GCN2 (souris GCN27/7). Conformément
aux données de la littérature décrites
chez le rat, nous avons montré que la
prise alimentaire de souris sauvages
était fortement diminuée en réponse a
une carence nutritionnelle en un acide
aminé indispensable, la leucine [3]. €n
revanche, les souris GCN2™/~ consomment
indifféremment les régimes complet ou
carencé (Figure 14), bien que la leuci-
némie soit fortement diminuée, quel que
soit le génotype, par la consommation du
régime carencé en leucine (Figure 1B). De
plus, des souris présentant une invalida-
tion du gene codant GCN2 uniquement
dans le cerveau se comportent comme
les souris GCN2™/~ (Figure 1C). Afin de
localiser le site d’activation de la kinase
GCN2 dans le cerveau, nous avons ana-
lysé le niveau de phosphorylation de son
substrat (elF2at) par immuno-histochi-
mie. Vingt minutes de consommation
d’un régime carencé en leucine entral-
nent une forte induction de la phospho-
rylation de elF2a. dans les neurones de
I’APC des souris sauvages, alors qu’aucun
marquage n'est obtenu avec les souris
GCN2™/~ (Figure 1D).

Nos résultats montrent que I'activité de
GCN2 dans le cerveau est indispensable au
développement de I’aversion alimentaire
résultant du déficit en acides aminés. €n
couplant la carence en acide aminé a la
phosphorylation de elF2aL dans les neuro-
nes de I’APC, GCN2 doit agir via ses effets
sur la traduction des protéines et/ou la
transcription de génes cibles (Figure 2).
Les mécanismes mis en route en aval de
I’activation de cette kinase restent a
déterminer. Cependant, il est probable
que d’autres régions du cerveau soient
secondairement impliquées pour aboutir
a laréponse comportementale.

La voie GCN2/elF20L a été conservée chez
tous les eucaryotes, de la levure aux
mammiféres. Chez la levure, cette voie
de signalisation régule la biosynthése
des acides aminés en fonction de leur
disponibilité. Ces travaux montrent que,
chez les omnivores, elle est utilisée pour
limiter la consommation d’une nourriture
carencée en acides aminés, favorisant
par défaut une alimentation équilibrée. ¢
GCN2 regulates feeding behavior to
maintain amino acid homeostasis in
omnivores

NOUVELLE

Origine du muscle squelettique :
roles de Pax3/Pax7

Mounia Lagha, Didier Rocancourt, Frédéric Relaix

> U'ensemble de la musculature du corps
et des membres dérive des somites,
structures embryonnaires segmentées
émanant du mésoderme présomitique
[1]. Chaque somite se compose d’un
sclérotome ventral, a I'origine du sque-
lette axial, et d’un dermomyotome épi-
thélial dorsal & I'origine du derme (peau)
et des muscles. Les premieres cellules

du développement,

Génétique moléculaire

myogéniques (caractéri-
sées par I'expression des
facteurs de détermination
myogéniques Myf5, MyoD
et/ouMrf4) apparaissent aux bordures de
ce dermomyotome. Elles migrent ensuite
entre le dermomyotome et le sclérotome
pour former le myotome primaire, pre-
mier muscle squelettique du corps [2, 31,
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essentiellement formé de
cellules post-mitotiques :
myoblastes en cours de
différenciation et fibres
musculaires différen-
ciées.

La formation des muscles
au cours du développement
desvertébrésestunproces-
sus progressif avec la mise
en place de plusieurs vagues successives
de cellules musculaires (dites embryon-
naires, feetales et adultes) dont I"origine
cellulaire était restée obscure. Nous avons
maintenant identifié une population de
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cellules progénitrices a "origine de ces
différents lignages [4], ce qui nous permet
de proposer un modele unifié du dévelop-
pement musculaire (Figure 1).

Nous avons tout d’abord observé I’exis-
tence d’une population de cellules au
sein du myotome des embryons de souris
n’exprimant ni les facteurs myogéniques,
ni les marqueurs de différenciation. €n
revanche ces cellules expriment Pax3
(Figures 2B et 2C), et son paralogue Pax7,
deux facteurs de transcription a homéo-
domaine, importants au cours de I"orga-
nogeneése chez la souris et impliqués chez
I’lhomme dans des cancers (rhabdomyo-
sarcomes) et dans une maladie génétique
rare (syndrome de Waardenburg) [5]).
Cette nouvelle population de cellules est
présente tout au long du développement
embryonnaire et feetal dans un état pro-
lifératif (contrairement aux myoblastes)
au sein méme des masses musculaires du
tronc et des membres.

