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> Parleuractivitémyogénique, lescellulessouches
musculaires (CSM) adultes sont cruciales pour la
régénération du muscle strié squelettique. Apres
activation, elles proliferent, se différencient puis
fusionnent pour réparer ou former de nouvelles
myofibres. Leur progression au cours de la
myogenése nécessite une régulation complexe
faisant intervenir plusieurs acteurs tels que le
métabolisme, notamment via la kinase AMPK.
Cette protéine régule I’auto-renouvellement
et "accrétion myonucléaire des CSM aprés une
[ésion aigué du muscle strié squelettique ou en
réponse a la contraction musculaire. Cependant,
dans un contexte de dystrophie telle que la
myopathie de Duchenne (DMD), la capacité de
régénération des CSM est réduite, probablement
a cause d’une prolifération accrue au détriment
de leur différenciation. Nous nous intéressons
ici au potentiel du métabolisme a réguler
I"activité myogénique des CSM dans la DMD, par
I"intermédiaire de la kinase AMPK. <

Représentant 40 % de la masse corporelle, le muscle
strié squelettique permet nos mouvements et maintient
notre posture grdce a I’activité contractile de ses fibres
musculaires (myofibres) [1]. Ces longues cellules sont
composées d’une multitude de noyaux post-mitotiques.
Leur « maintenance » requiert I'activité de cellules
souches musculaires (CSM), en conditions d’homéos-
tasie, de croissance, aprés un exercice ou une lésion
musculaire [1]. Localisées entre le sarcolemme des
myofibres et la lame basale, les CSM sont générale-
ment quiescentes. |l s’agit d’un état d’arrét prolifératif
transitoire dont elles peuvent sortir rapidement apres
détection de changements au sein de leur microenvi-
ronnement (ou niche), déclenchés par des stimuli tels
que la croissance ou un dommage musculaire. Au cours

Vignette : Myofibre isolée avec deux cellules souches musculaires en division : cel-
lules Pax7+ (vert) et €dU+ (blanc).
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de la myogenese, les CSM s’activent, proliferent et se différencient en
précurseurs musculaires (myocytes), fusionnant soit entre eux pour
former une nouvelle fibre musculaire, soit avec une myofibre préexis-
tante, un processus appelé accrétion myonucléaire [2]. €n paralléle,
une petite portion de CSM activées s’auto-renouvelle, retourne en
quiescence pour reconstituer la réserve de CSM [2]. La myogenése est
essentielle a la régénération ainsi qu’a I’homéostasie du muscle strié
squelettique.

Ce processus est complexe et dynamique, finement régulé par de mul-
tiples facteurs intrinséques et/ou extrinseques aux CSM, dont le méta-
bolisme. Effectivement, les CSM sont dotées d’une plasticité métabo-
lique leur permettant d’assurer leurs différents besoins énergétiques
au cours de la myogenese. Les CSM quiescentes utilisent principale-
ment la 3-oxydation des acides gras comme source d’énergie, tandis
que leur activation requiert une rapide production d’ATP, assurée par
la glycolyse. Une reprogrammation métabolique s’effectue lors de leur
différenciation, avec un métabolisme plus oxydatif accompagné d’un
remodelage du réseau mitochondrial cellulaire [3]. Cette plasticité
métabolique est contrdlée par une balance coordonnant les voies
cataboliques et anaboliques [4] qui implique le senseur énergétique
AMPK (5°-AMP-activated protein kinase), une sérine/thréonine kinase
hétérotrimére composée de deux sous-unités régulatrices, [ et 7, et
d’une sous-unité catalytique a existant sous la forme de deux iso-
formes [5]. Ce régulateur métabolique s’active en détectant une aug-
mentation des ratios AMP/ATP et ADP/ATP cellulaires, signalant une
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diminution des niveaux d’énergie. UAMPK phosphoryle alors ses cibles
(protéines et/ou facteurs de transcription) pour réguler plusieurs
processus tels que I’absorption du glucose, I'oxydation des acides
gras, le métabolisme du glycogéne, la synthése protéique ou encore
la biogenése mitochondriale, pour induire une réponse catabolique et
restaurer ainsi les niveaux d’énergie au sein de la cellule [5].

