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1.1. Introduction générale

Le réle physiologique du muscle est de convertir I'énergie biochimique provenant de
I'alimentation en énergie mécanique, afin d’assurer des fonctions essentielles a la survie,
telles que la locomotion, la respiration et I'apport des nutriments vers tous les tissus de

I"'organisme.

Trouvées in situ, tout au long de la vie des vertébrés, les cellules souches adultes sont
indifférenciées. Elles se définissent par leurs capacités a engendrer des cellules spécialisées
par différenciation cellulaire et leurs capacités a se renouveler par prolifération dans

I'organisme.

Les cellules souches musculaires sont observées en microscopie électronique pour la
premiere fois en 1961 par Mauro (cf figure 1) et sont aussi appelées cellules satellites.
Nommeées ainsi de par leur localisation dans le tissu, elles se trouvent entre la fibre
musculaire et la lame basale. Elles présentent un rapport nucléo-cytoplasmique élevé et
constituent une réserve en précurseurs myogéniques du tissu musculaire des vertébrés. Les
capacités d’engagement myogénique de ces cellules leur conférent un role principal dans la
croissance et la régénération du muscle squelettique adulte. D’autre part, le maintien du
nombre de cellules satellites, dans un muscle agé apres des cycles de dégénérescence et de
régénérescence, supporte également cette notion de capacité intrinseque des cellules
satellites a I'auto-renouvelement (Bischoff and Heintz, 1994). En outre, une fraction isolée de
cellules satellites est capable de reformer une population générale dotée des mémes
propriétés d’autorenouveélement et de différenciation (Collins et al., 2005). Dans le tissu
adulte ces cellules sont en quiescence, en phase GO, et donc sorties du cycle cellulaire. En

réponse a des signaux de lésions, elles s’activent, proliferent et se différencient.
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Figure 1: Cellule satellite observée en microscopie électronique. Coupe
transversale d’une fibre musculaire squelettique ou I'on distingue une cellule
satellite sous la lame basale (bm). Les membranes plasmiques de la cellule
satellite (sp) et de la fibre musculaire (mp) sont donc juxtaposées. Grossissement
x22000 (Mauro, 1961).

Un intérét particulier est porté sur I'étude des mécanismes moléculaires régissant |I'état
d’activation ou de quiescence de ces cellules dans les modeles mammaliens. Toutefois, chez
les poissons téléostéens, les voies moléculaires qui sous-tendent |'activation de ces cellules

souches, restent peu connues.

Néanmoins, des cellules satellites ont été observées et des extractions ont été réalisées sur
différentes especes de poissons, telles que la truite (Greenlee et al., 1995; Fauconneau and
Paboeuf, 2000a), la carpe (Koumans et al., 1993) ou le saumon (Bower and Johnston, 2009).
La caractérisation de ces cellules en culture a révélé une élévation de I'expression de facteurs
de régulation myogénique (MRF), tels que MyoD et la Myogenine (Rescan et al., 1994; Rescan
et al., 1995). Chez la plupart des poissons de grande taille (saumon, carpe, truite), la
croissance est continue puisqu’elle perdure tout au long de leur vie. La croissance musculaire
post-larvaire des poissons est caractérisée par la contribution concomitante de deux
processus : I’hypertrophie, retrouvée chez tous les vertébrés, qui désigne I'augmentation de
taille des fibres musculaires déja en place, et I'hyperplasie, spécifique des poissons, qui

désigne la formation de nouvelles fibres (Mommsen, 2001).
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Etant donné que les cellules satellites sont essentielles a la croissance musculaire, la
persistance de la croissance hyperplasique des poissons implique vraisemblablement des
propriétés intrinseques spécifiques des précurseurs myogéniques. L’identification des
mécanismes moléculaires et cellulaires caractéristiques des précurseurs myogéniques de la

truite en croissance hyperplasique constitue I'objectif scientifique de la these.

1.2. Le tissu musculaire squelettique

1.2.1. Généralités

Le tissu musculaire représente I'un des tissus majoritaires des vertébrés et il a pour fonction
d’assurer la contraction. Cette derniere est réalisée par des cellules hautement spécialisées :

les cellules musculaires.

Les cellules musculaires sont des cellules plurinucléées fusiformes qui peuvent atteindre
plusieurs centimetres de long. Elles sont entourées par I'endomysium, composé des
constituants des lames basales, tels que le collagene de type IV, les laminines, I'entracine et le
perlecan. Il s’y insére les plus fines ramifications nerveuses, capillaires et lymphatiques. Ces
myofibres sont regroupées en faisceaux, séparés les uns des autres par un abondant tissu
conjonctif lache, le périmysium, qui contient des vaisseaux de plus grande taille, des nerfs et
les fuseaux neuromusculaires. Plusieurs faisceaux sont réunis entre eux par I'épimysium, tissu
conjonctif qui entoure tout le muscle. Chacune des deux extrémités d’une fibre musculaire
s’inseére sur un tendon. L'endomysium, le périmysium, I"épimysium et le tendon assurent le
maintien structurel des myofibres. Le troisieme tissu présent dans le muscle est le tissu
adipeux. Il a une fonction de réserve énergétique et de thermorégulation chez les
mammiféres (tissu adipeux blanc et brun).ll se trouve principalement localisé en sous cutané
mais également dans d’autres tissus comme le muscle (Gardan et al., 2006). Chez les
poissons, on ne trouve que du tissu adipeux blanc, faisant office de réserve énergétique en

sous cutané et dans le myoseptum (Bonnet et al., 2015).

L'anatomie des muscles des poissons differe de celle des mammiféres. Les cellules

musculaires s’étendent sur toute la longueur séparant deux myoseptes et sont disposées
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parallelement a I'axe longitudinal, formant ainsi le myotome (figure 2). Le myosepte est un

tissu conjonctif homologue a I'épimysium.

Myosepte

Face interne Face externe

WW
W

| Muscle de la nageoire dorsale
et tissu adipeux sous-cutané dorsal

Al Muscle blanc

Muscle rouge

™~ Axe vertébral

Figure 2 : Anatomie du muscle axial de la truite (adapté de Bugeon.J)

Les nombreux noyaux musculaire (myonucléi) du syncytium sont situés a la périphérie de la
cellule, juste sous la membrane plasmique, mais parfois plus profondément entre les
myofibrilles. Les noyaux ont une forme ovoide ou allongée et ne se divisent pas dans une fibre

musculaire mature.

Les cellules satellites sont localisées entre la membrane plasmique et la lame basale de la
fibre. Elles mesurent de 18 a 50 um de longueur. Leur noyau dense est formé d’une

hétérochromatine abondante et leur cytoplasme est tres réduit.
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Axone d'un
N2UrNRe motour
Capilairo sanguin

~ Velsseaux sanguins  Fibres (calules) museulaires
Muscie squelettique entior

Quelques falsceaux

Filamant fin (actine)

Flament épais (myosine) Faments épais ot fins (myolilaments)

Figure 3 : Anatomie du muscle squelettique (Tortora and Grabowski, 1994)

Différents types de fibres composent le muscle squelettique

Le muscle squelettique de la plupart des vertébrés est composé de deux types de fibres
disposées en mosaique. Les fibres de type I, dites rapides, et les fibres de type |, dites lentes.

Elles different, d’'une part, par leur performance de contraction et, d’autre part, par leurs
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voies métaboliques engagées pour la production énergétique. En effet, les fibres de type |l

ont un métabolisme glycolytique, alors que les fibres de types | ont un métabolisme oxydatif.

La particularité du myotome du poisson consiste en une séparation anatomique de ces types
de fibres. Les fibres de type rapides, formant le muscle blanc, représentent environ 90% de la
masse totale du filet. Celles-ci, dont la source d’énergie produisant I'ATP est le glycogéne via
le systéeme anaérobique, sont peu vascularisées et contiennent peu de myoglobine et de
mitochondries. Elles sont, par ailleurs, faiblement résistantes a la fatigue, mais parfaitement
adaptées aux efforts importants tels que le nécessite la chasse ou la fuite. Le muscle rouge,
situé a la surface du muscle blanc et dont la proportion varie selon les espéces, est composé
des fibres lentes. Ces fibres oxydatives a contraction lente sont tres vascularisées et
contiennent beaucoup de myoglobine et de mitochondries. Le muscle rouge produit I’ATP via
un métabolisme aérobique. Ces fibres sont résistantes a la fatigue et adaptées aux

mouvements continus, telle que la nage stationnaire.

1.2.2. Le développement du muscle axial et des membres chez les amniotes
et origine embryonnaire des cellules satellites

Les somites embryonnaires sont des sphéres épithéliales dérivant de la segmentation
récurrente, de l'avant vers l'arriere, du mésoderme paraxial. Des expériences utilisant des
embryons chimériques caille-poulet montrent une origine somitique des cellules musculaires
chez les amniotes (Armand et al., 1983). Les somites, provenant de I'embryon donneur de
I'espece caille, ont été transplantés dans un embryon receveur d’espéce poulet. Durant le
développement embryonnaire, le devenir des cellules de caille fut suivi a l'aide d’un
marquage antigénique caille. Il a été démontré ainsi que les cellules d’origine somitique de
caille contribuaient a la formation des fibres musculaires différenciées et au pool de cellules
satellites. Les muscles squelettiques axiaux et des membres dérivent donc des somites
embryonnaires (Scaal and Christ, 2004). En position dorsale du somite embryonnaire, on
trouve une structure épithéliale nommée dermomyotome. Il contient des précurseurs
cellulaires présentant la capacité de donner les différents types cellulaires de la lignée

mésodermique, incluant les fibroblastes, les cellules endothéliales, les muscles lisses des
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© pax3/Pax7+/ MRFs - progenitors
. MRFS+ embryonic myoblasts

. MRFS+ myotomal cells

Fgfs .
e |
BMP4 Limb

.
.
", "O muscles
LTI LA

dorsal
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Piaphragm, intercostal,
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Figure 4: Myogenése chez la souris. (A) Modele montrant les phases de la
myogenese : Les myoblastes embryonnaires générent le myotome. Les voies
moléculaires intervenant dans la scission épaxial et hypaxial. La migration des
progéniteurs du dermomyotome vers le myotome primaire.(B) Coloration X-Gal
d'un embryon Myf5+/nlacZ £11.5 (Tajbakhsh et al., 1996). L'expression de la 8-
Galactosidase marque les cellules progénitrices engagées dans le programme
myogénique. Abréviations : DM dermomyotome ; NT tube neural ; NC notochord ;
DE ectoderme dorsal ; LM mésoderme latéral ; MRFs facteurs de régulation
myogénique ; BA arcs branchiaux , HC cordon hypoglossal ; FL. membre supérieur ;
HL membre inférieur (Biressi et al., 2007).

vaisseaux, du tissu adipeux brun et les cellules du muscle squelettique axial et des membres

(Buckingham et al., 2003; Buckingham, 2006).

Afin d’effectuer le suivi spatio-temporel des progéniteurs musculaires au cours du
développement, des lignées murines génétiquement modifiées ont été générées (Mansouri et
al., 1996; Relaix et al., 2003, 2004; Kassar-Duchossoy et al., 2005). La formation du muscle
embryonnaire se fait en deux phases chez les mammiferes. Durant la premiere phase, les
progéniteurs myogéniques exprimant les facteurs de transcription Myf5 et Mrf4, qui ont
migré du dermomyotome, forment le myotome primaire (figure 4) situé en dessous (Kassar-
Duchossoy et al., 2005). Aussi, les embryons murins, pour lesquels a été réalisé le knock-out
de Myf5 ne présentent pas de myotome, et I'arrét du développement embryonnaire se

produit au stade E11.5 (Kassar-Duchossoy et al., 2005).
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Au cours de la deuxieme phase de la myogenese, le dermomyotome subit une transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT). Une régionalisation entre le domaine hypaxial et épaxial
du somite sous-tendra le devenir et I'engagement des cellules du dermomyotome.
Différentes molécules de signalisation telles que les FGF, les BMP et le facteur de diffusion
(SF) sont connues pour réguler ces événements (Biressi et al., 2007b). Tandis que les
progéniteurs du domaine dorso-médial du myotome/dermomyotome donneront naissance
aux muscles épaxiaux (dos). Les progéniteurs du domaine ventro-latéral donneront les
muscles hypaxiaux (membres). Le suivi spécifique des progéniteurs exprimant Pax3 réalisé par
suivi d’expression du gene rapporteur codant la GFP illustre ce phénomene (Schienda et al,,
2006). Cette étude a montré que les cellules satellites des membres dérivent du somite
hypaxial (Schienda et al., 2006). Par la suite, une étude a montré que les cellules somitiques
Pax3+Pax7- sont requises pour la myogénése embryonnaire, tandis que les cellules
somitiques Pax7+, dérivées des cellules Pax3+, sont requises pour la myogenése feetale des
membres (Hutcheson et al., 2009). Enfin, aprés I'EMT, les précurseurs musculaires exprimant
Pax3 et Pax7 qui migrent de la région centrale du dermomyotome vers le myotome primaire,
donneront les cellules satellites (Gros et al., 2005; Kassar-Duchossoy et al., 2005; Relaix et al.,
2005; Schienda et al., 2006; Yin et al., 2013). En effet, a I'aide du gene rapporteur codant la
GFP, ces cellules Pax3 et Pax7 positives ont été suivies (Relaix et al., 2005). Ce qui a permis de
montrer qu’a la fin de la période foetale, ces cellules se logent entre la fibre en
développement et la lame basale, et deviendront les cellules satellites aprés la naissance
(Relaix et al., 2005). Outre leur capacité de prolifération, ces cellules satellites sont également
capables de sortir du cycle cellulaire et de commencer une différenciation myogénique. Ces
cellules, engagées dans le programme de différenciation, exprimeront alors les facteurs de
régulation myogénique, MyoD et Myf5 puis la Myogénine (Sabourin Luc A and Rudnicki
Michael A, 2001).

1.2.3. Le développement du muscle axial chez les poissons et origine

embryonnaire des cellules satellites

La mise en place du tissu musculaire au cours du développement chez les poissons se fait en

trois étapes (Steinbacher et al., 2007). La premiére phase est la myogenese primaire, durant
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laquelle se forme le myotome primaire. La seconde phase correspond a la myogenese, dite
stratifiée, pendant laquelle les précurseurs myogéniques provenant de I'épithélium externe
du myotome vont coloniser, sous forme de strates, le muscle en formation. Enfin, la troisieme
phase est la myogenese mosaique, ou I'on observe la formation éparse de nouvelles fibres
dans tout le myotome. Cette derniére phase de la myogenése sera développée dans le

chapitre dévolu a la croissance musculaire post-larvaire.

Comme chez les amniotes, le mésoderme paraxial s’allonge au cours de I'embryogénése et
est a l'origine des somites chez les poissons. Cependant le développement musculaire des

poissons différe de celui des amniotes.

En effet, il y a une ségrégation précoce des lignages cellulaires qui donneront le muscle lent,
périphérique, et le muscle rapide, profond. L'utilisation de colorants vitaux couplés a une
immunolocalisation des myosines spécifiques des fibres lentes a montré que celles-ci étaient
issues de la différenciation d’une population cellulaire spécifique. Il s’agit des cellules
adaxiales, de forme cuboide initialement situées dans la région profonde du somite (Devoto
et al., 1996). Ces cellules sont les premiéres a exprimer les MRF, et plus particulierement
MyoD. Ce facteur de transcription est exprimé par les cellules adaxiales avant la formation
des somites. Les fibres lentes du myotome embryonnaire résultent de la différenciation de
ces cellules adaxiales. Les cellules occupant la moitié postérieure du somite contribueront a la

formation des fibres rapides du myotome embryonnaire.

Les cellules de la moitié antérieure du somite, quant a elles, vont migrer vers la surface
latérale du somite et vont recouvrir le myotome primaire pour former un épithélium externe,
de structure semblable au dermomyotome observé chez les mammiféres (Hollway et al.,
2007; Stellabotte and Devoto, 2007). En outre, il a été rapporté une expression de Pax3 et
Pax7 par les cellules de cet épithélium externe (Devoto et al., 2006; Hollway et al., 2007).
’'examen histologique et le suivi de ces cellules par immuno-marquage (Pax7, Myogenine,
MEF2, Desmine, PCNA) a conduit a émettre I'hypothese selon laquelle les cellules, qui vont
ensuite migrer de I'épithélium externe vers le myotome embryonnaire, résulteraient d'une

dé-épithélialisation des levres ventrale, dorsale et caudale (Steinbacher et al., 2008).

Ainsi, I'épithélium externe est une structure analogue au dermomyotome des amniotes.

Cependant, chez les poissons, les cellules adaxiales et les cellules de la partie postérieure du
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somite donne le myotome embryonnaire, alors que ce dernier dérive du dermomyotome

chez les mammiferes.

1.2.4. Autres origines possibles des cellules satellites dans le muscle

squelettique adulte

Si la majeure partie des cellules satellites sont issues du dermomyotome chez les amniotes (cf
§2.3), des observations tendent a montrer une origine alternative pour une partie des cellules

satellites adultes.

Un explant d’aorte dorsale embryonnaire en culture peut, par exemple, donner des cellules
capable de former des myotubes in vitro (De Angelis et al., 1999). Ces cellules sont similaires
aux cellules satellites d’un point de vue morphologique et du point de vue de I'expression des
margueurs moléculaires. Sachant que les cellules satellites adultes expriment également les
marqueurs endothéliaux, il fut proposé qu’un certain nombre de cellules satellites soient
originaires de I'aorte dorsale embryonnaire (De Angelis et al., 1999). Cependant, puisque les
muscles lisses de l'aorte dorsale dérivent du mésoderme paraxial (Esner et al., 2006), cette
similarité d’expression peut simplement s’expliquer par cette origine mésodermique

commune.

Différentes études ont, par la suite, démontré que d’autres types cellulaires présentaient une
capacité a coloniser la niche satellitaire et participer au processus de régénération,
lorsqu’elles sont transplantées au sein du tissu lésé. Une population spécifique de cellules
endothéliales (les péricytes), notamment, peuvent se différencier en précurseurs
myogéniques et participer au développement des muscles des membres (Dellavalle et al.,
2011). Par ailleurs, un autre type de cellules (cellules PIC) présentant de fortes potentialités
myogéniques et ne partageant pas la méme origine embryonnaire que les cellules satellites a
été décrite. En effet, les cellules PIC sont localisées dans le compartiment interstitiel du
muscle, en dehors des lames basales recouvrant les myofibres (Mitchell et al., 2010).
Contrairement aux cellules satellites, ces cellules n‘ont jamais exprimé Pax3 et donc ne
dérivent pas du dermomyotome embryonnaire. Pourtant, ces cellules PIC sont capables de

former des myotubes in vitro et I'invalidation du géne codant Pax7 empéche ces cellules de
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s’engager dans le programme de différenciation (Mitchell et al.,, 2010). De méme, une
seconde population cellulaire du compartiment interstitiel présentant une potentialité
myogénique a été caractérisée. Il s’agit des cellules exprimant twist2, capables de se
différencier in vitro et de fusionner entre elles et avec des cellules satellites pour former des
myotubes (Liu et al., 2017). Ces cellules contribueraient a la formation spécifique des fibres
de type IIB durant la croissance aprées la naissance et la régénération musculaire (Liu et al.,
2017). Néanmoins, en conditions physiologiques, le niveau d’implication de ces différentes
populations cellulaires, au sein du pool satellitaire du muscle adulte et dans le

développement musculaire, reste, malgré tout, largement discuté.

1.2.5. La croissance post-larvaire chez les poissons : hypertrophie et
hyperplasie

Lorsque I'on se penche sur les caractéristiques de la croissance musculaire chez les vertébrés,
les poissons occupent une place bien particuliere. En effet, la majorité des poissons ont une
croissance continue. Nous avons précédemment détaillé les deux premieres phases de la
myogeneése, la formation du myotome et la myogenese stratifiée (cf§1.2.3). La troisieme
phase de la myogenéese est la myogenése mosaique. Elle commence au stade larvaire
(variable selon les espéces) et dure jusqu’au stade adulte (Rescan, 2008; de Almeida et al.,
2010). Au cours de cette phase, spécifique des poissons a croissance continue, de nouvelles

fibres musculaires se forment de maniere éparse dans tout le myotome.

La croissance musculaire post-larvaire des poissons est ainsi caractérisée par la contribution
concomitante de deux processus : I"hypertrophie, retrouvée chez tous les vertébrés, qui
désigne l'augmentation de taille des fibres musculaires, et I'hyperplasie, qui désigne la
formation de nouvelles fibres (Mommsen, 2001). Cette croissance hyperplasique est un
processus physiologique qui décroit en fonction de 'dge de I'animal. En effet, en suivant
I"évolution de la répartition des tailles de fibres (figure 5), il a été montré que la truite de 71
cm de longueur ne présente plus de fibres d’un diamétre inférieur a 40 um. La carpe, quant a
elle présente une croissance hyperplasique jusqu’au poids de 130 grammes. A partir de 200

grammes les animaux ne présentent plus de fibres musculaires de diameétre inférieur a 30 um
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mais augmentent leurs tailles moyennes des fibres, signe d’une croissance hypertrophique

(Rowlerson et al., 1995).

Chez la truite, la génération d’'un modeéle transgénique exprimant la GFP sous le contréle du
promoteur de la Myogénine, a permis de visualiser les fibres nouvellement formées a
différents stades de croissance de |'animal (Rescan et al., 2015). Les résultats de cette étude
ont montré une diminution des fibres GFP positives et donc une diminution de la croissance

hyperplasique avec I'age jusqu’a son arrét vers 18 mois (figure 6).
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Figure 5 : Répartition de la taille des fibres du muscle rapide en fonction de la taille
de la truite. Les fleches présentent les diamétres moyens des fibres du muscle
rapide selon I"dge de lindividu. La proportion en fibres de faibles diametres
(<40um) diminue avec I'dge, tandis que la proportion en fibres de diameéetres
élevés (>120um) augmente (Stickland, 1983).
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Figure 6 : Expression de GFP chez les truites transgéniques juvéniles et adultes. (A-
E) Coupe transversale du myotome épaxial de truite dgée de (A) 8, (B) 12, (C) 15,
(D) 18 et (E) 24 mois. Les myofibres naissantes fluorescentes diminuent avec
I’dge. (Fi Fii) Coupe transversale a travers une zone lésée du muscle chez une
truite transgénique de 24 mois, 20 jours apreés la lésion : (Fi) lumiere ultraviolette -
la fluorescence GFP est présente dans les fibres de petit diamétre ; (Fii) lumiére
blanche - ['étoile indique le tissu conjonctif formé au site de la lésion. Barres
d'échelle : A-D, 100 um ; E, Fi et Fii, 70 um.(Rescan et al., 2015)
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1.3. Les cellules satellites

1.3.1. Généralités

La cellule souche musculaire assure I'homéostasie tissulaire, c’est-a-dire le maintien de la
fonction musculaire. Les grandes capacités régénératives du muscle font des précurseurs
myogéniques un modele cellulaire extrémement étudié pour la compréhension des
mécanismes associés a la régénération chez les mammiferes. D’autre part, 'amélioration des
connaissances visant a démontrer l'implication des précurseurs myogéniques dans la
croissance musculaire en général des poissons d’intérét aquacole, a croissance continue,

constitue également un enjeu agronomique.

