de l’exercice 

physique (exercice en altitude, etc.) ou à une augmentation de l’activité contractile du muscle 

(Green, et al. 1989; Hoppeler, et al. 1990; Gamboa and Andrade 2010 ).  
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Nos résultats montrent pour la première fois que l’hypoxie sévère altère les capacités 

oxydatives d’un muscle en croissance : elle majore la réduction de l’activité de la CS et de la 

COX au cours de l’hypertrophie de surcharge et ralentit la récupération de l’activité 

enzymatique de la CS durant la régénération musculaire. L’effet délétère de l’hypoxie sur les 

capacités oxydatives n’est pas restreint à ces conditions de remodelage musculaire puisque 

nous retrouvons systématiquement une réduction de l’activité de ces enzymes oxydatives dans 

les muscles non opérés. De plus, l’analyse plus approfondie des données souligne que la 

perturbation de l’activité de ces enzymes par l’hypoxie n’est pas accentuée dans les muscles 

en remodelage. Ceci souligne que les capacités oxydatives de ces muscles en croissance, déjà 

diminuées dans ces situations de remodelage intense du muscle, peuvent être réduites par le 

stress hypoxique mais doivent néanmoins se maintenir à un niveau suffisant pour satisfaire les 

besoins énergétiques du muscle. 

 

IV.3. Régulation de PGC-1α et de la calcineurine en hypoxie 

L’analyse d’acteurs moléculaires impliqués dans la régulation du contenu mitochondrial 

(biogenèse mitochondriale, autophagie mitochondriale) ne nous a pas permis d’expliquer cette 

altération des capacités oxydatives en hypoxie. Le résultat le plus étonnant concerne 

l’augmentation du niveau d’ARNm de PGC-1α dans certains groupes d’animaux exposés en 

hypoxie. Cette augmentation est particulièrement importante dans les soléaires intacts et lésés 

(entre +400% et +600%) durant la période comprise entre 10 et 14 jours d’exposition 

hypoxique (ce qui correspond aux temps expérimentaux J3 et J7), et se retrouve de manière 

plus modeste dans le plantaris non opéré après 9 jours d’hypoxie (c'est-à-dire le temps 

expérimental J12). A l’heure actuelle, l’analyse de nos données ne nous permet pas d’affirmer 

que l’expression génique de PGC-1α est augmentée en hypoxie. On peut se demander si 

l’augmentation de son niveau de transcrits résulte d’une activation transcriptionnelle ou 

uniquement d’une stabilité accrue des ARNm en hypoxie. Pour aller plus loin dans l’analyse, 

il est nécessaire d’évaluer le niveau protéique de PGC-1α mais également de certaines de ses 

cibles biologiques, notamment Tfam et NRF1/2. Même si nos régultats suggèrent une 

activation de la transcription de PGC-1α en hypoxie, il reste difficile de comprendre quel 

pourrait être son rôle biologique. Il a été montré que PGC-1α joue un rôle important dans la 

régulation du facteur de croissance vasculaire VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 

indépendamment du facteur induit par l’hypoxie HIF-1 (Arany, et al. 2008). En l’absence de 

données concernant la vascularisation et l’activation éventuelle de l’expression de VEGF, 
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nous ne pouvons pas confirmer le rôle physiologique de PGC-1α dans l’angiogenèse dans nos 

modèles. 

Plusieurs candidats moléculaires ont été identifiés comme favorisant l’activation 

transcriptionnelle de PGC-1α, notamment p38 (Akimoto, et al. 2005), et l’AMPK (Terada, et 

al. 2002). Nous montrons que p38, évalué uniquement dans l’étude sur l’hypertrophie de 

surcharge, n’est très probablement pas l’acteur biologique responsable de l’induction de PGC-

1α en hypoxie. Nous pensons qu’il en est de même pour l’AMPK. En effet, même si le niveau 

de phosphorylation de l’AMPK est augmenté par l’hypoxie dans les soléaires intacts et lésés à 

J3, l’induction trancriptionnelle de PGC-1α n’est observée que 4 jours plus tard dans les 

muscles lésés. De plus, l’accumulation de PGC-1α dans les plantaris Ct-H à J12 n’est associée 

à aucune variation du niveau de phosphorylation de l’AMPK dans ces muscles. Le rôle de 

l’activation de la calcineurine sur l’expression du transcrit PGC-1α a souvent été évoqué (Lin, 

et al. 2002; Guerfali, et al. 2007; Kusuhara, et al. 2007 ; Jiang, et al. 2010 ). Cependant, un 

traitement à la cyclosporine A, un inhibiteur pharmacologique de la calcineurine, est 

inefficace pour inhiber l’augmentation de PGC-1α induite par l’exercice (Garcia-Roves, et al. 

2006). Très récemment, notre équipe a montré que l’expression de PGC-1α était également 

indépendante de l’activité calcineurine dans les muscles au repos (Banzet, et al. 2011). Dans 

notre travail, le niveau d’ARNm de MCIP-1, un témoin indirect de l’activité de la 

calcineurine (Yang, et al. 2000) et celui de PGC-1α sont globalement similaires en hypoxie. 

Néanmoins, l’induction de MCIP-1 dans les muscles en surcharge ainsi que dans les muscles 

lésés après J14, n’est reliée à aucune augmentation du transcrit PGC-1α. L’hypothèse la plus 

probable est qu’en hypoxie, un même facteur puisse entraîner l’augmentation conjointe des 

transcrits PGC-1α et MCIP-1. Une autre hypothèse serait que spécifiquement en hypoxie, la 

calcineurine, activée par un mécanisme inconnu, intervienne dans l’induction 

transcriptionnelle de PGC-1α.  

A notre connaissance, nos résultats sont les premiers à mettre en évidence une activation 

de la calcineurine dans le muscle squelettique en hypoxie, alors que nous l’avions déjà montré 

dans le myocarde (Koulmann, et al. 2006). Même si nous ne l’avons pas vérifié, il est possible 

que cette activation de la calcineurine puisse résulter d’une perturbation de l’activité des 

canaux potassiques du sarcolemme entraînant une accumulation intracellulaire de calcium, 

comme cela a été observé dans des cellules musculaires lisses de l’artère pulmonaire cultivées 

dans un milieu appauvri  en O2 (Bonnet, et al. 2007; Sutendra, et al. 2010). 
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V. Lien entre croissance musculaire et métabolisme 

Tout au long de l’interprétation de nos résultats, nous avons fait le choix de 

dissocier les éléments de discussion associés à la croissance musculaire, et ceux rattachés 

au phénotype du muscle. On comprend bien que la croissance musculaire, qui est en 

grande partie déterminée par les mécanismes de protéosynthèse gros consommateurs 

d’énergie métabolique, va être influencée par les voies métaboliques de production 

d’énergie. L’objectif de cette partie est d’apporter des éléments de discussion sur le li en 

existant entre les adaptations métaboliques et la croissance musculaire dans un 

environnement normoxique puis hypoxique. La seconde partie consistera à comprendre la 

fonction biologique de l’AMPK, un carrefour métabolique, dans ces situations de 

croissance musculaire. 

 

V.1. Capacités oxydatives et croissance musculaire 

V.1.A. En normoxie 

Les résultats rapportés dans ce travail montrent que les capacités oxydatives sont 

perturbées dans ces deux situations de croissance musculaire : au cours de l’hypertrophie 

de surcharge, la densité mitochondriale pourrait être très rapidement réduite, et ne serait 

pas rétablie après 8 semaines, tandis que le contenu mitochondrial, très probablement 

effondré durant les étapes précoces de régénération ne serait toujours pas  récupéré après 

4 semaines de régénération. Malgré ces contextes de dysfonctionnement de la machinerie 

mitochondriale (dilution du pool mitochondrial au cours de l’hypertrophie de surcharge 

et dégradation du réseau mitochondrial des fibres lésées durant l’étape de dégénérescence 

musculaire), le muscle est tout à fait capable de s’hypertrophier et de récupérer sa masse 

musculaire.  

 

V.1.B. En hypoxie 

Le même constat est observé au cours de la croissance musculaire en hypoxie : les 

capacités oxydatives sont réduites de manière plus conséquente qu’en normoxie et malgré 

tout, le muscle en remodelage soumis au stress hypoxique parvient à récupérer son retard de 

croissance. 
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Tout ceci suggère que le maintien des capacités oxydatives n’est pas essentiel à la 

croissance du muscle, qu’il soit exposé en normoxie ou en hypoxie. Les capacités oxydatives 

conserveraient à un niveau acceptable et fonctionnel durant l’hypertrophie de surcharge, alors 

que durant les étapes précoces de régénération, les capacités oxydatives étant effondrées, 

l’énergie métabolique produite proviendrait essentiellement de l’activité des enzymes à fort 

potentiel glycolytique, comme c’est le cas pour l’activité de la M-LDH. Enfin, il devient 

évident que l’effet délétère de l’hypoxie sur les capacités oxydatives du muscle en croissance 

ne participe pas à expliquer les modulations de la masse musculaire observées. 

 

V.2. L’AMPK, inhibiteur endogène de mTOR et/ou 

régulateur positif des capacités oxydatives ? 

L’AMPK est décrite dans la littérature comme le régulateur central du statut 

énergétique. Une fois activée, elle a pour fonction principale de réprimer les processus 

anaboliques consommateurs d’ATP, notamment le processus de protéosynthèse en inhibant la 

voie mTOR et de stimuler les processus cataboliques générateurs d’ATP tels que la biogenèse 

mitochondriale (Hardie and Sakamoto 2006). Les résultats de ce travail de thèse illustrent la 

complexité du rôle biologique de cette kinase dans les situations drastiques de croissance 

musculaire et lors de l’exposition en hypoxie. En effet, alors que l’application de la surcharge 

fonctionnelle entraîne une induction prononcée de la voie Akt/mTOR, l’AMPK est activée. 

La même tendance est observée durant la phase précoce de régénération musculaire. De plus, 

dans ces deux situations de croissance, l’élévation de l’activité de l’AMPK n’est pas associée 

à une élévation des capacités oxydatives, mais au contraire à une réduction. Enfin, l’activation 

de l’AMPK par l’hypoxie dans les soléaires lésés à J3 est peu cohérente avec la réduction de 

l’activité de la CS par l’hypoxie, tandis que cette induction de l’AMPK dans les muscles lésés 

coïncide avec le rôle freinateur de l’hypoxie sur la voie mTOR.  

L’ensemble de ces résultats suggère que dans nos conditions expérimentales, les 

fonctions principales de l’AMPK seraient de restaurer l’homéostasie cellulaire et de réguler la 

voie mTOR essentielle à la croissance musculaire plutôt que de contrôler le métabolisme 

oxydatif. Durant l’hypertrophie de surcharge, l’activation de l’AMPK proviendrait du 

déséquilibre de la balance énergétique engendrée par l’activation prononcée de la synthèse 

protéique, tandis que durant les premiers jours qui suivent l’injection de notexine, ce 

déséquilibre énergétique pourrait résulter à la fois de la stimulation de la protéosynthèse et des 
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processus protéolytiques qui prennent une place déterminante dans la dégénérescence des 

fibres lésées. Dans le premier cas, cette activation sévère et prolongée de l’AMPK pourrait 

être un mécanisme d’adaptation limitant une hypertrophie excessive du muscle (Thomson and 

Gordon 2005; Mounier, et al. 2009). Dans le second cas, il est difficile de penser que 

l’activation transitoire et modérée de l’AMPK ait pour fonction de réduire la protéosynthèse 

dans un contexte où l’objectif premier du muscle est de se reconstruire. En revanche, 

l’augmentation prononcée de l’activité de cette kinase dans les muscles Reg-H à J3 a 

certainement conduit à réduire les flux de synthèses protéiques, permettant à l’organisme de 

limiter sa consommation en ATP dans cet environnement appauvri en O2.  

La fonction biologique de l’AMPK est déterminée par l’activité de sa sous-unité 

catalytique α. Or, des données récentes de la littérature soulignent que les deux isoformes α1 

et α2 auraient des rôles distincts dans le muscle (Mounier, et al. 2011) : l’AMPKα1 serait 

plutôt impliquée dans le contrôle de la masse musculaire, tandis que AMPKα2 contribuerait à 

la régulation des adaptations métaboliques. Il serait donc intéressant d’évaluer l’activité 

spécifique de ces deux isoformes catalytiques de l’AMPK afin de vérifier notre hypothèse. 

 

VI. Contribution scientifique et applications 

Nous démontrons clairement dans ce travail de thèse que lorsque l’on confronte un 

muscle à une situation de challenge entre des signaux cataboliques (hypoxie) et des signaux 

anaboliques (contraintes mécaniques, processus de régénération), ces derniers l’emportent très 

largement. L’hypoxie agit uniquement comme un frein précoce et transitoire de la croissance 

des fibres musculaires. Par ailleurs, nos données soulignent que l’altération des capacités 

oxydatives du muscle en hypoxie ne constitue pas un élément néfaste à la croissance 

musculaire. L’analyse d’acteurs moléculaires a permis de mettre en évidence que le stress 

hypoxique ne peut que réduire et non supprimer l’activation de la voie mTOR, indispensable à 

la synthèse protéique, alors que la stimulation par l’hypoxie d’acteurs moléculaires impliqués 

dans la protéolyse protéasomale est impossible lorsque ces derniers sont préalablement 

inhibés par des signaux intrinsèques au processus de croissance musculaire.  

Au-delà de l’enrichissement des connaissances fondamentales dans le domaine de la 

physiologie musculaire (adaptation musculaire en hypoxie, plasticité musculaire, contrôle de 

la masse musculaire), notre apport scientifique présente un intérêt médical pour le traitement 

de l’atrophie musculaire observée dans certaines pathologies associées à l’hypoxie. A titre 
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d’exemple, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) entraîne une 

amyotrophie importante qui pourrait s’expliquer en partie par la présence d’un état d’hypoxie 

chronique des effecteurs musculaires (Wagner 2008). Cette réduction de la masse musculaire 

pourrait résulter d’une réduction de la voie Akt/mTOR et de l’activation de REDD1 (Favier, 

et al. 2010), ainsi que de l’activation de la myostatine (Hayot, et al. 2011). Des données de la 

littérature montrent que la pratique d’exercices en résistance constitue une nouvelle approche 

thérapeutique chez les patients car elle leur permet d’augmenter leur masse musculaire et leur 

capacité à développer de la force (Casaburi, et al. 2004). La pratique progressive et adaptée de 

ce type d’activité, serait donc un moyen de minorer l’action catabolique du stress hypoxique 

chez ces patients et d’orienter positivement la balance protéique, permettant à terme de 

restaurer le déficit de masse musculaire. 
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 Approfondir le rôle joué par l’hypoxie au cours des étapes précoces de 

régénération.  

Nous montrons dans ce travail que l’exacerbation de la perte de masse musculaire au 

cours de la régénération en hypoxie provient d’un retard de la formation et de la croissance 

des nouvelles fibres. Il devient évident que le processus de dégénérescence et celui de 

régénération ne sont pas conditionnés en deux étapes distinctes mais s’intègrent dans un 

système de reconstruction musculaire plus global. La phase dégénérative est organisée en une 

étape de dégénérescence intrinsèque (autolyse des éléments cellulaires lésés) et en une étape 

de dégénérescence extrinsèque (phagocytose des débris cellulaires et réponse inflammatoire) 

(Charge and Rudnicki 2004). Certaines de nos données suggèrent que la phase dégénérative 

serait influencée par le stress hypoxique, ce qui pourrait modifier la réponse adaptative du 

muscle : une masse des muscles lésés déjà diminuées en hypoxie à J3 de manière 

concomitante avec une réduction importante de la proportion de MHC-Iβ, un aspect 

morphologique des muscles lésés clairement différent en hypoxie à J3, et la persistance de 

fibrés nécrosées dans les muscles Reg-H à J7. Afin d’approfondir le rôle délétère de 

l’hypoxie sur les évènements cellulaires et moléculaires précoces de la régénération 

musculaire, il serait pertinent d’étudier l’organisation de la dégénérescence du muscle lésé 

en hypoxie. Pour cela, il faudrait évaluer l’implication de certains systèmes protéolytiques, 

notamment les systèmes des calpaïnes et des cathepsines, activés précocement au cours de 

la régénération (Duguez, et al. 2003). Un autre volet de cette étude consisterait à 

déterminer la réponse inflammatoire initiale en hypoxie. Il faudrait en particulier 

s’intéresser à la fonction des macrophages et à leur implication dans la réponse pro-

inflammatoire, et anti-inflammatoire qui suit (Arnold, et al. 2007). 

Nos résultats suggèrent que le retard dans la formation et dans la croissance des 

nouvelles fibres au cours de la régénération précoce en hypoxie pourrait être expliqué par une 

altération de l’activité des cellules satellites, évaluée indirectement à partir de l’expression 

protéique de MyoD et de la myogénine. Néanmoins, l’absence de variations de l’expression 

protéique de MyoD à J3 en hypoxie est difficile à interpréter dans la mesure où l’expression 

protéique de la myogénine est bien altérée à ce temps de sacrifice en hypoxie. Pour préciser 

le rôle de l’hypoxie sur le contrôle de l’activité de ces cellules myogéniques, il faudrait 

évaluer l’expression de MyoD pendant un temps plus précoce de régénération et compléter 

cette étude par une analyse immuno-histologique (marquage Pax7/Dapi et MyoD/Dapi) 

afin d’évaluer l’activation et la prolifération des cellules satellites. 
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Outre la modulation importante et précoce de la masse du muscle lésé par le stress 

hypoxique, nous observons une adaptation différente du profil contractile du muscle lésé 

jusqu’à J7 au cours de l’exposition hypoxique. Afin de déterminer si l’hypoxie agit sur 

l’expression des isoformes immatures de MHC, il est nécessaire d’évaluer leur contenu 

musculaire par western-blot. 

 

 Déterminer l’influence de l’hypoxie sur la fibrose et la fonctionnalité du 

muscle lésé 

Dans le travail sur la régénération musculaire en hypoxie, nous observons que la 

proportion de tissu non contractile est plus conséquente en hypoxie qu’en normoxie à J7, 

et que des différences significatives persistent à J28 malgré une récupération identique de 

la masse musculaire. Afin de préciser si l’hypoxie majore la formation  de fibrose au 

cours de la régénération musculaire, il serait intéressant de quantifier la surface de  

tissu fibreux à partir d’une coloration au rouge Sirius, spécifique du tissu 

collagénique. L’analyse de certains acteurs moléculaires impliqués dans la réponse 

inflammatoire, autre que TGF-β1 qui n’est pas modulé par l’hypoxie, notamment 

certaines interleukines pro-fibrotiques (IL-4, -5, -6 et -13) (Mann, et al. 2011), 

pourraient permettre d’approfondir les mécanismes de régu lation de la fibrose en 

hypoxie. Enfin, nous pourrions étudier le retentissement de l’apparition de la fibrose 

en hypoxie sur la récupération des propriétés fonctionnelles au cours de la 

régénération. Pour cela, nous pourrions mesurer ex vivo différents marqueurs des 

propriétés de contraction du muscle, dont la force maximale développée, l’allure d’une 

secousse (twitch, avec mesures du temps de contraction et 1/2 temps de relaxation), et 

la résistance à la fatigue. 