Une étude au sein de notre laboratoire a révélé que les CSM déficientes
pour ’AMPKal ont un métabolisme principalement glycolytique,
augmentant leur taux d’auto-renouvellement et perturbant la régé-
nération musculaire. Uaugmentation de la glycolyse est notamment
médiée par I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH) dont I'activité est
accrue en absence de "AMPKoul [6]. De plus, nous avons récemment
montré que I'isoforme AMPKOL2 est essentielle a I"accrétion myonu-
cléaire. Par des approches in vitro et in vivo de tragage cellulaire du
devenir des CSM déficientes pour "AMPKOL2, nous avons observé une
altération de I’accrétion myonucléaire en réponse a la contraction
musculaire, soulignant le role de cette isoforme au sein des CSM dans
la régulation de ce processus. Dans ce contexte, "AMPKL2 phosphoryle
la protéine BAIAP2 (BAR/IMD domain containing adaptor protein 2),
inhibant son rdle négatif dans le remodelage de I'actine, une étape
nécessaire pour la fusion entre deux cellules [7].

Ces études ont montré I'importance de PAMPK dans la régulation
des CSM, lorsque leur progression a travers les différentes étapes de
la myogeneése est globalement synchrone, aprés une Iésion aigué du
muscle strié squelettique. Cependant, dans le cas de myopathies telles
que la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), la régénération
musculaire est asynchrone [8], impactant I’activité des CSM.

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie muscu-
laire héréditaire affectant approximativement un gargon sur 3500 par
an. Elle induit une faiblesse musculaire progressive entrainant la perte
de la marche, puis I'arrét respiratoire et/ou cardiaque des patients
vers I’dge de 30 ans [9]. Cette pathologie est causée par des muta-
tions au sein du géne DMD, situé sur le chromosome X et codant la dys-
trophine. Dans le muscle strié squelettique, cette protéine participe a
la liaison entre le cytosquelette d’actine et la matrice extracellulaire,
permettant la transduction de signaux et la mécanoprotection du
sarcolemme. €n son absence, ce dernier devient susceptible aux dom-
mages causés par la contraction musculaire. Cela entraine des cycles
asynchrones de dégénérescence/régénération musculaires, engendrant
une inflammation chronique [8, 9]. Le muscle dystrophique requiert
I’activité des CSM en continu, qui se trouvent alors a coexister a diffé-
rents stades de la myogenése, pour tenter de répondre aux différents
besoins causés par I’hétérogénéité spatiotemporelle de dégénéres-
cence et de régénération musculaires [8]. Cependant, la régénération
musculaire échoue avec le temps. €n effet, "activité myogénique des
CSM est perturbée et le tissu musculaire devient graduellement rem-
placé par de la fibrose et du tissu adipeux [8, 9]. Plusieurs hypothéses
pour expliquer cet échec progressif de régénération musculaire chez
les patients DMD [8, 9] ont été émises : 1) « "épuisement » de la
réserve des CSM induit par la régénération constante ; 2) la persistance
d’un environnement inflammatoire chronique perturbant la niche
des CSM; 3) des défauts intrinseques aux CSM liés & la déficience en
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dystrophine ; 4) les signaux contradictoires provenant
de microenvironnements de régénération asynchrones.
Cette revue fait le point sur les différentes études réa-
lisées pour mieux comprendre I’état des régulations des
CSM dans la DMD, avec un focus sur le réle du métabo-
lisme des CSM dans cette pathologie.

La régulation du devenir des cellules souches
musculaires dans la DMD

Il a longtemps été suggéré que le défaut de régénéra-
tion était dii a I’épuisement du potentiel de régéné-
ration des CSM a cause de leur activation répétée et
continue dans la DMD [9]. Plusieurs études in vivo ont
cependant démontré que le réservoir de CSM était pré-
servé, méme a des stades avancés de la pathologie. Que
ce soit dans des biopsies de patients DMD ou dans des
sections musculaires du modele murin mdx de la DMD
(dont le phénotype est plus léger), le nombre de CSM
(exprimant le facteur de transcription PAX7) est simi-
laire, voire plus élevé que dans des muscles sains [10,
11]. Ces études montrent méme une activation accrue
des CSM, a I'aide de différents marqueurs de prolifé-
ration (KI67) et d’activation (MYF5 pour myogenic fac-
tor 5). La réserve de CSM persiste donc au fil du temps
pour assurer la maintenance du muscle dystrophique.