Chez I'adulte, les cellules satellites in vivo sont en quiescence mais peuvent entrer dans le
cycle cellulaire apres activation et procéder a l'auto-renouvelement ou commencer le
programme de différenciation myogénique. Les précurseurs myogéniques proliférent et se
différencient. Ils assurent, de cette maniére, le renouvellement et/ou la formation des fibres
musculaires. Toutes les cellules satellites expriment le facteur de transcription Pax7. Les
souris déplétées du gene codant Pax7 possede un tissu musculaire ayant des fibres plus
petites. Il en résulte une faiblesse musculaire générale et une perte de 2/3 de la masse par
rapport aux souris sauvages (Seale et al., 2000). Plus qu’un simple marqueur cellulaire, Pax7
est donc nécessaire au maintien des cellules satellites, a leur viabilité et a la genese des
précurseurs myogéniques qui exprimeront les facteurs de transcription tels que Myf5 et
MyoD. Pax7 régule, en effet, I'expression des genes codant ces facteurs de transcription,
nécessaires a I'engagement myogénique des cellules. Les cascades d’expression, finement
régulées, vont ainsi permettre aux cellules d’étre successivement activées et progressivement

différenciées jusqu’a acquérir la capacité de fusion pour former des myotubes (cf figure 7).
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Figure 7 : Profil transcriptionnel des progéniteurs musculaires dans la myogenése.
Chez les mammifeéres, apreés la naissance, la cellule satellite quiescente exprime le
facteur de transcription Pax7. Une fois activé, le précurseur myogénique exprime
les facteurs de régulation myogénique Myf5 et MyoD. Les cellules différenciées en
myocytes expriment la Myogénine et fusionnent entre-elles ou avec des myotubes
afin de former des cellules plurinuclées, les myofibres (Rudnicki et al., 2008).

1.3.2. Hétérogénéité phénotypique des cellules satellites

Dans un premier temps, les cellules satellites ont été considérées comme une population
homogene de précurseurs myogéniques (Bischoff and Heintz, 1994). Toutefois, depuis
quelques années, les études réalisées afin de caractériser ces cellules, ont complexifié le
schéma établi initialement. Il existe une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des
cellules satellites selon les muscles dont elles proviennent, observée notamment chez la

souris (Randolph and Pavlath, 2015).

Dans la plupart des études consacrées a la caractérisation des cellules satellites chez les
mammiferes, ces cellules sont extraites et isolées sur la base de I'expression de Pax7.
Néanmoins, ces populations cellulaires présentes une hétérogénéité expressionnelle. En
effet, une faction cellulaire va exprimer Pax3, paralogue de Pax7 (Montarras et al., 2005 ;
Relaix et al., 2006). La proportion de cette sous population, co-exprimant Pax3 et Pax7, est
d’ailleurs variable selon le muscle observé (Relaix et al., 2006). Plus récemment, une étude
d’expression génique sur cellule unique a permis d’étudier le niveau d’expression de Pax7,
Pax3, Myf5 et MyoD sur une quarantaine de progéniteurs, isolés du muscle par FACS, selon

I'expression des marqueurs cellulaires (CD45-/CD11b-/CD31-/Scal-/a7-integrine+/CD34+)
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(Sacco et al., 2008). Toutes ces cellules expriment Pax7 et Myf5, ce qui confirme leur
appartenance a la population des précurseurs myogéniques. Seulement, 12% de ces cellules
expriment Pax3, et 25% de ces cellules expriment MyoD (Sacco et al., 2008). De plus, par
marquage en immunofluorescence sur fibres isolées de souris, dont I'expression du gene
codant Myf5 est suivie par un géne rapporteur LacZ, une équipe a démontré que 13% des
cellules satellites n’expriment pas Myf5 (lacZ négative) dans le muscle EDL (Kuang et al.,
2007). Myf5 étant un facteur de régulation myogénique, I'absence d’expression de Myf5 par
les cellules satellites LacZ- suggere qu’elles seraient moins engagées dans le programme de
différenciation myogénique. Néanmoins, la construction d’un systeme Myf5-Cre/ROSA-YFP
nuance cette derniere conclusion (Kuang et al., 2007). Ces auteurs utilisent des souris
génétiguement modifiées pour que la protéine Cre s’exprime lorsque Myf5 est exprimé et,
possédant un géne rapporteur (YFP), flanqué des séquences Loxp sous contréle d'un
promoteur ubiquitaire ROSA26. Ainsi, la protéine YFP s’exprime dans les cellules qui
expriment, ou ont déja exprimé, Myf5. Les résultats montrent que 90% des cellules Pax7
positives expriment, ou ont déja exprimé, Myf5. Cela offre ainsi, une vision plus dynamique
du destin cellulaire in vivo, de I'activation et de la quiescence des cellules satellites (Kuang et
al., 2007). Une nouvelle sous-population a été décrite en se basant sur |'expression de la
doublecortine. En effet, I'expression de la doublecortine (Pax7+/MyoD-) est détectée, dans
une population de précurseurs myogéniques, a un moment précis du processus de
régénération, suggérant le rble spécifique de ces cellules dans la maturation des fibres
néoformées (Ogawa et al., 2014). Aussi, il a été démontré des différences, en termes de
potentiels de différenciation et de migration, entre les cellules satellites, selon I'dge des
individus et les muscles dont elles sont extraites (Collins-Hooper et al., 2012). Enfin, deux
populations de cellules satellites ont été décrites selon leur niveau d’expression de Pax7 : les
cellules exprimant fortement Pax7 sont également fortement quiescentes, alors que la
population exprimant faiblement Pax7 prolifére et se différencie plus rapidement (Rocheteau
et al., 2012). Lors de la division cellulaire, la fraction cellulaire qui exprime fortement Pax7 va
procéder a une ségrégation hiérarchique de ces brins d’ADN. Tandis que la cellule fille
possédant les brins d’ADN parentaux conservera le phénotype souche de la cellule satellite
quiescente. La cellule fille possédant les brins d’ADN néo-synthétisés s’engagera, elle, dans le
programme de différenciation myogénique. Par opposition, la fraction cellulaire exprimant

faiblement Pax7 procede a une ségrégation aléatoire des brins d’ADN parentaux et néo-
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synthétisés et engendre des cellules filles plus engagées dans le programme de
différenciation myogénique (Rocheteau et al.,, 2012). Ainsi, I'une des caractéristiques
essentielles des cellules satellites réside dans leur capacité a effectuer des divisions
symétriques et asymétriques qui leur permettent de maintenir un pool satellitaire tout en

participant a I’hypertrophie et I’hyperplasie musculaire.

L'ensemble de ces études dévoile une hétérogénéité phénotypique dynamique des
précurseurs myogéniques qu’il est nécessaire de prendre en compte pour appréhender

I"action des cellules satellites.

1.3.3. Un mécanisme cellulaire des cellules satellites : la division asymétrique

La faculté d’effectuer des divisions symétriques et asymétriques constitue une particularité
essentielle des cellules satellites. L’hypothése d’une polarité cellulaire a été établie par
I'implication des cadhérines, dans les jonctions cellules-cellules, et |'implication des
intégrines, dans les jonctions cellules-matrice extracellulaire, influant I'organisation du
cytosquelette et I'orientation de la cellule (Yonemura et al., 1995; Kobielak and Fuchs, 2004).
L'orientation relative des cellules souches, par rapport a la lame basale, constitue I’élément
déterminant quant a la nature de la division : symétrique ou asymétrique. En effet, une
division cellulaire parallele au plan de la lame basale est dite symétrique et génére deux
cellules filles identiques. A l'inverse, les divisions cellulaires dans I'axe perpendiculaire, par
rapport a la lame basale, produisent deux cellules filles distinctes, I'une, contre la lame basale
et identique a la cellule mere, l'autre, du cbté apical et engagée dans le processus de
différenciation (Tumbar et al., 2004) (cf figure 8). La division asymétrique est caractérisée par
une distribution asymétrique des protéines impliquées dans la polarité cellulaire et dans

I'engagement myogénique, et par une orientation apico-basal de I'axe mitotique.
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Figure 8 : Devenir des cellules satellites in vivo. Les cellules satellites activées (Pax7
+, Myf5 -, MyoD - ) peuvent subir des divisions symétriques pour accroitre la
population de cellules souches, ou des divisions asymétriques pour maintenir la
population de cellules souches. Les cellules satellites peuvent aussi s'engager
directement dans la myogenese et fournir des progéniteurs myogéniques (Pax7 +,
Myf5 + et/ou MyoD +) qui vont se différencier en myocytes (Myog + ) (Dumont et
al, 2015a).

Lors de la mitose, Parl (Mark2) phosphoryle Pard3 (Par3). Parl est alors localisé au p6le basal
de la cellule et Pard3 au pole apical. La phosphorylation de Pard3 induit I'activation du
complexe protéique PAR (Pard3, Par6, aPKC). Du coté apical de la cellule, en fin de division, le
complexe PAR activé phosphoryle et active la voie p38a/B MAPK, induisant I'expression de
MyoD (Cosgrove et al., 2014). La cellule, du c6té apical, s’engage vers le processus de
différenciation myogénique, alors que la cellule, du c6té basal, préserve les caractéristiques
de la cellule satellite souche. Récemment, une étude a montré I'importance du complexe
associé a la dystrophine dans la mise en place de I'axe mitotique apico-basal et, de fait, dans
la régulation de la polarité des cellules satellites. Aussi, les cellules satellites murines privées
des genes codant la dystrophine, ou Pard3, présentent une baisse de divisions asymétriques
et une réduction des capacités a générer les précurseurs myogéniques (Dumont et al.,
2015b). Dans la méme année, une autre équipe a souligné I'importance de la polarité
cellulaire sur la mise en place de cet axe mitotique et dans I'activité des cellules satellites dans

un processus de régénération. Leurs travaux ont montré une distribution asymétrique du
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granulocyte colony-stimulating factor receptor (G-CSFR) dans les cellules satellites activées.
Cette étude révele qu’un traitement au G-CSF accroit la régénération via I'activation des
cellules satellites chez une souris mdx, jouant un role dans I'engagement myogénique
(Hayashiji et al., 2015). Enfin, médiée par le complexe PAR, la répartition asymétrique du
ligand Deltal de Notch du coté basal dans la cellule fille la plus engagée vers la voie de
différenciation, d’une part, et, du récepteur Notch 3, du coté apical de la cellule fille la moins
engagée dans le programme de différenciation myogénique, d’autre part, suggére une
communication juxtacrine par la voie Notch pour le maintien de I'état progéniteur de la
cellule en position basale (Cosgrove et al., 2009; Dumont et al., 2015b). L’activation de la voie
Notch entraine I'expression du gene HES permettant la répression de MyoD (Iso Tatsuya et
al., 2003). Numb, protéine cytoplasmique et ligand antagoniste du récepteur Notch (Conboy
and Rando, 2002), est, par ailleurs, relocalisée au pdle apical de la cellule en division

asymétrique (Cosgrove et al., 2009; Dumont et al, 2015a).

1.3.4. Implication des cellules satellites dans la croissance hypertrophique

Chez l'adulte, les cellules satellites du muscle squelettique sont quiescentes (Shinin et al,,
2006). Il semble admis, par la communauté scientifique spécialisée, que les noyaux des fibres
ne sont pas capables d’effectuer des divisions. L'augmentation du nombre de noyau,
observée durant la croissance hypertrophique, résulte donc probablement de la fusion des
précurseurs myogéniques avec la myofibre en croissance. Chez la souris au stade néonatal, la
proportion des cellules satellites représente 30 a 35% des noyaux sous-laminaires. Leur cycle
cellulaire moyen a été évalué a 32h avec une phase S de 14h (Schultz, 1996). Aprés la
naissance et durant la croissance, cette proportion en cellules satellites décrofit, tandis que la

proportion en noyaux dans les fibres s’accroit.

L'invalidation du gene codant Pax7 induit la suppression d’environ 80% des cellules satellites
chez la souris (Seale et al., 2000). La plupart de ces animaux meurent 2 semaines apres la
naissance et présentent des fibres musculaires plus petites avec moins de noyaux. Ces
résultats ont mis en évidence que les cellules satellites sont nécessaires a la croissance post-
natale. Or, la croissance post-natale chez les mammiferes est réalisée essentiellement par la

croissance hypertrophique (Ontell and Kozeka, 1984; White et al., 2010). Chez la truite
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comme chez les mammiferes, il existe une relation linéaire entre I'laugmentation de la taille
des fibres et I'augmentation du nombre de noyaux par fibres (Johnston et al., 2003a). Des
expériences utilisant la thymidine tritiée ont montré que les cellules satellites du muscle de la
souris juvénile proliferent et contribuent a la croissance musculaire par fusion avec les
myotubes en formation (Schultz, 1989). De plus, une étude récente a démontré que la perte
de la compétence de fusion par invalidation du gene codant Myomaker dans les cellules
satellites impactait négativement I"hypertrophie (Goh and Millay, 2017). Ainsi, I'ensemble de
ces études souligne que les cellules satellites sont nécessaires et que leur activation est

prépondérante a la croissance hypertrophique post-natale.

Une hétérogénéité fonctionnelle des cellules satellites dans le processus de croissance a, par
ailleurs, été mise en lumiére par d’autres travaux. En effet, deux sous populations de cellules
satellites ont été identifiées dans le muscle en croissance (Schultz, 1996) : (i) une population
majoritaire, d’environ 80% de la population des cellules satellites, ayant un cycle cellulaire
rapide; et (ii), une sous population, dont la division cellulaire est beaucoup plus lente,
présentant une incorporation du BrdU retardée. De facon intéressante, les auteurs suggérent
la présence d’une population satellitaire dédiée a I'auto-renouvelement et une autre dédiée a
la différenciation. Une étude est allée plus loin sur cette hétérogénéité fonctionnelle en
montrant que les précurseurs myogéniques extraits du muscle a cycle cellulaire lent étaient
plus prompts a fusionner entre eux in vitro et in vivo. A l'inverse, les précurseurs myogéniques
extraits du muscle a cycle cellulaire rapide étaient plus prompts a fusionner avec des
myotubes pré-existants in vitro et in vivo (Rouger et al., 2004). Ce constat suggére ainsi une
hétérogénéité entre les cellules satellites dédiées a la croissance hypertrophique (majoritaires

chez les mammiféres) et I'hyperplasie.

Cependant, une croissance hypertrophique sans accrétion myonucléaire est possible
(McCarthy et al., 2011). En effet, chez les mammiféres, I'exercice permet d’induire une
hypertrophie des fibres musculaires. La participation des cellules satellites, durant cette
croissance hypertrophique induite, semble flexible et dépendre du muscle et de I'dge de
I'animal. En effet, la réduction de 90 % des cellules satellites dans le muscle squelettique
mature n’a pas affecté I'nypertrophie et lI'augmentation de la force du muscle consécutive de

I'exercice (McCarthy et al.,, 2011). Cette étude montre qu’il est possible d’observer une
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croissance hypertrophique induite sans implication des cellules satellites. En effet,
I"'accumulation des protéines dans les myofibres permettrait une croissance hypertrophique
sans intervention des cellules satellites (Wang and Rudnicki, 2011; Pallafacchina et al., 2013).
Par ailleurs, le dialogue croisé complexe entre les myofibres et les cellules satellites permet
une régulation fine de I'activité des cellules satellites (quiescence, activation, senescence). En
effet, 'oncostatine M est sécrétée dans la niche satellitaire par la myofibre. Elle participe,
ainsi, au maintien en quiescence des cellules satellites (Sampath et al., 2018). La délétion du
facteur de réponse sérique (SRF), spécifiqguement dans les myofibres et non dans les cellules
satellites, réduit I'hypertrophie des fibres et la prolifération des cellules satellites chez la
souris juvénile (Guerci et al., 2012). Enfin, l'interleukine-6, également sécrétée par la
myofibre, stimule la prolifération et la migration des précurseurs myogéniques. L'inhibition de
I'expression de I'lL-6 affecte |'accrétion myonucléaire et I'hypertrophie induite in vivo

(Serrano et al., 2008).

Ainsi, I'implication des cellules satellites dans la croissance hypertrophique induite est
vivement débattue, notamment, du fait de l'utilisation d’'un méme modele murin donnant des
résultats contradictoires selon les muscles et I’age des animaux (McCarthy et al., 2011; Egner
et al., 2016). Un débat entre ces auteurs sur les biais méthodologiques des deux études a été
proposé et nuance les deux propos (Egner et al., 2017; McCarthy et al., 2017). L’'ensemble de
ces études traduit la complexité a établir un schéma général sur I'implication active (ou non)
des précurseurs myogéniques dans la croissance hypertrophique induite ainsi que les

mécanismes cellulaires et moléculaires associés.

1.3.5. Implication des cellules satellites dans la croissance hyperplasique

Bien gu’il soit largement admis, chez les poissons, que les cellules satellites sont impliquées
dans la croissance hyperplasique, seules quelques études, portant sur la croissance
hyperplasique post-larvaire, suggérent une implication des cellules satellites (figure 9). Chez la
truite, I'étude des différentes phases de la myogenése montre une expression de MyoD et de
la Myogénine dans les progéniteurs musculaires au cours de la croissance hyperplasique
mosaique (Steinbacher et al., 2007). Au cours de cette phase, spécifique des poissons a

croissance continue, les progéniteurs musculaires proliferent et de nouvelles fibres
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musculaires se forment de maniére éparse dans tout le myotome. Des expériences de co-
marquage c-met et PCNA suggerent une activation des précurseurs myogéniques aprés une

reprise alimentaire (Brodeur et al., 2003).

Plus récemment, il a été montré chez le poisson zeébre que les cellules satellites sont
impliquées dans la formation des nouvelles fibres musculaires, lors de la régénération
musculaire (Berberoglu et al., 2017). Malgré ces résultats convergents, des études restent a
réaliser pour démontrer définitivement le role des cellules satellites dans la croissance

hyperplasique chez les poissons.
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Figure 9 : Croissance musculaire post-embryonnaire chez les poissons téléostéens.
Les précurseurs myogéniques vont s’activer, proliférer (myoblastes) et se
différencier. Ensuite, ils peuvent soit fusionner entre eux pour former des
myotubes puis des fibres (hyperplasie), soit fusionner avec une fibre existante et
participer a sa croissance en taille (hypertrophie)(Johnston et al., 2011).
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1.3.6. Rdles des cellules satellites dans le processus de régénération

Le muscle squelettique a la capacité de se régénérer, en formant de nouvelles fibres a I'aide
des cellules satellites. La régénération du muscle squelettique se fait en 3 phases: 1) la
réponse inflammatoire ; 2) I'activation, la différenciation et la fusion des précurseurs
myogéniques ; et, 3) la maturation et le remodelage des myofibres nouvellement formées

(Yin et al., 2013).

A la suite d’une lésion, la dégénérescence du muscle commence par la nécrose des fibres
musculaires |ésées. La perte d’intégrité membranaire de la fibre |ésée conduit a la dissolution
du sarcolemme. La nécrose cellulaire est connue pour activer les cascades complémentaires
induisant une réponse inflammatoire (Orimo et al., 1991). Au niveau du site Iésionnel, on
observe ensuite l'infiltration des neutrophiles et macrophages. Plusieurs études ont montré
que les facteurs sécrétés des macrophages facilitent la prolifération et la différenciation des
précurseurs myogéniques (Lescaudron et al., 1999; Merly et al., 1999; Cantini et al., 2002). En
outre, la Iésion peut étre simulée par ajout dans le milieu de culture de TNFa et d’IL1-B afin
de suivre les capacités myogéniques d’une population cellulaire considérée (Karalaki et al.,
2009a; Kamizaki et al., 2017a). Une forte prolifération cellulaire peut se produire au niveau du
site lésionnel. Le blocage de cette prolifération cellulaire, par la colchicine (Pietsch, 1961),
réduit considérablement les capacités régénératives du muscle. Chez les mammiféres, les
cellules satellites sont essentielles a la régénération musculaire, puisque leur suppression
induit des défauts de régénération (Seale et al., 2000; Oustanina et al., 2004; Kuang et al.,
2006). Le muscle de la truite adulte est, lui aussi, capable de régénération. En effet, 30 jours
apres une lésion on observe la formation de nouvelles fibres au niveau du site Iésionnel
(Montfort et al.,, 2016). D’ailleurs, cette étude a montré des signatures transcriptomiques
partagées entre le muscle en régénération et le myotome hyperplasique post-embryonnaire
(Montfort et al.,, 2016). Plus particulierement, 'expression des facteurs de régulation
myogénique (myod, myf5, myogénine et mrf4) est augmentée, a la fois dans les zones de néo-
myogenése post-embryonnaire, et dans le tissu en régénération comparé au tissu adulte
(Rescan et al., 2013; Montfort et al., 2016). Ces résultats suggerent l'implication des
précurseurs myogéniques dans ces deux processus chez la truite (Montfort et al., 2016).
Récemment, l'activation, la prolifération, la migration et la fusion des précurseurs

myogéniques permettant la régénération des fibres musculaires in situ ont été suivi chez le
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poisson zebre (Gurevich et al.,, 2016). Ces fibres nouvellement formées présentent un
diameétre plus petit et des noyaux centraux. A la fin du processus de régénération, la taille des
fibres régénérées est équivalente a celles qui n‘ont pas été lésées et les myonuclei ont
retrouvé leur position caractéristique en périphérie, contre la membrane sarcoplasmique. Les
précurseurs myogéniques retournent, ensuite, a I'état de quiescence. Le tissu musculaire
présente, ainsi, une capacité complete de régénération caractérisée par une restauration

morphologique et fonctionnelle extrémement performante.

1.3.7. Mécanismes moléculaires impliqués dans I'activation ou la quiescence

des cellules satellites

Chez les mammiféres adultes, les cellules satellites sont en quiescence. Elles sont
caractérisées par une faible activité métabolique et sont dans un état réversible de sortie du
cycle cellulaire. En réponse a une lésion, elles sont activées. Elles ré-entrent, alors, dans le
cycle cellulaire et se différencient. Tandis que les cellules activées se différencient, une
fraction de la population reste en prolifération et retourne a I'état de quiescence en vue

d’assurer le maintien du pool des cellules souches musculaires (Relaix and Zammit, 2012).

Les états d’activation ou de quiescence des précurseurs myogéniques sont régulés via
I'expression de genes, de miARN et de régulations épigénétiques. De plus, le dialogue croisé
complexe entre la cellule satellite et le microenvironnement influe sur I'état d’activation ou

de quiescence via I’ensemble de ces voies moléculaires.

1.3.7.1. Génes régulateurs de la prolifération et de la différenciation des cellules
satellites

Le facteur de transcription Pax7 est un régulateur déterminant de la survie, de la spécification

et de I'auto renouvellement des cellules satellites (Seale et al., 2000).

Les cellules satellites en quiescence expriment fortement Pax7 (Rocheteau et al., 2012),
tandis que les facteurs de régulation myogénique comme Myf5 et MyoD ne s’expriment pas.

Dans les cellules en auto renouvellement, I'expression de Pax7 subsiste a un plus faible niveau
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et, diminue pendant la différenciation myogénique (Relaix and Zammit, 2012; Rocheteau et
al., 2012). U'expression de Pax7 inhibe la différenciation myogénique et la progression des

cellules dans le cycle cellulaire permettant un état de quiescence (Olguin and Olwin, 2004).