 

 Identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans l’altération des 

capacités oxydatives du muscle squelettique en hypoxie 

Les résultats de ce travail confirment que l’exposition à une hypoxie sévère réduit les 

capacités oxydatives du muscle squelettique mais nous ne sommes pas parvenus à identifier 

l’origine de cette réponse à l’hypoxie. Pour approfondir notre analyse, il faudrait d’une part 

évaluer la densité mitochondriale par microscopie électronique, la fonction mitochondriale 

par oxygraphie, l’équipement des mitochondries en complexes de la chaîne de transfert des 

électrons, le tout afin de confirmer notre évaluation indirecte (mesure de l’activité 

d’enzymes oxydatives), et d’autre part déterminer l’expression de protéines mitochondriales 
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et celle de facteurs impliqués dans la biogenèse mitochondriale (notamment PGC-1α, 

NRF1/2 et Tfam). Nous pourrions également évaluer l’expression protéique du facteur 

mitophagique BNIP-3 dans le soléaire au cours de l’exposition à l’hypoxie.  

 

 Comprendre le rôle joué par REDD2 dans le contrôle de la masse 

musculaire 

A travers ce travail de thèse sur le rôle joué par l’hypoxie dans le contrôle de la masse 

du muscle en croissance, nous avons pu identifier que certains acteurs biologiques répresseurs 

de la masse musculaire pouvaient être activés par le stress hypoxique, ou au contraire être 

réprimés au cours de la croissance musculaire. De manière plus intéressante encore, nous 

avons montré que l’expression protéique de REDD1 est modulée de manière plus intense par 

les signaux anaboliques associés à la croissance stimulée du muscle que par les signaux 

cataboliques de l’hypoxie.  

REDD2 est une protéine dont la séquence en acides aminées possède 65% d’homologie 

avec celle de REDD1 (Pisani, et al. 2005). Ce facteur se trouve surexprimé au cours de 

l’atrophie de décharge (suspension par la queue chez le rat) (Pisani, et al. 2005) et sa 

surexpression dans des lignées de myoblastes C2C12 réduit l’activation de mTOR induite par 

l’administration de leucine ou par étirement mécanique (Miyazaki and Esser 2009b). Enfin, 

l’expression de ce répresseur de mTOR serait réprimée dans le modèle d’overload (Miyazaki 

2010). Par ailleurs, REDD2 serait fortement exprimé dans le tissu squelettique 

comparativement à REDD1, comme cela est indiqué chez l’homme et chez la souris dans la 

base de données génomiques de Symatlas (http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/) et confirmé 

chez la souris dans une publication récente (Miyazaki and Esser 2009b). Tout ceci suggère 

fortement que REDD2 serait un acteur fondamental du contrôle de la masse musculaire. Ce 

champ de recherche devrait faire l’objet d’un futur travail de post-doctorat dans l’équipe 

du professeur Esser aux Etats-Unis. Une première approche devrait consister à évaluer in 

vitro le rôle joué par REDD2. Pour cela, nous nous proposons d’inhiber par transfection ce 

gène et d’étudier la régulation de la voie mTOR et la croissance des myotubes. Si notre 

hypothèse est vérifiée, c'est-à-dire que la réduction de l’expression de REDD2 favorise la 

croissance des myotubes en majorant l’activité de la voie mTOR, cette méthode devrait être 

reprise in vivo dans des modèles d’atrophie musculaire. L’objectif serait alors de 

déterminer si l’inhibition de REDD2 peut conduire à limiter l’atrophie musculaire. 

http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/
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Les résultats présentés dans ce travail de thèse montrent que l’hypoxie affecte 

précocement la réponse adaptative du muscle en croissance. Elle limite transitoirement 

l’hypertrophie des fibres consécutive à l’application d’une surcharge fonctionnelle, et retarde 

la formation et la croissance des fibres régénérées au cours de la régénération musculaire, 

engendrant une exacerbation de la fonte musculaire. Cette altération transitoire de la 

croissance des fibres en hypoxie résulte certainement d’une moindre activation de la 

protéosynthèse, comme l’illustre la désactivation partielle de la voie mTOR. Cette 

perturbation de la voie mTOR n’est associée à aucune modification d’Akt, suggérant 

l’implication de certains répresseurs endogènes de mTOR. Parmi les régulateurs étudiés (les 

deux facteurs sensibles à l’hypoxie REDD1 et BNIP-3 et le régulateur du stress énergétique, 

l’AMPK), il semble qu’aucun d’entre eux ne puisse expliquer la dissociation entre Akt et 

mTOR dans le modèle d’hypertrophie de surcharge. En revanche, l’activation prononcée de 

l’AMPK au cours des étapes précoces de la régénération en hypoxie pourrait perturber la voie 

mTOR, conduisant à réprimer les flux de synthèse protéique dans ce modèle de croissance 

musculaire. Même si nous observons une activation de REDD1 en hypoxie, les signaux 

anaboliques associés à la croissance du muscle répriment l’action activatrice de l’hypoxie sur 

ce facteur. Ces résultats semblent montrer que REDD1 n’est pas indispensable à l’altération 

de l’activité de mTOR en hypoxie, et que cette desactivation de mTOR serait déterminée par 

plusieurs mécanismes distincts. Outre cette perturbation des processus de protéosynthèse, 

l’altération transitoire de la croissance des fibres pourraient résulter d’une activation de la 

protéolyse protéasomale, en particulier dans le modèle d’hypertrophie de surcharge, et d’une 

réduction probable de l’activité des cellules satellites au cours de la régénération. 

Malgré cette perturbation précoce de la croissance stimulée du muscle en hypoxie, 

l’exposition prolongée à hypoxie ne limite pas l’hypertrophie et la récupération de la masse 

du muscle lésé. Ceci souligne que les signaux anaboliques induits dans ces deux situations de 

croissance musculaire l’emportent très largement sur les signaux cataboliques de l’hypoxie. 

Enfin, l’analyse des propriétés métaboliques et contractiles met en évidence que 

l’hypoxie altère les capacités oxydatives du muscle en croissance, mais les mécanismes 

impliqués dans cette réponse adaptative restent à identifier. Par ailleurs, l’hypoxie ne 

constitue pas un stimulus métabolique suffisant pour altérer la transition du phénotype 

contractile du muscle en surcharge et la récupération complète du phénotype contractile 

du muscle lésé. Elle contribue uniquement à ralentir très modérément et transitoirement 

l’adaptation phénotypique du muscle en surcharge, et à modifier le profil contractile du 

muscle durant les étapes précoces de la régénération musculaire. 
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ABSTRACT 

Hypoxia induces a loss of skeletal muscle mass but the signaling pathways and 

molecular mechanisms involved remain poorly understood. We hypothesized that hypoxia 

could impair skeletal muscle hypertrophy induced by functional overload (Ov). To test this 

hypothesis, plantaris muscles were overloaded during 5, 12 and 56 days in female rats 

exposed to hypobaric hypoxia (5,500m), and then we examined the responses of specific 

signaling pathways involved in protein synthesis (Akt/mTOR) and breakdown (atrogenes). 

Hypoxia minimized the Ov-induced hypertrophy at day 5 and 12, but did not affect the 

hypertrophic response measured at day 56. Hypoxia early reduced the phosphorylation levels 

of mTOR and its downstream targets P70
S6K

 and rpS6, but did not affect the phosphorylation 

levels of Akt and 4E-BP1, in Ov muscles. The role played by specific inhibitors of mTOR 

such as AMPK and hypoxia-induced factors (i.e. REDD1 and BNIP-3) was studied. REDD1 

protein levels were reduced by overload and were not affected by hypoxia in Ov muscles, 

whereas AMPK was not activated by hypoxia. Although hypoxia significantly increased 

BNIP-3 mRNA levels at day 5, protein levels remained unaffected. The mRNA levels of the 

two atrogenes MURF1 and MAFbx were early increased by hypoxia in Ov muscles. In 

conclusion, hypoxia induced a transient alteration of muscle growth in this hypertrophic 

model, at least partly due to a specific impairment of the mTOR/P70
S6K

 pathway, 

independently of Akt, by an undefined mechanism, and increased transcript levels for 

MURF1 and MAFbx that could contribute to stimulate the proteasomal proteolysis. 

 

Keywords: Akt/mTOR pathway, BNIP-3, REDD1, atrogenes, muscle growth 

 



 

283 

 

 

 

INTRODUCTION  

Plasticity is a fundamental design feature of muscle tissue that enables mammalian 

species to respond to specific challenges of the environment. Hypertrophic growth of skeletal 

muscle is one expression of muscle malleability in response to increased load-bearing work. It 

is now well established that gene expression is regulated at multiple steps, including 

transcription, post-transcription processing, and finally translation of mature RNA messenger 

(mRNA) into proteins. Mechanical factors involved in muscle growth mainly regulate the 

translation processing that leads to the translation of diffusible gene copies (i.e. mRNAs) into 

proteins by the ribosomal machinery (1). 

Skeletal muscle mass is tightly regulated by the synergy between protein synthesis and 

degradation, two concomitant processes that are determined by the activation of intracellular 

signaling pathways. Protein synthesis is under the control of the PI3K (phosphatidylinositol 3-

kinase)/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin) signaling pathway (45). When active, 

mTOR enhances the translation efficiency by activating the eukaryotic initiation factor-4E 

(eIF4E) complex, which is inhibited by the eIF-4E binding protein (4E-BP1). Moreover, 

mTOR increases the translation capacity and enhances the ribosomal biogenesis via the 

translation regulator P70
S6K

. The control of muscle mass also depends on proteolytic 

influences, in which the ubiquitin-proteasome system (UPS) is known to be involved in 

protein degradation (26). Two atrogenes, MAFbx (Muscle atrophy F box) and MURF1 

(Muscle ring finger-1), are often used to assess the UPS activity, and have been shown to be 

overexpressed in numerous catabolic conditions (8). In addition, myostatin, a TGF-β 

(Transforming Growth Factor-β) member, has been reported to be a negative regulator of 

muscle mass (3), presumably through a down-regulation of the Akt/mTOR pathway (49). 

Functional overload induced by the surgical removal of synergistic muscles is a 

relevant model to study muscle growth in rodents, since chronic mechanical strains induce a 

marked muscle hypertrophy and increase the size of all myofibers (5). The compensatory 

hypertrophy observed in this model involves activation of the Akt/mTOR signaling pathway 

(9, 35). However, the effects of mechanical overload on markers of selected catabolic 

pathways such as myostatin signaling or expression of the muscle-specific ubiquitin-ligases 

MAFbx and MURF1 remain controversial and have to be elucidated. 

Low oxygen-availability (hypoxia) could negatively affect muscle mass. Muscle 

atrophy has already been observed in humans after expeditions in high altitude (44), while a 

reduction in muscle growth has been shown in rodents chronically exposed to hypobaric 
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hypoxia (7, 16). In vitro studies showed that the Akt/mTOR pathway could be inhibited by 

hypoxia exposure (12, 27, 31), but to our knowledge, only few in vivo studies reported that 

prolonged hypoxia exposure altered this signaling pathway in skeletal muscles (16). 

Myostatin, a mediator of muscle atrophy has been shown to partly account for the hypoxia-

induced effects on muscle mass (20). Moreover, although the UPS was stimulated in 

hypoxemic heart (43), it remained unaffected by hypoxia in skeletal muscle, at least after 

chronic exposure (16). Thus, the effects of ambient hypoxia on both anabolic and catabolic 

signaling pathways need to be carefully examined in skeletal muscle during hypoxia 

exposure.  

The mechanisms by which hypoxia could minimize the mTOR pathway activity are 

poorly understood. One explanation could be related to the hypoxia-induced alteration of the 

energy homeostasis. The AMPK (AMP-activated protein kinase) complex, which is now 

considered as the main sensor and regulator of energy balance at the cellular level (18), is 

activated under conditions of metabolic stress (19). Recent studies revealed that AMPK 

activity inhibits mTORC1 (mTOR complex 1) signaling, directly by phosphorylating raptor, 

or indirectly by phosphorylating an upstream repressor of mTOR, TSC2 (Tuberous Sclerosis 

Complex 2) (18). The activation of AMPK in response to hypoxia exposure in HEK293 cells 

has been shown to inhibit mTOR and its downstream effectors 4E-BP1, P70
S6K

 and eEF2 

(eukaryotic Elongation Factor 2) (31), but the activation of AMPK in skeletal muscle during 

hypoxia exposure and its function on the regulation of the Akt/mTOR signaling needs to be 

clarified.  

Moreover, some hypoxia-inducible factors such as REDD1 (Regulated in development 

and DNA damage response 1) or BNIP-3 (BCL2 and adenovirus E1B 19kDa-interacting 

protein 3) could be potentially involved in the inhibition of the mTOR signaling. REDD1 

contributes to the dissociation of the TSC2/14-3-3 complex, a mechanism leading to mTOR 

inhibition during acute hypoxia in vitro (14). It has been recently shown that REDD1 

expression increased in skeletal muscle during chronic hypoxia, in parallel with an alteration 

of muscle growth and a down-regulation of the mTOR pathway (16). BNIP-3 is a 

proapoptotic protein that belongs to the Bcl-2 superfamily (54). In response to hypoxia 

exposure, BNIP-3 inhibits the ability of Rheb, a Ras-related small GTPase, to activate mTOR, 

(29). However, the exact relevance of BNIP-3 expression on the control of muscle mass 

during exposure to ambient hypoxia remains to be examined. 
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In the current study, we investigated the main signaling pathways determining the muscle 

growth mass under a situation of challenge between both positive (muscle functional 

overload) and negative (hypoxia exposure) influences. We hypothesized that hypobaric 

hypoxia could impair the hypertrophic response of skeletal muscle. We thus examined 

whether the overload-induced muscle hypertrophy may be altered by hypoxia, due in part 

to the activation of metabolic (i.e. AMPK) and/or hypoxia-induced factors (i.e. REDD1 

and BNIP-3). To test this hypothesis, we compared the response of muscle mass at day 5, 

12 and 56 after functional overload of plantaris muscle in rats exposed to either normoxia 

(N) or hypobaric hypoxia (H) (hypoxia exposure was imposed 3 days after surgical 

procedure). Moreover, we assessed the involvement of the ubiquitin proteasome pathway, 

by studying expression of the muscle-specific ubiquitin-ligases MAFbx and MURF1 (45). 

Although activation of satellite cells is likely involved in the early hypertrophic response 

of functional overloaded muscle (47), we focused our attention in the present study on the 

effects of hypoxia on intracellular signaling pathways involved in muscle protein synthesis 

and degradation. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Animals 

Seventy-seven female rats of Wistar Han strain initially weighing 170-180 g were 

purchased from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France). Because gender differences 

have been previously reported on the adaptive responses of rats to hypoxia, with females 

being more tolerant to hypoxia than males, female rats were used in the present study (53). 

All animals were housed one per cage in a thermoneutral environment (22 ± 2 °C) on a 12:12-

h photoperiod and were provided with food and water ad libitum. This investigation was 

carried out in accordance with the Helsinki Accords for Human Treatment of Animals During 

Experimentation and was approved by the local Animal Ethics Committee.  

Experimental design 

After 7 days of acclimatization to the animal facility, rats were randomly assigned to 

either control (Ct) or overload (Ov) groups. Mechanical overload of plantaris muscles was 

accomplished by the bilateral removal of its synergists, the soleus and the gastrocnemius. 

After 3 days of recovery, Ct and Ov animals were both divided in two main subgroups: 

normoxic (N) and hypoxic (H) groups (n=38, n=39, respectively). This recovery period was 

set to avoid an excessive weakness that results from the surgical removal of plantaris agonist 
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muscles in Ov animals and to minimize the risk of death after acute exposure to hypoxia. 

OvH and CtH rats were housed in a hypobaric chamber and exposed to barometric pressure 

equivalent to 5,500 m altitude (barometric pressure = 370 mmHg; PIO2 = 79 mmHg). The 

chamber was opened daily to measure food consumption and refill water dispensers. The 

retention period did not exceed 30-45 min. Animals of each subgroups (CtN, CtH, OvN, 

OvH) were then anesthetized for tissue sampling and killed 5, 12 and 56 days after the 

beginning of the experimentation, i.e. 2, 9 and 53 days after hypoxia exposure for H groups (n 

= 6-8 at each time). 

Surgical procedure 

Rats of the Ov groups were anesthetized with pentobarbital sodium (50 mg.kg
-1

 ip) 

and compensatory overload was accomplished by the bilateral removal of its synergists, as 

previously described (6). Briefly, a small incision was made to the posterior lower limb and 

the entire soleus was carefully removed, as well as the major portion of the gastrocnemius. 

Particular attention was made to ensure that plantaris neural and vascular supplies were not 

damaged before aponevrosis and skin were independently sutured. A sham operation was 

systematically performed in control non-overloaded hindlimbs, that consisted to separate 

tendons of the soleus and gastrocnemius muscles from that of plantaris. 

Tissue and blood processing  

Animals were anesthetized with pentobarbital sodium (80 mg.kg
-1

 ip). Blood was 

withdrawn from the abdominal aorta into a heparinized syringe, and a portion of the blood 

was analyzed for hematocrit (Hct). Plantaris muscles were carefully dissected and weighed. 

Left plantaris muscles were slightly stretched to recoil passively to a roughly resting length 

and frozen in isopentane cooled to its freezing point (-160°C) by liquid nitrogen. The distal 

half portions of right plantaris muscles were immediately frozen in liquid nitrogen and stored 

at -80°C for later use. The proximal half portions of right plantaris were immediately placed 

in 0.5 mL of RNALater (Ambion, Austin, TX, USA), maintained at +4°C for 24 h and then 

stored at -20°C until use. Animals were subsequently euthanized by lethal injection of 

pentobarbital sodium.  

Histomorphometric analyzes 

For each experimental group at day 12, serial transverse sections (14 µm thick) were 

cut from the third of the proximal part of plantaris muscles in a cryostat microtome 

maintained at -20°C, and were stained with hematein and eosin to visualize the nucleus and 

cytoplasm. To determine the whole cross-sectional area (CSA), photographs of the entire 
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muscle were taken at low magnification. Moreover, 20 to 30 photographs at high 

magnification, covering the entire muscle section, were used to determine the cross-sectional 

area of at least 400 fibers (FCSA). The number of myofibers exhibiting internal nuclei, 

indicative of myofiber regeneration (28), was recorded in at least 20 fields. The number of 

nuclei per myofiber (assessed on at least 400 fibers) and the number of myofibers per muscle 

were also determined to assess the potential involvement of satellite cells in muscle 

hypertrophy. Analyses were performed with a light microscope computerized image-analysis 

system (Lucia 5, Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic).  

Analysis of the distribution of immature MHC isoforms 

Muscles removed at days 5 and 12 were subjected to the analysis of MHC isoforms as 

described previously (48), to examine the additive effect of hypoxia on the putative enhanced 

expression of embryonic and neonatal MHC isoforms during functional overload. Myosin was 

extracted from small sections of -80°C frozed muscles (15-25 mg) in 10 volumes of buffer 

solution (0.3 M NaCl, 0.1 M NaH2PO4, 0.05 M Na2HPO4, 0.01 M Na4P2O7, 1 mM MgCl2 

6H2O, 10 mM EDTA, 1.4 mM 2-βmercaptoethanol, pH = 6.5). Electrophoresis was 

performed using a Mini Protean III system (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France) with 8% 

and 4% acrylamide-bis (50:1) separating and stacking gels, respectively, containing 0.4% 

sodium dodecyl sulfate (SDS). Myofibril samples were denatured with the SDS incubation 

medium, according to the method of Laemmli. Gels were run at constant voltage (72 V) for 

31 h and then silver-stained (2). The MHC protein isoform bands were scanned and quantified 

using a densitometer GS 800. 

