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MEDECINE ET SCIENCES EN LA FIN D'UN MILLENAIRE : LES GRANDS TEMOINS

Hétérogénéité myoblastique
et filiation myogénique

Il existe plusieurs espéces de myoblastes au cours de
I’ontogeneése, ceux qui demeurent dans le territoire somi-
tique (myotome), a I’origine des muscles du tronc, et
ceux qui migrent vers I’extérieur, a I’origine des bour-
geons des membres. A ce dernier niveau, la culture cel-
lulaire permet de montrer que se succedent des popula-
tions myoblastiques distinctes aux destins différents. Sur
le plan moléculaire, plusieurs populations de myoblas-
tes peuvent aussi €tre distinguées par I’expression des
genes de différenciation myogénique de la famille
MpyoD1. La plupart des lignées myoblastiques expriment
Myf5, alors que I’expression de MyoD1 et de Myogénine
serait associée a la décision de se différencier en myo-
tubes. Il se pourrait par conséquent que Myf5 intervint
dans la détermination myogénique, alors que, en aval,
MyoD1 et Myogérmine seraient impliqués dans 1’activation
de la différenciation terminale.

orsqu’on décrit la différen-
ciation du tissu musculaire
(squelettique), on se réfere
souvent a une séquence
d’événements que l'on peut

stades, il est apparent qu’existent au
moins deux catégories de myoblastes
(Mb) : ceux qui demeurent dans
I’aire somitique et qui engendreront
précocement les muscles du tronc, et

résumer ainsi : le mésoderme dorsal,
territoire situé prés du péle apical de
I’ceuf en division, donne naissance
aux myoblastes (Mb) mononucléés.
Ceux-ci se convertissent en myotubes
(Mt) lesquels subissent a leur tour
une maturation en fibres et forment
le tissu musculaire adulte. Chaque
intermédiaire de la différenciation
apparait comme constitué de cellules
identiques et homogeénes, chaque
étape étant parfaitement synchrone.
Dans un tel schéma (figure 1, p. 246)
on n’établit de fait aucune différence
entre les voies ontogéniques qui con-
duisent aux divers types de muscles
du squelette.

En réalité, si 'on envisage les cho-
ses sous un angle plus précis, en por-
tant plus d’attention aux premiers

ceux qui, dérivant du dermomyo-
tome, migrent a l’extérieur du terri-
toire somitique pour former plus tar-
divement les bourgeons des mem-
bres [1-3]. De fait, et comme nous le
verrons ci-apres, les myoblastes ayant
ces deux destinées ontogéniques sem-
blent comprendre des sous-catégories
distinctes, de sorte que le terme de
« myoblastes » doit étre considéré
comme une appellation générique
recouvrant une assez grande hétéro-
généité cellulaire. La figure 2, p. 247
tente précisément d’illustrer les éta-
pes primaires concourant a la forma-
tion des premieres ébauches
musculaires.

Une des premiéres questions que 1’on
est en droit de se poser concerne la

nature des facteurs qui contrlent 12 s—
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proportion des cellules migratrices et
des myoblastes qui se différencient in
situ. On sait que les cellules migra-
trices ont en général une disposition
plus marginale dans le dermo-
myotome ; dés lors, il est 1égitime de
se demander si elles ne répondent
pas a un signal chimiotactique parti-
culier ; a ce sujet, les embryologistes
ont établi I’existence de divers effets
inducteurs en provenance du méso-
derme somato-pleural [4] et peut-étre
aussi de la créte neurale [5]. En
outre, la migration proprement dite
ferait intervenir des facteurs, comme
le PDGF (platelet derived growth fac-
tor) [6] et la fibronectine [7].

Devenir de myoblastes
« embryonnaires »

en cultures cellulaires.
Dépendances
nutritionnelles.