Les mécanismes moléculaires régissant la capacité des cellules souches adultes a sortir du
cycle cellulaire vers un état de quiescence restent peu connus. Pourtant, I’état de quiescence
est primordial a la préservation des fonctions des cellules souches. Une équipe a récemment
démontrée la présence de deux phases fonctionnellement différentes dans I'état de
quiescence des cellules satellites, une phase Gg et une phase Gaerte (Rodgers et al., 2014). Les
cellules satellites peuvent effectuer la transition réversible entre ces phases en réponse aux
signaux systémiques relargués lors d’une lésion. L'activation de mTORC1 est nécessaire et
suffisante a la transition d’un état Gy vers un état Gaerte . Ce signal est médié par le récepteur
HGF cMet. Il est supposé que la transition vers 'état Gaerte permettrait une réponse plus

rapide des cellules satellites au besoin de régénération (Rodgers et al., 2014).

En outre, une étude élégamment menée présente 'association de |'état de quiescence a la
répression globale de la traduction protéique. Cette répression de la synthese des protéines
au sein des cellules est réalisée par elF2a, facteur d’initiation de la traduction, lorsque qu’il
est phosphorylé en S51. Cette phosphorylation est médiée par une kinase du réticulum
endoplasmique (Perk). L'expression conditionnelle de ces protéines, dans les cellules satellites
en état de quiescence ou d’activation, a montré que cette voie, par la répression de la
traduction, induit le maintien ou la mise en quiescence des cellules. En outre, l'inhibition de
I'une ou l'autre de ces protéines induit, non seulement lactivation des précurseurs
myogéniques vers la différenciation, mais cette inhibition empéche, de plus, les cellules de
s’auto-renouveler in-vitro et in-vivo conduisant a l'appauvrissement du pool des cellules
satellites (Zismanov et al., 2016). La voie JAK-STAT est également une voie de signalisation
majeure impliquée dans la quiescence et [lauto-renouvelement des précurseurs
myogéniques. En effet, I'injection intramusculaire d’inhibiteurs pharmacologique de Jak2 et
Stat3 stimule la prolifération des précurseurs myogéniques et entraine une amélioration
marquée de la réparation musculaire (Price et al., 2014). Tandis que, le knock-out de Stat3,
dans les précurseurs myogéniques, induit des défauts de prolifération des précurseurs

myogéniques conduisant a des défauts de régénération (Zhu et al., 2016). Méme si
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I'implication précise de la voie de signalisation JAK-STAT reste a préciser, il semble qu’elle soit

un acteur majeur dans |'état de quiescence et le maintien du pool satellitaire.

Par opposition aux cellules satellites quiescentes, les précurseurs myogéniques activés sont
caractérisés par une forte expression des facteurs de transcription, tels que MyoD (Cooper et
al., 1999; Cornelison et al., 2000) et Myf5 (Cornelison and Wold, 1997). A la suite d’une Iésion
musculaire, des cellules exprimant MyoD, Desmine et Myogénine se trouvent au niveau du
site |ésionnel. Selon la prédominance de I'expression de MyoD ou de Myf5, il semble que les
myoblastes n’expriment pas le méme programme de différenciation myogénique (Rudnicki et
al., 2008). Ainsi, la prédominance d’expression de MyoD engendre une différenciation rapide
(Montarras et al., 2005), tandis que celle de Myf5 privilégie le programme de prolifération et
retarde celui de différenciation (Sabourin and Rudnicki, 2001). De plus, MyoD et Myf5 ont
différents profils d’expression au cours du cycle cellulaire. MyoD s’exprime en Gy, alors que
Myf5 présente un pic d’expression en phase Gg et G, (Kitzmann et al.,, 1998). Une étude
récente présente un schéma dynamique de I'expression de Myf5 et MyoD et de leurs roles
distincts et complémentaires, dans |'engagement des précurseurs myogénique et le

programme de différenciation (Conerly et al., 2016).

Immédiatement aprés I'engagement des cellules vers la voie de différenciation myogénique,
la voie p38a/BMAPK est activée (Jones et al., 2015). L'activation de cette voie s’effectue de
maniere asymétrique pendant la division cellulaire, permettant ainsi a I'une des cellules filles
de réaliser I'auto renouvellement et un retour a I'état de quiescence (Troy et al., 2012). L'une
des actions de la voie p38a/BMAPK est la phosphorylation de MAPKAP2 qui inhibe, a son tour,
la Tristretraproline (TTP). Or, la TTP est un régulateur post transcriptionnel de MyoD, agissant
comme un régulateur de quiescence des cellules satellites. En effet, la TTP se fixe en région

3'UTR de I’ARN messager de MyoD et induit sa dégradation (Hausburg et al., 2015).

TRAF6 est une protéine effectrice des signaux induit par |'activation des récepteurs au TNF, a
I'interleukine 1 et au TLR (Chung et al., 2007). TRAF6 est fortement exprimée dans les
précurseurs myogéniques en culture, mais son niveau d’expression diminue avec la
différenciation. In vivo, TRAF6 est exprimée des les stades précoces du développement
musculaire et son niveau d’expression baisse graduellement durant la myogenése (Paul et al.,

2010). Une étude a révélé que TRAF6 est un élément essentiel de la voie de régulation de
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I'expression de Pax7. En effet, TRAF6 régule négativement la voie p38 MAPK, connue pour
jouer un réle dans la différenciation myogénique (Bernet et al., 2014; Jones et al., 2015). Les
cellules satellites en quiescence, traitées avec des inhibiteurs de la p38 MAPK, échouent a
entrer dans le cycle cellulaire. A l'inverse, la sur-activation de la voie p38 MAPK induit une
sortie de I"état de quiescence des précurseurs myogéniques (Troy et al., 2012; Jones et al.,
2015). L'expression de p38 MAPK entraine une diminution de la phosphorylation de ERK 1/2
jouant un role dans l'auto renouvellement des précurseurs myogéniques (Abou-Khalil et al.,
2009). De plus, JNK 1/2 présente un niveau de phosphorylation augmenté lorsque TRAF6 est
réprimé. Or I'inhibition de JNK 1/2 réprime I'expression de Pax7. TRAF6 semble ainsi jouer un
réle clé dans le maintien de la quiescence et 'auto renouvellement lors de I'activation des

précurseurs myogéniques par la modulation de 'expression de Pax7 (Hindi and Kumar, 2016).

Un autre facteur important dans I’homéostasie et les capacités régénératives des cellules
satellites est TAK1. Son inactivation induit une différenciation précoce des précurseurs
myogéniques et une augmentation du stress oxydatif conduisant a une mort cellulaire
prématurée. De plus, TAKL permet I'activation de la voie NF-kB et JNK dans les précurseurs
myogéniques. Ainsi, on constate que TAK1 est essentielle a I'auto-renouvelement et a la
prolifération des cellules satellites par son réle dans le maintien du pool satellitaire (Ogura et

al., 2015).

D’une maniere générale, 'laugmentation de I'activité mitochondriale a été associée a la sortie
de la quiescence, avec d’'une part la réentrée dans le cycle cellulaire des précurseurs
myogéniques, et d’autre part a la myogenese (Rocheteau et al.,, 2012; Wagatsuma and
Sakuma, 2013; Rodgers et al., 2014). Le métabolisme protéique élevé est également associé a
I’état activé des précurseurs myogéniques (Pietrosemoli et al., 2017). Par ailleurs, des études
hauts débits ont été réalisées, afin de caractériser les profils d’expressions géniques dans les
états de quiescence versus activation (Fukada et al., 2007; Pallafacchina et al., 2010).
L’ensemble de ces travaux apportent une vision d’ensemble (schématisée figure 10), des
différents états observés des précurseurs myogéniques et des régulations géniques associées

chez les mammiféres.
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Figure 10 : Régulation du cycle cellulaire dans les cellules satellites. Dans le tissu
sain, les cellules satellites sont maintenues dans un état GO de quiescence
réversible. Les cellules satellites activées rentrent ensuite dans le cycle cellulaire,
soit directement, soit par un état intermédiaire appelé GAlert. Apres l'activation,
les cellules satellites peuvent quitter le cycle cellulaire et revenir a la quiescence
en surexprimant Spryl ou en activant la voie de signalisation Notch. Les
myoblastes en prolifération quittent également le cycle cellulaire pour se

différencier en myocytes et progresser dans la lignée myogénique (Dumont et al,
2015q).

1.3.7.2. MiARN impliqués dans la myogenése

La régulation de I'expression génique est également réalisée au niveau post-transcriptionnel
par les micro-ARN (miARN). D’une longueur d’environ 22 nucléotides, ces petits ARN ciblent
I’ARN messager. lls forment une unité d’ARN double brin par liaison des séquences

nucléotidiques complémentaires, reconnue par le complexe protéique RISC. Ce dernier
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permet soit i) la dégradation des ARN double brin et donc la diminution des transcrits cibles
(Lee et al., 1993; Wightman et al., 1994), soit ii) I'inhibition de la traduction (MacFarlane and
Murphy, 2010).

Appelés myomiR, plusieurs miARN ont été décrits comme jouant des réles prédominants dans

la formation et la régénération du muscle squelettique.

En effet, de concert a I'augmentation de l'expression de MyoD durant l'activation des
précurseurs musculaires, il a été observé une augmentation de I'expression de miR-1 et miR-
206. Or, la région 3’UTR du transcrit de Pax3, impliqué dans l'activation des précurseurs
myogéniques, est la cible de miR-1 et miR-206. Cette baisse de la traduction de Pax3 est
également médiée par miR-27b. En effet, certains transcrits Pax3 présentent une
polyadénylation alternative et une région 3’ UTR plus courte, contenant le site
complémentaire du miR-27b mais dépourvues des sites complémentaires pour les miR-1 et
miR-206 (Crist et al., 2009). miR-206 et miR-486 ciblent la région 3" UTR du transcript de Pax7.
Leur expression est augmentée durant la différenciation des myoblastes. Par ailleurs,
I'inhibition de ces miARN ralentit le processus de différenciation in vitro et permet une
persistance de la traduction de Pax7, alors que leur surexpression accélere le processus de
différenciation myogénique. De plus, leur administration in vitro sur les cellules C2C12 a
révélé une augmentation de la durée de la phase G1 et une diminution de la phase S,
suggérant une action positive sur la prolifération des myoblastes (Dey et al., 2011). Due a la
répression de Pax7, les inhibiteurs de la différenciation comme ID1-2 et ID1-3 sont également
réprimés. Les protéines ID ont une structure tertiaire en HLH avec une perte de la région
basique. Elles forment des hétérodimeres inactifs avec les facteurs de transcriptions, tels que
E12, E47 et MyoD. De plus, MyoD est un facteur de transcription pour miR-206 et miR-486,
formant une boucle d’autorégulation positive et permettant le maintien des cellules dans un
processus de différenciation (Dey et al., 2011). Ces résultats mettent en lumiere la nécessité
et I'importance des actions synergiques entre les miARN et les facteurs de transcription dans

I'initiation du programme de différenciation.

Une étude sur les C,Cy, a révélé que miR-133 réprime I'expression du FGFR1 et de PP2AC ce
qui induit une répression de la voie ERK1/2. miR-133 semble ainsi inhiber la prolifération par

la répression de la voie ERK1/2 pour faciliter la différenciation myogénique (Feng et al., 2013).
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L'inactivation de miR-1 et miR-133 chez le poisson zebre, a I'aide de morpholinos, induit une

désorganisation de I'actine sarcomérique (Mishima et al., 2009).

Un autre miARN intervenant dans le processus de différenciation myogénique est le miR-214.
Il a été démontré que miR-214 joue un role dans le développement du muscle lent chez le
poisson zebre (Flynt et al., 2007). En effet, miR-214 cible le proto-oncogeéne N-Ras impliqué
dans la croissance cellulaire (Liu et al., 2010). De plus, miR-214 cible directement Ezh2 (Juan
et al., 2009), qui se fixe sur le promoteur MyoD dans les cellules souches embryonnaires ainsi
que plusieurs de ses genes cibles dans les myoblastes en prolifération. Cette liaison permet la
répression de la transcription par le remodelage de la chromatine (cf chapitre sur les
régulations épigénétiques). Cette derniere étude a également identifié que MyoD et
Myogénine, en qualité de facteur de transcription, controlent la transcription du miR-214

formant une boucle de rétrocontrole positif.

Certains miARN ont également été identifiés comme prépondérants dans le maintien ou la
mise en quiescence des précurseurs myogéniques. Ainsi, miR-489, fortement exprimé dans
les cellules satellites en quiescence, voit son expression décroitre durant l'activation des
précurseurs myogéniques. Le miR-489 a pour fonction de réguler I'état de quiescence via la
suppression de I'expression de I'oncogene Dek (Cheung et al., 2012). La baisse de I'expression

de miR-489 permet 'expression de Dek participant a I'auto-renouvelement.

1.3.7.3. Réle des régulations épigénétiques

Dans les cellules eucaryotes, le génome est compacté dans la chromatine, une chaine de
nucléosomes composés de quatre histones H2A, H2B, H3, H4. Leur extrémité amino-
terminale est exposée a la surface du nucléosome et est sujette a de multiples modifications
post-traductionnelles (Kouzarides, 2007). L’'activation et la répression de l'initiation de la
transcription sont régulées par ces modifications. A ce jour, trois types de tri-méthylations de
I"histone 3 ont été observés. Parmi celles-ci, deux sont médiées par les méthyl transférases de
la famille trithorax (TrxG). Il s’agit des tri-méthylations des lysines 4 (H3K4me3) et 36
(H3K36me3), qui sont associées a une activation de la transcription. Tandis que, la tri-
méthylation de I'histone 3 en lysine 27 (H3K27me3), médiée par les méthyl transférases du

groupe Polycombe (PcG), est associée a la répression de la transcription. Cette répression par
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la H3K27me3 est transmise a la cellule fille lors de la division cellulaire et aura une action
dominante par rapport a la H3K4me3. L'activation de la transcription des genes associés

requier I'action des déméthylases 6A et 6B (Kdm6a et Kdm6b).

L’acétylation des résidus lysines des histones neutralise leur charge globale positive ce qui
facilite I'ouverture de la chromatine et favorise I'accessibilité des génes aux facteurs de
transcription. Inversement, la dés-acétylation des histones induit une répression de la
transcription via la compaction de la chromatine. L'action combinée de deux familles
d’enzymes, les histones acétyle transférases (HAT) et les dés-acétylases (HDAC), détermine le

niveau d’acétylation des histones du génome.

Au niveau de la chromatine, |'état de quiescence des cellules satellites est caractérisé par une
baisse générale de la marque répressive H3K27me3 et par une présence concomitante de
I'H3K27me3 et de la H3K4me3, au niveau des sites d’initiation de la transcription d’environ
50% des genes annotés (Liu et al., 2013). Ces genes se trouvent non transcrits ou transcrits a
un niveau trés faible. De plus, il est important de souligner que ces domaines bivalents
(présence concomitante de la H3K27me3 et H3K4me3) sont souvent associés a des genes du
développement, suggérant leur role dans I'état peu différencié des cellules satellites en
quiescence (Bigot et al., 2015). En outre, Boonsanay et al., (2016) ont montré que le maintien
des cellules satellites en quiescence est également réalisé par I'histone méthyl transférase
Suv4-20H1, qui permet le maintien de I'"hétérochromatine et la répression de la transcription
de MyoD. L'auto-renouvelement des cellules satellites est une propriété qui peut également

étre modulée via des régulations épigénétiques (Boonsanay et al., 2016).

Une étude a mis en évidence que, pendant I'activation des précurseurs myogéniques, il y a
une réduction du NAD+ disponible dans le cytosol, entrainant une réduction de I'activité de
SIRT1. Une élévation de 'acétylation des H4K16 et I'augmentation de I'expression des genes
codant MyoD et MyoG (Ryall et al., 2015) est induite. Ainsi, les conditions métaboliques de la
cellule satellite peuvent influer sur les régulations épigénétiques permettant I'engagement

des cellules dans le programme de différenciation.
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1.3.7.4. Influence du microenvironnement sur les précurseurs myogéniques

La notion de niche, comme microenvironnement spécifique des cellules souches in vivo, fut
évoquée pour la premiere fois lors d’études menées chez la drosophile (Xie and Spradling,
2000). Il est largement admis aujourd’hui que ce microenvironnement joue un réle essentiel
dans le maintien de la quiescence et de I'activité de la cellule souche adulte (Voog and Jones,
2010). Dans le cas de la cellule satellite musculaire, la position satellitaire de la cellule, entre
la lame basale et la myofibre, constitue sa niche (Collins et al., 2005). Pourtant, les
mécanismes cellulaires et moléculaires, régissant 'occupation de la niche par les cellules
souches, et plus particulierement les cellules satellites, restent peu connus. La voie Notch,
récemment décrite, est une voie de signalisation juxtacrine, nécessaire a |'adressage des
cellules dans leur position satellitaire (Brohl et al., 2012). La niche joue également un role
crucial dans le contréle des apports en nutriments et en oxygene aux cellules souches. Il a été
démontré, de facon surprenante, que I'abaissement des teneurs en oxygéne permettait de
préserver la pluripotence des cellules souches (Latil et al., 2012). D’une maniere générale, le
défaut d’adressage des cellules satellites a leur niche entrainera des défauts dans la
croissance et la régénération musculaire, soulignant I'importance des effets paracrines de la

niche environnante sur les propriétés intrinseques des cellules  souches.
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Comme nous l'avons vu dans l'introduction bibliographique, la persistance de la croissance
hyperplasique, aprés le stade juvénile, a été rapportée chez des poissons de grande taille
comme la dorade (Rowlerson et al., 1995), la carpe (Koumans et al., 1993a), le bar européen
(Veggetti et al.,, 1990) et la truite arc-en-ciel (Stickland, 1983; Rescan et al., 2015).
L'hyperplasie musculaire nécessite des cellules souches musculaires, aussi appelées cellules
satellites, localisées entre la myofibre et la lame basale. Dans le muscle de mammiferes
adultes, les cellules satellites sont quiescentes, mais, suite a une lésion, peuvent s’activer et
entrer dans le programme de différenciation myogénique. Chez les poissons, on ignore en
grande partie si les précurseurs myogéniques des muscles hyperplasiques des poissons
présentent un état physiologique spécifique qui expliquerait cette persistance de

I"hyperplasie post-larvaire.

L'objectif de la thése est de déterminer quelles sont les caractéristiques cellulaires et

moléculaires des précurseurs myogéniqgues du muscle hyperplasique de la truite.

Pour cela nous avons comparé des précurseurs myogéniques issus de muscle hyperplasique
et non-hyperplasique en réalisant des analyses histologiques et transcriptomiques (ARNm et
miARN). Nous avons également comparé le comportement in vitro de ces précurseurs
myogéniques de truite. Les précurseurs myogéniques issus de muscles hyperplasiques, ont
été obtenus a partir de truitelles de 5g (Juvenile trout: JT), la croissance musculaire
hyperplasique, a ce stade, étant prépondérante (Mommsen, 2001). Les précurseurs
myogéniques de muscles non-hyperplasiques ont été obtenus a partir de truitelles de 5 g a
jeun (Fasting Juvenile trout: FJT) et de truites adultes (Adult trout : AT). En effet, il a été
montré que le je(ine arréte la croissance musculaire et la myogenése (Gabillard et al., 2006)
et que la production de nouvelles fibres musculaires cesse vers 18 mois lorsque les truites

sont matures (Rescan et al., 2015).
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Dans le premier chapitre, nous avons en premier lieu, comparé la prolifération in situ des
précurseurs myogéniques du muscle hyperplasique et non hyperplasique. En second lieu,
nous avons confronté les profils d’expressions géniques des précurseurs myogéniques du
muscle hyperplasique de la truite juvénile en croissance (JT) et du muscle non hyperplasique
de la truite juvénile a jeun (FIJT) et de la truite adulte (AT). Puis, nous avons relié ces

observations aux capacités de prolifération et de différenciation in vitro de ces précurseurs.

Dans le second chapitre, compte tenu des conditions physiologiques tres différentes qui
conduisent a I'arrét de I'hyperplasie chez la truite juvénile a jeun (FJT) et la truite adulte (AT),
nous avons réalisé une comparaison fine des transcriptomes de leurs précurseurs

myogéniques.

Afin de préciser les observations précédemment recueillies, nous nous sommes intéressés
aux réseaux de régulations post-transcriptionnels associés aux précurseurs myogéniques du
muscle hyperplasique. Le troisieme chapitre est dédié a la caractérisation des profils
d’expression des miARN des précurseurs myogéniques du muscle hyperplasique de la truite
juvénile en croissance (JT) et du muscle non hyperplasique de la truite juvénile a jeun (FJT) et
de la truite adulte (AT). Enfin, une méta-analyse des données du transcriptome (chapitre 1) et
du miRnome a été réalisée, en vue d’identifier de nouveaux couples potentiels miARN-ARNm

associés a un état spécifique, quiescent ou activé, des précurseurs myogéniques de la truite.
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Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

Résumé de I'article

Aprés I'éclosion, la croissance musculaire chez les poissons s’effectue par hyperplasie et
hypertrophie des fibres. La croissance hyperplasique correspond a la production de nouvelles
fibres musculaires dans tout le myotome. Une persistance de la croissance hyperplasique,
apres le stade juvénile, a été rapportée chez des poissons de grande taille finale, tels que la
dorade (Rowlerson et al., 1995), la carpe (Koumans et al., 1993a), le bar européen (Veggetti
et al., 1990) et la truite arc-en-ciel (Stickland, 1983; Rescan et al., 2015). C’est un processus
de croissance extrémement développé chez les poissons a croissance continue. En effet, le
nombre de fibres est multiplié par 150 environ entre une truite a I’éclosion et une truite de 60
cm de longueur (Stickland, 1983). En comparaison, le nombre de fibres est multiplié par 10
chez le poisson zebre entre I'éclosion et le poids adulte (Stickland, 1983; Johnston et al.,
2009). L'hyperplasie musculaire nécessite des cellules souches musculaires, aussi appelées
cellules satellites (Mauro, 1961) qui sont localisées entre la myofibre et la lame basale. Une
fois activés pendant le développement, la croissance ou aprés une lésion musculaire, les
précurseurs myogéniques proliferent et se différencient pour former de nouvelles myofibres
(Miller et al., 1998; Dumont et al., 2015a). Des cellules satellites ont été clairement identifiées
in situ dans le muscle de la carpe (Koumans and Akster, 1995) et du poisson zébre (Gurevich
et al., 2016). In vitro, les précurseurs myogéniques extraits du muscle de la truite et de la
carpe proliferent et fusionnent pour former des myotubes (Koumans et al., 1993b;

Fauconneau and Paboeuf, 2000; Gabillard et al., 2010).