Protein isolation and immunoblot analyses 

Initial -80°C frozen muscles samples were homogenized at 4°C in 15 vol buffer [50 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM sodium fluoride, 

120 nM okadaic acid, 3 mM benzamidine, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM DTT, 

50 mM glycerophosphate, 10 μL.mL
-1

 activated sodium orthovanadate, 3 μL.mL
-1

 protease 

inhibitor cocktail (set III, EDTA-free, Calbiochem, Darmstadt, Germany), 3 μL.mL
-1

 

phosphatase inhibitor cocktail (set II, Calbiochem)]. Homogenates were centrifuged at 12,000 

x g for 20 min at 4°C. Protein concentration was determined by the BCA method. Equal 

amounts of total protein (50 or 75 μg) were subjected to SDS-PAGE and transferred onto 

nitrocellulose membranes (Hybond C-extra, Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France). A 

standardized amount of protein prepared from overloaded plantaris was also applied on each 

gel to serve as an internal standard for comparison across blots. Membranes were incubated 
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overnight at 4°C with primary antibodies coming from Cell Signaling Technology, (Beverly, 

MA, USA) [mTOR (1:500, n°2972), phospho-mTOR
Ser2448

 (1:500, n°2971), Akt1 (1:500, 

n°2938), phospho-Akt
Thr308

 (1:500, n°4056), phospho-Akt
Ser473

 (1:500, n°9271), P70
S6K

 

(1:1000, n°2708), phospho- P70
S6K Thr389

 (1:1000, n° 9234), rpS6 (1:1000, n°2217), phospho-

rpS6
Ser240/244 

(1:1000, n°4838), 4E-BP1 (1:1000, n°9452), phospho-4E-BP1
Thr70

 (1:1000, 

n°9455), eEF2 (1:2000, n°2332), phospho-eEF2 (1:1000, n°2331), AMPKα (1:500, n°2532), 

phospho-AMPKα
Thr172

 (1:500, n°2535), from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 

Germany) [myostatin (1:200; sc-34781)], from Protein Tech Group (Chicago, IL) [REDD1 

(1:750; n°10638-1-AP), or from Abcam (Cambridge, MA) [BNIP-3 (1/1000; n°109362)]. 

Incubation with corresponding horse-radish peroxidase-conjugated antibodies from Santa 

Cruz Biotechnology [donkey anti-rabbit IgG (1:10000, sc 2313), donkey anti-goat (1:10000, 

sc 46034)] or from eBioscience (San Diego, CA) [rabbit IgG TrueBlot, (1:8000), only for 

REDD1 analysis] were used for chemiluminescent detection of proteins (ECL, Amersham 

Pharmacia Biotech). Blots were then exposed to X-ray film (Hyperfilm ECL, Amersham 

Pharmacia Biotech) and protein expression was determined by the ratio of sample band 

intensity to the internal standard band intensity by densitometry using the densitometer GS 

800 driven by Quantify One 4.6.1 software (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). 

RNA isolation and cDNA synthesis 

Muscle samples were disrupted (100 mg/mL) with a Mixer Mill MM300 (Rescht, 

Haan, Germany) in RLT lysis buffer, 1% 2β-mercapto-ethanol (Qiagen, Courtaboeuf, France) 

following the manufacturer’s instructions (30 Hz, 2 min; 3 mm ceramic beads (x2)). After 

optimal tissue lysis (isovolume QIAzol lysis reagent (Qiagen) + 1/5 vol chloroforme), total 

RNA was isolated using RNAeasy Lipid Tissue Mini-kit (Qiagen) with additional DNase step 

according to the manufacturer’s instructions using a Qiacube system (Qiagen). The total RNA 

concentration and purity were assessed by measuring the optical density (230, 260 and 280 

nm) with the Nanodrop 1000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, 

USA).  

Reverse transcription was carried out in a 20 μL reaction volume from 800 ng, using 

the Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentec, Seraing, Belgium), with 50 μM oligo (dT) 

15 primer and RNase inhibitor (4 UI), according to the manufacturer’s instructions. The same 

number of samples within each experimental group was simultaneously processed, to 

minimize inter-group variations (extraction and reverse transcription steps). All samples were 

stored at -80°C until further analysis. 
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Primer design 

Primer design and optimization, concerning dimerization, self-priming and melting 

temperature, were carried out using MacVector software (Accelrys, San Diego, USA). 

Primers were designed in intron flanking in order to exclude amplification of genomic DNA. 

Primers were then assessed for specificity, using Blast algorithm 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi), with search parameters adjusted for a short 

input sequence. Primer optimization was carried out as described previously (41). Specificity 

of the PCR amplification was checked comparing recombinant DNA with unknown products, 

by melting curve analysis as described previously (41). Selected forward and reverse primers 

sequences and characteristics are listed in Table 1. 

Real-time qPCR and quantification  

qPCR was carried out with LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green kit 

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany), using 0.25-0.5 μL of cDNA in a 20 µL final 

volume, 4 mM MgCl2 and 0.4 µM of each primer (except for myostatin, Arbp, BNIP-3 and 

reverse Tbp primer : 0.5 µM). qPCR were performed using LightCycler (Roche Applied 

Science) for 50 cycles at 95°C for 20 s, 56-59°C for 5 s (see Table 1) and 8 s at 72°C. RNA 

integrity and reverse transcription yield were assessed by a 3’/5’ integrity assay (37) with 

Hprt1(a) and Hprt1(b) selected primers (Table 1). Quantification cycles (Cq) were ascertained 

using the second-derivative maximum method (LightCycler Software v 3.5, Roche Applied 

Sciences). All Cq values are within the standard curve.  

Target mRNA quantification was performed as previously described (11). Briefly, the 

use of reference genes was ruled out for the comparison of 1) Ov and Ct groups, and 2) Ov 

groups between day 5 and 12 since normalization factors (NFs) were not constant between 

these groups. For these between-group comparisons, the mRNA levels were determined per 

unit mass of tissue, multiplying the exponential conversion of the Cq values, corrected for 

amplification efficiency, by the total RNA concentration (21). Otherwise, constant NFs were 

found between all the Ct groups, and between OvH and OvN groups at both days 5 and 12, 

using four reference genes (Tbp, Hprt1(a), Arbp, Pol2ra). Based on the geNorm analysis (50), 

we selected these four genes since their pairwise variations were below the threshold (0.15) 

that requires the inclusion of an additional control gene. For these groups, relative 

quantification of mRNA was performed, using multiple reference genes, as previously 

described (11). 

Statistical analysis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi
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All data are presented as means ± SE. Morphometric, histomorphometric and 

immunoblot data were analyzed using three-way ANOVA to determine the main statistical 

effects of overload, environment and time and interactions between these factors. For 

technical considerations (see above in “Real-time qPCR and quantification”), target mRNA 

data were analyzed as following: 1) statistical comparisons between all the Ct groups were 

performed using two-way ANOVA (global effect of environment, time and their interaction); 

2) statistical comparisons between Ov and Ct groups for both N and H rats were performed 

using two-way ANOVA (global effect of overload, time and their interaction); 3) statistical 

comparisons between OvN and OvH groups at both day 5 and 12 were performed using 

unpaired t-test. When appropriate for ANOVA analyzes, a Newman-Keuls post hoc test was 

used. A P value < 0.05 was considered significant. 

 

RESULTS 

Body and muscle masses 

The lower values of body mass observed in Ov rats in comparison to Ct animals at day 3, 

support a specific effect of the surgical ablation of synergistic muscles on the body growth 

rate (Table 2A). The sham operation failed to significantly affect the body mass growth, 

whereas the bilateral surgical excision of plantaris synergist muscles led to a mean 

decrease in body mass (8 and 15 g in 3 days in normoxic and hypoxic rats, respectively; 

data not shown). Since body mass of OvH rats was lower than that of OvN animals at day 

5, an additional effect of ambient hypoxia on the body growth rate was suggested 

(environment x overload interaction), specifically early after hypoxia exposure (Table 2A). 

Moreover, the body mass gain recovered quickly and was roughly similar for each 

experimental group between day 12 and 56 (~20% for both N and H groups). 

As expected, hypoxia exposure led to increased Hct values. Reference values observed 

in normoxic rats at day 56 (42.5 ± 0.9 %) reached 55.5 ± 3.4 % and 61.5 ± 1.6 % in Ct-H and 

Ov-H groups, respectively (global effect of environment). 

Plantaris muscle mass was significantly affected by functional overload, time and 

environment (Table 2A). The Ov-induced muscle hypertrophy was shown as early as day 5 in 

both H and N groups, and increased progressively up to day 56 (overload x time interaction). 

Considering parallel changes in the total protein content of plantaris muscles and muscle mass 

(data not shown), it emerges that edema likely accounts approximately for 25 to 40% of the 
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Ov-induced muscle hypertrophy, without specific effect of hypoxia. When normalized to 

body mass, hypoxia failed to affect plantaris muscle mass. 

Hypoxia exposure transiently minimized the Ov-induced hypertrophy. At day 5, plantaris 

muscle mass was 12% lower in OvH than in OvN rats and the Ov-induced muscle 

hypertrophy was lower in hypoxia than in normoxia (35% and 49%, respectively). Hypoxia 

did not affect the Ov-muscle growth rate between days 5 and 12, and Ov-H muscles 

remained 10% lower than in N animals at day 12. At day 56, there was no difference in 

plantaris muscle mass between OvH and OvN animals. 

Food intake 

Mean absolute daily intakes are reported for the 4 first weeks of hypoxia exposure 

(Table 3). Compared to normoxic rats, the mean daily food intakes were 39% and 35% lower 

during the first week for Ct and Ov groups, respectively. The hypoxia-induced decrease in 

mean absolute food intake was minimized during the 3 following weeks, and reached in mean 

23% and 15% for Ct and Ov groups, respectively. 

Histological and morphological aspects of overloaded muscles 

Histomorphometric analyzes were only performed at day 12 in order to assess entire 

plantaris cross-sectional area (CSA), mean fiber CSA (FCSA) and the number of myofibers 

per muscle (Table 2B). The muscle CSA was higher in both OvN and OvH groups than in 

their respective Ct groups. As illustrated in Fig. 1A, parallel changes were shown in mean 

FCSA (global effect of overload). The Ov-induced muscle hypertrophy was minimized by 

hypoxia (global effect of environment on CSA and mean FCSA). Indeed, mean FCSA was 

17% lower in OvH than in OvN groups. These results paralleled the changes reported in 

plantaris muscle mass at day 12. The total number of myofibers per muscle and the number of 

nuclei per myofiber were unaffected by overload and hypoxia exposure (Table 2B). 

Markers of myofiber regeneration 

We determined the number of fibers with internal nuclei to assess the extent of 

mechanical overload-induced muscle damage. Only a negligible number of internal 

myonuclei was observed (about 1 for 200 myofibers) in both OvH and OvN muscles, 

especially in peripheral areas, without any effect of ambient hypoxia.  

Similarly, the developmental MHC isoforms distribution was assessed during the early 

stages of overload-induced hypertrophy (Fig. 1B). The embryonic MHC isoform was not 

detected in Ov muscles in neither N nor H animals. In contrast, the neonatal MHC isoform 

was detected in both OvN and OvH muscles using the SDS-PAGE analysis, but its relative 
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amount did not exceed 5% of the total MHC isoforms and was not affected by ambient 

hypoxia.  

 

As hypoxia only minimized the Ov-induced hypertrophy until day 12 (Table 2A-2B), 

modulation of intracellular pathways was only assessed at day 5 and day 12. 

Phosphorylation of Akt, mTOR and downstream effectors 

Akt phosphorylations on Thr
308

 and Ser
473

 were enhanced by Ov, especially at day 5, 

in both N and H animals (overload x time interaction) (Fig. 2A1-2A2). Akt
Thr308

 and Akt
Ser473

 

levels were not affected by hypoxia exposure. Changes in total Akt1 protein levels, the main 

Akt isoform expressed in skeletal muscle (36), paralleled the variations of the phosphorylated 

proteins (Fig. 2A3). As for the phosphorylated forms, hypoxia per se failed to alter Akt1 

protein levels. The ratios of both Akt
Thr308

 and Akt
Ser473

 to Akt1 were higher in Ov than in Ct 

muscles, without effect of hypoxia (global effect of overload; Fig. 2A4-2A5). 

Functional overload, time and environment affected phosphorylated mTOR 

(mTOR
Ser2448

) (Fig. 2B1). mTOR
Ser2448

 levels were higher in Ov than in Ct muscles at day 5 in 

N and H animals and no significant differences were found between OvN and OvH groups. In 

contrast, the Ov-induced increase in mTOR
Ser2448

 was markedly reduced by hypoxia at day 12 

(69% in comparison with OvN; overload x time x environment interaction). Total mTOR 

protein levels showed similar alterations (Fig. 2B2). A significant increase of the ratio of 

phosphorylated to total expression of mTOR occurred in overloaded muscles at day 5 (global 

effect, Fig. 2B3), whereas hypoxia exposure failed to increase the proportion of active mTOR 

in Ov muscles at day 12.  

Phosphorylated P70
S6K

 levels were higher in Ov than in Ct muscles (global effect; Fig. 

3A1). The Ov-induced increase in P70
S6K Thr389

 was minimized by hypoxia exposure, at both 

days 5 and 12 (environment x overload interaction). P70
S6K Thr389

 levels were lower in OvH 

than in OvN rats (39% and 77%, at days 5 and 12, respectively). Changes in total P70
S6K

 

levels were roughly similar to those observed in P70
S6K Thr389

 (Fig. 3A1-3A2). Hypoxia did 

not significantly alter the proportion of active P70
S6K 

(Fig. 3A3), but the key finding was that 

absolute quantity of phosphorylated P70
S6K

 in OvH samples markedly decreased, especially at 

day 12.  

Global effects of overload, time and environment were shown in rpS6 phosphorylation 

(Fig. 3B1). rpS6
Ser240/244

 levels were significantly higher in Ov than in Ct groups at day 5 and 

12 and decreased in Ov groups at day 12 in both normoxic and hypoxic rats (overload x time 
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interaction). The Ov-induced increase in rpS6
Ser240/244

 was minimized by hypoxia exposure 

(environment x overload interaction), and rpS6
Ser240/244 

 levels were 38% lower in OvH than in 

OvN at day 5. Total rpS6 levels were significantly affected by environment, overload and 

time, but the post hoc analysis did not reveal any significant differences between N and H 

muscles (Fig. 3B2). The ratio of phosphorylated to total rpS6 was higher in Ov than in Ct 

groups at both days 5 and 12 (global effect of overload; Fig. 3B3). This ratio was also lower 

in OvH than in OvN at day 5 (26%, P < 0.05). 

4E-BP1
Thr70

 and total 4E-BP1 levels were only increased by overload at day 5 

(overload x time interaction) (Fig. 3C1-3C2). The Ov-induced increase in 4E-BP1
Thr70

 levels 

were about 2-fold in N and H muscles at day 5. Exposure to hypoxia had no effect on 

phosphorylated and total 4E-BP1 levels. Functional overload positively affected the ratio of 

phosphorylated to total 4E-BP1 (global effect; Fig. 3C3).  

eEF2 phosphorylation 

At day 5, eEF2
Thr56

 levels were significantly higher in OvH than in both OvN (67%) 

and CtH animals (71%) (overload x environment interaction) (Fig. 4A). The increased levels 

of eEF2
Thr56

 in OvH group convey a decreased activity of this elongation factor. Surprisingly, 

eEF2
Thr56

 levels increased in all the muscles at day 12, except in OvH muscles, such as no 

between-group differences were observed at day 12. Total eEF2 levels were not affected by 

time, overload or hypoxia (Fig. 4B). Hypoxia exposure increased the ratio of phosphorylated 

to total eEF2 in Ov muscles at day 5, whereas overload decreased this ratio at day 12 

(overload x time interaction), especially in hypoxic rats (25% and 44% less than in non-

overloaded muscles, in normoxic and hypoxic rats, respectively, Fig.4C).  

Endogeneous repressors of mTOR 

AMPK phosphorylation. Global effects of overload and time were found in AMPK 

phosphorylation (Fig. 5A). AMPK
Thr172

 levels were significantly higher in Ov than in Ct 

groups only at day 5 (overload x time interaction) whereas exposure to hypoxia had no effect 

on phosphorylated AMPK levels. Total AMPK levels were affected by both overload and 

environment, but the post hoc analysis did not reveal any significant differences between 

experimental groups (Fig. 5B). The ratio of phosphorylated to total AMPK was increased by 

Ov at day 5 in N and H muscles, while these changes were only observed in N muscles at day 

12 (global effect of overload; Fig. 5C). This ratio was not affected by hypoxia exposure. 

REDD1 protein. Functional overload decreased REDD1 protein levels (global effect), 

but differences were only significant in hypoxic rats at both days 5 and 12 (Fig. 5D). 



 

294 

 

 

 

Moreover, hypoxia increased REDD1 protein levels (global effect), but these hypoxia-

induced changes were only significant in Ct muscles at both days 5 and 12. 

BNIP-3 mRNA and protein. Functional overload did not affect BNIP-3 mRNA levels 

in N groups, while it enhanced BNIP-3 mRNA levels in H muscles at day 5 by 41% (Fig. 5E). 

Hypoxia strongly increased BNIP-3 mRNA levels at day 5, but differences between N and H 

animals were more pronounced in Ov than in Ct muscles (96% and 45%, respectively). BNIP-

3 protein levels failed to parallel mRNA changes. The BNIP-3 protein content was markedly 

increased by functional overload (global effect), but remained unaffected by hypoxia. (Fig. 

5F). 

Myostatin mRNA and protein 

There was a global effect of overload that decreased both myostatin mRNA and 

protein levels (Fig. 6A1-6A2). Myostatin transcript levels were 42% lower in Ov than in Ct 

muscles at day 5 in N animals, and 44% lower at day 12 in H rats. Myostatin protein levels 

were only lower at day 5 in OvH muscles, in comparison to CtH muscles. Hypoxia 

significantly affected myostatin at its transcriptional (global effect assessed for only Ct 

groups) and translational levels. The hypoxia-induced significant changes were only observed 

for the protein in Ct groups at day 5. 

Changes in MURF1 and MAFbx mRNA levels 

MAFbx mRNA levels were not affected by overload, whereas hypoxia significantly 

increased its levels at day 5 in both Ct and Ov animals (81% and 84%, respectively) (Fig. 

6B1). Hypoxia exposure did not affect MURF1 transcript levels in Ct animals. In contrast, the 

abundance of MURF1 mRNA was 38% higher in hypoxic than in normoxic rats in Ov 

muscles at day 5 (Fig. 6B2). 

 

DISCUSSION 

The present study was designed to test the hypothesis that hypoxia negatively affects 

the hypertrophic response of skeletal muscle to functional overload and investigate the 

response of the main signaling pathways involved in the control of muscle mass. Our results 

show that 1) hypoxia exposure transiently minimized the Ov-induced muscle hypertrophy 

until day 12; 2) hypoxia lowered the overload-induced activation of the mTOR/P70
S6K

, 

independently of Akt phosphorylation; 3) any potential endogenous repressors of mTOR 

(AMPK, REDD1 and BNIP-3) could explain the hypoxia-induced impairment of the mTOR 

signaling in Ov muscles; 4) hypoxia exposure specifically deactivated eEF2, a key component 
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of protein elongation, in Ov muscles at day 5, and 5) increased the mRNA levels of the 

muscle-specific E3 ubiquitin-ligases MAFbx, and MURF1, especially in Ov muscles at day 5. 