Effets du TPA et du nerf

Dans la suite de cet exposé, nous
tenterons d’analyser comment 1’exa-
men du devenir des myoblastes en
cultures cellulaires in vitro pourrait
contribuer a I’étude des étapes pré-

coces de I'ontogenese de la filiation
des cellules musculaires. Une pre-
miére approche a I’étude de I’hété-
rogénéité des myoblastes a conduit a
la proposition que le bourgeon de
membre en développement est le
siege de l’apparition de types myo-
blastiques distincts. C’est ce qui a
résulté des travaux de Hauschka et al.
chez les oiseaux (caille, poulet).
Ces travaux [8] montrent en effet
qu’il existe plusieurs classes de myo-
blastes en se fondant sur leurs exi-
gences nutritionnelles lorsqu’ils sont
amenés a se différencier en culture.
Ainsi, le nombre de clones myogéni-
ques obtenus a partir des populations
isolées du bourgeon de patte est
négligeable avant le 3¢ jour. A par-
tir de 13, il augmente pour atteindre
55 % a 5 jours. Les myotubes formés
in vitro présentent des caractéristiques
différentes selon qu’ils proviennent de
cellules formatrices de colonies mus-
culaires (MCF, muscle colony forming)
« jeunes » ou plus « tardives » : les
premiéres colonies forment de petits
myotubes avec peu de noyaux, les
plus tardives de longs myotubes (Mt)
plurinucléés. Quatre classes ont ainsi
été définies.

Ad/

PAd . Cb
N\

Cb

> - PMb —» Mb —» Mt —» Myofibres —s [Ilu:

¥

Protéines spécifiques
du muscle

Etapes générales
dela
myogenése

N

Motoneurones

Figure 1. Etapes générales de la myogenése. MS = mésenchyme primaire ;

PMb = myoblastes présomptifs ; Mb =

tubes ; PAd = pré-adipoblastes ; Ad
tes ; Cb = chondrocytes.

myoblastes matures (G1) ; Mt = myo-

adipoblastes ; PCb = préchondrocy-
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La premiere, CMRI (conditioned
medium requining cells, cellules exigeant
un milieu conditionné), est présente
au «stade 3 jours » (petits Mt), la
deuxieme (CMRII) apparait au
« stade 5 jours », la troisiéme
(CMRIII) a 9 jours (longs Mt). Les
myoblastes de toutes ces classes ont
besoin de milieu conditionné pour se
différencier in vitro, mais le temps de
mise en contact ainsi requis diminue
entre CMRI et CMRII. Enfin, une
quatrieme classe, FMS (free medium
sufficient), apparaissant au 6¢ jour, ne
requiert pas de milieu conditionné.
La premiere classe est stable et
n’évolue pas vers les autres (greffes
de CMRI de poulet sur pattes de
caille) [9].

Deux vagues de « précurseurs » de
ces myoblastes sont supposées inter-
venir : la premiere arrivant dans le
bourgeon au stade 24 a 27 somites
(50 heures) et engendrant la premiére
classe CMRI, et la deuxiéme, apres
56 heures (26 a 28 somites), qui
serait capable de former toutes les
classes [10]. Comme nous aurons
I’occasion d’y revenir, la dépendance
vis-a-vis du nerf varie selon les clas-
ses. Une dénervation empéche
I’apparition de la troisieme vague de
populations au neuvieme jour (classe
CMRIII) [11]. Apparemment, c’est
le contact avec le nerf qui semble
requis [12]. Toutes ces classes de
myoblastes synthétisent (aprés diffé-
renciation) le récepteur de I’acétyl-
choline (AChR). Toutefois, la
classe I ne le fait qu’en présence de
milieu conditionné [13].