Cependant, ce taux élevé d’activation et de proliféra-
tion est suivi d’'un défaut de différenciation, avec une
réduction du nombre de cellules exprimant le facteur de
transcription myogénine dans les muscles de patients
DMD [11]. La régénération est donc faible, ”empéchant
pas la dégénération et la perte musculaire [11]. Cette
capacité de différenciation altérée chez les CSM dystro-
phiques ne résulterait-elle pas de leur suractivation ?
Activées de fagon disproportionnée, les CSM pourraient se
retrouver bloquées a ce stade, incapables de poursuivre
leur progression. Cependant, une étude a montré que
I’activation accrue des CSM était une réponse physiolo-
gique aux signaux des myofibres. €n effet, Anderson et
al. montrent que la fragilité sarcolemmale des myofibres
chez la souris mdx impacte la signalisation de I’oxyde
nitrique connue pour réguler 'activation des CSM [12].
De plus, il semblerait que le défaut de différenciation
soit intrinseque a la cellule, directement causé par la
déficience en dystrophine dans les CSM [13]. Dumont et
al. ont montré que la dystrophine est exprimée transitoi-
rement au sein des CSM activées et joue un rdle crucial
dans la polarité cellulaire, régulant la division asymé-
trique de ces cellules. €n effet, les CSM sont capables
de se diviser asymétriquement, pour donner une cellule
fille continuant la progression myogénique et une autre
cellule fille qui retournera a I’état de quiescence. Lors
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Figure 1. Progression altérée
des (SM dans la myogenese
dans la DMD. Lles lésions
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de cette division, la dystrophine est polarisée avec la protéine MARK2
(microtubule affinity regulating kinase 2) & un pdle de la cellule qui
donnera naissance a la cellule fille s’auto-renouvelant. La protéine
PARD3 (par-3 family cell polarity regulator) est localisée a I'autre pdle
de la cellule qui donnera naissance a la cellule fille progénitrice. Mais
en absence de dystrophine, I’alignement apico-basal de I’axe mitotique
est altéré. La cellule devient alors incapable de se diviser et entrera en
sénescence, réduisant ainsi le nombre de progéniteurs myogéniques par-
ticipant & la régénération musculaire [13]. €tant donné que les études
observent toujours la présence de progéniteurs exprimant la myogénine
lors de la progression de la pathologie, bien que réduite selon certaines
études [11], d’autres mécanismes semblent donc étre impliqués dans la
régulation de la différenciation des CSM dans la DMD.

€n outre, d’autres études démontrent une différenciation accrue et
accélérée des CSM dystrophiques [10, 14]. €n effet, deux marqueurs
de différenciation (la myogénine et MEF2A pour myocyte enhancer
factor 2A) sont exprimés plus rapidement et de facon plus importante
chez des CSM mdx in vivo, in vitro et ex vivo, soulignant le caractere
autonome a la cellule de cette altération [10, 14]. De plus, un nombre
important de myofibres expriment la chaine lourde de myosine embryon-
naire, signe d’une différenciation incompléte dans le muscle dystro-
phique. Cette expression s’accompagne d’une petite taille des myo-
fibres [10]. La présence de longues chaines de noyaux centraux marque
également I'immaturité persistante de ces cellules [14], signe d’une
capacité régénérative des CSM insuffisante et incompléte (Figure 1).
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Ainsi, la régulation des CSM dans le contexte de la DMD
est complexe puisque les résultats sont différents selon le
modele et 'approche utilisés. La dimension spatiotempo-
relle de la pathologie [8], une variable difficile @ mesurer
et a prendre en compte, gjoute un niveau de complexité a
la compréhension de la physiopathologie de la DMD.

Un réle de PAMPK dans la régulation des cellules
souches musculaires dystrophiques ?

Comme mentionné plus tot, I’activation de ’AMPK a des
effets pléiotropes, notamment sur la régulation des
CSM, au cours de la régénération aigué et "lhoméosta-
sie du muscle squelettique. Dans le cas de la DMD, des
études ont montré d’autres roles de ’AMPK, I'identifiant
comme une cible thérapeutique potentielle.