Taken together, these results provide evidence that hypoxia exposure leads to a transient 

alteration of the Ov-induced muscle hypertrophy that could be due at least partly to an 

alteration of both the translation capacity and elongation process, as well as increased content 

of muscle-specific ubiquitin ligases. 

Although largely discussed, the decreased body and muscle growth rate reported 

during chronic hypoxia exposure have been often explained by the hypoxia-induced 

hypophagia (7, 16). As previously suggested, the putative inhibitory effects of moderate food 

restriction on the hypertrophic response to functional overload would result from activation of 

AMPK, REDD1 and/or BNIP-3, three of well-known mTOR inhibitors (33, 34, 39). 

However, preliminary results showed that normoxic rats pair-fed an equivalent quantity of 

food to that consumed by hypoxic animals did not show any alteration in the Ov-induced 

muscle hypertrophy, AMPK
Thr172

 phosphorylation, REDD1 protein expression, BNIP-3 

mRNA and protein levels (data not shown). Taken together, these findings suggest that the 

putative effects of ambient hypoxia on muscle hypertrophy are independent of the hypoxia-

induced decrease in food intake. 

Satellite cells have been shown to be activated in response to functional overload (1, 

24, 25, 47), but their specific role during the hypertrophic process is very complex and still 

discussed. Satellite cells are early activated to repair the damaged myofibers submitted to 

mechanical overload (47), whereas the recruitment of new myonuclei to growing myofibers 

occurs at later times to preserve an adequate nuclear domain and contributes to muscle 

hypertrophy (38). The only subtle appearance of the neonatal MHC isoform and the lack of 

embryonic MHC isoform in Ov muscles, as well as the negligible presence of very small 

caliber, presumably nascent fibers with internal nuclei suggest that the contribution of satellite 

cells to myofiber reparation during the early hypertrophic process is moderate and not 

affected by hypoxia exposure. Since the deleterious effect of hypoxia on muscle hypertrophy 

was only observed during the early period of functional overload, we focused our attention on 

the molecular control of protein synthesis and degradation. 

Studies in cultured cells reported that the Akt/mTOR intracellular pathway could be 

altered by hypoxia (12, 27, 31). However, only few works reported such alterations in vivo in 

either humans (51) or rodents (16). We presently show that ambient hypoxia induced a lower 

activation of mTOR in Ov muscles at day 12, expressed by the ratio of phosphorylated to total 



 

296 

 

 

 

expression of mTOR, and a decreased absolute quantity of active P70
S6K

. Consistent with 

previous data in vivo (16), the hypoxia-induced depression of mTOR signaling did not 

significantly influence 4E-BP1 activity. The elongation factor eEF2, is shown to be controlled 

by P70
S6K

 through eEF2 kinase (13) and inhibited by AMPK (23). The lack of change in 

AMPK phosphorylation in hypoxic rats suggests that the increased proportion of 

phosphorylated eEF2, and then decreased eEF2 activity in OvH muscles at day 5 could be 

rather explained by the impairment of P70
S6K

 activation. In contrast, the decreased ratio of 

phosphorylated to total eEF2 in Ov muscles at day 12, especially in hypoxic animals, could 

represent a biological response that offset the initial inhibition of the elongation step. 

Ultimately, our finding show that the negative effect of hypoxia on hypertrophic response to 

overload could be due at least partly to a transient inhibition of the mTOR/P70
S6K

 signaling 

that mainly could affect the ribsosomal biogenesis (rpS6) and the translation elongation 

(eEF2). 

One interesting finding of this study was the attenuation of the overload-induced activation 

of P70
S6K

 and rpS6 in hypoxic animals at day 5, regardless of mTOR influence. This 

apparent dissociation between mTOR and P70
S6K

/rpS6 phosphorylation is in disagreement 

with the general view that mTOR activates P70
S6K

 via a linear signaling sequence (17). 

However, experimental evidences support the notion that full and sustained P70
S6K

 

activation requires additional inputs by mTOR-independent mechanisms, such as protein 

kinase C (PKC) (22), or phosphoinositide-dependent protein kinase (PDK1) activation 

(42). Therefore, results of the present study support the notion that components of the 

Akt/mTOR/p70
S6K

 pathway are not exclusively under the control of their respective 

upstream kinase, but could also depend on specific activators/repressors.  

Here, we show that hypoxia did not reduce Akt phosphorylation until day 12 in Ov 

groups, whereas it markedly repressed mTOR and P70
S6K

. Several regulatory factors can 

modulate mTOR signaling independently of Akt, but this regulation is poorly documented 

during hypoxia exposure, especially in skeletal muscle. AMPK is known to impair mTORC1 

by activating its upstream repressor TSC2 (18), but AMPK phosphorylation remained 

unaffected by hypoxia in Ov muscles. Thus, our results do not support a putative role of 

altered cellular energy status in mTOR inhibition. Once phosphorylated by Akt, TSC2 is 

sequestered by 14-3-3 factor (32) and is blunted. However, a recent in vitro study 

demonstrated that REDD1 dissociates the TSC2/14-3-3 complex and consequently inhibits 

mTORC1 in hypoxia (14). Here, we showed that functional overload minimized the specific 
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effect of hypoxia on REDD1 expression. Although REDD1 has been suggested to explain the 

impairment of muscle mass in growing rats exposed to severe hypoxia (16), our finding does 

not support this idea during overload-induced muscle hypertrophy. We showed that hypoxia 

early increased the BNIP-3 mRNA levels, a hypoxia-induced factor recently identified as an 

inhibitory regulator of mTOR by interacting with Ras-related small GTPase (Rheb) (29). 

However, the lack of variation in BNIP-3 protein levels excludes the possibility that this 

factor could be involved in the control of muscle hypertrophy under hypoxic conditions. Our 

finding suggests that other regulatory factors may exist in hypoxia to reduce the mTOR 

activity. Intriguingly, BNIP3 protein levels are markedly increased in Ov muscles, without 

any changes of the mRNA, suggesting a post-transcriptional regulation of this factor. As for 

AMPK, we hypothesize that BNIP-3 overexpression may contribute to prevent muscle 

overgrowth resulting from excessive activation of the Akt/mTOR/p70
S6K

 pathway by 

mechanical load.  

Here, we report that mRNA levels of the E3 ubiquitin-ligases MURF1 and MAFbx 

were increased by ambient hypoxia in overloaded plantaris muscles. Increased MURF1 and 

MAFbx mRNA levels as shown in the present study in OvH muscles, do not necessarily result 

from increased transcription of target genes but would also result from post-transcriptional 

acting at a level of mRNA stability. Indeed, hypoxia has been shown to regulate gene 

expression also through specific mechanisms that enhance the mRNA stability (40). 

Altogether, it remains to be elucidated whether the RNA availability of these two atrogenes is 

due to its transcription by the forkhead family of transcription factors (Foxo) (46) or other 

influences (10, 30), or is dependent on post-transcriptional events. Moreover, recent data 

showed that these two atrogenes have different functions on the control of muscle mass, 

MURF1 enhancing specifically the proteolysis of myofibrillar protein, and MAFbx 

contributing to reduce muscle protein synthesis (4). Here, we showed that myostatin, another 

negative regulator of muscle growth (3), was early activated by hypoxia in Ct muscles, but 

this up-regulation was minimized by functional overload. This finding confirms the role 

played by hypoxia on myostatin expression (20), but rejects its involvement to explain the 

inhibitory effect of hypoxia on muscle hypertrophy.  

In conclusion, we showed that hypoxia exposure transiently minimized muscle 

hypertrophy in the functional overload model. The early inhibitory effect of hypoxia could be 

caused by an impairment of protein translation, probably due to an alteration of the ribosomal 

biogenesis and the elongation translation, as well as by activation of the two muscle-specific 
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ubiquitin ligases MURF1 and MAFbx, known to be upregulated in catabolic states and which 

could contribute to increase myofibrillar protein breakdown and to depress protein synthesis, 

respectively. However, long-term hypoxia exposure cannot counteract the specific effect of 

mechanical overload on muscle hypertrophy.  

Perspectives and significance. This original work represents a significant advance in 

the understanding of the intracellular pathways involved in the control of muscle mass in 

hypoxia. Such results could have medical relevance for patients suffering from chronic 

obstructive pulmonary diseases (COPD). Skeletal muscle atrophy and weakness in these 

patients are partly attributed to hypoxia (52), and are associated with an activation of REDD1 

(16) and myostatin (20). Our preliminary data support the notion that anabolic signals related 

to functional load are able to counteract the increased expression of these two repressors of 

muscle mass during hypoxia exposure. Since these two negative regulators of muscle mass 

are repressed after low-intensity resistance exercise (15), this type of exercise could be 

recommended in COPD patients to improve muscle mass and prevent muscle atrophy. 
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FIGURE LEGENDS 

Fig. 1. A) Cross sections of plantaris muscles stained with hematein and eosin after 12 days of 

experiment. Morphological data are presented in table 2B. All pictures are visualized at the 

same magnification (20x). Bars = 100 µm. B) Representative SDS-PAGE electrophoresis of 

MHC isoforms after 5 and 12 days of experiment. CtN, control non-overloaded plantaris 

muscle from normoxic rats; CtH, control non-overloaded plantaris muscle from hypoxic rats; 

OvN, overloaded plantaris muscle from normoxic rats; OvH, overloaded plantaris muscle 

from hypoxic rats.  

 

Fig. 2. Phosphorylated and total levels of Akt (A1-A2 and A3, respectively), and mammalian 

target of rapamycin (mTOR) (B1 and B2, respectively) in response to overload in plantaris 

muscles from normoxic and hypoxic rats. The phosphorylated to total protein ratios were also 

quantified (Akt
Ser473

/Akt1, A4; Akt
Thr308

/Akt1, A5; mTOR
Ser2448

/mTOR, B3).Values are 

means ± SE Legends as in Fig.1. * Significantly different from the respective Ct group. # 

Significantly different from the respective normoxic group. $ Significantly different from the 

previous time for the same group. 

 

Fig. 3. Phosphorylated and total levels of P70
S6K

 (A1 and A2, respectively), ribosomal protein 

S6 (rpS6) (B1 and B2, respectively), and eukaryotic initiation factor-4E-binding protein-1 

(4E-BP1) (C1 and C2, respectively). The phosphorylated to total protein ratios were also 

quantified (P70
S6K Thr389

/P70
S6K

, A3; rpS6
Ser240/244

/rpS6, B3; 4E-BP1
Thr70

/4E-BP1, C3).Values 

are means ± SE. Legends as in Fig.1. * Significantly different from the respective Ct group. # 

Significantly different from the respective normoxic group. $ Significantly different from the 

previous time for the same group. 

 

Fig. 4. Phosphorylated and total levels of eukaryotic elongation factor 2 (eEF2) (A and B, 

respectively). The phosphorylated eEF2
Thr56

/eEF2 ratio was quantified (C). Values are means 

± SE. Legends as in Fig.1. * Significantly different from the respective Ct group. # 

Significantly different from the respective normoxic group. $ Significantly different from the 

previous time for the same group. 

 

Fig. 5. Analysis of the endogenous repressors of the mTOR signaling. Phosphorylated and 

total levels of AMP-activated protein kinase (AMPK) (A and B, respectively) and the ratio of 
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phosphorylated AMPK
Thr172

 to AMPK ratio (C). Regulated in development and DNA damage 

response 1 (REDD1) protein levels (D). mRNA and protein levels of BCL2 and adenovirus 

E1B 19kDa-interacting protein 3 (BNIP-3) (E and F, respectively). Values are means ± SE. 

Legends as in Fig.1. * Significantly different from the respective Ct group. # Significantly 

different from the respective normoxic group. $ Significantly different from the previous time 

for the same group. 

 

Fig. 6. Analysis of negative regulators of the muscle mass. Levels of  myostatin mRNA (A1) 

and protein (A2). Levels of Muscle atrophy F box (MAFbx) (B1) and Muscle ring finger-1 

(MURF1) (B2) mRNA. Values are means ± SE. Legends as in Fig.1. * Significantly different 

from the respective Ct group. # Significantly different from the respective normoxic group. $ 

Significantly different from the previous time for the same group.  
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Table 1. Characteristics of primers used in this experiment 

Gene 5'-3' sequence 

GenBank 

Accession 

Number 

Amplicon 

length (bp) 

Annealing 

temperature ( °C) 

PCR 

efficiency (%) 

R
ef

er
en

ce
 g

en
es

 

Hprt1 (a) 
CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC 

NM_012583 123 58 93 
GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC 

Hprt1 (b) 
ATGA

L
GCACTT

L
CAGGGATTTGAATC 

NM_012583 83 56 95 
CGCT

L
GTCTTTT

L
AGGCTTTGTACTTG 

Arbp 
CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG 

NM_022402 74 57 96 
CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG 

Pol2ra 
TGCTCGGGGAGATAGAGTCCAAGTT 

XM_343922 112 57 96 
TTCAGGGTCATCTGAGTGGCAGGTT 

Tbp 
GCCACGAACAACTGCGTTGAT 

NM_001004198  119 56 96 
AGCCCAGCTTCTGCACAACTCTA 

T
ar

g
et

 g
en

es
 

myostatin 
GGGCATGATCTTGCTGTAACCTTC 

NM_019151  132 59 91 
CGTGGAGTGTTCATCACAGTCAAG 

MAFbx 
GCTTGTGCGATGTTACCCAAGAA 

NM_133521 139 58 99 
TGAAAGTGAGACGGAGCAGCTCT 

MURF1 
GGGAACGACCGAGTTCAGACTATC 

NM_080903 82 57 85 
CCTTCACCTGGTGGCTGTTTTC 

BNIP-3 
AGATTGGATATGGGATTGGTCAAG 

NM_053452 122 57 100 
CCCCTTTCTTCATAACGCTTGTG 

 

Hprt1, Hypoxanthine phosphoribosyltransferase; Arbp, Acidic ribosomal phosphoprotein P0; 

Pol2ra, RNA polymerase II polypeptide A; Tbp, TATA box binding protein ; MAFbx, Muscle 

atrophy F box; MURF1, Muscle ring finger 1; BNIP-3, BCL2 and adenovirus E1B 19kDa-

interacting protein 3. Hprt1 (a) 5’ pair is used for normalization. Hprt1 (b) 3’ pair is used for 

5’/3’ ratio calculation (see “Real-time qPCR and quantification”). bp, base pair. 
L
, LNA 

substitution.
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Table 2. Morphological data (A) and histological analyses (B). 

A   Day 3 Day 5 Day 12 Day 56 

Body mass (g) 

CtN 179.1 ± 3.8  183.3 ± 3.2  199.0 ± 2.4 $  240.4 ± 6.5 $  

CtH 181.3 ± 1.8  170.4 ± 2.5 # 181.9 ± 2.2 # 215.9 ± 4.2 $ # 

OvN 171.3 ± 1.3 *  170.0 ± 2.5 *  181.5 ± 2.2 * 221.3 ± 3.2 * $ 

OvH 166.5 ± 2.9 *  158.5 ± 2.6 * # 173.8 ± 1.8 $ 212.9 ± 1.8 $ 

Plantaris mass (mg) 

CtN   169.9 ± 7.8 201.9 ± 10.0 224.1 ± 7.4 

CtH 

 

164.0 ± 4.3 173.5 ± 8.1 207.3 ± 8.7 

OvN 

 

253.0 ± 7.1 * 336.5 ± 16.8 *$ 422.4 ± 26.8 *$ 

OvH   222.2 ± 5.8 * # 302.7 ± 11.9 *$ # 424.6 ± 15.0 *$ 

Normalized plantaris mass 

(mg.100g body mass
-1

) 

CtN 

 

88.6 ± 3.6 92.1 ± 3.0 93.3 ± 2.7 

CtH 

 

95.3 ± 1.8 93.0 ± 2.7 95.5 ± 3.1 

OvN 

 

137.2 ± 4.2 * 167.1 ± 7.0 *$ 187.8 ± 11.5 *$ 

OvH   132.9 ± 3.6 * 161.0 ± 5.4 *$ 196.3 ± 6.0 *$ 

 

          

B             Day 12 CSA (mm
2
) FCSA (µm

2
) 

Number of myofibers per 

muscle 

Number of nuclei per 

myofiber 

CtN 9.4 ± 0.2 1911 ± 102 3639 ± 551 2.49 ± 0.15 

CtH 7.5 ± 0.5 1668 ± 11 3412 ± 245 2.45 ± 0.08 

OvN 18.0 ± 1.5 * 2765 ± 150 * 3922 ± 484 2.54 ± 0.05 

OvH 15.2 ± 0.6 * 2293 ± 151 * # 3622 ± 118 2.53 ± 0.06 

 

Values are means ± SE. CSA: cross section area; FCSA: fiber cross sectional area. CtN, control non-overloaded plantaris muscle from normoxic 

rats; CtH, control non-overloaded plantaris muscle from hypoxic rats; OvN, overloaded plantaris muscle from normoxic rats; OvH, overloaded 

plantaris muscle from hypoxic rats. * Significantly different from the respective Ct group. # Significantly different from the respective normoxic 

group. $ Significantly different from the previous time for the same group. 
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Table 3. Daily food intake after the 1
st
, 2

nd
, 3

rd
 and 4

th
 week of hypoxia exposure. 

    Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 

Absolute food intake (g.day
-1

) 

CtN 18.0 ± 0.5  19.2 ± 0.5  20.4 ± 0.4 $  19.4 ± 0.5 

CtH 10.8 ± 0.2 # 15.6 ± 0.4 $ # 14.6 ± 0.3 # 15.1 ± 0.5 # 

OvN 15.1 ± 0.8 *  18.0 ± 0.6 $   18.6 ± 0.7 * 18.0 ± 0.5 

OvH 11.9 ± 0.5 # 15.7 ± 0.3 $ # 15.4 ± 0.3 # 15.1 ± 0.3 # 

 

Values are means ± SE. Legends as in Table 2. * Significantly different from the respective Ct group. # Significantly different from the 

respective normoxic group. $ Significantly different from the previous time for the same group. 
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Chaillou T, Malgoyre A, Banzet S, Chapot R, Koulmann N, Pugnière
P, Beaudry M, Bigard X, Peinnequin A. Pitfalls in target mRNA quanti-
fication for real-time quantitative RT-PCR in overload-induced skeletal
muscle hypertrophy. Physiol Genomics 43: 228–235, 2011. First published
December 14, 2010; doi:10.1152/physiolgenomics.00109.2010.—Quantify-
ing target mRNA using real-time quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction requires an accurate normalization method. Deter-
mination of normalization factors (NFs) based on validated reference
genes according to their relative stability is currently the best standard
method in most usual situations. This method controls for technical
errors, but its physiological relevance requires constant NF values for a
fixed weight of tissue. In the functional overload model, the increase in
the total RNA concentration must be considered in determining the NF
values. Here, we pointed out a limitation of the classical geNorm-derived
normalization. geNorm software selected reference genes despite that the
NF values extensively varied under experiment. Only the NF values
calculated from four intentionally selected genes were constant between
groups. However, a normalization based on these genes is questionable.
Indeed, three out of four genes belong to the same functional class
(negative regulator of muscle mass), and their use is physiological
nonsense in a hypertrophic model. Thus, we proposed guidelines for
optimizing target mRNA normalization and quantification, useful in
models of muscle mass modulation. In our study, the normalization
method by multiple reference genes was not appropriate to compare
target mRNA levels between overloaded and control muscles. A solution
should be to use an absolute quantification of target mRNAs per unit
weight of tissue, without any internal normalization. Even if the technical
variations will stay present as a part of the intergroup variations, leading
to less statistical power, we consider this method acceptable because it
will not generate misleading results.

reference genes; normalization factors; total RNA; muscle mass

REAL-TIME reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
qPCR) is the gold standard technique used to assess variations
in mRNA expression. Specific guidelines have been recently
published to evaluate RT-qPCR experiments (4), and it is now
clear that a validated normalization strategy is imperative to
obtain reliable results.