La figure 3 — extraite du travail de
N. White et al., en 1975 [8] - illus-
tre la chronologie d’apparition des
quatre classes de cellules myogéniques.
Plus récemment, Fiszman et Mouly
ont repris ces travaux [14]. Ils ont
montré que chez le poulet ou la
caille, les myotubes dérivés des myo-
blastes précoces (a 5-6 jours) synthé-
tisent des quantités abondantes de
chaines légéres de myosines, du type
MLC2 lent (MLC : myosin light chain)
mais pas de MLC2 de type rapide,
alors que la situation est inversée
dans les myotubes dérivés des Mb
tardifs (9 jours in ovo). La morpho-
logie des myotubes précoces n’est pas
identique a celle des myotubes tardifs
et, fait intéressant, les premiers ne
fabriquent pratiquement pas de
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Figure 2. Ontogenése des muscles du tronc et des muscles des mem-
bres. Mbe = myoblastes « précoces » (early); Mbl = myoblastes tardifs
flate) ; Mbs = myoblastes somitiques. * Cette étape est influencée par la
somatopleure et la créte neurale. ’
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du total des clones
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Figure 3. Apparition des différentes populations de cellules formatrices
de colonies musculaires en fonction de I'dge des embryons. CMR veut
dire ici conditioned medium requiring cells tandis que FMS signifie free medium
sufficient cells. CMRII est calculé en soustrayant les proportions de CMRI et
CMRiIIl (différentes morphologies de myotubes) a partir de la quantité totale
de cellules CMR trouvées au cours du développement. Comme on I’'a déja sou-
ligné, les cellules CMRIIl requiérent un contact avec le nerf pour se différen-
cier. (D’aprés [8]).
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Figure 4. Synthése des résultats obtenus sur les clones de myoblastes embryonnaires transformés par le RSV

NYts68. MLC = myosin light chain; § =
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Figure 5. Profil de résistance au TPA des myoblastes provenant de sou-
ris a différents stades du développement. Les cellules ont été cultivées en
absence (contréle) et en présence de 10~ ’M TPA et le niveau d’AChR déter-
miné aprés 5 jours de culture. (D’aprés [15]).

slow (lent) ; F = fast (rapide). (D’aprés [14]).

récepteurs de I’acétylcholine tandis
que les seconds en synthétisent.

La figure 4 illustre les efforts réalisés
par ces auteurs pour stabiliser par
transformation les phénotypes des
myoblastes de catégories « précoce »
et « tardive », en utilisant le virus
RSV (Rous sarcoma virus) thermosen-
sible (RSVNYts68), qui permet
d’obtenir des lignées permanentes
non différenciables a température
permissive, mais différenciables a
40° C. Au moins deux classes de
myoblastes de caille transformés peu-
vent ainsi étre caractérisées et perpé-
tuées. Il existe peut-&tre aussi une
classe « intermédiaire ». Ces expé-
riences de transformation, conduisant
a des lignées permanentes de myo-
blastes précoces et tardifs ayant con-
servé la plupart des caractéristiques
observées dans les myoblastes
embryonnaires d’origine, confortent
dans I’idée que la myogenese in vivo
mobilise des classes de myoblastes
distinctes, génétiquement prédétermi-
nées. L’opposition « précoce-tardif »
refleterait donc une hétérogénéité de
populations cellulaires ayant des des-
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Figure 6. Niveau du récepteur de
I'acétyicholine (AchR) dans des cul-
tures de myoblastes de souris. Les
cultures ont été établies a partir
d’ébauches de pattes d’embryons
dgés de 11 jours (A) et 16 jours (B).
Les cellules ont été cultivées en
absence (® ®), ou en présence
fo---- - o) de TPA 10-’M. Le niveau
d’AchR a été mesuré par |la fixation de
125 |a-bungaratoxine. (D’aprés [15]).

tinées différentes dans la formation
des fibres plutdét que des réponses
distinctes d’une méme population
aux facteurs du milieu, comme le
prouve I’étude des clones transformés
homogenes.