Notre objectif était donc de caractériser les mécanismes cellulaires et moléculaires des
précurseurs myogéniques pendant la croissance hyperplasique. A cet effet, nous avons
examiné la prolifération in situ, le comportement in vitro et le transcriptome de précurseurs
myogéniques provenant de muscle hyperplasique et non-hyperplasique. Les précurseurs
myogéniques extraits de muscles hyperplasiques ont été obtenus a partir de truitelles de 5g
(Juvenile trout: JT) puisque a ce stade la croissance musculaire hyperplasique est
prépondérante (Mommsen, 2001). Les précurseurs myogéniques de muscles non-
hyperplasiques ont été obtenus a partir de truitelles de 5 g a jeun (Fasting Juvenile trout : FJT)

et de truites adultes (Adult trout : AT) (Gabillard et al., 2006; Rescan et al., 2015b).
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Nos travaux montrent, pour la premiere fois, une prolifération des précurseurs myogéniques
dans le muscle hyperplasique de la truite. Cette prolifération des cellules, en position
satellitaire, diminue avec 'dge et est complétement inhibée par le jeline. Les précurseurs
myogéniques FJT et AT présentent un transcriptome trés proche avec seulement 64 génes
différentiellement exprimés. Ceci contraste avec les 2623 génes différentiellement exprimés
entre les JT et les deux conditions d’arrét de croissance (FJT et AT). Parmi les genes
surexprimés chez les JT, on constate un enrichissement de genes impliqués dans le
métabolisme protéique, le métabolisme cellulaire, la prolifération et la différenciation
myogénique. En outre, nous avons observé, parmi les génes sous-exprimés, un
enrichissement de genes impliqués dans la voie Notch, qui indiquent une répression des
marqueurs de quiescence. En cohérence avec les signatures transcriptomiques relevées, nous
avons également montré que les précurseurs myogéniques JT présentaient de plus grandes

capacités de prolifération et de différenciation in vitro, comparés aux AT et FJT.

En conclusion, les analyses transcriptomiques, in vitro et in vivo, convergent et étayent l'idée
selon laquelle, les précurseurs myogéniques, extraits de muscle en croissance hyperplasique,
présentent de plus grandes capacités intrinseques a former des myofibres comparés aux
précurseurs myogéniques, extraits de muscle de truites adultes ou juvéniles soumises a un
jeline. Les profils d’expressions géniques, dans les précurseurs myogéniques de truites
juvéniles, permettent de mieux comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires qui
contrélent I'"hyperplasie et, ainsi, d’obtenir une liste de marqueurs potentiels de la croissance

musculaire, dans sa composante hyperplasique, chez les poissons.
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Abstract

Background

The dramatic increase in myotomal muscle mass in post-hatching fish is related to their ability
to lastingly produce new muscle fibres, a process termed hyperplasia. The molecular and
cellular mechanisms underlying fish muscle hyperplasia largely remain unknown. In this study,
we aimed to characterize intrinsic properties of myogenic cells originating from fish
hyperplasic muscle. For this purpose, we compared in situ proliferation, in vitro cell behavior
and transcriptomic profile of myogenic precursors originating from hyperplasic muscle of
juvenile trout (JT) and from non-hyperplasic muscle of fasted juvenile trout (FJT) and adult

trout (AT).

Results

For the first time, we showed that myogenic precursors proliferate in hyperplasic muscle from
JT as shown by in vivo BrdU labeling. This proliferative rate was very low in AT and FJT muscle.
Transcriptiomic analysis revealed that myogenic cells from FJT and AT displayed close
expression profiles with only 64 differentially expressed genes (BH corrected p-val < 0.001). In
contrast, 2623 differentially expressed genes were found between myogenic cells from JT and
from both FJT and AT. Functional categories related to translation, mitochondrial activity, cell
cycle, and myogenic differentiation were inferred from genes up regulated in JT compared to
AT and FJT myogenic cells. Conversely, Notch signaling pathway, that signs cell quiescence,
was inferred from genes down regulated in JT compared to FIT and AT. In line with our
transcriptomic data, in vitro JT myogenic precursors displayed higher proliferation and

differentiation capacities than FIJT and AT myogenic precursors.

Conclusions

The transcriptomic analysis and examination of cell behavior converge to support the view
that myogenic cells extracted from hyperplastic muscle of juvenile trout are intrinsically more
potent to form myofibres than myogenic cells extracted from non-hyperplasic muscle. The

generation of gene expression profiles in myogenic cell extracted from muscle of juvenile
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trout may vyield insights into the molecular and cellular mechanisms controlling hyperplasia

and provides a useful list of potential molecular markers of hyperplasia.

Background

Many fish teleosts have the extraordinary ability to growth throughout their life, and to
continuously produce new muscle fibres (hyperplasia). The persistence of hyperplasic growth
after juvenile stage was reported in large final size fish such as gilthead bream [1], carp [2],
european sea bass [3] and rainbow trout [4, 5] and was found in a lesser extent in the small
sized zebrafish [6]. Nevertheless, production of new muscle fibers in fish myotome decreases
with age and eventually stops [7]. Such as muscle fibre input dynamics was notably observed
in trout [4, 5]. Furthermore, it is well known that fasting stops growth [8] and an inhibition of

in vitro proliferation of myogenic precursors in fasted rainbow trout has been observed [9].

Muscle hyperplasia requires muscle stem cells, also called satellite cells [10] which are
localized between myofibre and basal lamina. Once activated during development, growth or
after muscle injury, myogenic precursors proliferate and differentiate to eventually form
nascent myofibres [11, 12]. Myogenic differentiation is associated with the expression of the
myogenic regulatory factor MyoD [13]. Then, the expression of myogenin at the onset of the
satellite cell differentiation triggers the expression of fusogenic and structural protein such as
myomaker and myosin heavy chain [14, 15]. Satellite cells have been clearly identified in situ
in muscle of carp [16] and zebrafish [17]. In vitro, myogenic precursors extracted from
salmon, trout, sea bream, zebrafish, pacu, turbot and carp muscle proliferate and fuse into
myotube [6, 9, 18—-23]. Whether myogenic progenitors in fish hyperplasic muscle exhibit
specific intrinsic physiological state predisposing them to produce new myofibres is unknown.
To test this hypothesis, and investigate the biological processes involved, we extracted these
cells from hyperplasic muscle of juveniles growing trout (JT), and non-hyperplasic muscle of
fasted juvenile trout (FJT) and adult trout (AT), and compared their ability to proliferate in
situ, as well as their transcriptome and their proliferation and differentiation capacities in

culture.

The use of two non-hyperplasic muscle conditions allowed us to discard differentially
expressed genes related to nutritional status, age, etc., and thus to focus on differentially

expressed genes specific to non-hyperplasic muscle. Our results converge to support the view
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that myogenic cells extracted from hyperplasic muscle of juvenile trout are intrinsically more

potent than myogenic cells extracted from non-hyperplasic muscle.

Results

Myogenic precursors proliferate in hyperplasic muscle during post-larval
growth

In order to quantify the number of proliferative satellite cells in trout of 2g, 500g and fasted
trout of 5g, we developed immunofluorescence analysis to locate proliferative nuclei in
satellite cell position, i.e. located under the basal lamina. For this purpose, we injected fish
with BrdU and performed immunofluorescence analysis with an antibody against BrdU and
laminin a major component of basal lamina. As shown in figure 1, the percentage of BrdU
positive nuclei in juvenile trout was 7.2%, whereas this proportion dropped to 1.3% in larger

trout (500g) and 0,1% in 3-week fasted juvenile trout.

Myogenic precursors extracted from hyperplasic and non-hyperplasic trout
muscles exhibit distinct transcriptome

To better known the intrinsic molecular properties of myogenic precursors from hyperplasic
muscle, we compared the transcriptome of myogenic precursors extracted from juvenile
trout (JT) displaying hyperplasic muscle growth with that of myogenic precursors extracted
from non-hyperplasic muscle resulting from fasted juvenile trout (FJT) and adult trout (AT).
For this purpose, we first compared gene expression profiles between myogenic precursors
from FJT and AT in order to identify genes whose differential expression would be specifically
related to age or fasting. LIMMA statistical test [24] (BH corrected p-val < 0.001) showed that
only 64 genes were differentially expressed between FJT and AT samples. These differentially
expressed genes (DEGs) were subsequently discarded for further analysis. Using two LIMMA
statistical tests (BH corrected p-val < 0.001) a total of 3992 DEGs were identified between JT
and FJT and 4253 DEGs between JT and AT. Then, we retained common genes found in this
two differential analysis and found a total of 2623 differentially expressed genes between

hyperplasic (JT) and non-hyperplasic muscle (FJT and AT). These differentially expressed genes
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were then hierarchically clustered. The unsupervised clustering, which is shown in figure 2
(available as supplemental data file 1), resulted in the formation of two major gene clusters.
The cluster 1 comprised 1865 genes up regulated in JT myogenic precursors and cluster 2

comprised 758 genes down regulated in JT myogenic precursors.

JT myogenic precursors exhibit transcriptomic signature of activated state cell

DAVID analysis of the 1206 eligible genes from cluster 1 revealed significant enrichment (table
1) in genes involved in translation (p=2.8E-26), mitochondrial activity (p=3,85E-11) and
oxidative phosphorylation (p=7,31E-12). Among other significant functional categories
inferred from up regulated genes in JT myogenic precursors, we found the GO term mitotic
cell cycle (p=2.26E-20). Genes belonging to this functional category included genes encoding
cell division cycle (cdc) proteins (8), cyclin dependent kinases (6), cyclins (6), genes involved in
chromosomes segregation (20) as shown in figure 3. Enrichment in gene involved in DNA
metabolic process and replication such as minichromosome maintenance complex
components, non-homologous end-joining factorl, DNA polymerases, DNA primases, DNA
topoisomerases, replication proteins were also found. Cluster 1 also included many genes
encoding epigenetic transcriptional regulators. Among them were Swi/Snf chromatin enzymes
and several DNA (cytosine-5-)-methyltransferases. We found also many genes encoding
extracellular components including collagens (14 genes), laminin subunits (3 genes) and
entactin as well as genes contributing to the formation of the myofibrils (i.e, 8 genes encoding
myosins, 5 genes encoding troponins, 2 genes encoding capping protein muscle Z-line and 3
genes encoding tropomyosins). At last, besides the large number of myofibrillary proteins, we
found many genes involved in myoblast differentiation and fusion such as six1b, six4b, mef2d,
myogenin, tmem8&c (myomaker), muscle creatine kinase, caveolin 3, Dock5 (figure 4). Overall,
cluster 1 showed enrichment in genes involved in protein synthesis, cell division and

myogenic differentiation.
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Genes associated with the quiescent state are down regulated in JT myogenic
precursors

Cluster 2 comprised genes that were down regulated in JT myogenic precursors compared to
both FIT and AT myogenic precursors. In this cluster, we identified genes of the Notch
pathway, suggesting a repression of quiescent state. Associated with this quiescency state
pathway we found jaggedlb, jagged2b, dll4, dic, notchla, notchlb, notchl, her6 and heyl
among genes contained in cluster 2. We detected some genes which play repression roles in
proliferation as hexim1b [25], stat3 [26], and Dach1 also known to inhibit Six protein activity
[27]. Among the down regulated genes in JT myogenic precursors, we distinguished genes
which plays repression roles in myogenic differentiation as ddit3 [28], trim33 [29], bhlhe40
[30], tall [31]. Moreover, a marker of quiescent satellite cells [32], nestin was down
regulation in JT myogenic precursors. We also observed a global repression of the TGFf
pathway in JT myogenic precursors. Indeed, 7 genes involved in TGFB pathway, were down
regulated in JT myogenic precursors (tgfb2, tgfbrl, bmpr2b, bmprilbb, smad3b, smad6a and
acvrrll) whereas 5 inhibitors of TGFB pathway were up regulated in JT myogenic precursors
(Bmp7a, gremlin2, dcn, fstllb and fsta). Overall, cluster 2 showed enrichment in genes
involved in inhibition of proliferation, repression of myogenic differentiation and maintenance

of cellular quiescent state.

JT myogenic precursors have an enhanced intrinsic capacity of for in vitro
proliferation

To know more about the intrinsic molecular properties of myogenic precursors of hyperplasic
muscle compared to myogenic precursors of non-hyperplasic muscle, we carried out a
primary cell culture of myogenic progenitors extracted from JT, FIJT and AT conditions. Cell
proliferation assays using BrdU showed a higher proliferation rate of JT myogenic precursors
(40.1%) after two days of culture compared to FIT (0.8%) and AT (10.3%) myogenic precursors
(figure 5). Then, to determine whether the transcriptomic activation signatures were related
to a differential cell behavior regarding proliferating capacity, we also measured the
proliferation rate of JT, FIT and AT myogenic cells at 5, 8 and 11 days after plating. In JT

myogenic precursors the proliferation rate increased from D2 to reach a maximum rate at D5
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with 61.4% of BrdU positive nuclei, then the proliferation rate decreased from D8 to 42.4% to
D11 to 31.4%. In sharp contrast, proliferation rate of FJT myogenic precursors remained low
and tended to increase up to 12,9% at D8. For AT myogenic precursors, the proliferation rate
increased at D5 to 48.3% to almost reach the proliferation rate in JT myogenic precursors and
decreased from D8 to 31.6% and at D11 to 19.1%. Thus, the kinetic of proliferation of the AT
precursors was close to that one of JT but with a lower rate from D5 to D11. Overall,
myogenic precursors of JT exhibit a global enhanced proliferation capacity under in vitro

conditions compared to FJT and AT.

JT myogenic precursors have an enhanced capacity for in vitro myogenic
differentiation

To go further on the characterization of the intrinsic molecular properties of myogenic
precursors of hyperplastic muscle, we quantified the in vitro differentiation capacities of IT,
FJT and AT myogenic precursors. At D2, we observed an extremely low differentiation rate in
JT (1.4%), FIT (1%) and AT (1.6%) myogenic precursors (figure 6). Because of the low
differentiation at D2, this result indicates that very few differentiated muscle cells (myocytes)
were seeded at the beginning of the cell culture. Then, we also measured the differentiation
rate at 5, 8 and 11 days after plating of JT, FIT and AT myogenic progenitors. In JT myogenic
precursors the differentiation rate increased at D5 to 11.6%, D8 to 24.4% and reach a
maximum rate at D11 with 28% of nuclei contained in myosin positive cells. In sharp contrast,
the differentiation of FJT precursors remained very low during the first 8 days (<0.5%) then a
differentiation resumption was observed at D11 (6.4%). For AT myogenic precursors, no
significant increase of the differentiation rate was observed even after 11 days of culture.
Overall, JT myogenic precursors exhibited a global enhanced differentiation capacity under in

vitro conditions.

Evaluation of the expression level by gPCR of myogenin and myomaker after 2 days in cell
culture validated the transcriptomic results as shown in figure 7. Indeed, the expression of
myogenin and myomaker were higher in JT myogenic precursors compared to AT and FIT
myogenic precursors. In addition, the expression level of myogenin and myomaker after 8

days in culture increase in FIT myogenic precursors. These were contrasting with expression
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level in AT myogenic precursor that did not exhibit such an increase between D2 and D8.
Overall, gPCR data validated our previous results with JT myogenic precursors as more

engaged in differentiation program than AT and FJT myogenic precursors.

Discussion

Formation of new myofibres occurs lastingly in fish myotome. This process, termed
hyperplasia, requires proliferation, differentiation and fusion of muscle stem cells (satellite
cells) to form new multinucleated myofibres. We examined in this study the hypothesis that
post-hatching muscle hyperplasia in fish is associated with an intrinsic physiological status of
myogenic precursors predetermining them to self-renew and differentiate. For this purpose,
we examined proliferation of trout satellite cells in vivo and compared gene expression
profiling and in vitro myogenic potential of satellite cells extracted from juvenile trout muscle
displaying intense hyperplastic growth (JT), with satellite cells extracted from trout muscle
that no longer exhibited muscle hyperplasia, namely fasted juvenile trout (FJT) and adult trout

(AT).

Many studies on mammalian isolated satellite cells were carried out on cells directly isolated
from muscle and purified by FACS using fluorescent reporters or cell surface marker [33]. As
these technologies cannot yet be used in trout fish, we took advantage of the specific
adhesion of satellite cells on laminin substrate to enrich them in culture [19, 34]. Although it
has been reported that isolation procedures alter gene expression of myogenic precursors
[35, 36], we assumed in this study that the differential ex vivo properties of trout satellite cells
originating either from hyperplastic or non-hyperplastic muscle, somehow reflect intrinsic

differences preexisting before their extraction from muscle.

First, we sought to identify and quantify proliferative satellite cells in muscle of growing
versus non-growing trout using in vivo BrdU injection followed by double immuno-labeling of
laminin and BrdU. In agreement with Alfei et al (1989)[37], our results clearly evidenced a
higher rate of BrdU positive cells in muscle of JT compared to FIT and AT, notably at sites

corresponding to the satellite cell niche. This shows that fish hyperplastic muscle contains
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proliferative satellite cells well after hatching, what sharply contrasts with the mitotic

quiescence of satellite cells located in mature mouse muscle [38].

Relative to satellite cells from non-hyperplastic muscle, satellite cells from juvenile
trout were found to exhibit up-regulated gene set related to high metabolic activity as shown
by enrichment in genes involved in translational efficiency and genes encoding structural and
functional components of mitochondria, notably those involved in energy production for
execution of biosynthesis events. Mitochondrial biogenesis has been associated with the shift
from quiescence to proliferation of satellite cells [39, 40]. In keeping with this, our result that
matches meta-analyses of multiple transcriptomes revealing low expression of genes
associated with oxidative phosphorylation in mouse quiescent satellite cells [41], supports the
view that JT cells are intrinsically activated compared to satellite cells from non-hyperplastic
muscle. Other major functional categories inferred from genes up-regulated in myogenic
precursors derived from hyperplastic muscle were related to DNA replication and cell cycle.
This finding, which is quite in agreement with the proliferation rate of these cells measured in
vivo and ex vivo, strongly reinforces the view that satellite cells isolated from trout
hyperplastic muscle are in an activated state. Also, several major genes signing myogenic
differentiation were found to be overexpressed. Among them were myogenin which
invalidation prevents myogenic differentiation in mouse [42] and myomaker which is
necessary for myoblast fusion into myotube as shown by gene invalidation [15]. In keeping
with this, it is interesting to note that mitochondrial activity, which is higher in JT satellite cells
relative to FJT and AT cells, has been reported to positively regulate myogenesis [43].
Conversely, transcriptome of FIT and AT myogenic precursors, compared to that of JT
myogenic precursors, revealed up regulation of genes involved in maintenance of stem cell
quiescence, notably genes involved in Notch signaling [44] or known as marker of quiescent
muscle stem cell. These results are in agreement with data obtained in mouse showing an up
regulation of notch and Hey genes in quiescent satellite cells [45]. In addition, the up
regulation of several genes involved in TGFbeta pathway was in line with a repression of
differentiation of myogenic precursors [46]. Indeed, we notably observed an up-regulation of
BMP receptor type 1 which knock-down in mouse satellite cells caused premature myogenic

differentiation [47]. All these data support the view that satellite cells extracted from muscle
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of fasted trout or adult trout are close to a quiescent state compared to satellite cells from

juvenile trout.

Another major result of our study was that behavior of satellite cells from hyperplastic
muscle quite differs from that of satellite cells extracted from non-hyperplastic muscle.
Specifically, we found that cultured JT myogenic precursors exhibited higher proliferation rate
and differentiation capacities than FJT and AT myogenic precursors. These observations, that
match transcriptome data, further support the view that myogenic cells from hyperplastic
muscle of juvenile trout are intrinsically more potent to form myofibres than satellite cells
from non-hyperplastic muscle. Also, we found that the low proliferation rate of myogenic
cells observed in fasted trout muscle was maintained in vitro, suggesting an intrinsic inhibition
of myogenic precursor proliferation. However, differentiation of FJT myogenic precursors was
only delayed because gPCR and immunofluorescence analysis showed resumption of
differentiation after 8 days of culture. In contrast, AT myogenic precursors exhibited a strong
proliferation capacity in vitro suggesting that AT myogenic precursors were not delayed or
close to senescent state that could explain their low myogenic capacities as observed in old
mouse [48]. All together, these results showed differences in functional capacities of the two
quiescent myogenic precursor’s cells that could be interesting to investigate at a molecular

and cellular levels.

What could determine intrinsic myogenic capacity of JT cells ? One possible cause,
inferred from transcriptome analysis, could relate to epigenetic regulations of transcription.
Indeed, up-regulation of genes involved in DNA methylation was found in JT myogenic
precursors, notably several DNA methyl transferase (dnmtl, 3ab and 3b) known to be
involved in muscle stem cell activation [49]. Furthermore, as previously reported in
hyperplastic growth zone of trout larvae [50] and in activated satellite cells of mouse and
trout regenerating muscle [51], we observed in JT cells the overexpression of many SWI/SNF
chromatin remodeling enzymes, which dynamic recruitment regulate many stages of

myogenesis [52].
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Conclusion

The satellite cells from muscle of trout juveniles exhibit in vivo and ex vivo features of
activation that are not found in satellite cells isolated from non-hyperplastic muscle. Thus,
muscle hyperplastic growth in fish likely relates to the fact that satellite cells in these animals

are intrinsically potent to form myofibres well after hatching.

Methods

Animals

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) weighting from 2g to 2kg were raised to a 12 h light:12
h dark photoperiod and 12+1 °C in a recirculating rearing system located in the Laboratory of
Physiology and Genomics of Fish. Fish were fed daily ad libitum on a commercial diet or

starved during 3 or 4 weeks.

Measurement of satellite cells proliferation in situ

Intra-peritoneal injections (150ug/g of body weight) of BrdU (Roche, no. 280 879), dissolved
in a solution composed with NaOH (0.02N) diluted with NaCl 0.9%, were performed on
juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (2g, n = 5), 4 weeks fasted juvenile rainbow
trout (5g, n = 5) and 400-500g rainbow trout (n = 6) which have been reported to exhibit low

hyperplasia [4].

Muscle tissues were fixed in Carnoy fixative solution for 48 h at 4°C, progressively dehydrated
and embedded in paraffin. Transverse paraffin sections (10 um thick) were stained with
laminin antibody (1:50, DSHB, D18-c) and BrdU labeling and detection kit (Roche Diagnostics,
no. 11 296 736 001) was used following the recommendations of manufacturer to measure
the proliferation of the cells. Briefly, tissues were incubated for 30 min at 37 °C with mouse
lgG1 anti-BrdU (1:10, kit: 11296736001, Sigma) and, after 1h incubation at room temperature
in saturation buffer (BSA 1%, 04-100-811C in PBST 0.1%), tissues were incubated overnight at
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4°C with mouse IgG2a anti-laminin (1:1000, DSHB, D18-c). The secondary antibody were
diluted (1:1000, Alexa 488 anti-IgG1 mouse A21121 to detect BrdU and Alexa 594 anti-lgG2a
mouse A21135 to detect laminin) in PBST and applied for 1 h at room temperature. Tissues
were then mounted in Mowiol containing 0.5 ug/ml of DAPI. Tissues cross sections were
photographed using a Nikon digital camera coupled to a Nikon Eclipse 90i microscope. At
least five images were taken per tissues and the number of nuclei BrdU positive localized
between basal lamina and myofiber on the total number of nuclei under basal lamina (myo-

nuclei) were calculated using cell counter plugin in Fiji software.

Isolation of trout precursor myogenic cells

For all studies, myogenic precursors were isolated from dorsal part of the white muscle of
juvenile trout (5g, JT), of 3-4 weeks fasted juvenile rainbow trout (5g, FIT) and of adult
rainbow trout (1.5-2kg, AT) as previously described [19]. The yield of cell extracted was lower
in adult than in juvenile (JT: 1,6x106 cells/g of muscle; FIT: 1,4x106 cells/g of muscle; AT :
1,1x105 cells/g of muscle). Isolated myogenic precursors were plated on poly-L-lysine and
laminin-coated plates at 80,000 cells per cm2 for every analysis except to proliferation

measurement which were 60,000 cells per cm?.