Normalization using internal reference genes is the most
frequently used strategy to detect changes in target mRNA
levels (11). It aims to correct variations related to mRNA
multistage processes (i.e., extraction yield, reverse-transcrip-
tion yield, and sample volume). A number of reports recently
demonstrated that classical reference genes can vary exten-
sively in cells or tissues and may be influenced by physiolog-
ical adaptations or experimental conditions (7, 13). Therefore,

using a single internal standard is not suitable to obtain a
reliable mRNA quantification. The use of multiple internal
standards is commonly accepted and appears to be the most
robust normalization method to date (4). Various methods
determine the most reliable reference genes, based on their
relative stability, using their geometric mean (2, 22, 28).
Normalization factors (NFs), based on the selected genes, correct
for technical variations that should, on average, be similar for all
samples, irrespective of the experimental group. Therefore, the
NF values should be constant for all experimental groups if the
reference mRNAs content per unit weight of tissue (or per unit
cell volume) is not influenced by experimental conditions. If this
is not the case, the geometric mean of the selected reference
genes will vary between experimental groups. Thus, the quan-
tification of target mRNAs (i.e., absolute target mRNAs values
per unit weight of tissue) will generate inconsistent results.
Since reverse transcription is performed using a constant
amount of total RNA due to technical reasons (4), it seems
physiologically relevant to consider changes in the total RNA
concentration to determine the NF values for a fixed weight of
tissue.

The control of skeletal muscle growth is a physiological do-
main that now receives important scientific attention. Various in
vivo models of altered skeletal muscle mass exist (i.e., muscle
regeneration, functional overload, electrical stimulation, hormonal
administration, unweighting). Functional overload is a commonly
used model of drastic muscle hypertrophy (3, 17). Muscle hyper-
trophy induced by mechanical overload involves adaptive re-
sponses of target genes that were recently studied by RT-qPCR
analysis (6, 12, 15, 16, 25, 27, 29). In these studies, only a single
reference gene was used for internal normalization, and overload-
induced changes in the total RNA concentration were not consid-
ered in the target mRNAs quantification (1, 14).

The aim of the present study was to propose an appropriate
target mRNAs quantification method from RT-qPCR assay,
usable in models of drastic muscle hypertrophy. Here, we
pointed out a limitation of the classical geNorm-derived nor-
malization for target mRNAs quantification. Indeed, our find-
ings allowed us to select stable reference genes using geNorm
software, although the NF values based on these genes were
not constant between experimental groups. Therefore, we pro-
posed guidelines to avoid inappropriate quantification in mod-
els of muscle mass modulation.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Protocol and Surgical Procedures

Twenty-six female rats of Wistar Han strain, initially weighing
180–200 g, were purchased from Charles River Laboratories
(L’Arbresle, France). The animals were housed one per cage in a

Address for reprint requests and other correspondence: A. Peinnequin,
IRBA La Tronche, BP 87, 38702 La Tronche Cedex, France (e-mail:
andrepeinnequin@crssa.net).
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thermoneutral environment (22 ! 2°C) on a 12:12-h photoperiod and
were provided with food and water ad libitum. This investigation was
carried out in accordance with the Helsinki Accords for Human
Treatment of Animals During Experimentation and was approved by
the local Animal Ethics Committee. They were assigned to either a
control (C, n " 12) or an overload group (OV, n " 14).

After 7 days of acclimatization to the animal room, rats were
submitted to a bilateral functional overload of plantaris muscle.
Animals were anesthetized with pentobarbital sodium (50 mg/kg), and
compensatory overload surgery was accomplished by the bilateral
removal of plantaris synergists, as previously described (3). In brief,
a small incision was made to the posterior lower limb, and the entire
soleus, as well as the major portion of gastrocnemius, was carefully
removed. Particular attention was made to ensure that the plantaris
neural and the vascular supplies were not damaged, and then the
aponevrosis and the skin were sutured.

Tissue Processing

Five days (d5) (Cd5, n " 6 and OVd5, n " 6) and 12 days (d12)
after surgery (Cd12, n " 6 and OVd12, n " 8), the rats were
anesthetized with pentobarbital sodium (80 mg/kg), and the plantaris
muscles were carefully dissected and weighed. The proximal half
portion of right plantaris was immediately placed in 0.5 ml of
RNALater (Ambion, Austin, TX), maintained at #4°C for 24 h, and
then stored at $20°C until use. The animals were subsequently
euthanized by a lethal injection of pentobarbital sodium.

RNA Isolation and cDNA Synthesis

Muscle samples were disrupted (100 mg/ml) with a Mixer Mill
MM300 (Rescht, Haan, Germany) in RLT lysis buffer, 1% 2%-
mercaptoethanol (Qiagen, Courtaboeuf, France), following the man-
ufacturer’s instructions [30 Hz, 2 min; 3 mm ceramic beads (x2)].
Total RNA was isolated using RNAeasy Lipid Tissue Mini-kit (Qia-
gen) with an additional DNase step according to the manufacturer’s

instructions using a Qiacube system (Qiagen). The total RNA con-
centration and purity were assessed by measuring the optical density
(230, 260, and 280 nm) with the Nanodrop 1000 Spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE).

Reverse transcription was carried out in a 20 &l reaction volume
from 800 ng total RNA, using the Reverse Transcriptase Core Kit
(Eurogentec, Seraing, Belgium), with 50 &M oligo (dT) 15 primer and
RNase inhibitor (4 UI), according to the manufacturer’s instructions.
To minimize intergroup variations (extraction and reverse transcrip-
tion steps), the same number of samples within each experimental
group was simultaneously processed. All samples were stored at
$80°C until further analysis.

Primer Optimization

Primer design and optimization, concerning dimerization, self-
priming, and melting temperature, were carried out using MacVec-
tor software (Accelrys, San Diego, CA). Primers were designed in
intron flanking to exclude amplification of genomic DNA. Primers
were then assessed for specificity, using Blastn algorithm (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi), with search parameters
adjusted for a short input sequence. Primer optimization was
carried out as described previously (20). Briefly, a first primer
optimization assay was performed, using a 4-log range serial
dilution of recombinant DNA. Then, final optimization was
achieved, using serial dilutions (1-log range) of a pooled sample
(calibrator) of the experiment. All assays were carried out using
two duplicates per point. Specificity was checked comparing re-
combinant DNA with unknown products, by melting curve analysis
as described previously (20). Selected forward and reverse primers
sequences and characteristics are listed in Table 1.

Real-time qPCR and Quantification

qPCR was carried out with LightCycler Fast Start DNA Master
SYBR Green kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany),

Table 1. Characteristics of primers used in this experiment

Gene 5=-3= Sequence Reference Amplicon Length, bp Annealing Temperature, °C PCR Efficiency, %

%-actin TCAGGTCATCACTATCGGCAATG NM_031144 95 58 93
TTTCATGGATGCCACAGGATTC

Hprt1 (a) CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC NM_012583 123 58 93
GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

Hprt1 (b) ATGALGCACTTLCAGGGATTTGAATC NM_012583 83 56 95
CGCTLGTCTTTTLAGGCTTTGTACTTG

Ywhaz AGACGGAGCTGAGGGACATCTG NM_013011 81 56 93
TTTCTGGCTGCGAAGCATTG

Arbp CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG NM_022402 74 57 96
CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG

Pol2ra TGCTCGGGGAGATAGAGTCCAAGTT XM_343922 112 57 96
TTCAGGGTCATCTGAGTGGCAGGTT

Cyca TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG NM_017101 127 58 94
CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC

Tbp GCCACGAACAACTGCGTTGAT NM_001004198 119 56 96
AGCCCAGCTTCTGCACAACTCTA

PGC-1' ACGCAGGTCGAATGAAACTGAC NM_031347 116 53 86
TGGTGGAAGCAGGGTCAAAATC

MAFbx GCTTGTGCGATGTTACCCAAGAA NM_133521 139 58 99
TGAAAGTGAGACGGAGCAGCTCT

MURF1 GGGAACGACCGAGTTCAGACTATC NM_080903 82 57 85
CCTTCACCTGGTGGCTGTTTTC

GDF8 GGGCATGATCTTGCTGTAACCTTC NM_019151 132 59 91
CGTGGAGTGTTCATCACAGTCAAG

%-Actin, beta-actin; Hprt1, hypoxanthine phosphoribosyltransferase; Ywhaz, tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta
polypeptide; Arbp, acidic ribosomal phosphoprotein P0; Pol2ra, RNA polymerase II polypeptide A; Cyca, cyclophilin A; Tbp, TATA box binding protein;
PGC-1', peroxisome proliferator-activated receptor-( coactivator 1 '; MAFbx, muscle atrophy F box; MURF1, muscle ring finger 1; GDF8, growth
differentiation factor 8. Hprt1(a) 5= pair is used for normalization. Hprt1(b) 3= pair is used for 5=/3= ratio calculation (see MATERIALS AND METHODS). bp, Base
pair. L, LNA substitution.
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using 0.25–0.5 &l of cDNA in a 20 &l final volume, 4 mM MgCl2,
and 0.4 &M of each primer (except for %-actin, Arbp, GDF8, and
reverse Tbp primer: 0.5 &M). qPCRs were performed, using Light-
Cycler (Roche Applied Science) for 50 cycles at 95°C for 20 s,
53–59°C for 5 s (except %-actin, 10 s; annealing temperatures, see
Table 1), and 8 s at 72°C. RNA integrity and reverse transcription
yield were assessed by a 3=/5= integrity assay (18) with Hprt1(a) and
Hprt1(b) selected primers (Table 1). Quantification cycles (Cq) were
ascertained, using the second-derivative maximum method (LightCy-
cler Software v 3.5, Roche Applied Sciences). All Cq values are
within the standard curve. Relative quantification of samples was
performed, using the comparative threshold method, corrected for
amplification efficiency variability between genes (21), and improved
for use of multiple reference genes (10, 11).

Selection of Reference Genes for Internal Normalization

Potential reference genes were assessed using geNorm software
(28). The classical geNorm-derived normalization includes three
steps:

1) The first step ranks the potential reference genes according to
their relative expression stability. The relative expression stability of
two genes A and B is defined as the variability (standard deviation
after logarithmic transformation) of mRNA levels ratio within the
samples (VAB). Logarithmic transformation is required to obtain
identical VAB and VBA values. The relative expression stability of a
gene A (MA) within a group of potential reference genes is defined as
the arithmetic mean of VAX values, where X represents each of the
other group of genes [for n genes (A–N): MA " (VAB # VAC # . . .
VAN)/(n $ 1)]. Thus, the average expression stability (M) of a group
of reference genes is defined as the arithmetic mean of the MX values
[calculation with n genes (A–N): M " (MA # MB # MC # . . .
MN)/n].

2) The second step sets the number of genes required to validate the
normalization. The number of selected genes is assumed as sufficient
when the addition of the most stable remaining gene has no significant
effect. The number of required genes is assessed using the pair-wise
variation between normalization using the n and the n#1 most stable
genes (Vn/n#1). The Vn/n#1 values are calculated using the same
formula than the stability expression of two genes (VAB). The thresh-
old of the Vn/n#1 value, below which the inclusion of an additional
control gene is not required, is 0.15 (28). It is noteworthy that geNorm
software selects reference genes from their relative expression stabil-
ity. It means that it considers their relative variation but not their
absolute quantity.

3) The third step consists in calculating the NF for each sample.
The NF value is the ratio between the geometric mean of the
considered stable reference genes for a sample and the geometric
mean of the considered stable reference genes for all samples (28).

Statistical Analysis

Morphologic data and RT-qPCR results are presented as means !
SE. These data were analyzed by two-way ANOVA, to determine the
main statistical effects of functional overload, time, and interaction
between these two factors. When appropriate, a Newman-Keuls post
hoc test was used and a P value ) 0.05 was considered significant.

RESULTS

Physiological Responses to Functional Overload

Plantaris hypertrophy in functional overload. The normal-
ized muscle mass (expressed by the ratio muscle mass/body
mass) was 54 and 82% higher in OV than in C rats at d5 and
d12, respectively (P ) 0.001) (Table 2). Moreover, normalized
muscle mass increased by 22% in OV plantaris muscles be-
tween d5 and d12 (P ) 0.001), and did not change in C
muscles (overload * time interaction, P ) 0.01). This finding
confirmed that the surgical ablation of synergist muscles in-
duced plantaris muscle hypertrophy.

Total RNA concentration. The total RNA concentration was
significantly higher in OV than in C groups at both d5 and d12
(75%, P ) 0.001 and 34%, P ) 0.05, respectively) (Fig. 1). No
time effect was shown on the total RNA concentration.

Utilization of geNorm Normalization in the Overload-
induced Hypertrophy Model

Limitation of classical reference genes selection in this
model: necessity to use constant normalization factors. The
first normalization strategy consisted in testing genes com-
monly used as reference genes. Fig. 2A1 shows the M value
of seven potential genes in all experimental samples. This
analysis revealed that four reference genes [Tbp, Hprt1(a),
Arbp and Pol2ra], constituted the group of the most stable
genes (0.5 ) M ) 0.6), whereas the addition of the three
others genes (Cyca, Ywhaz, and %-actin) slightly increased
the M value (0.65 ) M ) 0.75).

V2/3 (0.165) was + 0.15, but the inclusion of a fourth gene
was sufficient to lower the stability factor below the acceptance

Table 2. Normalized plantaris mass

Cd5 OVd5 Cd12 OVd12

Normalized plantaris mass, mg/g 0.89 ! 0.03 1.37 ! 0.04* 0.92 ! 0.03 1.67 ! 0.06*$

Data are presented as means ! SE. Normalized plantaris mass refers to the ratio between plantaris mass and body mass. OV, overload; d, day. *Significantly
different from the same time control (C) group, P ) 0.001; $significantly different from d5 for the same group, P ) 0.001.

Fig. 1. Total RNA concentration (&g/mg) obtained by Nanodrop analysis.
Values are means ! SE. C, control; OV, overload; d, day. Significantly
different from the same time C group: *P ) 0.05, ***P ) 0.001.
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threshold (Fig. 2A2). Thus, the four most stable genes [Tbp,
Hprt1(a), Arbp, and Pol2ra] presented in Fig. 2A1 were at least
required for normalization (V3/4 " 0.127). The optimal
geNorm-derived normalization, corresponding to the lowest
Vn/n#1 value, was obtained with the six most stable genes
[Tbp, Hprt1(a), Arbp and Pol2ra, Cyca, Ywhaz] (V5/6 " 0.106)
(Fig. 2A2).

Accurate normalization requires the elimination of system-
atic variations in levels of reference genes across the investi-
gated sample set (2, 28). Therefore, it is essential to verify the
lack of changes in NFs between experimental groups. Due to
technical considerations related to reverse transcription step

(4), geNorm-derived NFs are calculated for a fixed weight of
total RNA. To be physiologically relevant, the NF values (i.e.,
reference mRNAs content) should be expressed for a fixed
weight of tissue. Because the total RNA concentration does not
generally vary under investigation, the NF values are classi-
cally considered for a fixed weight of total RNA. In this muscle
hypertrophic model, we observed a marked increase in the total
RNA concentration, especially at d5 (Fig. 1). Therefore, the NF
values presented below were first determined for a fixed weight
of total RNA (NFRNA) and then converted for a fixed weight of
tissue (NFtissue), multiplying the NF values for a fixed weight
of total RNA by the total RNA concentration.

Fig. 2. A1, B1, C1: average expression stability values (M) of 3 combinations of potential reference genes. A2, B2, C2: pair-wise variation (Vn/n#1) analysis
between normalization factors NFn and NFn#1, based on 3 combinations of reference genes. Vn/n#1 is assessed to determine the number of control genes required
for an accurate normalization. Average stability M and pair-wise variation (Vn/n#1) are determined using geNorm analysis software. The first geNorm analysis
(A1, A2) assessed 7 potential reference genes [Hprt1(a), Tbp, Arbp, Pol2ra, Cyca, Ywhaz, and %-actin]. In the 2nd geNorm analysis (B1, B2), 4 other reference
genes were added (MURF1, MAFbx, GDF8, and PGC-1'). The 3rd geNorm analysis (C1, C2) evaluated another combination of 7 reference genes (MURF1,
MAFbx, GDF8 and PGC-1', Cyca, Ywhaz, and %-actin). The NF6A and NF4A values exposed in the text were based on the first geNorm analysis (A1, A2).
The NF9B and NF4C values exposed in the text were respectively based on the 2nd (B1, B2) and 3rd (C1, C2) geNorm analysis.
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NFs based on the six most stable genes of the first geNorm
analysis (Fig. 2A1) corresponded to the optimal geNorm-
derived normalization (Fig. 2A2). These NF values, determined
for a fixed weight of tissue (NF6Atissue), were significantly
higher in OV than in C groups (263%, P ) 0.001, and 95%,
P ) 0.01, at d5 and d12, respectively) (Fig. 3A2). Moreover,
the NF6Atissue values were affected by time in OV groups
(overload * time interaction, P ) 0.01) and expanded the
between-groups variations observed when considered NF6A
for a fixed weight of total RNA (NF6ARNA) (Fig. 3A1). The
lowest variations in the NF values from the first geNorm
analysis were obtained using the four most stable genes [Tbp,
Hprt1(a), Arbp, and Pol2ra] (NF4A), whereas NF variations
increased when additional genes were included (data not
shown). These NF values, determined for a fixed weight of
tissue (NF4Atissue), still remained higher in OV than in C rats
(166%, P ) 0.001 and 54%, P ) 0.05, at d5 and d12,
respectively) and decreased with time in OV groups (overload *

time interaction, P ) 0.01) (Fig. 3B2). NF4ARNA, determined
for a fixed weight of total RNA, were also affected by over-
load, especially at d5 (global effect of overload, P ) 0.001;
Fig. 3B1).

Determination of constant normalization factors in this
model. Each of the seven classical potential references genes
used above (first geNorm analysis, Fig. 2A) was overexpressed
in OV groups. Therefore, it was impossible to obtain constant
NFs from stable genes between experimental groups in this
configuration. Then, we intentionally added four genes into the
initial geNorm analysis (Fig. 2B). MURF1, MAFbx, and
GDF8, which are involved in the muscle atrophic response,
have been shown to be downregulated in functional overloaded
muscles (6, 29). PGC-1', a gene associated with mitochondrial
biogenesis, has already been observed as negatively affected
by overload in our laboratory (personal data).