Grace aux stabilités différentielles de
genes rapporteurs insérés aux locus Pax3
(Pax3GFP/+) et Pax7 (Pax7LacZ/+), nous
avons pu étudier la contribution de cette
population de progéniteurs a la crois-
sance musculaire. En effet, la protéine GFP
(greenfluorescent protein) étanttrés sta-
ble, il est possible de suivre le devenir des
cellules qui ont exprimé Pax3 a un moment
donné (Pax3+, GFP+), et ce méme dans les
cellules ot Pax3 est éteint (Pax3-, GFP+).
€nrevanche, la stabilité du rapporteur 3-
Gal (Pax7LacZ/+) est similaire a celle de
la protéine endogéne Pax7, reflétant I’ex-
pression endogéne de ce géne (Figure 24).
La comparaison de I’expression de ces
deuxrapporteurs (GFP et B-gal) dans des
embryons Pax3GFP/+ : Pax7LacZ/+ nous a
permis de montrer que ces cellules con-
tribuent a la croissance musculaire (les
fibres sont GFP+ mais B-gal-), tout en
restant en prolifération dans les masses
musculaires. Elles ont donc des caracté-
ristiques de cellules souches. Ainsi, cette
population de cellules Pax3+/Pax7+ cons-
titue un nouveau compartiment de cel-
lules progénitrices/souches musculai-
res résidentes capables de contribuer a
la croissance musculaire tout au long du
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développement (Figures 2D et 2€).

Chez I’adulte, on rencontre des cellules
mononucléées, appelées cellules satelli-
tes, en périphérie de chaque fibre mus-
culaire multinucléée. Ces cellules souches
musculaires fournissent I'essentiel du
réservoir de croissance et de régénération
chez I'adulte et sont capables de proli-
fération et de différenciation apres acti-
vation. La localisation le long des fibres,
le fort potentiel myogénique ainsi que
I’expression des facteurs de transcription
Pax3 et/ou Pax7 suggérent que les pro-
géniteurs musculaires résidents identifiés
chez le feetus sont a "origine des cellules
satellites de I"adulte : nous avons montré
que ces cellules adoptent progressivement
une position de cellule satellite, c’est-a-
dire le long des fibres différenciées sous la
lame basale, chez le feetus juste avant la
naissance [4]. Des études complémentai-
res de lignage réalisées chez le poulet ont
confirmé ce résultat [6].

Les mutants de souris pour le géne Pax7
n’ont pas de phénotype musculaire pendant

I’embryogenése et meurent dans les pre-
miéres semaines aprés lanaissance [7]. Les
embryons portant I’alléle perte de fonction
pour Pax3 présentent des défauts majeurs
dedéveloppement dusystemenerveux cen-
tral et périphérique ainsi qu’un phénotype
musculaire important. €n effet, la muscu-
lature des membres est absente et les somi-
tes sont réduits. Ces phénotypes sont, entre
autres, causés par une perte cellulaire con-
sécutive a ’apoptose en I’absence de Pax3
[8].Cependant, chez le mutant Pax3, une
partie de la musculature du tronc se forme,
et ce malgré les défauts d’organisation des
somites [9]. Celaestvraisemblablementdi
auneredondance fonctionnelle avec son
paralogue Pax7, puisque le remplacement
du gene Pax3 par Pax7 chez la souris est
capable d’assurer la plupart des fonctions
de Pax3 dans letronc [10].

Les cellules progénitrices musculaires
nouvellement identifiées co-expriment
Pax3 et Pax7, deux genes fonctionnelle-
ment redondants. Afin de comprendre les
roles de Pax3 et de Pax7 au sein de cette

Pax3/Pax7

/X3

Myotome Myotome  Musculature Musculature Musculature
primaire tardif embryonnaire feetale adulte
(€8,5-€11,5) (€10,5-€12,0) (€12,0-£14,5) (€14,5-€17,5) (e17-)