Gene expression analysis

Using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), total RNA were extracted from cells
according to the manufacturer's recommendations. The total RNA (200ng) were reverse
transcribed into cDNA using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, (Applied
Biosystems) and random primers, according to the manufacturer's instructions. Target gene
expression levels were determined by qPCR using specific primers (forward primer sequences;
myogenin : AGCAGGAGAACGACCAGGGAAC, myomaker : AATCACTGTCAAATGGTTACAGA, and
reverse primer sequences ; myogenin : GTGTTGCTCCACTCTGGGCTG, myomaker

GTAGTCCCACTCCTCGAAGT). Primers were design on two exons (myogenin) or in exon-exon
boundaries (myomaker) to avoid genomic amplification. Quantitative PCR was performed on

a StepOnePlus thermocycler (Applied Biosystems) using SYBR FAST gPCR Master Mix
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(PowerUp SYBR Green Master Mix kit, A25742, Applied Biosystems). Relative quantification of
the target gene transcripts was made using 18S gene expression as reference. Quantitative
PCR was performed using 10 ul of the diluted cDNA mixed with 300nM of each primer in a
final volume of 20 pl. The PCR protocol was initiated at 95°C for 3 min for initial denaturation
followed by the amplification steps (20 sec at 95°C followed by 30 sec at 60°C) repeated 40
times. Melting curves were systematically monitored at the end of the last amplification cycle
to confirm the specificity of the amplification reaction. The efficiency of the gPCR was about
80-100%. Each PCR run included replicate samples (duplicate of PCR amplification) and
negative controls (RNA-free samples, NTC). Data are presented as the ratio between the

relative expression of the target gene and 18S.

Microarray slides

An Agilent-based microarray platform with 8 x 60K probes per slide was used (GEO platform
record: GPL24910). Microarray data sets have been submitted to the GEO-NCBI with the
accession number: GSE113758.

RNA labeling and hybridization

RNA samples (N=5-6) from 24H-cultured myogenic precursors from juvenile trout (JT), from 3-
4 weeks fasted juvenile trout (FJT) and from adult trout (AT) were used for labelling and
hybridization. For each sample, 150ng of RNA was Cy3-labelled according to the
manufacturer’s instructions (One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis (Low
Input Quick Amp Labeling) Agilent protocol). Briefly, RNA was first reverse transcribed, using a
polydT-T7 primer, Cy3 was incorporated by a T7 polymerase-mediated transcription and
excess dye was washed using an RNeasy kit (Quiagen). The level of dye incorporation was
evaluated using a spectrophotometer (Nanodrop ND1000O, LabTech). 600 ng of labelled cRNA
was then fragmented in the appropriate buffer (Agilent) for 30 minutes at 60°C before
dilution (v/v) in hybridization buffer. Hybridizations were performed in a microarray

hybridization oven (Agilent) for 17h at 65°C, using two Agilent 8x60K high-density
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oligonucleotide microarray slides. Following hybridization, the slides were rinsed in gene

expression wash buffers 1 and 2 (Agilent).

Data acquisition and analysis

Hybridized slides were scanned at a 3-um resolution using the Agilent DNA microarray
Scanner. Data were extracted using the standard procedures contained in the Agilent Feature
Extraction (FE) software version 10.7.3.1. One AT sample that did not give good quality signal
on microarray was discarded from the gene expression analysis. Arrays were normalized using
GeneSpring software version 14.5. Using R software (3.2.2) a LIMMA (3.26.9) statistical test
[24] (BH corrected p-val < 0.001) was used to find differentially expressed genes between FJT
and AT. Secondly, two LIMMA statistical tests (BH corrected p-val < 0.001) were used to find
differentially expressed genes between JT and FJT, and between JT and AT. We kept
significant differentially expressed genes with an expression mean in at least one condition
above or equal to 6, corresponding at 3 times background (normalized values). Thirdly, we
kept commons genes found in this two differential analysis in the same regulation way with JT
as referential condition. For clustering analysis, log transformed values were median-centred
and an average linkage clustering was carried out using CLUSTER 3.0 software and the results
were visualized with TreeView software (https://sourceforge.net/projects/jtreeview/files/).
GO enrichment analysis was performed using Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery (DAVID 6.7) software tools.

Analysis of cell proliferation

Cells were cultured in presence of 10uM BrdU during 24H before sampling and cells were
collected at days 2, 5, 8 and 11. The cells were fixed with ethanol/glycine buffer (100%
ethanol, 50 mM glycine, pH 2). A BrdU labeling and detection kit (11296736001, Sigma) was
used following the recommendations of manufacturer to measure the proliferation of the
cells. Briefly, the cells were incubated for 30 min at 37 °C with mouse anti-BrdU, washed, and
then incubated with the secondary antibody anti-mouse FITC for 30 min. Cells were then

mounted in Mowiol containing 0.5 pg/ml DAPI. Cells were photographed using a Nikon digital
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camera coupled to a Nikon Eclipse 90i microscope. Seven images were taken per well and the
number of BrdU positive nuclei on the total number of nuclei was automatically calculated

using a macro command on Visilog (6.7) software.

Analysis of cell differentiation

On days 2, 5, 8 and 11 of culture, cells on glass coverslips were briefly washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS) and fixed for 30 min with 4% paraformaldehyde in PBS. After
three washes, cells were saturated for 1 h with 3% BSA, 0.1% Tween-20 in PBS (PBST). Cells
were incubated at room temperature for 3 h with the primary antibody anti-myosin heavy
chain (MyHC, DSHB, MF20-c, 1:50) in blocking buffer [19]. The secondary antibody were
diluted (1:1000, Alexa 488 A11001) in PBST and applied for 1 h at room temperature. Cells
were mounted with Mowiol containing DAPI (0.5 ug/ml). Cells were photographed using a
Nikon digital camera coupled to a Nikon Eclipse 90i microscope. Five images were taken per
well and the number of nuclei contained in MyHC positive cells on the total number of nuclei

was automatically calculated using a macro command on Visilog (6.7) software.

Statistical analysis

A two-way ANOVA analysis (time and conditions as factors) with a Tukey’s post hoc multiple
comparisons test was performed on gPCR data, proliferation ratio and differentiation ratio. A
Kruskal-Wallis test with a Dunn’s post hoc multiple comparisons test was performed on in situ
satellite cells proliferation data. A p-value below 0.05 was considered significant. All the

statistical analyses were performed with the R packages (3.5.1 version).

Declarations

Ethics approval
Fish used in this study were reared and handled in strict accordance with French and

European policies and guidelines of the Institutional Animal Care and Use Committee (no.

3312-2015121511 022362 and 3313-20 15121511 094929), which approved this study.

57



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

Availability of data and material
Gene expression data supporting the results of this article are available in the Gene

Expression Omnibus (GEO) repository under the accession number: GSE113758.

Competing interests
The authors declare that they have no competing interests.

Funding
This research were funded by National Institute of Agronomic Research (INRA).

Authors' contributions
JCG conceived and supervised the study. SJ, AL and NS performed the experiments. SJ, PYR

and JCG analysed the data. JB helped for cell proliferation and differentiation quantification.

SJ, PYR and JCG wrote the paper. All authors read and approved the final manuscript.

Acknowledgements
The fellowship of Sabrina Jagot was supported by INRA PHASE and the Région Bretagne. We

also thank C. Duret for husbandry of injected trout.

References

1. Rowlerson A, Mascarello F, Radaelli G, Veggetti A. Differentiation and growth of muscle in the fish
Sparus aurata (L): IIl. Hyperplastic and hypertrophic growth of lateral muscle from hatching to adult.

Journal of Muscle Research & Cell Motility. 1995;16:223-36.

2. Koumans JTM, Akster HA, Booms GHR, Osse JWM. Growth of carp (Cyprinus carpio) white axial
muscle; hyperplasia and hypertrophy in relation to the myonucleus/sarcoplasm ratio and the

occurrence of different subclasses of myogenic cells. Journal of Fish Biology. 1993;43:69-80.

3. Veggetti A, Mascarello F, Scapolo PA, Rowlerson A. Hyperplastic and hypertrophic growth of lateral

muscle in Dicentrarchus labrax (L.). Anatomy and Embryology. 1990;182:1-10.

4. Stickland NC. Growth and development of muscle fibres in the rainbow trout (Salmo gairdneri).

Journal of Anatomy. 1983;137 Pt 2:323-33.

5. Rescan P-Y, Ralliere C, Lebret V, Fretaud M. Analysis of muscle fibre input dynamics using a

myog:GFP transgenic trout model. Journal of Experimental Biology. 2015;218:1137-42.

58



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

6. Johnston IA, Lee H-T, Macqueen DJ, Paranthaman K, Kawashima C, Anwar A, et al. Embryonic
temperature affects muscle fibre recruitment in adult zebrafish: genome-wide changes in gene and
microRNA expression associated with the transition from hyperplastic to hypertrophic growth

phenotypes. J Exp Biol. 2009;212:1781.

7. Rowlerson A, Veggetti A. Cellular mechanisms of Post-Embryonic Muscle Growth in Aquaculture

Species. In: Muscle development and growth. Academic Press; 2001. p. 103—40.

8. Gabillard J-C, Kamangar BB, Montserrat N. Coordinated regulation of the GH/IGF system genes

during refeeding in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Journal of Endocrinology. 2006;191:15-24.

9. Fauconneau B, Paboeuf G. Effect of fasting and refeeding on in vitro muscle cell proliferation in

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Cell Tissue Res. 2000;301:459-63.

10. Mauro A. SATELLITE CELL OF SKELETAL MUSCLE FIBERS. The Journal of Biophysical and Biochemical
Cytology. 1961;9:493-5.

11. Miller JB, Schaefer L, Dominov JA. 6 Seeking Muscle Stem Cells. In: Pedersen RA, Schatten GP,
editors. Current Topics in Developmental Biology. Academic Press; 1998. p. 191-219.
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0070215308603828.

12. Dumont NA, Wang YX., Rudnicki MA. Intrinsic and extrinsic mechanisms regulating satellite cell

function. Development. 2015;142:1572-81.

13. Yablonka-Reuveni Z, Rivera Al. Temporal Expression of Regulatory and Structural Muscle Proteins
during Myogenesis of Satellite Cells on Isolated Adult Rat Fibers. Developmental biology.

1994;164:588-603.

14. Zammit PS, Partridge TA, Yablonka-Reuveni Z. The Skeletal Muscle Satellite Cell: The Stem Cell That
Came in From the Cold. J Histochem Cytochem. 2006;54:1177-91.

15. Millay DP, O’Rourke JR, Sutherland LB, Bezprozvannaya S, Shelton JM, Bassel-Duby R, et al.

Myomaker is a membrane activator of myoblast fusion and muscle formation. Nature. 2013;499:301.

16. Koumans JTM, Akster HA. Myogenic cells in development and growth of fish. Comparative

Biochemistry and Physiology Part A: Physiology. 1995;110:3-20.

17. Gurevich DB, Nguyen PD, Siegel AL, Ehrlich OV, Sonntag C, Phan JMN, et al. Asymmetric division of
clonal muscle stem cells coordinates muscle regeneration in vivo. Science. 2016;353.

doi:10.1126/science.aad9969.

59



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

18. Koumans JTM, Akster HA, Booms RGH, Osse JWM. Influence of fish size on proliferation and
differentiation of cultured myosatellite cells of white axial muscle of carp (Cyprinus carpio L.).

Differentiation. 1993;53:1-6.

19. Gabillard J, Sabin N, Paboeuf G. In vitro characterization of proliferation and differentiation of trout

satellite cells. Cell Tissue Res. 2010;342:471-7.

20. Duran BO da S, Fernandez GJ, Mareco EA, Moraes LN, Salomao RAS, Gutierrez de Paula T, et al.
Differential microRNA Expression in Fast- and Slow-Twitch Skeletal Muscle of Piaractus

mesopotamicus during Growth. PLOS ONE. 2015;10:e0141967.

21. Wang T, Wang X, Zhou H, Jiang H, Mai K, He G. The Mitotic and Metabolic Effects of Phosphatidic
Acid in the Primary Muscle Cells of Turbot (Scophthalmus maximus). Frontiers in Endocrinology.

2018;9:221.

22. Bower NI, Taylor RG, Johnston IA. Phasing of muscle gene expression with fasting-induced

recovery growth in Atlantic salmon. Frontiers in Zoology. 2009;6:1-13.

23. Montserrat N, Gabillard JC, Capilla E, Navarro MI, Gutierrez J. Role of insulin, insulin-like growth
factors, and muscle regulatory factors in the compensatory growth of the trout (Oncorhynchus

mykiss). Gen Comp Endocrinol. 2007;150. doi:10.1016/j.ygcen.2006.11.009.
24. Smyth G, Thorne N, Wettenhall J. limma: Linear Models for Microarray Data User’s Guide. 2004.

25. Hong P, Chen K, Huang B, Liu M, Cui M, Rozenberg |, et al. HEXIM1 controls satellite cell expansion
after injury to regulate skeletal muscle regeneration. The Journal of Clinical Investigation.

2012;122:3873-87.

26. Zhu H, Xiao F, Wang G, Wei X, Jiang L, Chen Y, et al. STAT3 Regulates Self-Renewal of Adult Muscle

Satellite Cells during Injury-Induced Muscle Regeneration. Cell Reports. 2016;16:2102-15.

27. Pallafacchina G, Francois S, Regnault B, Czarny B, Dive V, Cumano A, et al. An adult tissue-specific
stem cell in its niche: A gene profiling analysis of in vivo quiescent and activated muscle satellite cells.

Stem Cell Research. 2010;4:77-91.

28. Alter J, Bengal E. Stress-Induced C/EBP Homology Protein (CHOP) Represses MyoD Transcription to
Delay Myoblast Differentiation. PLoS ONE. 2011;6:e29498.

29. Mohassel P, Rosen P, Casciola-Rosen L, Pak K, Mammen AL. Expression of the Dermatomyositis

Autoantigen TIF1ly in Regenerating Muscle. Arthritis & rheumatology (Hoboken, NJ). 2015;67:266—72.

60



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

30. Wang C, Liu W, Liu Z, Chen L, Liu X, Kuang S. Hypoxia Inhibits Myogenic Differentiation through p53
Protein-dependent Induction of Bhlhe40 Protein. The Journal of Biological Chemistry.

2015;290:29707-16.

31. Wang L, Jia Y, Rogers H, Wu Y-P, Huang S, Noguchi CT. GATA-binding Protein 4 (GATA-4) and T-cell
Acute Leukemia 1 (TAL1) Regulate Myogenic Differentiation and Erythropoietin Response via Cross-

talk with Sirtuin1 (Sirt1). Journal of Biological Chemistry. 2012;287:30157-69.

32. Day K, Shefer G, Richardson JB, Enikolopov G, Yablonka-Reuveni Z. Nestin-GFP reporter expression

defines the quiescent state of skeletal muscle satellite cells. Developmental biology. 2007;304:246-59.

33. Gayraud-Morel B, Pala F, Sakai H. Isolation of muscle stem cells from mouse skeletal muscle.

Methods Mol Biol Clifton NJ. 2017;1556. doi:10.1007/978-1-4939-6771-1_2.

34. Foster RF, Thompson JM, Kaufman SJ. A laminin substrate promotes myogenesis in rat skeletal
muscle cultures: Analysis of replication and development using antidesmin and anti-BrdUrd

monoclonal antibodies. Developmental Biology. 1987;122:11-20.

35. Machado L, Esteves de Lima J, Fabre O. In situ Fixation Redefines Quiescence and Early Activation

of Skeletal Muscle Stem Cells. Cell Stem Cell. 2017;21.

36. Van den Brink SC, Sage F. Single-cell sequencing reveals dissociation-induced gene expression in

tissue subpopulations. Nat Methods. 2017;14. doi:10.1038/nmeth.4437.

37. Alfei L, Maggi F, Parvopassu F, Bertoncello G, Vita R. Postlarval muscle growth in fish: A DNA flow

cytometric and morphometric analysis. 1989.

38. Schultz Edward, Gibson Marcia C., Champion Thomas. Satellite cells are mitotically quiescent in
mature mouse muscle: An EM and radioautographic study. Journal of Experimental Zoology.

1978;206:451-6.

39. Rocheteau P, Gayraud-Morel B, Siegl-Cachedenier |, Blasco MA, Tajbakhsh S. A Subpopulation of
Adult Skeletal Muscle Stem Cells Retains All Template DNA Strands after Cell Division. Cell.
2012;148:112-25.

40. Rodgers JT, King KY, Brett JO, Cromie MJ, Charville GW, Maguire KK, et al. mTORC1 controls the

adaptive transition of quiescent stem cells from GO to GAlert. Nature. 2014;510:393-6.

61



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

41. Pietrosemoli N, Mella S, Yennek S, Baghdadi MB, Sakai H, Sambasivan R, et al. Comparison of
multiple transcriptomes exposes unified and divergent features of quiescent and activated skeletal

muscle stem cells. Skeletal Muscle. 2017;7:28.

42. Hasty P, Bradley A, Morris JH, Edmondson DG, Venuti JM, Olson EN, et al. Muscle deficiency and

neonatal death in mice with a targeted mutation in the myogenin gene. Nature. 1993;364:501.

43. Wagatsuma A, Sakuma K. Mitochondria as a Potential Regulator of Myogenesis. The Scientific

World Journal. 2013;2013:593267.

44. Mourikis P, Sambasivan R, Castel D, Rocheteau P, Bizzarro V, Tajbakhsh S. A Critical Requirement
for Notch Signaling in Maintenance of the Quiescent Skeletal Muscle Stem Cell State. STEM CELLS.
2012;30:243-52.

45. Fukada S, Uezumi A, lkemoto M, Masuda S, Segawa M, Tanimura N, et al. Molecular Signature of

Quiescent Satellite Cells in Adult Skeletal Muscle. STEM CELLS. 2007;25:2448-59.

46. Liu D, Black BL, Derynck R. TGF-B inhibits muscle differentiation through functional repression of

myogenic transcription factors by Smad3. Genes & Development. 2001;15:2950-66.

47.0no'Y, Calhabeu F, Morgan JE, Katagiri T, Amthor H, Zammit PS. BMP signalling permits population
expansion by preventing premature myogenic differentiation in muscle satellite cells. Cell Death and

Differentiation. 2011;18:222-34.

48. Chargé SBP, Brack AS, Hughes SM. Aging-related satellite cell differentiation defect occurs
prematurely after Ski-induced muscle hypertrophy. American Journal of Physiology-Cell Physiology.

2002;283:C1228-C1241.

49. Laker RC, Ryall JG. DNA Methylation in Skeletal Muscle Stem Cell Specification, Proliferation, and
Differentiation. Stem Cells International. 2016;2016:5725927.

50. Rescan P-Y, Montfort J, Fautrel A, Ralliere C, Lebret V. Gene expression profiling of the hyperplastic
growth zones of the late trout embryo myotome using laser capture microdissection and microarray

analysis. BMC Genomics. 2013;14:173.

51. Montfort J, Le Cam A, Gabillard J-C, Rescan P-Y. Gene expression profiling of trout regenerating
muscle reveals common transcriptional signatures with hyperplastic growth zones of the post-

embryonic myotome. BMC Genomics. 2016;17:810.

62



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

52. Toto PC, Puri PL, Albini S. SWI/SNF-directed stem cell lineage specification: dynamic composition
regulates specific stages of skeletal myogenesis. Cellular and molecular life sciences: CMLS.

2016;73:3887-96.

63



Chapitre 1: Les analyses histologiques, transcriptomiques et in vitro réveélent que les précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite sont activés

Figures
GO terms Biological Process Nugrz::: of p-value (B eEi::'jlini)

G0:0006412 translation 84 2,82E-26 8.17E-23
G0:0006119 oxidative phosphorylation 30 7,31E-12 6.63E-9
G0:0042775 mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport 22 3,85E-11 6.56E-9
G0:0000278 mitotic cell cycle 80 2,26E-20 2.18E-17
G0:0000280 nuclear division 51 2,38E-14 1.15E-11
G0:0048285 organelle fission 52 3,10E-14 1.28E-11
G0:0007059 chromosome segregation 20 1,65E-06 1.64E-4
G0:0006260 DNA replication 30 3,83E-05 2.92E-3
G0:0006259 DNA metabolic process 61 2,01E-05 1.67E-3

GO terms Cellular Component Nugr:::: of p-value (Beﬂigfr:ini)
G0:0005840 ribosome 72 1,61E-29 4.51E-27
G0:0030529 ribonucleoprotein complex 102 1,59E-21 1.49E-19
G0:0005739 mitochondrion 211 1,77E-44 9.93E-42
G0:0070469 respiratory chain 29 6,83E-14 2.39E-12
G0:0005839 proteasome core complex 10 3,84E-06 6.74E-5
G0:0000776 kinetochore 16 3,10E-04 4.04E-3
G0:0030017 sarcomere 13 4,64E-02 0.31

Table 1: Functional categories inferred from up regulated genes in JT myogenic
precursors. Table of the most significant Gene Ontology terms in Biological
Process and Cellular Component that were found following functional enrichment
analysis (DAVID Software 6.7) among genes up regulated in JT myogenic
precursors.
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Figure 1: Quantification of satellite cells proliferation in hyperplasic and non-
hyperplasic muscle of trout (A) Muscle cross sections stained with anti-laminin
(red) and anti-BrdU (green) in trout of 2g, 500g and of 3-weeks fasted trout (5g).
Nuclei were counter-stained with DAPI (blue) (scale bar = 20um). (B)
Quantification of BrdU positive nuclei (% #SD) in satellite cells position, (under the
basal lamina), in white muscle of trout weighing 2g, 500g and of 3-weeks fasted
trout weighing 5g. Different letters indicates a significant difference between
means (Kruskal-Wallis and Dunn’s multiple comparisons test; p-value < 0.05; n =
5).
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luster 1

luster 2

Figure 2: Hierarchical clustering of differentially expressed genes between JT
myogenic precursors and FJT and AT myogenic precursors. Each row represents the
expression pattern of a single gene and each column corresponds to a single
sample: columns 1 to 5: JT myogenic precursors sampled; columns 6 to 10: FIT
myogenic precursors sampled; and columns 11 to 15: AT myogenic precursors
sampled. The expression levels are represented by colored tags, with red
representing the highest levels of expression and blue representing the lowest
levels of expression.
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Figure 3: Hierarchical clustering of differentially expressed cell cycle genes between
JT myogenic precursors and FIT and AT myogenic precursors. Each row represents
the expression pattern of a single gene and each column corresponds to a single
sample: columns 1 to 5: JT myogenic precursors sampled; columns 6 to 10: FJT
myogenic precursors sampled; and columns 11 to 15: AT myogenic precursors
sampled. The expression levels are represented by colored tags, with red
representing the highest levels of expression and blue representing the lowest
levels of expression.
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Figure 4: Hierarchical clustering of differentially expressed myogenic genes
between JT myogenic precursors and FIJT and AT myogenic precursors. Each row
represents the expression pattern of a single gene and each column corresponds
to a single sample: columns 1 to 5: JT myogenic precursors sampled; columns 6 to
10: FJT myogenic precursors sampled; and columns 11 to 15: AT myogenic
precursors sampled. The expression levels are represented by colored tags, with
red representing the highest levels of expression and blue representing the lowest
levels of expression.
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Figure 5: Proliferation rate of JT, FIT and AT myogenic precursors after 2, 5, 8, 11
days of plating (D2, D5, D8 and D11). Each point represents the mean (% +SD) of
BrdU positive nuclei ratio for each condition at D2, D5, D8 and D11. Different
letters indicates a significant difference between means (two-way ANOVA and
Tukey’s multiple comparisons test; p-value <0.05;,n > 5).
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Figure 6: Differentiation rate of JT, FIT and AT myogenic precursors after 2, 5, 8, 11
days in culture (D2, D5, D8 and D11). Each point represents the mean (% +SD) of
the percentage of nuclei contained in MyHC positive cells for each condition at
D2, D5, D8 and D11. Different letters indicates a significant difference between
means (two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparisons test; p-value < 0.05; n
>6).
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Figure 7: Quantification of the expression of myogenin and myomaker in JT, FIT and
AT myogenic precursors. Each bar represents the mean (AU #SD) of the expression
of myogenin (A) and myomaker (B) normalized by the expression mean of 18S as
referential gene for each condition at D2 and D8. Different letters indicates a
significant difference between means (two-way ANOVA and Tukey’s multiple
comparisons test; p-value < 0.05; n > 4).