Despite the inclusion of genes presumably downregulated by
overload into the initial geNorm analysis, all combinations of

Fig. 3. A1, B1: normalization factors determined for a fixed weight of total RNA, based on the 1st geNorm analysis, obtained from the 6 (NF6ARNA) and the
4 (NF4ARNA) most stable reference genes, respectively. C1, D1: normalization factors determined for a fixed weight of total RNA, obtained from the nine
(NF9BRNA, 2nd geNorm analysis) and the 4 (NF4CRNA, 3rd geNorm analysis) most stable reference genes, respectively. A2, B2: normalization factors determined
for a fixed weight of tissue, based on the 1st geNorm analysis, obtained from the 6 (NF6Atissue) and the 4 (NF4Atissue) most stable reference genes, respectively.
C2, D2: normalization factors determined for a fixed weight of tissue, obtained from the 9 (NF9Btissue, 2nd geNorm analysis) and the 4 (NF4Ctissue, 3rd geNorm
analysis) most stable reference genes, respectively. Normalization factors for a fixed weight of tissue were calculated by multiplying normalization factors
determined for a fixed weight of total RNA by the total RNA concentration. Values are means ! SE. Significantly different from the same time C group:
*P ) 0.05, **P ) 0.01, ***P ) 0.001. Significantly different from d5 for the same group: $$P ) 0.01, $$$P ) 0.001.
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stable genes led to higher NFtissue values in OV groups,
especially at d5 (data not shown). The NF values obtained from
the nine most stable genes [Hprt1(a), Tbp, Arbp, Pol2ra,
MURF1, MAFbx, GDF8, PGC-1', Cyca] (NF9BRNA) (ob-
tained from the second geNorm analysis, Fig. 2B) were similar
between experimental groups when determined for a fixed
weight of total RNA (Fig. 3C1), but the physiologically rele-
vant NF9B values (NF9Btissue) increased with overload (global
effect, P ) 0.001) (Fig. 3C2).

Since the four genes included above highly diminished
variations in the NF values between OV and C groups com-
pared with other genes, we have subsequently checked if these
genes alone could be stable enough to be used for the NF
calculation. The elimination of the previous most stable genes
[Tbp, Hprt1(a), Arbp, and Pol2ra] allowed to define these four
genes as the most stable, compared with others (see in the third
geNorm analysis, Fig. 2C1). This gene configuration markedly
increased the Vn/n#1 values (Fig. 2C2), but the combination of
these four genes was acceptable (V3/4 " 0.15). The NF values
based on these four genes were lower in OV than in C groups,
when determined for a fixed weight of total RNA (NF4CRNA)
(53%, P ) 0.001 and 33%, P ) 0.01 at d5 and d12, respec-
tively; Fig. 3D1). However, the NF4Ctissue values were not
significantly affected by overload (global effect, P " 0.12; Fig.
3D2).

DISCUSSION

Internal normalization is a commonly used method to accu-
rately quantify target mRNAs from RT-qPCR (4). In the
overload model, normalization is generally performed using a
single reference gene (6, 12, 15, 16, 25, 27, 29). It is now
established that the internal normalization based on multiple
selected reference genes is the best standard method to quantify
target mRNAs (2, 22, 28). The present study was designed to
propose an appropriate quantification method from RT-qPCR
assay, usable under conditions of marked increases in muscle
mass such as overload-induced hypertrophy.

In this study, we point out a limitation of the classical
geNorm-derived normalization (28) in the target mRNA quan-
tification. This software assesses variations in expression of
one gene compared with the other ones, in all muscle samples.
NFs calculated from the geometric mean of stable genes allow
the investigator to correct for technical variations that should,
on average, be similar for all samples, irrespective of the
experimental group. However, significant intergroup variations
in the NF values could not be explained by random inter-
samples technical variations. The limitation of geNorm is that
it does not verify whether the NF values are similar between
experimental groups. Here, we reported that reference genes
were selected by geNorm software, although their NF values
were significantly higher (NF6A, NF4A) or lower (NF4CRNA)
in overloaded muscles than in control muscles. Consequently,
the use of these selected NFs is not acceptable to normalize the
target mRNAs levels. Indeed, it would either underestimate
(with higher NF values) or overestimate (with lower NF
values) the target mRNAs levels in some experimental groups,
which would provide false information on the biological re-
sponse.

It is required to select reference genes that do not vary in
tissue across the investigated sample set (2, 28). This means

that the NF values based on the selected genes should be
constant within groups when determined for a fixed weight of
tissue. Here, we showed as others did (1, 14), that functional
overload induced a marked increase in the total RNA concen-
tration. To be physiologically relevant, we decided to convert
the NF values classically determined for a fixed weight of total
RNA, in NF values expressed for a fixed weight of tissue. This
NFs conversion expanded variations observed between OV and
C groups for NF6A and NF4A. Moreover, it reveals significant
physiological variations in NF9B between these groups at d5.
Such variations invalidate this set of nine reference genes,
which could have been initially selected if the NF9BRNA values
were considered. These NF variations cannot be explained by
intergroup differences in technical variations. Our results show
that most of classical reference genes, likely positively affected
by overload when expressed per unit weight of total RNA, are
severely overexpressed per unit weight of tissue in this hyper-
trophic model. This is consistent with the fact that functional
overload induced an early and drastic muscle hypertrophy.
This muscle growth is associated with a cellular remodeling,
such as the incorporation of satellite cells, fibroblasts, and
immune cells (5). These cell types participate in modifying the
hypertrophied muscle composition and certainly influence the
expression of reference genes.

The question that arises is whether it is possible to normalize
from multiple reference genes in overload. To address this
issue, we intentionally added four genes into the initial geNorm
analysis, recognized to be downregulated in overload. Only the
NF values based on these four genes (NF4Ctissue) were roughly
similar between experimental groups. Nevertheless, the use of
these constant NF4Ctissue values is highly questionable. Indeed,
three out of four genes (MAFbx, MURF1, GDF8) are involved
in the muscle atrophic response. However, reference genes
must be selected within different functional classes to avoid
that co-regulated genes are selected by geNorm because of
their similar expression profile (28). The choice of these three
genes is therefore not compatible with the fundamental prin-
ciples of normalization by multiple reference genes. Moreover,
it is physiological nonsense to select genes related to the
atrophic response in a muscle hypertrophic situation since
several studies showed that these genes were downregulated
during muscle growth (23, 24). For these reasons, the use of
NF4Ctissue is not acceptable in this model. Moreover, the
selection of NFs is only relevant whether they are validated
during all the experimental period. We logically consider that
the expression of these three genes, which mainly contribute to
the NF4Ctissue constancy, could vary extensively over time in
this model, especially during the initial phase of muscle
growth. Another solution to validate relevant NFs would be the
assessment of other genes. According to our results, we support
the idea that most of the housekeeping genes, which are
involved in the maintenance of cellular homeostasis (cytoskel-
etal structure, metabolism regulation, gene expression), may be
affected by functional overload. A solution would be the iden-
tification of some genes that are neither involved in these funda-
mental biological processes nor involved in the control of muscle
mass. Such genes, probably expressed at low levels in this model,
could represent only a limited fraction of the mRNAs.

Variations in the total RNA concentration have already been
shown in situations of muscle mass modulation. Indeed, an
increase was reported during strength training (9) or during
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reloading and recovery from hindlimb unweighting (19). In
contrast, a decrease was observed during hindlimb unweight-
ing in rats (8). In these situations, the authors chose to express
the mRNA levels per unit weight of tissue, multiplying the
exponential conversion of the Cq values by the total RNA
concentration. It is important to know whether this method is
more relevant to compare target mRNA levels between OV and
C animals than the classical normalization method by multiple
reference genes. As explained above, the use of multiple
classical genes would lead to underestimation of the target
mRNA levels in OV groups and thus generate inconsistent
results. However, this method enables to control for variations
related to mRNA multistage processes. In contrast, expressing
target mRNAs per unit weight of tissue, without any internal
normalization, using the total RNA concentration as a correc-
tion factor is not optimal because it 1) is subject to the accuracy
of the total RNA measurement and 2) does not control for
technical errors. However, it is possible to provide a reasonable
assessment of both mRNA integrity and reverse transcription
yield by the use of a 3=/5= assay (18). It is noteworthy that such
a method, less statistically powerful than any validated internal
normalization, necessitates the increase of the sample set.
Although this method only allows to assess marked intergroup
variations in gene expression, we consider that it is more
appropriate because it will not generate misleading results.

Through the overload model, we point out a limitation of the
classical geNorm normalization and propose to consider NF as
a dimensionless value for a fixed weight of tissue to be
physiologically relevant. Thus, the quantification of target
mRNAs requires specific attention to avoid generating mis-
leading results. We propose guidelines for optimizing target
mRNA normalization and quantification, useful in models of
muscle mass modulation.

1) The total RNA concentration should be reliably measured
and reverse transcription should be performed using a constant
amount of total RNA (4).

2) geNorm software should be used to select stable genes
within different functional classes, to determine the number of
required genes for normalization, and to calculate the NF
values.

3) The NF values should be systematically calculated. If the
total RNA concentration does not vary under investigation
(case 1), as observed in most of experiments, the NF values are
determined for a fixed weight of total RNA. If variations in the
total RNA concentration are found (case 2), the NF values
should be determined for a fixed weight of tissue to be
physiologically relevant. Then, the constancy of the NF values
within experimental groups should be specifically verified in
cases 1 and 2.

4) If constant NF values are obtained between experimental
groups, target mRNAs can be accurately quantified as follow-
ing:

Case 1: Target mRNA level " exponential conversion of the
Cq values of target mRNA (for a fixed weight of total RNA)/
NFRNA (Eq. 1).

Case 2: Target mRNA level " exponential conversion of the
Cq values of target mRNA (for a fixed weight of tissue)/
NFtissue (Eq. 2). As the total RNA concentration is a common
factor of the numerator and the denominator in Eq. 2, Eq. 2 is
equivalent to Eq. 1 and can be alternatively used. It is note-
worthy that in this case, the NF values, determined for a fixed

weight of total RNA, are not constant within experimental
groups.

5) If the NF values are not constant, it is necessary to test
other potential reference genes to find constant and stable
reference genes. If this fails, as it did in this study, internal
normalization should be invalidated and target mRNAs should
be expressed as absolute values per unit weight of tissue. The
technical variations will consequently remain present as a part
of the intergroup variations, leading to less statistical power.

6) The lack of constant NFs between experimental groups
does not mean that the use of normalization by multiple
reference genes must be fully excluded. It is conceivable to
first assess the effects of muscle mass modulation by an
absolute quantification of target mRNAs per unit weight of
tissue. However, a classical normalization by multiple refer-
ence genes is most probably a relevant method to determine the
specific effects of an additional stress on skeletal muscles
submitted to variations in muscle mass. Indeed, we observed
constant geNorm-derived NF values (NF4A) when OV rats
were exposed to hypoxia compared with normoxic conditions
(personal data).

In conclusion, we demonstrated that the commonly used
geNorm-derived normalization method is questionable for ac-
curately comparing target mRNAs between control and hyper-
trophied muscles in response to overload, a situation of drastic
cellular remodeling. Indeed, we failed to identify stable and
constant reference genes that belong to different functional
gene classes, a fundamental principle of normalization by
multiple genes. Therefore, we proposed to quantify target
mRNAs per unit weight of tissue, without any internal normal-
ization, to assess intergroup variations in this model, an in
extension in situations where constant NFs were not found.
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a b s t r a c t

A large part of the reliability of reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
data depends on technical variations. Such variations are mainly attributable to the reverse transcription
step. Standardization is a key factor in decreasing the intersample variability. However, an ideal stan-
dardization is not always possible, and compromises must be found. Due to technical requirements,
the current consensus is that a constant amount of total RNA should be used for the RT step (CA-RT).
Because RNA isolation yields are variable, such a practice requires the use of variable volumes of nucleic
acid extracts in RT reaction. We demonstrate that some RNA extracts contain both exogenous and endog-
enous inhibitors. These inhibitors induce a decrease in RT efficiency that significantly impairs the reliabil-
ity of RT-qPCR data. Conversely, these inhibitors have a slight effect on the qPCR step. To overcome such
drawbacks, we proposed to carry out the RT reaction with a constant volume of RNA extract by preserving
a constant RNA amount through the supplementation of yeast transfer RNA (CV-RT). We show that
CV-RT, compared with the usual CA-RT, allows us to decrease the RT-qPCR variability induced by inter-
sample differences. Such a decrease is a prerequisite for the reliability of messenger RNA quantification.

! 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Due to an unrivaled combination of simplicity, cost efficiency,
accuracy, and availability, reverse transcription quantitative poly-
merase chain reaction (RT-qPCR)1 increasingly appears to be the
benchmark in the field of messenger RNA (mRNA) quantification.
However, serious concerns have been raised regarding the reliability
of RT-qPCR data [1]. Significant efforts were recently made to
improve the reliability of the quantification [2]. It is now established
that a significant part of the technical variability observed in
RT-qPCR experiments is determined by variation in RT yields [3].
Thus, it was reported that total RNA concentration [4,5], target tem-
plate quantity [6], and background RNA [7] influence the RT yield.

Numerous factors are currently described to inhibit the overall
RT-qPCR assay [8] that are both template and technical process
dependent. Myoglobin and collagen are clearly identified as endog-
enous RT-qPCR inhibitors in skeletal muscle [9]. Moreover, hemo-
globin [10] and lipids [11,12], known to be RT-qPCR inhibitors, are
present in the spleen and central nervous system, respectively.

Furthermore, inhibition of RT-qPCR also depends on the RNA
isolation method. Phenol, which discards hydrophobic endogenous
inhibitors as lipids, is a well-characterized PCR inhibitor [13].
Silica-based columns that are more effective than the organic iso-
lation method for removing collagen [10] carry over fewer inhibi-
tors from the reagent. However, such columns appear to be less
effective than organic reagent in discarding hydrophobic inhibitors
as lipids. Thus, manufacturers recommend an organic step before
silica-based RNA isolation.

Inhibitors related to the isolation step should be found in a con-
stant concentration between samples to lessen intersample varia-
tions. However, an ideal standardization is not always possible,
and compromises must be found owing to experimental and/or
technical requirements. Due to the standardization process, the
content of these inhibitors should be dependent on the reagent
volume. The current consensus is that a constant amount of total
RNA should be used for the RT step (CA-RT) [2]. Due to the variabil-
ity of RNA isolation yields, using a constant total RNA amount re-
quires the use of variable volumes of nucleic acid extract in RT
reaction. This suggests that the amount of inhibitors derived from
both sample preparation and RNA extraction may vary between
samples. For example, the phenol contamination resulting from
organic RNA extraction should correlate with the volume of RNA
extract rather than with the RNA amount. Moreover, to our knowl-
edge, there is no established evidence concerning an eventual
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relationship between the concentration of the copurified endoge-
nous inhibitors and the RNA yield. Consequently, the use as RT
template, of either variable volumes of RNA extract (CA-RT) or var-
iable amounts of total RNA, is questionable. A compromise could
be to carry out the RT reaction with a constant volume of RNA ex-
tract (CV-RT) by preserving a constant RNA amount between sam-
ples through the supplementation of yeast transfer RNA (tRNA) [4].
Such a method possibly provides a relevant approach, allowing a
constant RT yield while minimizing the intersample variations in
volume-related inhibitors.

The aim of this study was to determine whether CV-RT could
improve the reliability of RT-qPCR assessment compared with
the classical use of a constant amount of total RNA (CA-RT). Com-
paring CA-RT with CV-RT requires us to use realistic biological
samples. In contrast to artificially modified templates [7], true bio-
logical samples display unknown target mRNA levels. Therefore,
for analysis of the reproducibility, we used technical replicates
containing identical amounts of target mRNA, albeit unknown.
For agreement assessment between methods, we used biological
replicates displaying higher ranges of target mRNA levels. First,
we generated templates that differ in both quality and concentra-
tion of inhibitors by varying both the nature of the sample and the
RNA isolation method. These templates, containing potential vol-
ume-related inhibitors, were used to study intersample variations
in RT and qPCR efficiencies. Then consequences of these potential
volume-related inhibitors on intersample differences in both RT
efficiency and qPCR efficiency were investigated. We especially fo-
cused on accuracy of RNA measurement using a multiparametric
normalization index.

Materials and methods

Experimental design

The influence of volume-related inhibitors was assessed using
three rat tissues. Twelve independent biological spleen samples
were processed, whereas a single sample was processed in six
technical replicates for the cerebellum and skeletal muscle. Total
RNA was extracted for each sample using either an organic isola-
tion followed by a cleanup or a silica-based column isolation. Then
RNA extracts were divided into six groups (three tissues times two
isolation methods). A unique RT mix was used for each group in
two conditions: constant RNA amount (CA) and constant RNA ex-
tract volume (CV). Each group (one tissue and one isolation meth-
od) was referred to one RT set. All experiments were approved by
the ethical committee on animal research care of the French Army
Medical Research Center in accordance with applicable French and
European Community regulations. After collection, samples were
immediately placed in 1 ml of RNAlater storage reagent (Ambion),
kept at 4 "C for 24 h, and then stored at !20 "C until use.

RNA isolation

Samples (8 mg spleen, 48 mg cerebellum and skeletal muscle)
were then homogenized in guanidinium-based lysis buffer
(50 mg/ml, RLT buffer, Qiagen) using a Mixer Mill MM300 device
(30 Hz, 2 " 2 min, one 5-mm steel bead, Rescht). For the cerebel-
lum and the skeletal muscle tissues, the lysates were aliquoted
in six parts and the volume was adjusted to 600 ll using RLT lysis
buffer. Total RNA was then isolated using a QIAcube instrument
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions using both
a silica-based column isolation with an additional DNase step
(RNeasy Mini Kit, Qiagen) and an organic isolation followed by a
silica-based cleanup (Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen). RNA extracts
were eluted with 50 ll of RNase-free water.

Control of RNA quality

RNA quantification and purity were determined in buffer at
neutral pH by spectrophotometric analysis (Nanodrop 1000, Ther-
moFisher Scientific). RNA integrity was assessed using the RNA
integrity number (RIN) with a 2100 Bioanalyzer instrument (RNA
Nano 6000 LabChip Kit, Agilent Technologies).

cDNA synthesis

Reverse transcription was performed using a Reverse Transcrip-
tion Core Kit (Eurogentec) according to the manufacturer’s instruc-
tions from 200 ng of RNA with 2.5 lM oligo-dT15 primers and
RNase inhibitor in a final volume of 10 ll. Complementary DNA
(cDNA) synthesis was realized using either 200 ng of total RNA
(CA-RT) or a constant volume of total RNA extract (6200 ng total
RNA) supplemented with yeast tRNA (Ambion) to obtain 200 ng
of RNA (CV-RT). In CV-RT, the volume of RNA extract processed
matched the volume of the most concentrated sample containing
200 ng of total RNA. To minimize pipetting variability, crude RNA
extracts were diluted to use minimal test volumes of 4 ll.

Primer optimization

Primer design was done with MacVector software (MacVector).
The specificity of amplification was checked comparing recombi-
nant DNA with unknown products by melting curve analysis as de-
scribed previously [14]. The sequences and characteristics of
selected primers are listed in part 1 of the Supplementary material.
Primer optimization was carried out separately for each RT set as
shown in part 2 of the Supplementary material. Briefly, a first pri-
mer optimization assay was completed using a 4-log range serial
dilution of recombinant DNA and adjusted by using serial dilutions
(1-log range) of a pooled sample (calibrator) of the experiment. All
assays were carried out using two duplicates per point.

qPCR

qPCR was carried out with an LC Fast Start DNA Master SYBR
Green I Kit in a final volume of 20 ll on a capillary LightCycler
instrument (Roche) using 0.25 ll of undiluted cDNA with settings
described in part 2 of the Supplementary material. Quantification
cycles (Cq) [2] were determined using the second derivative maxi-
mum method (LightCycler software, version 3.5, Roche). Quantifi-
cation was achieved by exponential conversion of the Cq using
the PCR efficiency estimated from standard curves for each RT
set. To minimize pipetting variability, cDNAs were diluted to use
minimal test volumes of 5 ll.