Les fibres rapides qui ont un métabolisme principale-
ment glycolytique sont plus sensibles aux dommages
liés aux contractions musculaires dans la DMD que
les fibres lentes (ayant un métabolisme plus oxyda-
tif) [15]. La conversion de myofibres via I’activation
pharmacologique de "AMPK dans un modéle dystro-
phique a permis de rendre le muscle squelettique plus
résistant aux dommages grdce @ une conversion méta-
bolique oxydative entrainant une augmentation de la



proportion de fibres lentes [15]. €n plus de son rdle dans la conversion
de myofibres dans la DMD, 'activation de ’AMPK a également modulé
I’expression de I'utrophine au sein des fibres lentes. Cette protéine
homologue a la dystrophine permet ainsi de compenser en partie la
perte de la dystrophine liée aux mutations du géne DMD [15]. Cette
conversion vers des fibres plus oxydatives pourrait avoir un impact sur
les CSM. Un métabolisme plus oxydatif permettrait en effet aux CSM
d’entrer en différenciation et de poursuivre la myogenése [3], plutot
que de rester a un stade d’activation et de prolifération.

Par ailleurs, dans un modele mdx fibrotique, des macrophages pro-
inflammatoires envahissent en permanence le muscle strié squelet-
tique et sécretent du TGF-[3 (transforming growth factor beta), un
facteur stimulant la production et la sécrétion du collagéne par les
fibroblastes, favorisant ainsi la fibrose musculaire [16]. €tant donné
que ’AMPK permet la transition des macrophages pro-inflammatoires
vers un phénotype réparateur, son activation chez des souris mdx
fibrotiques promeut la résolution de I'inflammation en induisant la
diminution de facteurs pro-inflammatoires en faveur de facteurs
anti-inflammatoires. Juban et al. ont démontré que "AMPK réduisait
I’expression de TGF-P, diminuant ainsi la fibrose, améliorant la régé-
nération musculaire et réduisant le nombre anormalement élevé de
CSM dans le muscle [16]. Cette régulation des CSM pourrait s’expli-
quer par la réduction de facteurs pro-inflammatoires sécrétés par
les macrophages, connus pour promouvoir la prolifération des CSM
au détriment de leur différenciation [17]. Cette étude démontre ainsi
un nouveau role de ’AMPK dans la DMD concernant la régulation des
macrophages, acteurs communiquant activement avec les CSM et leur
microenvironnement.

€n conclusion, I'activation de ’AMPK a de multiples effets pléiotropes
au sein du muscle squelettique dans le contexte de la DMD. Malgré
son implication dans la régulation des CSM, peu d’études ont a ce jour
documenté ce réle dans cette pathologie. De futurs travaux sont donc
nécessaires pour valider I’hypothése de I'implication de ’AMPK dans
la régulation des CSM dystrophiques. Bien que I’étude des CSM dans
la DMD soit complexe, 'investigation du métabolisme de ces cellules,
via notamment I’étude de "AMPK, permettrait d’apporter des connais-
sances supplémentaires sur la DMD et, ainsi, de développer de futures
pistes thérapeutiques ciblant I'activité des CSM tout en améliorant
durablement le phénotype dystrophique. ¢

SUMMARY

Muscle stem cells and metabolism in Duchenne muscular dystrophy,
focus on AMPK

Through their myogenic activity, adult muscle stem cells (MuSCs) are
crucial for the regeneration of striated skeletal muscle. Once acti-
vated, they proliferate, differentiate and then fuse to repair or form
new muscle fibers (myofibers). Their progression through myogene-
sis requires a complex regulation involving multiple players such as
metabolism, in particular via AMPK. This protein kinase regulates the
self-renewal and myonuclear accretion of MuSCs after acute skeletal
muscle injury or skeletal muscle contraction. However, in a context of
dystrophy such as Duchenne muscular dystrophy (DMD), the regenera-
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tive capacity of MuSCs is reduced, presumably due to an

increase of the proliferation that is detrimental to dif-

ferentiation. We are interested here in the potential of

metabolism to regulate the myogenic activity of MuSCs
in DMD via AMPK. ¢
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