Supplemental data file 1: Differentially expressed genes in myogenic precursors from hyperplastic
muscle vs non hyperplastic muscle. Heat map file for Java treeview visualisation of hierarchical
clustering of differentially expressed genes in JT myogenic precursors from hyperplastic muscle vs non
hyperplastic muscle (FJT and AT). (CDT 496 ko).
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Chapitre 2 : Des signatures transcriptomiques distinctes sont associées aux différences de
comportement in vitro des précurseurs myogéniques issus de truites juvéniles a jeun et adultes

Chez un grand nombre de poissons téléostéens comme la truite, la croissance globale et
musculaire est continue (Mommsen, 2001). Contrairement aux mammiferes, la croissance
post-larvaire des poissons résulte d'une hypertrophie et d’une hyperplasie. Aprés la
maturation sexuelle, le muscle de la truite adulte ne présente plus de croissance

hyperplasique, seule persiste la croissance hypertrophique (Rescan et al., 2015).

Les cellules souches musculaires sont nécessaires a la formation de nouvelles fibres. Ces
cellules sont quiescentes dans le muscle de mammifére adulte. Dans le chapitre précédent,
nous avons montré que les précurseurs myogéniques extraits de muscle de truite en
croissance hyperplasique sont dans un état activé contrairement aux précurseurs
myogéniques extraits de muscle non-hyperplasique. Les précurseurs myogéniques extraits de
truites adultes (AT) ainsi que les précurseurs myogéniques extraits de truites juvéniles a jeun
(FJT) présentaient, eux aussi, un transcriptome caractéristique d’un état de quiescence.
Curieusement, les analyses in vitro montrent des capacités de prolifération et de
différenciation différentes entre les précurseurs myogéniques extraits de truites adultes et
ceux de truites juvéniles a jeun. En effet, les précurseurs myogéniques AT présentent une
capacité de prolifération nettement supérieure a celle des précurseurs myogéniques FJT,

alors que leur capacité de différenciation est tres faible.

L’objectif de ce chapitre est donc d’identifier des signatures transcriptomiques associées aux
différences de comportement in vitro. A cet effet, nous caractériserons de maniere
approfondie le transcriptome spécifique des précurseurs myogéniques AT et des précurseurs

myogéniques FJT.
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2.1. Les précurseurs myogéniques quiescents extraits de
muscle adulte et de truites juvéniles a jeun ont une signature
transcriptomique spécifique.

Dans le chapitre 1, I'analyse transcriptomique réalisée entre les précurseurs myogéniques FJT
et AT, révélait seulement 64 genes différentiellement exprimés avec des conditions tres
stringentes (FDR de 0,001). Pour mieux caractériser leurs différences, sur le plan
expressionnel, nous avons décidé d’abaisser le seuil du FDR (p<0,05 ; gestion des faux positifs)
et de ne garder que les genes différentiellement exprimés avec un fold change supérieur ou
égale a 1,5. Ainsi, cette nouvelle analyse différentielle a identifié 806 genes différentiellement

exprimés entre les précurseurs myogéniques AT et FJT.

Ces geénes différentiellement exprimés ont été, par la suite, regroupés en fonction de la
similarité de leur profil d’expression. Cette classification hierarchique (figure 11) montre deux
sous clusters principaux: le cluster 1, composé de 531 génes sous-exprimés dans les
précurseurs myogéniques FIT et surexprimé dans les précurseurs myogéniques AT, et le

cluster 2, composé de 275 genes surexprimés dans les précurseurs myogéniques AT.
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Figure 11 : Cluster hiérarchique des génes différentiellement exprimés entre les
précurseurs myogéniques FJT et les précurseurs myogéniques AT. Chaque ligne
représente le profil d'expression d'un gene unique et chaque colonne correspond a
un seul échantillon : colonnes 1 a 5 : précurseurs myogéniques FJT échantillonnés
; colonnes 6 a 10 : précurseurs myogéeniques AT échantillonnés. Les niveaux
d'expression sont représentés par des balises colorées, le rouge représentant les
niveaux d'expression les plus élevés et le bleu les niveaux d'expression les plus bas.
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2.2. Les précurseurs myogéniques provenant des truites
juvéniles a jeun sur-expriment des génes associés a la
différenciation myogénique.

'analyse d’enrichissement fonctionnel DAVID des 242 génes éligibles (référencés dans
DAVID) du Cluster 1 a révélé un enrichissement significatif (tableau 1) en genes impliqués
dans I'adhésion cellulaire (p value = 8,7.10-6), le développement du muscle (p value = 2,9 10-
6), la différenciation musculaire (p value = 1,9 10-2) ainsi que dans l'organisation des
projections cytoplasmiques (p value = 3,1 10-4). Parmi les catégories fonctionnelles inférées
des genes surexprimés chez les précurseurs myogéniques FJT, nous avons trouvé les GO

termes ; myofibrille (p value = 1,1 10-4) et matrice extracellulaire (p value = 7,1 10-4).

. . Nombre de

Processus Biologique (GO) S p-value
G0:0007155 |cell adhesion 25 8,68E-06
G0:0007517 |muscle organ development 14 2,94E-06
G0:0014706 |striated muscle tissue development 9 1,37E-04
G0:0042692 | muscle cell differentiation 6 0,019
G0:0031346 | positive regulation of cell projection organization 6 3,12E-04

Composant Cellulaire (GO) Nog:\ekr)]r:s‘de p-value
G0:0030016 | myofibril 9 1,15E-04
G0:0031012 |extracellular matrix 14 7,08E-04

Tableau 1 : Catégories fonctionnelles déduites des génes sous-exprimés dans les
précurseurs myogéniques AT et surexprimés dans les précurseurs myogéniques FJT.
Tableau des termes les plus significatifs de GO (Gene Ontology) dans la catégorie
processus biologique et composant cellulaire qui ont été trouvés a la suite d'une
analyse d'enrichissement fonctionnel (logiciel DAVID 6.7) parmi les génes du
Cluster 1.

De maniére surprenante, I'analyse différentielle ne réveéle pas d’enrichissement significatif en
genes impliqués dans le métabolisme. Ces résultats soulignent que le métabolisme des
précurseurs myogeéniques est équivalent pour les précurseurs myogéniques FJT et AT. Chez
les mammiferes, il a été montré que I'activité métabolique des cellules satellites quiescentes

est réduite (Montarras et al., 2013), en accord avec |'activité mitochondriale restreinte des AT
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et FJT déduite de l'analyse transcritomique des 3 conditions (chapitre 1). Cette activité
métabolique faible et équivalente étaye l'idée d’'un état quiescent des précurseurs

myogéniques provenant de truites adultes et juvéniles a jeun.

Nos analyses d’enrichissement fonctionnel montrent, qu’aprés 24H en culture, les
précurseurs myogéniques FJT, bien qu’en quiescence (chapitre 1), sur-expriment un nombre
non négligeable de génes associés a la myogenése comparé aux précurseurs myogéniques AT.
Ces résultats sont en cohérence avec les analyses in vitro, présentées dans la figure 12A et
dans le chapitre 1. lls révélent que les précurseurs myogéniques AT ont de faibles capacités
de différenciation tout au long de la culture cellulaire. En revanche, les précurseurs
myogéniques FJT semblent présenter un démarrage de la différenciation aprés 11 jours en
culture. Pour valider ce redémarrage de la différenciation, nous avons mesuré 'expression de
MyoD (myod1 et myod2) qui est un facteur de régulation myogénique précoce essentiel a la
différenciation des précurseurs myogéniques (Rudnicki et al.; Cornelison et al., 2000; Berkes
and Tapscott, 2005; de Almeida et al., 2010). Nos résultats de gPCR montrent clairement que,
si I'expression des génes codant myodl et myod2 (figure 12B) augmente de maniere
significative entre J2 et J8 dans les précurseurs myogéniques FIT, il n’en va pas de méme pour
les précurseurs myogéniques AT. De plus, I'expression de myogénine et de myomaker,
impliqués plus en aval dans le processus de différenciation, augmente entre J2 et J8
uniquement dans les précurseurs myogéniques FJT (Figure 7 Chapitre 1). L'ensemble de ces
résultats attestent que les précurseurs myogéniques de truite juvénile a jeun bien que dans
un état de quiescence, maintiennent une expression de genes myogéniques, contrairement
aux cellules issues de truites adultes, qui pourrait expliquer leur meilleure capacité

myogénique in vitro.
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Figure 12 : Capacités de différenciation des précurseurs myogéniques FIT et AT en
culture. A) Image représentant les précurseurs myogéniques FIT et AT apres 2, 8
et 11 jours en culture, les cellules différenciées sont visualisées a I'aide d’un
marquage anti-MyHC (vert). Les noyaux ont été contre-colorés avec DAPI (bleu)
(barre d'échelle = 20um). B) Quantification de l'expression de myod1 et myod?2
dans les précurseurs myogéniques JT, FIT et AT. Chaque barre représente la
moyenne (UA #SD) de l'expression de myodl et myod2 normalisée par la
moyenne d'expression du géne codant 185 comme géne de référence pour
chaque condition a J2 et J8. Des lettres différentes indiquent une différence
significative entre les moyennes (ANOVA 2 voies suivi du test des comparaisons
multiples de Tukey ; p-value < 0,05, n>4).
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2.3. Les précurseurs myogéniques extraits du muscle de Ia
truite adulte sur-expriment les genes liés au cycle cellulaire

'analyse d’enrichissement fonctionnel DAVID des 143 genes éligibles du Cluster 2 montre
(tableau 2) un enrichissement significatif en genes impliqués dans la mitose (p value = 2,0 10-
8), le cycle cellulaire (p value = 2,4 10-6) et la ségrégation des chromosomes (p value = 6,7 10-
5). Par exemple, les génes codant la cycline B1 (ccnb1), la cycline dépendante kinase 1 (cdk1),
la kinase aurora A (aurka) et 'homologue cdc20 (également présenté dans la figure 13) sont
surexprimés dans les précurseurs myogéniques AT comparés aux précurseurs myogénigues
FJT. Ainsi, bien que le transcriptome des précurseurs myogénique AT signe clairement un état
de quiescence (chapitre 1), la surexpression de génes impliqués dans la division cellulaire est
en cohérence avec les résultats d’analyse in vitro présentés dans le chapitre 1. Ces derniers
indiquent, en effet, que la capacité de prolifération des précurseurs myogéniques AT est

supérieure a celle des FJT.

. . Nombre de
Processus Biologique (GO) - p-value
G0:0000279 M phase 17 2,00E-08
G0:0007067 mitosis 13 3,94E-07
G0:0007049 cell cycle 22 2,36E-06
G0:0007059 chromosome segregation 7 6,71E-05

Tableau 2 : Catégories fonctionnelles déduites des génes sur exprimés dans les
précurseurs myogéniques AT et sous exprimés dans les précurseurs myogéniques
FIT. . Tableau des termes les plus significatifs de GO (Gene Ontology) dans la
catégorie processus biologique qui ont été trouvés a la suite d'une analyse
d'enrichissement fonctionnel (logiciel DAVID 6.7) parmi les génes du Cluster 2.
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Figure 13 : Cluster hiérarchique des genes du cycle cellulaire différentiellement
exprimés entre les précurseurs myogéniques FIT et AT. Chaque ligne représente le
profil d'expression d'un géne unique et chaque colonne correspond a un seul
échantillon : colonnes 1 a 5 : précurseurs myogéniques FJT échantillonnés ;
colonnes 6 a 10 : précurseurs myogéniques AT échantillonnés. Les niveaux
d'expression sont représentés par des balises colorées, le rouge représentant les
niveaux d'expression les plus élevés et le bleu les niveaux d'expression les plus bas
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En conclusion, I'ensemble des résultats du chapitre 1 et de ce chapitre montent que les
précurseurs myogéniques AT et FJT sont tres similaires, et notamment du point de vue du
métabolisme et de I'expression des marqueurs de quiescence, mais présentent des capacités

de prolifération et de différenciation différentes.

Ainsi, malgré un métabolisme comparablement bas chez les précurseurs FIT et AT, les
précurseurs myogéniques FJT expriment de nombreux génes associés a la myogenese, en
cohérence avec leur capacité myogénique in vitro supérieure (chapitre 1). Réciproquement, la
capacité de prolifération, plus forte, des précurseurs de muscle adulte (AT), observée in vitro,
est associée a une surexpression de régulateurs du cycle cellulaire. Ainsi, I'analyse
approfondie du transcriptome des précurseurs myogéniques quiescents de muscle adulte et

juvénile a jeun permet d’expliquer les différences de comportement in vitro.
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L'hyperplasie musculaire nécessite des cellules souches musculaires, aussi appelées cellules
satellites (Mauro, 1961). Une fois activées pendant le développement, la croissance ou suite a
une lésion musculaire, ces précurseurs myogéniques proliferent et se différencient pour
former de nouvelles myofibres (Miller et al.,, 1998; Dumont et al, 2015a). Nous avons
caractérisé, dans le premier chapitre, les propriétés intrinseques des précurseurs
myogéniques activés provenant de truites juvéniles en croissance hyperplasique. L'activation
des précurseurs myogéniques est régulée par I'expression coordonnée de transcrits, qui

peuvent étre eux-mémes régulés par des miARN (cf introduction bibliographique).

Les miARN sont de petits ARN non codants, régulant négativement I'expression des génes au
niveau post-transcriptionnel (Bartel, 2004). Les miARN sont reconnus et pris en charge par le
complexe appelé RISC et se lient, le plus souvent, a la région non traduite 3' (3'-UTR) de
I’ARNm cible, induisant soit l'inhibition de la traduction des protéines, soit le clivage de

I'ARNm (MacFarlane and Murphy, 2010b).

Chez les mammiféres, de nombreux miARN sont exprimés dans le tissu musculaire. En raison
de leur expression musculaire spécifique, les miARN miR-1, miR-133a, miR-133b et miR-206
sont aussi appelés myo-miRs. Leur expression est régulée par les MRF, tels que MyoD et la
Myogénine, ainsi que par le facteur de réponse sérique (SRF) et MEF2 (Chen et al., 2005; Liu
et al., 2007; Koutalianos et al., 2015). L'expression de certains de ces myo-miRs est induite
pendant la différenciation des cellules musculaires, (Chen et al., 2005; Kim et al., 2006;
Koutsoulidou et al., 2011), alors que d’autres, tels que miR-489, miR-195 et miR-497 (Cheung

et al., 2012b; Sato et al., 2014), maintiennent les précurseurs myogénigues en quiescence.

Des analyses de génomique comparatives, sur plusieurs espéces de poissons, ont révélé que
les régions du génome, ou se trouvent les myo-miRs, sont fortement conservées au cours de
I"évolution. Ceci suggére une conservation de leur fonction (Nachtigall et al., 2014). Chez les
poissons, peu de données sont disponibles concernant le role des miARN dans la croissance
musculaire ou la myogenese. Chez le tilapia (Oreochromis niloticus) il a été montré, par
exemple, que miR-206 freine la croissance musculaire en ciblant I'lGF-1 dans la région 3'-UTR

de son messager (Yan et al., 2013).
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L'objectif de ce chapitre est, dans un premier temps, d’identifier les miARN régulés dans les
précurseurs myogéniques activés et quiescents de la truite, permettant ainsi de compléter les
données expressionnelles présentées dans le chapitre 1. Dans un second temps, nous avons
réalisé une méta-analyse entre les résultats du transcriptome et du miRnome, afin d’identifier
de nouveaux couples miARN-ARNm cibles potentiellement impliqués dans I'activation ou la
quiescence des précurseurs myogéniques de la truite. Récemment, un répertoire de miARN
d’'une grande variété de tissus a été publié permettant de réaliser des études haut débit
(Juanchich et al., 2013). En utilisant ce répertoire, nous avons identifié, par une approche non
dédiée, I'ensemble des miARN régulés différentiellement dans les précurseurs myogénigues

extraits de truites juvéniles (JT), juvéniles a jeun (FJT) et de truites adultes (AT).
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3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Animaux

Des truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) pesant entre 2g et 2kg ont été élevées a 12 h de
lumiere : 12 h de photopériode sombre a une température de 12 + 1 °C dans un systéme d’eau
recirculée, situé dans le Laboratoire de Physiologie et de Génomique des Poissons (LPGP). Les
poissons étaient soit nourris tous les jours ad libitum avec un régime commercial, soit mis a jeun

pendant 3 ou 4 semaines.

3.1.2. Isolement des précurseurs myogéniques de la truite

Pour toutes les études, les précurseurs myogéniques ont été isolés a partir de truites juvéniles (5g,
JT), de truites juvéniles a jeun (5g, FJT) et de truites adultes (1,5-2kg, AT) comme décrit
précédemment (Gabillard et al.,, 2010). Les précurseurs myogéniques, ainsi isolés, ont été

Y . 2
ensemencés a raison de 80 000 cellules par cm*”.

3.1.3. Hybridation du microréseau de miARN et traitement des données

Les cellules ont été lysées via 'utilisation du Tri reagent (T9424, Sigma), ’ARN total a été extrait
selon les instructions du fournisseur. Nous avons utilisé le microréseau décrit dans Juanchich et al
(2013)(plate-forme GPL21776). Du fait de la trés forte conservation des miARN chez les vertébrés,
la plateforme a été congue pour contenir 3800 miARN uniques de 13 especes de vertébrés avec 16
oligo-sondes pour chagque miARN. 100 ng d'ARN total des cellules ont été déphosphorylé pendant
30 minutes a 37°C, puis dénaturés avec du diméthylsulfoxyde pendant 7 minutes a 100°C. L'ARN a
été marqué par la cyanine 3-pCp en utilisant la ligase T4 pendant 2 h a 16°C. La purification a été
effectuée a I'aide de colonnes Micro Bio-Spin afin d’éliminer la cyanine 3-pCp libre. L'ARN a ensuite
été hybridé aux lames avec le Spike-In a 55°C, 20 rpm pendant 20 h. Les lames ont été lavées et
immédiatement scannées a l'aide d'un scanner Agilent DNA Microarray Scanner (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). L'intensité du signal a été quantifiée a I'aide du logiciel Feature

Extraction (Agilent v10.7.3.3.1). Les données ont alors été traitées a |'aide du logiciel GeneSpring
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(Agilent v.11.5.0) en utilisant les valeurs de GmedianSignal. Enfin, les données ont été normalisées a

I'aide de la méthode des quantiles.

3.1.4. Analyse statistique

Une analyse ANOVA avec correction de Benjamin-Hochberg a été effectuée pour détecter les
miARN différentiellement exprimés du microréseau dans les trois conditions. Tous les échantillons
ont été testés les uns par rapport aux autres, avec une p-value corrigée inférieure ou égale a 0.05.
Pour l'analyse de clustering, les données ont été centrées sur la médiane et un regroupement
hiérarchique non supervisé a été effectué a l'aide du logiciel CLUSTER, puis visualisé a l'aide de
TREEVIEW. Sont considérés comme différentiels, les miARN pour lesquels au moins 50% des oligo-
sondes correspondantes présentent une expression significativement différente dans au moins

I"une des trois conditions.

3.1.5. Méta-analyses

Pour élargir la liste des cibles potentielles des miARN, nous avons ré analysé les données
d’expression génique du chapitre 1 avec la méme méthode mais avec une p-value corrigée plus

élevée (P-val<0,01 contre P-val<0,001 dans le chapitre 1).

Les ARNm cibles sur le génome de la truite ont été prédits a I'aide de I'algorithme miRanda (score
d’hybridation minimum : 170) pour les miARN candidats. Les ARNm cibles prédits ont été ensuite
sélectionnés sur la base de leur profil d’expression issu des puces ARN (chapitre 1). Ainsi, seuls les
ARNm cibles, dont le profil d’expression est inverse a celui du miARN testé et dont I’hybridation

prédite se trouve dans la région 3’UTR, ont été sélectionnés.
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3.2. Résultats-Discussion

3.2.1. ’analyse du miRnome montre trois signatures d’expressions
spécifiques  dans les précurseurs myogéniques extraits de truites
juvéniles (JT), juvéniles a jeun (FJT) et adultes (AT).

’analyse du microréseau nous a permis d’identifier 101 miARN différentiellement exprimés, dans
au moins une condition, chez les précurseurs myogéniques provenant de truite juvéniles (JT),
juvéniles a jeun (FJT) et adultes (AT). Le clustering hiérarchique, présenté dans la figure 14, permet
de visualiser 3 clusters principaux: le cluster 1 (38 miARN uniques) correspond aux mMiARN
surexprimés dans les précurseurs myogénigues provenant de muscle en croissance hyperplasique
(JT) comparés aux précurseurs myogéniques provenant de muscle non-hyperplasique (FJT et AT). Le
cluster 2 (25 mIARN uniques) correspond aux mMIiARN surexprimés dans les précurseurs
myogéniques provenant de truites juvéniles (JT et FJT) comparés aux précurseurs myogéniques
provenant de truites adultes (AT). Et, le cluster 3 (39 miARN uniques) correspond aux miARN
surexprimeés dans les précurseurs myogéniques extraits de muscle non-hyperplasique (FIT et AT)
comparés aux précurseurs myogéniques JT provenant de muscles en croissance hyperplasique.
Ainsi, les précurseurs myogéniques extraits des 3 conditions (JT, FIT et AT) ont une signature

expressionnelle des miARN qui leur est spécifique.
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Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Figure 14 : Regroupement hiérarchique des miARN exprimés de fagon différentielle dans
les précurseurs myogéniques JT, FIT et AT. Chaque ligne représente le profil d'expression
des miARN et chaque colonne correspond & un seul échantillon JT (colonnes de 1 a 5),
FIT (colonnes de 6 a 10) et AT (colonnes de 11 a 17). Les niveaux d'expression sont
représentés par des couleurs différentes, le rouge indiquant les niveaux d'expression les
plus élevés et le bleu les plus bas.
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3.2.2. Les précurseurs myogéniques issus de muscle hyperplasique sur-
expriment des miARN spécifiques de I’état activé

Parmi les miARN composant le cluster 1 (tableau 3), nous avons noté un enrichissement en miARN
connus pour étre impliqués dans la différenciation myogénique et la prolifération des précurseurs
myogéniques tels que miR-206, miR-29, miR-181, miR-221, miR-222 et miR-106 (Kim et al., 2006;
Naguibneva et al., 2006; Cardinali et al., 2009; Eisenberg et al., 2009; Dey et al., 2011; Wei et al,,
2013; Koutalianos et al., 2015; Mok et al., 2017).