PCR inhibition

PCR inhibition was specifically assessed using three inhibition
assays based on alien DNA template amplification, Spud-A [15],
and two laboratory-conceived assays, EGFP and 14 kDa, designed
using Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). Primers
and probes are listed in part 3 of the Supplementary material. Re-
combinant templates (#104 copies) were added to 0.25 ll of cDNA
and amplified for 40 cycles at 95 "C for 20 s and 60 "C for 30 s (LC
FastStart DNA Master HybProbe Kit, Roche, 4 mM MgCl2, 0.4 lM
primer, and 0.2 lM probe) in a capillary LightCycler instrument.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Prism version 4.0
(GraphPad Software). Comparisons were made employing the Wil-
coxon test. Linear correlation was evaluated using the Spearman’s
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rank test. Significance was accepted at P < 0.05. The agreement be-
tween two different assays was assessed using Bland–Altman ratio
comparisons. Values are presented as means ± standard deviations.
Variability is expressed as relative standard deviation (RSD), that
is, the absolute value of the ratio of the standard deviation to the
mean.

Results

RNA quality assessment

RIN values were 7.76 ± 0.18, 8.35 ± 0.15, and 7.98 ± 0.56 for the
spleen, cerebellum, and skeletal muscle, respectively. The higher
standard deviation observed for skeletal muscle was due to slight
differences between organic and silica-based RNA isolation
(7.55 ± 0.39 vs. 8.42 ± 0.30). These high integrity values attested
that all of the RNA samples were suitable for RT-qPCR studies
[16]. The low standard deviation values reflected the homogeneity
of each experimental set. RNA purity was assessed using the absor-
bance A260/A280 ratio (R ratio). The R ratios were 1.98 ± 0.07 and
2.05 ± 0.06 for organic and silica-based RNA isolation methods,
respectively. The level of these values attested to the high purity
and homogeneity of all the samples. As expected, the difference be-
tween R ratios (P < 0.001) pointed to traces of aromatic compounds
in RNA extracts obtained using the organic isolation method. As
shown in Table 1, RNA isolation yields depended on both the tissue
and isolation method. For all tissues, the organic isolation method
allowed higher isolation yields than the silica-based isolation
method (P < 0.001, P < 0.01, and P < 0.01 for the spleen, cerebellum,
and skeletal muscle, respectively) but led to higher variability. Var-
iability was higher in skeletal muscle and the spleen than in the
cerebellum. The ranges of the volume of RNA extracts used to carry
over CA-RT between samples allowed useful comparisons between
CA-RT and CV-RT methods (Table 1).

Assessment of RT quality

We divert from original use the previously described 50–30

integrity assay to assess RT efficiency [17]. In this assay, the RT
reaction is primed using oligo-dT and separate PCR assays are used
to quantify the levels of two target amplicons that are spatially
separated, with one toward the 50 end and the second toward the
30 end of a single mRNA sequence. Thus, the ratio of amplicons
reflects the relative success of the oligo-dT primed RT to proceed
along the entire length of the transcript. Classically, a decrease of
this ratio provides a measure of degradation of the mRNAs. How-
ever, it assesses the RT efficiency only when using a single RNA
extract in different reaction conditions. Two primer sets were de-
signed in the respective 30 and 50 parts of the ARBP mRNA. A signif-
icant RNA secondary structure was predicted between the two
amplicons using the Mfold algorithm [18].

For each sample, the 50–30 ratios were calculated on exponential
conversion of the Cq values for both the CA-RT set (50–30CA) and the

CV-RT set (50–30CV). Thus, for each sample, the ratio 50–30CA/50–
30CV assessed the relative RT efficiencies between CA and CV RT
reactions. As shown in Fig. 1A, there was no significant difference
between CA-RT and CV-RT efficiencies in four of six experimental
groups. However, the CA-RT efficiency was lower than the CV-RT
efficiency when using the organic RNA isolation method in the
spleen and the column RNA isolation method in the cerebellum
(46% and 14% decrease of RT efficiencies, respectively). It is note-
worthy that the relative range of RNA concentrations was higher
in the spleen organic set (1.0–2.7) than in the cerebellum column
set (1.0–1.5). The variability of the CA-RT-induced inhibition was
also higher in the spleen (RSD = 43%) than in the cerebellum
(RSD = 10%). Moreover, the CA-RT inhibition was significantly cor-
related with the volume of the RT template, as shown in Fig. 1B and
C (spleen: Spearman q = !0.764, P < 0.001; cerebellum: Spearman
q = !0.986, P < 0.001). Such correlations demonstrate than some
RNA extracts contain volume-related inhibitors of RT.

qPCR inhibition assessment

qPCR inhibition was specifically assessed using three universal
inhibition assays based on alien DNA template amplification
according to MIQE (minimum information for publication of
quantitative real-time PCR experiments) guidelines [2]. All spleen
samples were analyzed. CA-RT led to significant inhibition in com-
parison with CV-RT in five of six cases (Fig. 2). As stated previously,
qPCR inhibition was both assay and template dependent [19]. In
organic isolated samples, qPCR inhibition was significantly higher
in CA samples than in CV samples through the three assays
(P < 0.05, P < 0.05, and P < 0.01 for Spud-A, EGFP, and 14 kDa,
respectively). However, the levels of qPCR inhibition were low
compared with the aforementioned levels of RT inhibition; the de-
creases of measured alien copy number between CV and CA sam-
ples were 1.9%, 1.2%, and 5.1% for Spud-A, EGFP, and 14 kDa,
respectively. Similar results were observed in column-extracted
samples with significant CA-RT-induced qPCR inhibition (P < 0.01
and P < 0.001 for EGFP and 14 kDa, respectively) with low levels
of qPCR inhibition (3.2% and 3.7% decrease of measured alien copy
number between CV and CA for EGFP and 14 kDa, respectively). In
these samples, no differences were observed using Spud-A assay.

Gene quantification accuracy

PPIA/HPRT mRNA ratios were assessed in the cerebellum and
skeletal muscle using technical replicates. In such samples, the
most accurate quantification corresponded to the lower ratio vari-
ability. As shown in Fig. 3A, the variability was lower for CV-RT
than for CA-RT. In skeletal muscle sets and for the cerebellum col-
umn set, the RSD for CV-RT represented approximately half that of
the CA-RT (muscle: organic 16.7% vs. 8.1%, column 11.4% vs. 5.8%;
cerebellum: column 22.0% vs. 12.0%). For the cerebellum organic
set, RSDs were close between CA-RT (12.9%) and CV-RT (10.7%).

Table 1
RNA isolation yield.

Tissue Organic isolation yield Column isolation yield

(ng/ll)a RSDb (%) Volume rangec (ng/ll)a RSDb (%) Volume rangec

Spleen 978 ± 303 31 1.0–2.7 537 ± 101 19 1.0–1.7
Cerebellum 220 ± 53 24 1.0–1.9 99 ± 15 15 1.0–1.5
Skeletal muscle 123 ± 45 37 1.0–2.8 65 ± 15 23 1.0–1.6

Note: Total RNA was isolated from 50 mg of tissue and eluted in 50 ll of RNase-free water.
a Total RNA concentration measured using A260 absorbance. Results are means ± standard deviations.
b Variability is expressed as relative standard deviation (RSD), that is, the absolute value of the ratio of the standard deviation to the mean.
c Range of the volume of RNA extracts between samples used to carry out a constant amount of RT. For each tissue, the RNA yield is significantly greater for organic

isolation than for column isolation (P < 0.01 for each tissue).
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Because technical variability in RT-qPCR depends on the mRNA
species [20], we use a multigenic index to assess the reliability of
the quantification. Such an index should be provided using the nor-
malization software geNorm [21]. This normalization method is
based on the geometric mean of selected reference genes. The
accuracy of geNorm normalization is estimated from the pairwise
variation Vn/n+1 that must be below a 0.15 threshold. The Vn/n+1 va-
lue depends on both the physiological stability of reference genes
and the RT-qPCR quality. ARBP, HPRT1, and PPIA mRNAs were used
to normalize identical samples with different technical processing.
In such a case, the V2/3 values assessed the reproducibility and

accuracy of the multistage processing from RNA isolation to qPCR
analysis. For the whole RT sets, CV-RT led to lower V2/3 values than
CA-RT (Fig. 3B). However, the RT processing had only slight effects
on the stability ranking of the reference genes (see part 4 of Sup-
plementary material).

For the spleen and cerebellum, variations were consistent with
differences in RT efficiencies described above (Fig. 1). In compari-
son with the CV-RT V2/3 values, the CA-RT V2/3 values were 86%
and 76% higher for spleen organic and cerebellum column, respec-
tively. There was only an 11% increase for each of the other RT sets.
Although there were no differences between CA-RT and CV-RT

A

B

C

P

P

P

P

Fig.1. RT inhibition. (A) 50–30CA/50–30CV: average of the ratios of RT efficiencies between CA-RT and CV-RT of each sample using 50–30 qPCR assay for the whole tissues. The
ratio of the 50 amplicon versus the 30 amplicons reflects the relative success of the oligo-dT primed RT to proceed along the entire length of the transcript. The 50–30CA/50–30CV
ratio assessed the relative RT efficiencies between CA and CV RT reactions. Statistical comparisons were made employing the Wilcoxon test. ⁄⁄⁄P < 0.001; ⁄⁄P < 0.01. (B and C)
Linear correlation between the RNA extract volume and the 50–30 ratio for CA-RT: (B) spleen extracts; (C) cerebellum extracts. Statistical significance is assessed using the
Spearman’s rank correlation test. The volumes represent the amount of crude RNA extracts; the templates were diluted to use minimal test volumes of 5 ll to minimize
pipetting variability,
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efficiencies for skeletal muscle, the V2/3 values were higher in
CA-RT than in CV-RT for both organic and silica-based RNA isola-
tions (113% and 50%, respectively). It is noteworthy that the
CV-RT V2/3 values were nearly identical between organic and col-
umn RNA isolations when using sample replicates (cerebellum
and muscle). However, for independent samples (spleen), these
values were slightly different (30% variation).

For the spleen (independent samples), the selected normaliza-
tion was validated except for the organic CA-RT (V2/3 = 0.21). Very
low V2/3 values were observed for the cerebellum and skeletal
muscle due to the use of technical replicates of a single sample.

Agreement between technical processes using biological replicates

CD19 mRNA levels were assessed in all spleen RT sets and nor-
malized using geNorm as mentioned earlier. For each sample, the
agreement between CD19 measurements in different RT sets was
assessed using the Bland–Altman ratio comparison (Fig. 4). These
comparisons were carried out using either the same RT mix (col-
umn and organic) or two different RT mixes (CA-RT and CV-RT).
This point must be highlighted given that RT is the most variable
step in RT-qPCR [4]. The best agreement was observed between
samples generated using constant RNA extract volumes (CV-RT
sets), although two different RT mixes were used. It is noteworthy

that the comparisons between samples generated using the same
RT mix, but using different volumes of RNA extract, showed worse
agreements. The worst agreement was observed between samples
generated using both different RT mixes and variable RNA extract
volumes (CA-RT sets). Such a result may be explained by both dif-
ferences in RT efficiencies between organic CV-RT and CA-RT sets
(Fig. 1) and the nonvalidated geNorm normalization in the organic
group.

Discussion

The standardization of the RT reaction is a key factor in the reli-
ability of RNA quantification. Because it was reported that RT effi-
ciency depends on the RNA concentration [4], the current
consensus is that a constant amount of RNA (CA-RT) must be used
in the RT step. However, due to the variability of the RNA isolation
yields, such an approach entails the use of variable volumes of RNA
extract. Thus, we propose to improve the standardization of the RT
step using a constant volume of RNA extract (CV-RT) while coun-
teracting the differences in the RNA concentration using yeast
tRNA as described previously [4].
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Fig.2. qPCR inhibition assessment using Spud-A, EGFP, and 14 kDa alien inhibition
assays for each spleen sample RT set. Approximately 104 copies of alien
recombinant templates were added to 0.25 ll of cDNA and amplified in a capillary
LightCycler instrument. Statistical comparisons were made employing the
Wilcoxon test.

A

B

Fig.3. (A) Variability of the relative expression of PPIA versus HPRT in the
cerebellum and skeletal muscle. There were no significant differences between
CA-RT and CV-RT for all of the RT sets (P > 0.05, Wilcoxon test). The boxes represent
the second and third quartiles, and the whiskers symbolize the lower and the higher
values. (B) geNorm pairwise variation (V2/3): multiparametric normalization index
calculated using ARBP, HPRT1, and PPIA as reference genes for each RT set. For the
spleen (independent samples), the 0.15 threshold represents the level of the
pairwise variation that requires the inclusion of an additional normalization gene.
For the cerebellum and skeletal muscle (technical replicates), the lowest V2/3 value
corresponds to the most accurate RT-qPCR quantification.
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Our finding points out that some RNA extracts contain inhibi-
tors that increase the intersample variability of RT-qPCR. More-
over, the content of such inhibitors is not related to the total
RNA amount but certainly to both the amount of processed tissue
and the elution volume of the RNA isolation step. It is noteworthy
that such an inhibition is significant within a low 3-fold range in
volume of RNA extract. Such ranges are significantly lower than
the 100-fold template ranges used in previous studies on the prop-
erties of RT [4,7]. Some of these inhibitors are related to the tech-
nical process. In the spleen, the prior organic isolation step was a
source of exogenous contaminants with significant volume-related
inhibitory effects. Conversely, some inhibitors are endogenous. In
the cerebellum, the column isolation did not permit the removal
of endogenous volume-related inhibitors, probably being fat. The
use of CV-RT decreases the intersample difference in endogenous
inhibitors while homogenizing the intersample concentration of
exogenous inhibitors.

It is noteworthy than the CV-RT practice allows us to decrease
the intersample variation only in volume-related inhibitors. Such
inhibitors are characterized by a nearly constant concentration in
all of the samples. Due to biological variability, some samples
may contain sample-related inhibitors whose concentrations vary
between samples. The intersample variation of the concentration
of such inhibitors is not abolished using either CV-RT or CA-RT.
This hypothesis can be illustrated by the comparison between bio-
logical and technical replicates (Fig. 1B and C). The correlation be-
tween the RT inhibition and the sample volume was higher for the
cerebellum column set (technical replicates with identical sample-
related inhibitors) than for the spleen organic set (biological repli-
cates). However, as shown by the high Spearman coefficient value
(q = !0.764), the volume-related inhibitors certainly had more im-
pact on RT efficiency than the sample-related inhibitors in the
spleen organic set. Moreover, sample-related inhibitors inhibit
the RT step only if they are not removed by the isolation step. In
the spleen column set (biological replicates), most sample-related
inhibitors have been removed, as shown by the low RSD value of
RT inhibition (18% as calculated from Fig. 1B). This is similar to

the RSD value of RT inhibition for the cerebellum organic RT set
(technical replicates with identical sample-related inhibitors,
RSD = 24% as calculated from Fig. 1C).

The CA-RT-induced variability was essentially due to intersam-
ple variations in RT efficiency. Conversely, only slight variations in
PCR efficiencies were observed. Such differences could be ex-
plained by the theoretical differences between RNA to cDNA syn-
thesis conditions and cDNA to DNA synthesis conditions. DNA
synthesis could at least be impaired by primer hybridization disor-
ders, enzymatic inhibition, or single-strand nucleic acid secondary
structures. For cDNA to DNA synthesis, the upshot of either enzy-
matic inhibition or secondary structures might be unlikely due to
the short size of the amplicons regarding the polymerization time
or to the high incubation temperature, respectively. Thus, primer
hybridization disorder-induced inhibition might be a significant
mechanism of PCR inhibition. In contrast, in RNA to cDNA synthe-
sis, enzymatic inhibition and secondary structures upshot are more
likely due to both transcript length and low incubation tempera-
ture. An accurate assessment of the RT inhibition is challenging be-
cause this measurement is made after the qPCR step. Such an
approach converts a continuous phenomenon (the length of syn-
thesized cDNA) to a binary result (the target of the primers either
is or is not reverse-transcribed). Moreover, RNA secondary struc-
tures are known to influence the RT yield [22,23] and, thus, cause
RT-related differences among RNAs [4]. Thus, the 50–30 decrease in
RT efficiency observed in both the spleen organic set and the cere-
bellum column set could be facilitated by the significant secondary
structure predicted between the 30 and 50 amplicons. Such a result
was obtained using an oligo-dT priming strategy. It should be
equally assessed using another priming strategy of the RT, espe-
cially random priming.

The effects of RT inhibition on the RT-qPCR reliability are easier
to evaluate. In particular, the relative expression of two genes
using technical replicates enables one to assess the impact
variability induced by CA-RT on mRNA quantification (Fig. 3A).
However, because features (e.g., structure, length, composition)
can vary extensively between mRNAs, the potential RT inhibition

Fig.4. Quantification of CD19 mRNA levels in spleen: agreement between CD19 measurements using Bland–Altman ratio comparison among CA-RT sets, CV-RT sets, RT sets,
and organic RT sets. The abscissa and ordinate represent the average and ratio of CD19 mRNA levels between the tested sets, respectively. Black line: bias; gray lines: 95%
limits of agreement.
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could be gene specific [20]. Thus, we used a multiparametric index
based on the assessment of multiple genes. Indeed, comparisons of
the geNorm Vn/n+1 values [21] using both technical and biological
replicates appear to be a very sensitive way of evaluating the pre-
analytical process (Fig. 4). Thus, in the muscle samples, CV-RT sig-
nificantly decreased the RT-qPCR variability, for both column and
organic isolations, compared with CA-RT. Such a difference indi-
cates that these two isolation methods fail to remove the vol-
ume-related inhibitors present in the muscle samples. Therefore,
another protocol allowing us to decrease the difference in RT-qPCR
variability between CA-RT and CV-RT should be used. Conversely,
the similarity of the geNorm Vn/n+1 values among CA-RT and CV-
RT sets demonstrates the effectiveness of the protocol to eliminate
volume-related inhibitors, as shown in both spleen column and
cerebellum organic sets. Despite this similarity, in spleen sets the
best agreement was observed between CV-RT sets, although RNA
isolations and reverse transcription mixes were different. Such a
result demonstrates the negative impact of the practice of the
usual CA-RT on the reliability of RT-qPCR data.

In summary, the RT reaction is expected to be the most uncer-
tain step in RNA quantification. Due to the variability of RNA isola-
tion yields, the achievement of RT using constant amounts of total
RNA increases intersample RT-qPCR variability. Such drawbacks
are caused by the presence of volume-related RT inhibitors in the
RNA extracts. However, optimization of the RNA isolation protocol
to suppress the volume-related inhibitors of the samples allows us
to avoid this procedure, although the intersample variability re-
mains higher. Indeed, the use of a constant volume of RNA extracts
as RT template allows one to decrease the intersample differences
in both endogenous inhibitors and exogenous inhibitors. Such a
decrease, which is in the spirit of the MIQE guidelines [2], is a pre-
requisite for the reliability of RT-qPCR assays. Thus, CV-RT provides
a relevant approach for the standardization of the RT step when
there are valid concerns about the reliability of RT-qPCR assays
[24].
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Abstract 

L’objectif était d’approfondir les mécanismes moléculaires impliqués dans deux situations de croissance 

musculaire: l’hypertrophie et la régénération musculaires. La voie Akt/mTOR, contrôlant la protéosynthèse, est 

fortement activée dans ces conditions. En revanche, seule la régénération musculaire semble altérer le système 

de dégradation protéique. Enfin, nous montrons que les deux régulateurs négatifs de la masse musculaire, 

REDD1 et BNIP-3, connus pour être activés en hypoxie, sont fortement réprimés au cours de la régénération 

musculaire, tandis que seule l’expression de REDD1 est diminuée durant l’hypertrophie. Ces résultats laissent 

entrevoir de nouvelles perspectives dans la recherche thérapeutique. 