Figure 1. Les muscles squelettiques du corps se forment progressivement a partir de plusieurs

vagues de myogenése ayant une origine somitique. La premiére vague de myogenése (£8.5-€11.5)

s’effectue au niveau des lévres du dermomyotome (fléches bleues) et contribue au myotome

primaire. Ces cellules expriment Pax3. Toutes les autres vagues de myogenéses (embryonnaire,

feetale et adulte) sont alimentées & partir d’un pool de cellules progénitrices résidentes expri-

mant Pax3/Pax7 et migrant a partir de la région centrale du dermomyotome (en vert) dans le

myotome (couleur saumon) (fléches roses). La position du somite est indiquée par rapport aux

structures neurales axiales.



population, nous avons donc analysé le
phénotype des embryons double mutants
Pax3GFP/GFP : Pax7LacZ/LacZ.

Le phénotype musculaire est bien plus
grave que celui des embryons sim-
ple mutants : alors que I"apoptose des
mutants Pax3~" n’est plus détectable

au stade €11.5, les double mutants pour
Pax3 et Pax7 continuent @ subir une
importante mort cellulaire. Parmi les
cellules GFP+ qui restent chez ces double
mutants, aucune cellule s’engageant
versla myogenese n’est observable apres
€10.5. Autrement dit, le peu de fibres

A Pax3 Desmine Desmi
Pax7 Myf MyoD Mrf4 eSmine
— =D — =
Progéniteur Myoblaste Fibres
B-Gal (Pax 7) |
GFP (Pax 3)

Desmine

€10,5 Pax3°* Pax3 Desmine DAPI

GFP (Pax3)

Figure 2. Les cellules progénitrices Pax3/Pax7 contribuent a la fois a la croissance musculaire et
au maintien d’un réservoir de cellules progénitrices/souches en prolifération. A. Représentation
schématique de la voie de différenciation myogénique, et des marqueurs associés aux différents
stades (Pax3/Pax7 dans les progéniteurs musculaires résidents ; Myf5/MyoD/Mrf4 dans les myo-
blastes engagés ; desmine dans les myoblastes et les fibres différenciées). Cette expression est
ici comparée a I’expression des genes rapporteurs GFP et LacZ engendrés respectivement a partir
des lignées Pax3GFP/+ et Pax7LacZ/+. B. Vue latérale d’'un embryon Pax3GFP/+ au stade €10.5 de
développement embryonnaire. La coupe indiquée passe a travers un somite. L'expression de la
GFP est également détectée au niveau du tube neural dorsal, du proces fronto-nasal, de la créte
neurale et de leurs dérivés. C. Analyse en immunofluorescence d’une coupe transversale au niveau
d’un somite en région thoracique d’un embryon de stade €10.5, comme indiqué en B, a I’aide d’un
anticorps anti-Pax3 (en rouge) indiquant une expression dans le dermomyotome épithélial (DM)
et dans le myotome (Myo). D-£. Co-marquage en immunofluorescence d’une coupe transversale
d’un muscle abdominal d’un feetus Pax3GFP/+ de stade €15.5 en utilisant la GFP endogene (en
vert), un anticorps anti-desmine (en rouge), et le DAPI qui marque I’ADN. Les cellules progéni-
trices non différenciées (GFP+, Desmine-) associées aux fibres sont indiquées par des fléches. La
GFP, qui est tres stable, est également détectable dans les fibres différenciées, démontrant que

les progéniteurs Pax3/Pax7 participent a la croissance musculaire.
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différenciées présentes chez les double
mutants sont des fibres formées a partir
du myotome primaire précoce indépen-
damment de Pax3 et Pax7.

Par ailleurs, en I'absence de Pax3 et de
Pax7, les cellules progénitrices muscu-
laires ne sont pas spécifiées vers un des-
tin musculaire squelettique. En revanche,
ces cellules adoptent d’autres destins
chez les doubles mutants. Ainsi, nous
avons pu observer la présence de cellules
GFP+ au sein de masses osseuses co-
exprimant des marqueurs du cartilage
(collagen 2a).

Cette étude a permis I'identification d’un
pool de cellules progénitrices musculaires
résidentes exprimant les facteurs Pax3/
Pax7 tout au long du développement
embryonnaire et a 'origine des cellules
satellites adultes. Cette population de
cellules souches musculaires embryon-
naires est potentiellement exploitable
dans le cadre de thérapies cellulaires
pour les maladies musculaires [4]. ¢
Pax3/Pax7-dependent population

of skeletal muscle progenitor cells
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