Parmi les miARN du cluster 1 nous trouvons le miR-181b qui est également surexprimé dans les
précurseurs myogéniques différenciés de la truite aprés restauration de la méthionine dans le
milieu de culture (Latimer et al., 2017). Le miR-142-3p est également surexprimé dans les
précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogéniques FIJT et AT. Or, le knock-down
de miR-142-3p induit des défauts dans la somitogenese chez le poisson zebre, se traduisant par des
défauts d’alignements des fibres musculaires notamment (Nishiyama et al., 2012). Par ailleurs,
parmi les miARN du cluster 1 on trouve miR-17 et miR-20 précédemment décrits comme fortement
exprimés dans les myoblastes en prolifération et inhibant la différenciation chez les mammiferes

(Tang et al., 2017).

D’une maniére générale, on observe au sein du cluster 1 des miARN exprimés dans des précurseurs
myogéniques activés, connus pour réguler soit la prolifération, soit la différenciation. Ainsi, le profil
d’expression de ces miRNAs est cohérent avec les résultats du chapitre 1, montrant un état activé

des précurseurs myogéniques provenant de muscle hyperplasique (JT).
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Clusterl Cluster2 Cluster3
miR-106 miR-29d let-7d-5p miR-301c-3p |[let-7a-5p miR-192-5p
miR-1207-5p miR-3162-5p |miR-103 miR-454-3p  |let-7b-5p miR-215-5p
miR-1233-5p miR-324-3p  |miR-107 miR-93 let-7¢ miR-2188-5p
miR-1260a miR-4286 miR-10b-5p miR-99a-5p |let-7e miR-22a-3p
miR-142-3p miR-4299 miR-130b-3p let-7f-5p miR-23a-3p
miR-17-5p miR-4443 miR-130b-5p let-7g miR-24b-3p
miR-17a-5p miR-4721 miR-130c-3p let-7k-5p miR-25-3p
miR-181b-5p miR-494-3p  miR-133b miR-100-5p miR-26a-5p
miR-1897-3p miR-5100 miR-1-3p miR-101a-3p miR-26b-5p
miR-193a-3p miR-5109 miR-16-5p miR-101b miR-30a-3p
miR-197-5p miR-5739 miR-18a miR-10a-5p miR-30a-5p
miR-19a-3p miR-6165 miR-196a-5p miR-10c-5p miR-30c-5p
miR-19b-3p miR-6243 miR-199a-3p miR-126-5p miR-30e-3p
miR-205-5p miR-6368 miR-199a-5p miR-126a-3p miR-338-3p
miR-206 miR-652-5p  |miR-199b-5p miR-126b-3p miR-365a-3p
miR-20a-5p miR-939-5p | miR-214-3p miR-139-5p miR-451a
miR-20b-5p miR-218a miR-143-3p miR-462
miR-21 miR-223-3p miR-145-5p miR-99
miR-221-3p miR-23b-3p miR-150-5p
miR-222a-3p miR-27b-3p miR-15a
miR-290 miR-301a-3p miR-181a

Tableau 3 : miARN différentiellement exprimés et présents dans I'un des trois clusters
identifiés par I'analyse de clustering.

3.2.3. Une signature expressionnelle des miARN spécifique liée a I’dge de
I’'animal.

Le clustering des miARN nous a permis de mettre en lumiere un groupe de miARN (cluster 2),
surexprimés dans les précurseurs myogéniques extraits d’animaux juvéniles (JT et FJT) comparés
aux précurseurs myogéniques provenant de truites adultes (AT). Ce cluster 2 regroupe des miARN
impligués dans la régulation de la différenciation myogénique, tels que miR-1, miR-133b, miR-27b,
miR-103, miR-16 et miR-214-3p (Flynt et al., 2007; Juan et al., 2009; Mishima et al., 2009; Dmitriev
et al., 2013; Lozano-Velasco et al., 2015). Notons que, parmi les miARN composant ce cluster 2,
miR10b et 196 ont un profil d’expression légerement différent. En effet, ces miARN sont
surexprimés dans les précurseurs myogéniques FJT comparés aux précurseurs myogéniques JT et
AT. Ceci suggere une régulation de I'expression de ces miARN liée au jeline. En cohérence avec les

résultats décrits dans le chapitre 2, qui montrent un enrichissement en génes associés a la
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myogenese dans les précurseurs myogéniques FJT comparés aux AT, I'analyse du cluster 2 montre
que les précurseurs myogéniques issus d’animaux juvéniles partagent une expression commune

d’un grand nombre de miARN, pour partie, associée a la différenciation myogénique.

3.2.4.Les miARN connus pour étre impliqués dans [I’inhibition de la
différenciation myogénique sont surexprimés dans les précurseurs
myogéniques extraits de muscle non-hyperplasique de truite

Le troisieme groupe de miARN, dont les profils d’expressions sont similaires (cluster 3), regroupe les
MiARN surexprimés dans les précurseurs myogéniques AT et FJT comparés aux précurseurs
myogéniques JT. Comme nous pouvions nous y attendre, le cluster 3 regroupe un certain de
nombre de miARN (tableau 3) impliqués dans l'inhibition de la différenciation des précurseurs
myogéniques, comme miR-139-5p, miR-192, miR-30, miR-101, miR-126 et miR-143 (Mi et al., 2014,
Li et al., 2015; Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2016; Xu et al., 2018). Plus précisément, miR-101 et
miR-126 sont connus pour réprimer |'expression des facteurs de régulation myogéniques, tels que
Myf5, MyoD ou la Myogenine (Rivas et al., 2014; Wu et al., 2017). Au sein du cluster 3, nous avons
également identifié des miARN fortement exprimés dans les précurseurs AT appartenant aux
familles de miARN let-7, miR-126, miR-100, miR-22, miR-23a et miR-30. Ces observations sont en
accord avec les données de la littérature, puisque I'expression de ces familles de miARN augmente
avec I'age dans les précurseurs myogéniques et/ou dans le muscle chez les mamiféres (Sato et al.,
2014; Jun-Hao et al.,, 2016). L'ensemble de ces résultats suggérent ainsi une signature forte de
répression des voies de différenciation par les miRNAs, dans les précurseurs myogéniques issus de

muscle non-hyperplasique.

Pour conclure, I'ensemble de nos résultats sur le miRnome des précurseurs myogéniques des trois
conditions sont en cohérence avec I'ensemble des analyses décrites dans les précédents chapitres.
En effet, les précurseurs myogéniques issus de muscle hyperplasiques (JT) sur-expriment les miARN
associés a un état activé, caractérisé dans le chapitre 1, comparés aux précurseurs myogeéniques
issus de muscle non-hyperplasique (FIT et AT). Etonnamment, dans les précurseurs myogéniques
nous pouvons constater une signature expressionnelle d’'un grand nombre de miARN liée a I'age :
juvénile versus adulte. Ainsi, 'analyse du miRnome permet de préciser et d’appréhender, plus

finement, les propriétés intrinséques de nos précurseurs myogéniques.
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3.2.5. Identification de couples miARN-ARNm cible potentiellement impliqués
dans l'activation et la quiescence des précurseurs myogéniques chez la
truite.

L’analyse transcriptomique avec un seuil du FDR (gestion des faux positifs) augmenté a 1%, a révélé
5308 genes différentiellement exprimés entre les précurseurs myogéniques issus de muscle
hyperplasique (JT) comparés aux précurseurs myogéniques issus de muscle non-hyperplasique (FIT

et AT).

Les cibles potentielles des miARN ont été prédites avec l'algorithme miRanda, en utilisant la
derniere annotation du génome de la truite (GCF_002163495.1). Ensuite, seules les cibles
potentielles, dont le profil d’expression était inverse a celui du miARN testé, ont été sélectionnées.
A l'aide de cette stratégie, 178 couples miARN-ARNm cible ont été trouvés (figure 15), avec 1 a 9

cibles potentielles par miARN.
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JT vs (AT et FJT) JT vs (AT et FJT) JT vs (AT et FJT) JT vs (AT et FJT)
miARNS sur-exprimés ARNmM sous-exprimés | miARNSs sous-exprimés ARNmM sur-exprimeés

Cibles potentielles prédites Cibles potentielles prédites
miRanda miRanda
v v

109 couplesmiARN-ARNmM
potentiels associés a
I'activation des précurseurs
myogéniques chez la truite

69 couples miARN-ARNm
potentiels associés a la
quiescence des précurseurs
myogéniques chez la truite

Figure 15: Stratégie utilisée pour la prédiction in silico des cibles des miARN par
I'utilisation des données du transcriptome et du miRnome.

Parmi ceux-ci, 109 couples miARN-ARNm cible correspondent a des miARN (36 uniques)
surexprimés (cluster 1) et des génes (73 uniques) sous exprimés dans les précurseurs myogénigues
JT comparés aux précurseurs myogéniques AT et FJT. Ces couples sont donc associés a des

précurseurs myogénigues dans un état activé (tableau 4).

Les 69 autres couples miARN-ARNm cible correspondent a des miARN (24 unigues) sous-exprimés
(cluster 3) et des genes (48 uniques) surexprimés dans les précurseurs myogéniques JT comparés
aux précurseurs myogéniques AT et FJT. Ces couples sont donc associés a la quiescence des

précurseurs myogéniques (tableau 5).

Ainsi, a la lumiere de leur profil d’expression, parmi ces couples miARN-ARNm cible associés a |'état
d’activation, nous trouvons le miR-6165, et une de ses cibles, le géne ski-like protein. Le miR-6165
est surexprimé dans les précurseurs myogéniques provenant de muscle en croissance
hyperplasique (JT), alors que ski est faiblement exprimé dans ces conditions. Or, il a été montré,
d’une part, que I'expression de ski est plus faible chez les souris jeunes et, d’autre part, que la
surexpression du transgene codant une protéine ski tronquée induit une hypertrophie des fibres

musculaires (Sutrave et al.,, 1990; Leferovich et al.,, 1995; Chargé et al., 2002). Ces résultats
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suggérent que le couple miR-6165/ski serait fonctionnel chez la truite et régulerait I'hypertrophie

des fibres.

Parmi les couples miARN-ARNm cible potentiellement impliqués dans la quiescence nous trouvons
le miR-101a-3p et I'une de ses cibles potentielles est follistatin-related protein 1-like. Le miR-101a-
3p est surexprimé dans les précurseurs myogéniques provenant de muscle non-hyperplasique (AT
et FJT) et il a été montré que mir-101 est un inhibiteur de la différenciation dans les C2C12. Il
inhibe I'expression de MyoD et de la Myogénine (Wu et al., 2017). Nos analyses, in silico, révelent
que follistatin-related protein 1-like pourrait étre une cible de mir-101a-3p. Nous avons observé que
son expression est sous-exprimée dans les précurseurs myogéniques provenant de muscle non-
hyperplasique (AT et FJT). La Follistatine like 1 (fstl1) est une glycoprotéine sécrétée, de la famille
de la Follistatine, connue pour favoriser le développement musculaire en bloguant I'action de la
myostatin, un puissant inhibiteur de la croissance musculaire (Lee and McPherron, 2001; Hill et al.,
2002; Amthor et al., 2004). La fonction de fst/1, dans la physiologie du muscle, est peu connue.
Cependant, une étude récente a montré que |'expression de fstll est induite, aprés ajout dans le
milieu de culture de cytokines pro-inflammatoires, et augmente avec la différenciation dans les
myoblastes humains (Gorgens et al., 2013). De plus, la surexpression de la follistatin related protein
1-like, chez la perche, induirait I'activation des précurseurs myogéniques, une augmentation de
I"hyperplasie et serait associée a une diminution de I'expression de la myostatine (W. Chu et al.,
2016). L'expression du miR-101a-3p pourrait, de ce fait, inhiber I'expression de la follistatine-related
protein 1-like chez la truite, et avoir ainsi un effet inhibiteur sur l'activation des précurseurs

myogéniques et sur la croissance musculaire.

Deés lors, la méta-analyse a permis d’identifier de nouveaux couples potentiels miARN-ARNm cible
associés a |'état activé et de quiescence des précurseurs myogéniques chez la truite. Des analyses

complémentaires seront nécessaires pour confirmer le réle de ces nouvelles voies de régulation.
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activés et quiescents des précurseurs myogéniques de la truite

MiARN ARNmM Nom

XM_021578732.1 SOSS complex subunit B2-like
XM_021586030.1 IST1 homolog

XM_021586212.1 unconventional myosin-le-like
XM_021591342.1 probable palmitoyltransferase ZDHHC20

miR-106
XM 021610152 1 ser|ne./thre.on|ne—prote|n phosphatase 6 regulatory ankyrin repeat
- subunit C-like
XM_021612966.1 cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D-like
XM_021615925.1 ALAS2
mIR_51pZO7_ XM_021580222.1 cortactin-binding protein 2-like

XM_021561466.1 lamp2
XM_021563431.1 regulator of nonsense transcripts 2
XM_021580961.1 angiopoietin-2 like
miR-130c-3p XM_021584315.1 endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 alpha
XM_021607951.1 CPEBI1 cytoplasmic polyadenylation element binding protein 1

serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory ankyrin repeat
subunit C-like

XM_021619788.1 teneurin-2-like

XM_021610152.1

miR-133b XM_021591126.1 apelin receptor B-like

XM_021582198.1 cdc42 effector protein 2-like

XM_021591464.1 RAS guanyl-releasing protein 2-like

XM_021604415.1 bromodomain testis-specific protein-like
XM_021613083.1 xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 homolog

miR-1-3p

miR-142-3p XM_021559976.1 tissue factor pathway inhibitor 2

XM_021591342.1 probable palmitoyltransferase ZDHHC20
miR-17-5p XM_021612966.1 cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D-like
XM_021615925.1 ALAS2

XM_021591342.1 probable palmitoyltransferase ZDHHC20
miR-17a-5p XM _021612966.1 cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D-like
XM_021615925.1 ALAS2

Tableau 4 : Couples miARN-ARNm cible prédits via miRanda et potentiellement associés a
I'activation des précurseurs myogéniques. L’ensemble des miARN surexprimés dans les
précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogeéniques AT et FJT identifiés
par l'analyse différentielle des données du microréseau et leurs messagers cibles
potentiels sous exprimés dans les précurseurs myogéniques JT, comparés aux
précurseurs myogéniques AT et FJT.
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Chapitre 3 : Identification des miARNSs et des couples potentiels miARN-ARNm cible associés a I'état

activés et quiescents des précurseurs myogéniques de la truite

MiIARN ARNmM Nom
miR-181b-5p XM_021617905.1 rab GTPase-binding effector protein 1-like
XM_021563674.1 optineurin-like
miR-18a XM_021613772.1 E3 ubiquitin-protein ligase znrfl-like
XM_021623544.1 ribosomal protein S6 kinase beta-1-like
XM_021563674.1 optineurin-like
miR-18b-5p XM_021613772.1 E3 ubiquitin-protein ligase znrfl-like
XM_021623544.1 ribosomal protein S6 kinase beta-1-like
XM_021560287.1 AT-rich interactive domain-containing protein 1A-like
mMiR-197-5p XM_021561466.1 lamp?2
XM_021577147.1 transmembrane and coiled-coil domains protein 3-like
XM_021624107.1 serine/threonine-protein kinase 10-like
MiR-199a-5p XM_021563731.1 podocalyxin-like
XM_021568307.1 A-kinase anchor protein 13-like
miR-19a-3p XM_021567255.1 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2-like
XM_021621521.1 uncharacterized
miR-19b-3p XM_021566289.1 pleckstrin homology domain-containing family A member 7-like
XM_021567255.1 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2-like
miR-205-5p XM_021616802.1 protein Wnt-10b-like
XM_021580961.1 angiopoietin-2 like
miR-206  XM_021582198.1 cdc42 effector protein 2-like
XM_021604415.1 bromodomain testis-specific protein-like
XM_021578732.1  SOSS complex subunit B2-like
XM_021586030.1 IST1 homolog
miR-20a-5p XM_021586212.1 unconventional myosin-le-like
XM_021591342.1 probable palmitoyltransferase ZDHHC20
XM_021612966.1 cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D-like
XM_021615925.1 ALAS2
XM_021591342.1 probable palmitoyltransferase ZDHHC20
miR-20b-5p XM_021612966.1 cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D-like
XM_021615925.1 ALAS2
XM_021586030.1  IST1 homolog

Tableau 4 (suite) : Couples miARN-ARNm cible prédits via miRanda et potentiellement
associés a I'activation des précurseurs myogéniques. L’ensemble des miARN surexprimés
dans les précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogeniques AT et FIT
identifiés par 'analyse différentielle des données du microréseau et leurs messagers
cibles potentiels sous exprimés dans les précurseurs myogéniques JT, comparés aux
précurseurs myogéniques AT et FJT.
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Chapitre 3 : Identification des miARNSs et des couples potentiels miARN-ARNm cible associés a I'état
activés et quiescents des précurseurs myogéniques de la truite

MiARN ARNmM Nom

XM_021598723.1 protein FAM60A-like
miR-21 XM_021609504.1 zinc fingers and homeoboxes protein 3-like
XM_021623167.1 nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2-like

XM_021576033.1 vesicle-fusing ATPase

XM_021600083.1 zinc transporter 1-like

XM_021621521.1 uncharacterized

XM_021623167.1 nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2-like

miR-214-3p

miR-214-5p XM_021624779.1 gap junction gamma-1 protein-like

XM_021559976.1 tissue factor pathway inhibitor 2
miR-221-3p XM_021578614.1 tbcld4 TBC1 domain family member 4
XM_021623334.1 cohesin subunit SA-2-like

XM_021594774.1 protein C-ets-1-like
miR-29d  XM_021611391.1 proto-oncogene c-Fos-like
XM_021624205.1 PWWP domain-containing protein 2A-like

XM_021571876.1 splicing factor, proline- and glutamine-rich-like
XM_021584315.1 endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 alpha
XM_021587352.1 histone-lysine N-methyltransferase 2A-like
XM_021597335.1 enhancer of polycomb homolog 2

mIRj;Ola- XM_021597598.1 mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 4
XM_021603870.1 guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11
XM_021566289.1 pleckstrin homology domain-containing family A member 7-like
XM_021613991.1 calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il inhibitor 2-like
XM_021623133.1 PHD finger protein 12-like
XM_021572559.1 family with sequence similarity 221 member A

MiR-301c-3p XM_021584315.1 endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 alpha

XM_021597335.1 enhancer of polycomb homolog 2
XM_021622700.1 integrin alpha-2-like

NM_001171853.1 cytokine inducible SH2-containing protein
miR-3162- XM_021573473.1 F-box only protein 8-like
5p XM_021582195.1 zinc finger CCCH domain-containing protein 4-like
XM_021590141.1 deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1-like

Tableau 4 (suite) : Couples miARN-ARNm cible prédits via miRanda et potentiellement
associés a I'activation des précurseurs myogéniques. L’ensemble des miARN surexprimés
dans les précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogeniques AT et FIT
identifiés par 'analyse différentielle des données du microréseau et leurs messagers
cibles potentiels sous exprimés dans les précurseurs myogéniques JT, comparés aux
précurseurs myogéniques AT et FJT.
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Chapitre 3 : Identification des miARNSs et des couples potentiels miARN-ARNm cible associés a I'état

activés et quiescents des précurseurs myogéniques de la truite

MiIARN ARNmM Nom
miR-4299 XM_021586467.1 transcription factor SOX-6-like
miR-4721 XM_021624793.1 serine/threonine-protein kinase tousled-like 2
miR-494-3p XM_021556180.1 dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 7-like
MiR-5100 XM_021598481.1 adhesion G-protein coupled receptor F2-like
XM_021603140.1 tyrosine-protein kinase SgK223-like
MiR-6165 XM_021590168.1 ski-like protein
XM_021620877.1 mitogen-activated protein kinase 4-like
XM_021556979.1 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 5
XM_021565900.1 protein lifeguard 2-like
miR-6368 XM_021566792.1 grich1 glutamine rich 1
XM_021580222.1 cortactin-binding protein 2-like
XM_021607395.1 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like
miR-652-5p XM_021625038.1 maternal B9.15 protein-like
XM_021568450.1 Slc12a5
XM_021569144.1 nridl
miR-93 XM_021578732.1 SOSS complex subunit B2-like
XM_021615925.1 ALAS2
XM_021621767.1 PIP5K1B
MiR-939-5p XM_021575585.1 protein shisa-6 homolog

XM_021611391.1

proto-oncogene c-Fos-like

Tableau 4 (suite) : Couples miARN-ARNm cible prédits via miRanda et potentiellement
associés a I'activation des précurseurs myogéniques. L’ensemble des miARN surexprimés
dans les précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogéeniques AT et FIT
identifiés par 'analyse différentielle des données du microréseau et leurs messagers
cibles potentiels sous exprimés dans les précurseurs myogéniques JT, comparés aux
précurseurs myogéniques AT et FJT.