Mots clefs : voie intracellulaire Akt/mTOR, hypertrophie, régénération, régulateurs de mTOR 

 

Introduction 

 Les exercices de résistance, caractérisés par une activité contractile de haute intensité, 

sont très pratiqués dans les activités sportives recherchant un gain de masse musculaire 

(hypertrophie musculaire) et de force. Cette pratique est par ailleurs préconisée afin de limiter 

la fonte musculaire liée au vieillissement. Outre l’hypertrophie musculaire, la régénération 

musculaire constitue une autre situation de croissance musculaire. Elle est mise en œuvre à la 

suite d’une blessure ou d’un traumatisme sportif, et conduit à une récupération progressive de 

la masse musculaire. Elle s’intègre également dans un processus complexe de 

dégénérescence-régénération musculaire, caractéristique de certaines maladies 

neurodégénératives (maladies de Duchenne…). Une meilleure compréhension des 

mécanismes impliqués dans la croissance musculaire est nécessaire pour développer de 

nouvelles méthodes d’entraînement et des outils thérapeutiques efficaces. 

La masse musculaire dépend d’une balance entre la synthèse et la dégradation 

protéiques. La synthèse protéique est principalement gouvernée par la voie de signalisation 

intracellulaire Akt/mTOR. La dégradation protéique est pour sa part majoritairement médiée 

par le système ubiquitine-protéasome dépendant (SUP) dans le muscle squelettique. Depuis 

peu, d’autres régulateurs négatifs de la masse musculaire, agissant sur l’activité de mTOR, ont 

été identifiés dans des situations potentiellement atrophiantes: l’AMPK est fortement activée 

au cours d’un stress métabolique (exercice d’endurance), tandis que REDD1 et BNIP-3 ont 

été mis en évidence dans des conditions de faible disponibilité en O2 (hypoxie) (Y. Li, et al. 

2007). 

Ainsi, l’objectif de l’étude était d’approfondir les mécanismes moléculaires impliqués 

dans deux situations de croissance musculaire : l’hypertrophie et la régénération musculaires. 

Matériel et méthodes 

Le plantaris de rates a été soumis à une surcharge fonctionnelle (overload) par 

l’ablation bilatérale de ses muscles agonistes durant 5, 12 et 56 jours (J) (n=6/8 par groupes). 

Par ailleurs, le soléaire gauche de rates, dégénéré par une injection de notexine, a été prélevé 

après 3, 7, 14 et 28 jours de récupération (n=8 par groupe). Nous avons mesuré la masse 

musculaire et évalué par western-blot la voie Akt-mTOR (Akt
Thr308

, p70S6K
Thr389

 et 4E-

BP1
Thr70

) et deux régulateurs négatifs de mTOR (AMPK
Thr172

 et REDD1). Nous avons 
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analysé par RT-qPCR les niveaux d’ARNm de deux marqueurs du SUP, MURF1 et MAFbx, 

ainsi que le facteur de mort cellulaire BNIP-3. 

Résultats 

L’injection de notexine provoque une amyotrophie marquée à J7 (Fig. 1A). Il s’ensuit 

une récupération progressive de la masse musculaire (+26% entre J7 et J28, P < 0,05) mais 

des différences de masse persistent entre les muscles intacts et régénérés à J28 (P < 0,05). 

L’overload induit une hypertrophie musculaire dès J5, qui s’accentue avec le temps (Fig. 1B). 

Une forte activation de la voie Akt/mTOR est observée précocement dans ces deux situations. 

Elle reste transitoire et est maintenue plus longtemps dans la situation d’hypertrophie 

comparativement à la situation de régénération (J3-7 vs J12, respectivement). L’activité de 

l’AMPK (rapport entre la forme phosphorylée et totale) est augmentée précocement dans ces 

deux modèles, tandis que le niveau protéique de REDD1, diminué en overload est totalement 

réprimé dans les phases précoces de régénération musculaire. Les niveaux d’ARNm de BNIP-

3, MURF1 et MAFbx sont affectés négativement au cours de la régénération musculaire, alors 

qu’ils ne sont pas modulés durant l’hypertrophie musculaire. 
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Fig. 1. Masse musculaire évaluée dans une situation de régénération (A) et d’hypertrophie (B) 

musculaires. Les valeurs sont moyennées ± ESM. * Significativement différent du groupe 

intact (A) et contrôle (B) (P < 0,05). $ Significativement différent du temps expérimental 

précédent pour le même groupe (P < 0,05). 

Conclusion 

La protéosynthèse est fortement activée dans ces situations de croissance musculaire. 

En revanche, la dégradation protéique, évaluée à partir de l’expression de deux atrogènes 

(MURF1 et MAFbx) et du facteur de mort cellulaire BNIP-3, ne serait inhibée qu’au cours de 

la régénération musculaire. L’activation de l’AMPK observée dans ces situations de 

remodelage tissulaire ne permet pas d’empêcher la croissance musculaire. Enfin, nous 

montrons pour la première fois une altération de l’expression de REDD1 (dans ces deux 

modèles) et de BNIP-3 (uniquement dans le modèle de régénération), deux facteurs 

atrophiques dans des situations hypoxiques. Ceci pourrait constituer un nouveau mécanisme 

de régulation de la croissance musculaire. Ces résultats laissent entrevoir de nouvelles 

perspectives dans la recherche de cibles thérapeutiques cherchant à limiter l’amyotrophie. 
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Introduction 

Skeletal muscle is susceptible to injury after either direct trauma, prolonged physical exercise 

including eccentric contractions, or resulting from indirect causes such as neuromuscular 

diseases. A delay in the muscle regeneration process may lead to muscle atrophy, locomotive 

deficiency, and even to lethality. The maturation of regenerating fibers is influenced by 

external factors, such as mechanical load, and/or by endogenous factors such as metabolic 

perturbations. Hypoxia exposure was identified to alter the muscle growth rate (1). To date, 

the molecular pathways involved in muscle regeneration are poorly documented. Thus, we 

aimed at determining the effect of ambient hypoxia on the main intracellular pathways 

involved in muscle regeneration. 

Methods 

Left soleus muscles of female rats were degenerated by notexin injection before exposure to 

either normoxia (N) or ambient hypoxia (H) (10% O2) during 3, 7, 14 and 28 days (d). We 

measured muscle mass and studied by western-blot the Akt/mammalian target of rapamycin 

(mTOR) pathway [Akt
Thr308

, p70S6K
Thr389

 and eIF-4E binding protein 1 (4E-BP1
Thr70

)], and 

two negative regulators of mTOR [AMP-activated kinase (AMPK
Thr172

) and regulated in 

development and DNA damage response 1 (REDD1)]. 

Results 

The expected muscle-mass loss of injured muscles was increased by hypoxia at d3 and d7, 

whereas the recovery of muscle mass remained similar in H and N rats at d28 (Fig.1). The 

mTOR activity, assessed from both 4E-BP1 and P70S6K phosphorylation, was markedly 

increased during the early period of regeneration, but remained 2-fold lower in H than in N 

groups at d3. The hypoxia-induced decrease of mTOR activity was not related to specific 

alteration of Akt, but was associated with AMPK activation at d3. REDD1 expression was 

markedly increased by H at d14 and d28 in intact muscles, but was blunted during the first 

days of regeneration (d3-7), independently of H.  

Conclusion 

We show for the first time, that hypoxia enhances the muscle-mass loss after extensive injury. 

This could be due to a specific impairment of mTOR activation during muscle regeneration, 

independently of Akt, at least partly related to AMPK activation. The involvement of hypoxia 

in the REDD1-induced inhibition of mTOR (1) appears to be uncertain. REDD1 expression 

could be more likely modulated by muscle growth-related signals than by hypoxia. 
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The aim of this study was to examine the effect of ambient hypoxia on the main intracellular 

pathways involved in muscle regeneration. Left soleus muscles of female rats were 

degenerated by notexin injection before exposure to either normoxia (N) or ambient hypoxia 

(H) (10% O2) during 3, 7, 14 and 28 days (d). The expected muscle-mass loss of injured 

muscles was higher in H than in N rats at d3 and d7, whereas the recovery of muscle mass 

was similar in H and N rats at d28. The mammalian target of rapamycin (mTOR) activity, 

assessed from both eIF-4E binding protein (4E-BP1) and P70S6K phosphorylation, was 

markedly increased during the early period of regeneration, but remained two-fold lower in H 

than in N groups at d3. The hypoxia-induced alteration of mTOR activity, independently of 

Akt, was associated with an activation of AMP-activated kinase (AMPK) at d3. In contrast, 

REDD1, another negative regulator of mTOR, was markedly activated by H at d14 and d28 in 

intact muscles, but was blunted during the first days of regeneration (d3-7), independently of 

H. Taken together, we show for the first time, that hypoxia enhances the muscle-mass loss 

after extensive injury. This could be due to a specific impairment of mTOR activation during 

muscle regeneration, independently of Akt, at least partly related to AMPK activation, 

without detectable effect of REDD1. 
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Introduction 

Resistance exercises are characterized by repetitions of high-force contractions. The main 

muscle response to such exercises is muscle hypertrophy. In contrast, long term exposure to 

hypoxia negatively affects muscle mass (1). The molecular mechanisms that account for the 

control of muscle mass are not fully understood. In the present study, we assessed the activity 

of the main intracellular pathways involved in the concurrent effects of functional overload 

(positive influences) and hypoxia exposure (negative influences) on muscle mass. 

Methods 

Plantaris muscles from female rats were subjected to functional overload (Ov) by bilateral 

ablation of its synergists during 5, 12 and 56 days. After 3 days of recovery, Ov and control 

(Ct) rats were either exposed to hypobaric hypoxia (5500m) (H) or maintained under 

normoxia (N). We measured muscle mass and studied by western-blot the Akt-mTOR 

signaling pathway (Akt (Thr308), mTOR (Ser 2448), rpS6 (Ser 240/244) and 4E-BP1 

(Thr70)), and two negative regulators of mTOR (AMPK (Thr172) and REDD1). Two 

transcriptional targets of Foxo, MURF1 and MAFbx, were analyzed using RT-qPCR. 

Results 

H minimized Ov-induced muscle hypertrophy at d5 and d12 (-12% and -10%, respectively) 

but not at d56. Ov led to a marked activation of the Akt-mTOR pathway (i.e. Akt, mTOR, 

rpS6 and 4E-BP1 phosphorylations). In Ov muscles, H early reduced the phosphorylation 

level of mTOR and its downstream rpS6, but did not affect the phosphorylation level of Akt 

and 4E-BP1. AMPK phosphorylation was increased by Ov at d5, but was not influenced by 

H. REDD1 protein level, negatively affected by overload, was slightly increased by H at d5 

and 12 in Ov and Ct muscles. MAFbx mRNA levels, unaffected by Ov, were increased by H 

in Ov and Ct rats at d5, whereas MURF1 mRNA was only enhanced by H in Ov muscles at 

d5. 

Conclusion 

Compensatory hypertrophy of plantaris is transiently minimized by H. This could be due to an 

impairment of the mTOR-rpS6 activation. The present data show that hypoxia may alter 

ribosomal proteo-synthesis but not translational initiation. The impairment of mTOR 

activation in Ov rats, independently of Akt, cannot be explained by AMPK and probably not 

by REDD1. Foxo, assessed from its targets MURF1 and MAFbx, could be involved in the 

transient impairment of muscle hypertrophy. Moreover, as suggested by others (2), Foxo may 

specifically inhibit mTOR, independently of Akt. In conclusion, H enables to transiently 

slow-down muscle growth but does not counteract the marked effect of mechanical strains on 

skeletal muscle growth. 
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Introduction 

Muscle mass is modulated by numerous stimuli such as mechanical strains and metabolic 

perturbations. Mechanical overload leads to myofibre hypertrophy. In contrast, a low cellular 

O2 availability alters muscle growth in vitro (Yun et al., 2005). The purpose of this study was 

to examine the effects of ambient hypoxia on the main intracellular pathways involved in 

muscle growth induced by functional overload in vivo. 

Methods 

Plantaris muscles from female rats were subjected to functional overload (OV) by bilateral 

ablation of its synergists during 5, 12 and 56 days. After 3 days of recovery, OV and control 

rats were either exposed to hypobaric hypoxia (5500m) or maintained under normobaric 

conditions. We measured muscle mass and studied the Akt-mTOR signaling pathway 

(immunoblotting of Akt (Thr308), mTOR (Ser 2448), rpS6 (Ser 240/244) and 4E-BP1 

(Thr70)). Muscle-specific E3 ligases (MuRF1 and MAFbx) were analysed using RT-qPCR. A 

3-way ANOVA was used to determine the specific effects of hypoxia, overload and time. 

Results 

Hypoxia minimised muscle hypertrophy induced by overload at d5 and d12 (-12% and -10%, 

respectively) but not at d56. Functional overload alone led to activation of the Akt-mTOR 

signaling pathway (i.e. Akt, mTOR, rpS6 and 4E-BP1 phosphorylations) (increase from 2 to 

30 fold). Hypoxia reduced mTOR phosphorylation in OV at d12 but did not affect the 

phosphorylation level of Akt. Among the downstream targets of mTOR, rpS6 

phosphorylation was less enhanced in hypoxic than in normoxic rats, whereas 4E-BP1 

remained unaffected. MAFbx mRNA was specifically down-regulated by OV at d5 without 

any detectable changes in MURF1 mRNA level whereas hypoxia minimised MAFbx down-

regulation at this time. 

Discussion 

Our results show for the first time, that compensatory hypertrophy of plantaris is transiently 

minimised by hypoxia. This finding could be explained by a lower activation of the mTOR-

rpS6 pathway. Stimulation of this intracellular pathway would be independent of the 

phosphorylation level of Akt. Because rpS6 and 4E-BP1 phosphorylations were differently 

regulated, our results suggest that hypoxia may alter ribosomal proteo-synthesis but not 

translational initiation. In contrast to MURF1, MAFbx that was down-regulated by functional 

overload was affected by hypoxia. This finding supposes that ubiquitin-proteasome system 

would be specifically regulated in response to mechanical overload and hypoxia. In 

conclusion, our results show that hypoxia was able to transiently slow-down muscle growth 

but did not counteract the marked effect of mechanical strains on the control of muscle mass.  
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Titre : Contrôle de la masse et du phénotype musculaires en hypoxie : leçons tirées de modèles de 

croissance du muscle squelettique chez le rongeur 
Résumé 

Le muscle squelettique s’adapte en réponse à diverses influences en modulant sa masse et ses propriétés contractiles et 

métaboliques. Il est ainsi rapporté que l’hypoxie sévère a un effet délétère sur la masse et les capacités oxydatives du  muscle, 

et pourrait ralentir la maturation du phénotype contractile au cours du développement post-natal. Cependant, les mécanismes 

de contrôle de cette plasticité musculaire ne sont pas clairement identifiés. Le but de ce travail était de déterminer le rôle de 

l’hypoxie environnementale sur le contrôle de la masse et l’adaptation du phénotype du muscle en croissance (hypertrophie 

de surcharge du plantaris après ablation de ses muscles agonistes et régénération du soléaire après lésions étendues induites 

par la notexine). 

L’exposition hypoxique limite transitoirement l’hypertrophie induite par la surcharge fonctionnelle, tandis qu’elle 

accentue la fonte musculaire en réprimant la formation et la croissance des néo-fibres au cours des étapes précoces de la 

régénération. Ces résultats seraient en partie expliqués par la désactivation partielle de la principale voie de protéosynthèse, la 

voie mTOR, par un mécanisme indépendant d’Akt. Parmi les inhibiteurs endogènes de mTOR étudiés (REDD1, BNIP-3 et 

l’AMPK), nous montrons que l’activation prononcée de l’AMPK en hypoxie pourrait réprimer l’activité de mTOR au cours 

de la régénération, alors que le mécanisme responsable de l’inhibition de mTOR n’a pas pu être identifié dans le modèle de 

surcharge. Le système protéolytique ubiquitine/protéasome-dépendant, évalué à partir de l’expression des atrogènes MURF1 

et MAFbx, pourrait également expliquer en partie l’altération de l’hypertrophie de surcharge en hypoxie. Nos résultats 

soulignent par ailleurs que l’activité des cellules satellites serait réprimée au cours des premiers jours de régénération 

musculaire, conduisant à réduire la formation et la croissance des myotubes. Malgré cette perturbation précoce de la 

croissance musculaire, l’exposition prolongée en hypoxie ne limite pas l’hypertrophie de surcharge et la récupération de la 

masse du muscle lésé. Ceci démontre que les signaux anaboliques induits dans ces deux situations de croissance musculaire 

l’emportent très largement sur les signaux cataboliques de l’hypoxie. 

L’analyse des propriétés métaboliques et contractiles met en évidence que l’hypoxie altère les capacités oxydatives du 

muscle en croissance, mais les mécanismes impliqués dans cette réponse adaptative restent à identifier. Par ailleurs, 

l’hypoxie ne constitue pas un stimulus métabolique suffisant pour altérer la transition du phénotype contractile du 

muscle en surcharge et la récupération complète du phénotype contractile du muscle lésé. Elle contribue uniquement à 

ralentir très modérément et transitoirement l’adaptation phénotypique du muscle en surcharge, et à modifier le profil 

contractile du muscle durant la phase de dégénérescence musculaire. 
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Abstract 

Skeletal muscle adapts to various influences, by modulating both its mass and contractile and metabolic properties. It 

was reported that severe hypoxia impairs muscle mass and oxidative capacities and could reduce the fast-to-slow fiber 

transition during post-natal development. However, mechanisms involved in muscle plasticity during hypoxia exposure are 

not clearly identified. This work aimed to determine the role played by ambient hypoxia on the control of muscle mass and 

muscle phenotype during muscle growth (functional overload-induced hypertrophy of plantaris after removal of its synergist 

muscles and regeneration of soleus after extensive injury induced by notexin injection). 

Hypoxia exposure transiently minimizes the overload-induced hypertrophy, while it enhances the muscle-mass loss by 

repressing the formation and growth of nascent fibers during the early steps of regeneration. These results could be partly due 

to an impairment of the mTOR signaling activation, the main pathway involved in protein synthesis, independently of Akt. 

Among the endogenous repressors of mTOR studied (REDD1, BNIP-3 and AMPK), we show that the marked activation of 

AMPK in hypoxia could repress mTOR activity during regeneration, whereas the mechanism involved in mTOR inhibition 

remains unknown in the overload model. The ubiquitin/proteasome-dependant system, assessed from expression of the two 

atrogenes MURF1 and MAFbx, could also partly explain the hypoxia-induced alteration of muscle hypertrophy. 

Nevertheless, our findings show that activity of satellite cells could be repressed during the first days of regeneration, leading 

to reduce formation and growth of myotubes. Although muscle growth is early impaired, prolonged hypoxia exposure does 

not limit the overload-induced hypertrophy and the muscle mass recovery of injured muscle. This demonstrates that anabolic 

signals induced in these models of drastic muscle growth widely prevail on hypoxia-induced catabolic signals. 

The analysis of metabolic and contractile properties shows that hypoxia alters oxidative capacities in growing muscle, 

but mechanisms involved in this adaptive response remain to be elucidated. Moreover, hypoxia is not a sufficient metabolic 

stimulus to impair the fast-to-slow fiber transition in overloaded muscle, and the complete recovery of the contractile 

phenotype in injured muscle. It only contributes to transiently and modestly slow down the fast-to-slow fiber shift in 

overloaded muscle, and to modify the contractile profile of muscle during the degeneration phase. 
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