100



Chapitre 3:

Identification des miARNs et des couples potentiels miARN-ARNm cible associés a I’état

activés et quiescents des précurseurs myogéniques de la truite

MiIARN ARNmM Nom
let-7a XM_021590277.1 inhibitor of growth protein 4-like
let-7b XM_021567019.1 protein NDRG3-like
XM_021573553.1 thioredoxin-related transmembrane protein 2-B
let-7¢ XM_021567019.1 protein NDRG3-like
XM_021590277.1 inhibitor of growth protein 4-like
let-7e XM_021590277.1 inhibitor of growth protein 4-like
let-7f-5p XM_021590277.1 inhibitor of growth protein 4-like
let-7g XM_021590277.1 inhibitor of growth protein 4-like
let-7k-5p XM_021574479.1 zfyvel9 zinc finger FYVE-type containing 19
XM_021589004.1 GTP-binding protein REM 2-like
XM_021619967.1 pold2 DNA polymerase delta 2, accessory subunit
XM_021583468.1 hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
XM_021619967.1 DNA polymerase delta 2, accessory subunit
miR-101a-3p XM_021623724.1 B-cell CLL/lymphoma 7 protein family member B-A-like
XM _021571467.1  follistatin-related protein 1-like
XM_021606465.1 ELMO domain-containing protein 3-like
XM_021608722.1 gamma-aminobutyric acid receptor subunit gamma-3-like
XM_021606465.1 ELMO domain-containing protein 3-like
XM_021606642.1 rnf215 ring finger protein 215
miR-101b XM _021611622.1 ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2
XM_021619967.1 pold2 DNA polymerase delta 2, accessory subunit
XM _021623724.1 B-cell CLL/lymphoma 7 protein family member B-A-like
NM_001165197.1  beta-ureidopropionase 1
XM_021566072.1 ceramide-1-phosphate transfer protein-like
XM_021579370.1 mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB-like
miR-139 XM_021583240.1 transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3-like
XM _021597814.1 nuclear transport factor 2
XM_021599483.1 regulator of G-protein signaling 21-like
XM_021618378.1 oligophrenin-1-like
. XM_021579180.1 protein Wnt-10a
miR-143-3p ] o . ) .
XM_021621420.1 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like
XM_021579180.1 protein Wnt-10a
XM_021579370.1 mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB-like
miR-15a XM_021617902.1 proteasome assembly chaperone 1

XM_021573844.1
XM_021579370.1

mbip MAP3K12 binding inhibitory protein 1
mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IB-like

Tableau 5 : Couples miARN-ARNm cible prédits via miRanda et potentiellement associés a
la quiescence des précurseurs myogéniques. L’ensemble des miARN sous-exprimés dans
les précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogéniques AT et FJT
identifiés par 'analyse différentielle des données du microréseau et leurs messagers
cibles potentiels surexprimés dans les précurseurs myogéniques JT, comparés aux
précurseurs myogeniques AT et FIT
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Chapitre 3 : Identification des miARNSs et des couples potentiels miARN-ARNm cible associés a I'état

activés et quiescents des précurseurs myogéniques de la truite

MiARN ARNm Nom
miR-181a XM_021563544.1 dedicator of cytokinesis protein 4-like
XM_021607334.1 lysine--tRNA ligase-like
mMiR-192-5p XM_021556793.1 coiled-coil domain-containing protein 151-like
XM_021610059.1 homeobox protein Hox-C12a-like
miR-215-5p XM_021556793.1 coiled-coil domain-containing protein 151-like
XM_021610059.1 homeobox protein Hox-C12a-like
miR-22 XM_021604322.1 beta-sarcoglycan-like
. XM_021586406.1 AP-2 complex subunit alpha-2
miR-22a-3p .
XM_021604322.1 beta-sarcoglycan-like
NM_001165089.1 Replication protein A 14 kDa subunit
miR-23a-3p XM_021583699.1 zinc finger protein 69-like
XM_021585928.1 UPF0547 protein C160rf87 homolog
XM_021580228.1 opsin-3-like
miR-25-3p XM_021590259.1 mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 13-like
XM_021596339.1 NADP-dependent malic enzyme-like
XM_021622796.1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO-like
miR-26a-5p XM_021569596.1 WAP four-disulfide core domain protein 1-like
XM_021569596.1 WAP four-disulfide core domain protein 1-like
miR-26b XM_021571491.1 aIpha—1,6—mann.osylglycoprotein §—beta—N—
acetylglucosaminyltransferase A-like
XM_021572649.1 collagen type | alpha 2 chain
NM_001160513.1 Josephin-2
NM_001165128.1 actin related protein 2/3 complex inhibitor (arpin)
miR-30a-3p XM_021569304.1 prefoldin subunit 5
XM_021573741.1 putative deoxyribonuclease TATDN3
XM_021601824.1 dpm2 dolichyl-phosphate mannosyltransferase subunit 2, regulatory
mMiR-30¢-5p XM_021559950.1 GATA zinc finger domain-containing protein 1-like
XM_021597956.1 NXPE family member 3-like
NM_001160513.1 Josephin-2
NM_001165128.1 actin related protein 2/3 complex inhibitor (arpin)
XM_021560031.1 DENN domain-containing protein 3-like
miR-30e-3p alpha-1,6-mannosylglycoprotein 6-beta-N-

XM_021571491.1

XM_021573741.1
XM_021601824.1

acetylglucosaminyltransferase A-like
putative deoxyribonuclease TATDN3
dpm?2 dolichyl-phosphate mannosyltransferase subunit 2, regulatory

Tableau 5 (suite) : Couples miARN-ARNm cible prédits via miRanda et potentiellement
associés a la quiescence des précurseurs myogéniques. L’ensemble des miARN sous-
exprimés dans les précurseurs myogéniques JT comparés aux précurseurs myogeéeniques
AT et FJT identifiés par 'analyse différentielle des données du microréseau et leurs
messagers cibles potentiels surexprimés dans les précurseurs myogéniques JT, comparés
aux précurseurs myogéniques AT et FIT
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Chez la plupart des téléostéens comme la truite, il y a persistance d’une hyperplasie musculaire au
cours de la croissance post-larvaire. L’hyperplasie nécessite la prolifération, la différenciation et la
fusion des cellules satellites pour former de nouvelles fibres plurinucléées. Dans ce travail, nous
avons caractérisé finement les précurseurs myogéniques du muscle hyperplasique, et montré que

la persistance de I'hyperplasie était associée a des propriétés intrinséques particuliéres.

Nos résultats ont clairement mis en évidence un taux plus élevé de cellules prolifératives en
position satellitaire dans le muscle hyperplasique, par rapport a celui du muscle non-hyperplasique.
Nous avons montré que les précurseurs myogéniques du muscle hyperplasique sur-expriment les
génes ainsi que les miARN associés a la myogenese et la prolifération (chapitre 1 et 3). Ces résultats,
en accord avec le taux de prolifération et de différenciation de ces cellules mesuré in vitro,
confirment I’hypothese selon laquelle les cellules satellites du muscle hyperplasique de la truite sont
dans un état activé. Cet état activé, chez les juvéniles, dépend de I'apport nutritionnel puisque nous
montrons que la mise a jeun induit un état de quiescence de ces cellules. L’état activé intrinseque
des précurseurs myogéniques extraits des poissons juvéniles, pourrait-il étre la résultante de
I"activité métabolique et/ou de marques épigénétiques ? Plusieurs résultats semblent aller en ce
sens. En effet, I'analyse du transcriptome (chapitre 1) a mis en évidence des enrichissements en
génes, impligués dans le métabolisme énergétique et protéique, déduits des genes sur exprimés
dans les précurseurs JT, comparés aux précurseurs FJT et AT. Or, |'activation de ces voies
métaboliques est connue pour réguler la sortie de I'état de quiescence des cellules satellites
(Wagatsuma and Sakuma, 2013; Pietrosemoli et al., 2017). Cette analyse révele également une sur
expression de nombreux genes, impliqués dans la méthylation de I'ADN dans les précurseurs
myogéniques JT, notamment plusieurs ADN méthyltransférases (dnmtl, 3ab et 3b), connus pour
étre impliqués dans I'activation des cellules souches musculaires (Laker and Ryall, 2016). De plus,
nous montrons une sur expression, dans les précurseurs myogéniques JT, de nombreuses enzymes
de remodelage de la chromatine SWI/SNF, dont le recrutement régule de nombreux stades de la

myogeneése (Toto et al., 2016).

Par opposition, le transcriptome des précurseurs myogéniques des muscles non-hyperplasiques
(FJT et AT), comparé a celui des précurseurs myogéniques JT, a révélé une surexpression des genes

impligués dans le maintien de la quiescence des cellules souches. Parmi ces génes, il a notamment
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été observé ceux impliqués dans la signalisation Notch (Mourikis et al., 2012) ou ceux connus
comme marqueurs de la cellule souche quiescente du muscle. Ces résultats sont en accord avec les
données obtenues chez la souris, présentant une surexpression des genes notch et Hey dans les
cellules satellites quiescentes (Fukada et al., 2007). De plus, la surexpression de plusieurs genes et
mMiARN, impliqués par exemple dans la voie TGFbeta, suggére une répression de la différenciation
des précurseurs myogéniques (Liu et al., 2001). Toutes ces données montrent que les précurseurs
myogéniques, extraits du muscle de la truite a jeun ou de la truite adulte, sont proches de ['état
quiescent. De plus, ces résultats indiquent aussi qu’'un arrét de croissance hyperplasique

s’accompagne d’une mise en quiescence des précurseurs myogéniques.

Cependant, les analyses in vitro montrent des capacités de prolifération et de différenciation
différentes entre les précurseurs myogéniques quiescents issus de truites adultes, et ceux issus de

truites juvéniles a jeun.

La mise a jeun induit un arrét de croissance (Gabillard et al., 2006) se traduisant par une inhibition
de la prolifération des cellules satellitaires in situ (chapitre 1). Les capacités de prolifération des
précurseurs myogéniques sont fortement inhibées tout au long de la culture, en cohérence avec un
état quiescent de ces cellules. L'ensemble de nos résultats montrent un arrét du programme
myogénique qui perdure pendant au moins 8 jours en culture. Pourtant, I'analyse du transciptome
(chapitre 2), du miRnome (chapitre 3) et I'augmentation de I'expression des facteurs de régulation
myogéniques (myogénine, myoD) aprés 8 jours en culture (Chapitre 1 et 2) suggerent que les
précurseurs myogéniques de truites juvéniles a jeun conservent une potentialité myogénique. En
effet, entre 8 et 11 jours en culture, un facteur 12 marque l'augmentation du taux de
différenciation. De nouvelles analyses, dédiées a la caractérisation de |'état de quiescence induite
par le jeline, permettraient de définir les voies moléculaires requises et d’identifier les acteurs

potentiels de cette « potentialité myogénique ».

Nos résultats montrent une faible capacité de différenciation in vitro des précurseurs myogéniques
adultes (AT) alors gu’ils ont une capacité de prolifération comparable aux précurseurs myogéniques

des juvéniles (JT). Les caractéristiques cellulaires et moléculaires des précurseurs myogéniques de la
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truite adulte observées sont-elles suffisantes pour assurer le processus de croissance continue
caractéristique de ces animaux ? De nouvelles analyses sur les propriétés cellulaires et moléculaires
des précurseurs myogéniques d’animaux, a différents stades adultes, permettraient; (i) de
déterminer si un redémarrage de la prolifération et/ou de la différenciation s’effectue, (ii) d’établir
sil y a lieu de corréler, des cycles d’activation/quiescence des précurseurs myogéniques aux

périodes de croissance/reproduction.

Bien que les précurseurs du muscle adulte présentent de faibles capacités de différenciation in
vitro, il a été montré que lors de la régénération musculaire, de nouvelles fibres sont formées
(Rescan et al., 2015). En effet, la présence de petites fibres, au niveau du site lésionnel, a été
observée apres 30 jours. Toutefois, ces travaux n‘ont pu montrer de maniére formelle une
régénération compléte du muscle adulte chez la truite (Montfort et al., 2016). De plus, les images
histologiques présentent une accumulation de tissu conjonctif, au niveau du site lésionnel apres 30
jours. Ainsi, la faible capacité de différenciation des précurseurs myogéniques de la truite adulte ne
permettrait qu’une faible capacité régénérative du muscle adulte. On peut également émettre
I"hypothése selon laquelle les précurseurs myogéniques adultes expriment une plus forte capacité
de différenciation, uniguement dans le cadre de la régénération musculaire. Pour tester cette
hypothese, du TNFa et de I'lL1B pourraient étre ajoutés dans le milieu de culture afin de mimer les
signaux de l'inflammation, correspondant a la premiére phase de la régénération (Karalaki et al.,
2009; Kamizaki et al., 2017). L’évaluation des capacités de différenciation, en réponse aux signaux
de l'inflammation des précurseurs myogéniques AT en culture, donnerait ainsi des éléments de

réponse permettant de valider ou d’invalider cette hypothese.

Pour expliquer la faible capacité myogénique des précurseurs adultes, le réle prépondérant du
microenvironnement sur I'état des cellules souches musculaires ne peut étre exclu. Les signaux
provenant de la niche sont connus pour influer sur I'état d’activation ou de quiescence des cellules
souches musculaires chez les mammiferes (Morrison and Spradling; Bentzinger et al., 2013;
Aradhya et al., 2015). Il est donc envisageable que des changements de la niche satellitaire, entre le
muscle en croissance hyperplasique juvénile et le muscle non-hyperplasique adulte, influent sur les
propriétés observées des précurseurs myogéniques de la truite. Afin d’évaluer l'influence de la
niche sur les propriétés fonctionnelles de ces cellules, les capacités a former de nouvelles fibres des
précurseurs myogéniques JT (exprimant la GFP), aprés transplantation dans le muscle adulte (et

inversement), seront prochainement étudiées au laboratoire.
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En conclusion, chez les poissons a croissance continue comme la truite, le processus de croissance
hyperplasique est exacerbé puisque, au moment de la maturation sexuelle, le nombre de fibres est
150 fois plus important qu’a I"éclosion (Stickland, 1983). Nous avons ainsi démontré, pour la
premiere fois, I'association de [Iactivation des précurseurs myogéniques a la croissance
hyperplasique de la truite. Par ailleurs, le processus de croissance hypertrophique est, lui aussi,
extrémement important. Le diametre moyen des fibres du muscle blanc de la truite atteint, en
effet, environ 160 um au moment de la maturation, alors qu’a I’éclosion il est de 20 a 40 um (Rowe
and Goldspink, 1969; Stickland, 1983; Johnston et al.,, 1999). Comme il I'a été montré,
I"hypertrophie des fibres chez le saumon s’accompagne d’une augmentation du nombre de noyaux
dans les fibres (Johnston et al., 2003b). On peut donc supposer que la présence de précurseurs
myogéniques activés est essentielle a I'exacerbation de I’hyperplasie et de I'hypertrophie. De plus,
le diametre moyen des fibres musculaires est un facteur de texture. L’hyperplasie influe sur le
diamétre moyen des fibres (Stickland, 1983). Outre son implication dans la croissance en général,
I'hyperplasie est donc un facteur déterminant de la texture de la chair (dureté/tendreté). Sa
maitrise constitue alors un levier d’action possible dans le contréle de la qualité. L’'ensemble des
résultats présentés permet de mieux comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires
associés aux propriétés intrinseques des précurseurs myogéniques, et d’obtenir une liste de
marqueurs potentiels de la croissance musculaire, dans sa composante hyperplasique, chez les
poissons. Dans un enjeu agronomique, I'identification de ces marqueurs potentiels de la croissance
hyperplasique permettrait, a terme, de maitriser la croissance et certains parametres de qualité,
telle que la texture de la chair. L'identification des voies moléculaires et cellulaires, impliquées dans
le maintien de I'activation des précurseurs myogéniques ainsi que |I'évolution de ces propriétés avec
I’dge, dans un modele animal de croissance continue, pourrait, par ailleurs, offrir de nouvelles

perspectives en médecine régénérative.
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Annexe 1: Communication Orale réalisée au « 5th. International Symposium on Genomics in
Aquaculture » a Albufeira (Portugal) du 21 au 23 Mars 2018.

Histological, transcriptomic and in vitro analysis reveals an intrinsic activated state of
myogenic precursors in hyperplastic muscle of trout

Jagot, S., Sabin, N., Le Cam, A,, Bugeon, J., Rescan, P.Y., Gabillard, J.C.
LPGP, INRA, 35000 Rennes, France

SUMMARY

Post hatching growth in trout muscle is characterized by fiber hypertrophy and hyperplasia.
Hyperplasia is defined by production of additional nascent fibers that involves lasting muscle stem
cell activation. The aim of this study was to characterize cellular and molecular mechanisms
maintaining the activated state of myogenic precursors during fish hyperplasia growth. For this
purpose, we examined in situ proliferation, in vitro cell behavior and transcriptomic profile of 24H-
cultured myogenic precursors originating from juvenile trout displaying hyperplasia (Growing Trout,
GT) compared to myogenic precursors from fasted juvenile (Fasted Trout, FT) trout in growth arrest
and from adult trout (Adult Trout, AT) which does not exhibit hyperplasic growth.

For the first time we showed that myogenic precursors proliferated in hyperplasic muscle as shown
by in vivo Brdu labelling. Myogenic cells from FT and AT displayed close expression profiles with
only 64 differentially expressed genes. In contrast, 2623 differentially expressed genes were found
between myogenic cells from GT and presumably quiescent myogenic cells from both FT and AT.
Functional categories related to protein metabolism, metabolic process, proliferation and myogenic
differentiation were inferred from genes up regulated in GT compared to AT and FT myogenic cells.
Conversely, Notch signaling pathway, that signs cellular quiescence was inferred from the genes
down regulated in GT compared to the two others situations. In line with our transcriptomic data
GT myogenic precursors displayed higher myogenic potentiality than FT and AT myogenic
precursors as confirmed by their high proliferative capacity and their ability to form new myotubes
in vitro.

In conclusion, transcriptomic analysis and examination of cell behavior converge to support the
view that myogenic cells extracted from hyperplastic muscle of juvenile trout are intrinsically more
potent to form myofibres than myogenic cells extracted from adult or fasted muscle. The
generation of gene expression profiles in myogenic cell extracted from muscle of juvenile trout may
yield insights into the molecular and cellular mechanisms controlling hyperplasia and provides a
useful list of potential molecular markers of hyperplasic muscle.

125



126



Annexe 2 : Communication Orale réalisée au « Journées d’animation scientifiques du département
Phase » a Rennes (France) du 04 au 05 Avril 2018.

L'analyse histologique, transcriptomique et in vitro révélent un état activé des précurseurs
myogéniques du muscle hyperplasique de la truite

Jagot, S., Sabin, N., Le Cam, A,, Bugeon, J., Rescan, P.Y., Gabillard, J.C.
LPGP, INRA, 35000 Rennes, France

RESUME

Chez la plupart des poissons, la croissance musculaire se maintient durablement au cours de la vie
de I'animal et résulte d'une augmentation de la taille (hypertrophie) et du nombre de fibres
musculaires (hyperplasie). Il n’y a pas d’hyperplasie musculaire chez les amniotes (mammiferes et
oiseaux) apres la période qui suit la naissance ou I'éclosion ; seule I'augmentation de la taille des
fibres rend compte de la croissance musculaire des amniotes. Nous faisons ici I'hypothése que
I"hyperplasie musculaire propre aux poissons résulte d’un état physiologique particulier des cellules
souches musculaires du poisson les prédisposant a I'auto- renouvellement et a la différenciation.
Pour caractériser les propriétés intrinseques des cellules satellites du muscle hyperplasique du
poisson, nous avons comparé la prolifération in situ, le comportement in vitro et le transcriptome,
de précurseurs myogéniques extraits de muscle de truites juvéniles en forte croissance
hyperplasique (GT), et de précurseurs myogéniques extraits de muscles de truites ne présentant
plus d’hyperplasie musculaire, a savoir des truites soumises a un jeun prolongé (FT) ou des truites
adultes (AT).

Nos travaux montrent pour la premiere fois une prolifération des précurseurs myogéniques dans le
muscle hyperplasique de truite. Les précurseurs myogéniques FT et AT présentent un transcriptome
tres proche avec seulement 64 génes différentiellement exprimés. Ceci contraste avec les 2623
génes différentiellement exprimés entre les GT et les deux conditions d’arrét de croissances (FT et
AT). Parmi les genes surexprimés chez les GT, il y a un enrichissement pour les catégories
fonctionnelles impliquées dans le métabolisme protéique, le métabolisme cellulaire, la prolifération
et la différenciation myogénique. En outre, nous avons trouvé parmi les genes sous-exprimés, un
enrichissement de genes impliqué dans la voie Notch indiquant une répression des marqueurs de
quiescence. En cohérence avec les signatures transcriptomiques trouvées, nous avons également
montré que les précurseurs myogéniques GT présentaient de plus grandes capacités de
prolifération et de différenciation in vitro comparées aux AT et FT.

En conclusion, les analyses transcriptomiques et in vitro convergent et étayent l'idée selon laquelle
les précurseurs myogéniques extraits de muscle en croissance hyperplasique présentent de plus
grandes capacités intrinseques a former des myofibres comparé aux précurseurs myogéniques
extraits de muscle de truites adultes ou juvéniles soumises a un je(ine. Les profils d’expressions
géniques dans les précurseurs myogéniques de jeunes truites permettent de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires et cellulaires qui contrélent I’hyperplasie. L'identification de marqueurs
potentiels de la croissance musculaire hyperplasique permettra a terme de maitriser la croissance
et certains parameétres de qualité telle que la texture de la chair.
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Caractérisation moléculaire et cellulaire des précurseurs myogéniques du muscle
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Résumé: La remarquable capacité de
croissance musculaire des poissons est liée
notamment a leur capacité a produire
durablement de nouvelles fibres (hyperplasie).
Nous avons cherché a caractériser au niveau
cellulaire et moléculaire les propriétés
intrinséques des précurseurs myogéniques de
muscle hyperplasique de la truite. Ainsi, nous
avons comparé la prolifération in situ, le
comportement in vitro, et les transcriptomes
(ARN messagers et miARN) de précurseurs
myogéniques de muscle hyperplasique de
truites juvéniles (JT) et de muscles non-
hyperplasiques de truites juvéniles soumises a
un jeline prolongé (FJT) ou de truites adultes
(AT).

Nous avons observé un fort taux de
prolifération des cellules satellites au sein du
muscle hyperplasique comparé au muscle non-
hyperplasique. L’analyse du transcriptome
montre que les genes surexprimés dans les

précurseurs du muscle hyperplasique (JT) sont

principalement  impliqués dans l'activité
mitochondriale, le cycle cellulaire et Ila
différenciation myogénique. L’analyse du

miRnome a mis en évidence des mMIARN
surexprimés chez les JT dont les cibles
potentielles régulent la prolifération ou la
différenciation. En accord avec ces résultats,
les précurseurs myogéniques JT présentent in
vitro des capacités de prolifération et de
différenciation  plus élevées que les
précurseurs myogéniques FJT et AT.

L’ensemble de nos résultats montrent que les
précurseurs myogéniques extraits de muscle
en croissance hyperplasique présentent, de
par les expressions génigues dont ils sont le
siége et leur comportement in vitro, de plus
grandes capacités intrinseques a former des

myofibres  comparés  aux  précurseurs
myogéniques extraits de muscle non-
hyperplasique.

Molecular and cellular characterization of myogenic precursors from hyperplastic trout

muscles

Keywords : fish; myoblast; proliferation; differentiation; hyperplasia; muscle stem cell.

Abstract : The dramatic increase in myotomal
muscle mass in fish is related to their unique
ability to lastingly produce new muscle fibres, a
process termed hyperplasia. In this study, we
aimed to characterize intrinsic properties of
myogenic cells originating from hyperplasic fish
muscle. For this purpose, we compared in situ
proliferation, in vitro cell behavior and
transcriptomes (RNAs and miRNAs) of
myogenic precursors from hyperplasic muscle of
juvenile trout (JT) and from non-hyperplastic
muscle of fasted juvenile trout (FJT) and adult
trout (AT).

We showed an higher proliferation rate of trout
satellite cells in vivo in hyperplastic muscle
compared to non-hyperplastic muscle.
Functional analysis of transcriptomics data
showed, among the over-expressed genes in JT
myogenic cells compared to AT and FJT, an

enrichment in genes related to mitochondrial
activity, cell cycle and myogenic differentiation.
We found also an enrichment in genes
involved in Notch signaling pathway, indicating
a repression of quiescency markers in JT
myogenic cells compared to AT and FJT.
Moreover, the miRnome analysis also revealed
overexpressed miRNAs in JT whose targets
may regulate the proliferation and the
differentiation of myogenic precursors. In line
with our results, JT myogenic precursors
displayed in vitro higher proliferation and
differentiation capacities than FJT and AT
myogenic precursors.

On the whole, our results converge to support
the view that myogenic cells extracted from
hyperplastic muscle of juvenile trout are
intrinsically more potent to form myofibres than
myogenic cells extracted from non-hyperplasic
muscle.