Giulio Cossu a introduit le critére de
sensibilité des myoblastes a un agent
promoteur de la carcinogenese, le
TPA (ou ester de phorbol) [15]. Le
TPA exerce en effet des influences
différentielles trés intéressantes sur les
myoblastes « précoces » et « tardifs »
de cellules somitiques ou de bour-
geons de membres, ainsi que sur les
cellules satellites (figure 5).
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Ainsi, les myoblastes précoces des
somites ou bourgeons provenant
d’embryons de souris de 10 a
12 jours sont insensibles au TPA. A
partir de 14 jours, la proportion de
myoblastes dont la différenciation est
sensible s’accroit. A 15 jours, plus de
90 % des cellules le sont. Au
15¢ jour, on voit apparaitre une nou-
velle population de cellules myogéni-
ques dans les bourgeons de patte, qui
sont capables de se différencier en
présence de TPA et, apres 18 jours,
ces cellules représentent la plus
grande majorité des myoblastes : il
s’agit alors des cellules satellites. La
sensibilité au TPA serait en relation
avec la composition des membranes
en phosphatidylsérine.

La figure 6 - tirée de la publication
de Cossu et al. en 1988 [15] — mon-
tre 'insensibilité au TPA des myo-
blastes précoces (A) de 11 jours et la
sensibilité des myoblastes tardifs (B)
de 16 jours, en utilisant comme cri-
tere de différenciation 1’expression du
récepteur de 1’acétylcholine.

En 1986, Miller et Stockdale [16]
avaient également rapporté I’exis-
tence de deux catégories de myoblas-
tes : des myoblastes de type « pré-
coce », qui expriment des isoformes
de myosines a caractéristiques déter-
minées selon le phénotype des fibres
qui en émanent (on distingue alors
des clones « rapides », « lents » ou
« mixtes »), et des myoblastes de type
« tardif », chez lesquels le programme
d’expression des myosines est sous la
dépendance de facteurs épigénétiques
tels que : innervation, effet des hor-
mones thyroidiennes, etc.

Enfin, le degré de dépendance que
manifeste la différenciation myogéni-
que a I’égard du contrdle neuronal
peut étre un marqueur fin de ’hété-
rogénéité de classe, lequel est sans
doute a rapprocher des sensibilités
différentielles au TPA pouvant reflé-
ter des états membranaires distincts.
Ainsi les Mb des vertébrés apparais-
sent dans le myotome aux stades
10-15 somites (2,5 jours chez le pou-
let ; 9 jours chez la souris). Ceci
coincide avec le moment ou les pro-
longements du tube neural forment
contact avec le myotome [17],
I’innervation véritable se produisant
dés le 14¢ jour chez la souris.
Cossu et al. ont réussi a disséquer
une bande somitique associée au tube

Nombre de cellules myosine
positives x 102 /balte

15 5

A

10 4

T T T
1 3 5 7

Age des cultures (jours)

Figure 7. Apparition de cellules
exprimant la myosine dans des cul-
tures de cellules isolées, avec
®e————eou sans o---- - otube neu-
ral, & partir de somites d’embryons de
souris 4gés de 8,5 jours (A), 9,5 jours
(B) et 10,5 jours (C). (D’aprés [18]).

neural et une autre dépourvue de cel-
lules nerveuses. Les deux types de
somites ont été dissociés, mis en sus-
pensions monocellulaires puis culti-
vés ; on a mesuré la différenciation
a 'aide d’un anticorps antimyosine.
Comme le montre la figure 7 [18], au
cours de la somitogenese précoce
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Tableau |
DETECTION DES TRANSCRITS MyoD1, MYQGENINE ET Myf5
DANS DIVERSES LIGNEES MYOGENIQUES
Génes de régulation exprimés au stade
Cellules Origine
Myoblaste Myotube
L6, L8 rat foetus 20 j. Myf5 Myf5
Myogénine
BC3H1 souris, tumeur My{5 Myf5
du cerveau Myogénine
MM14 souris jeune adulte MyoD1 MyoD1
Myogénine
C2 permissif souris jeune adulte MyoD1 MyoD1
Myf5 My {5
Myogénine
C2 inductible souris jeune adulte Myf5 MyoD 1
Myf5
Myogénine

Les données proviennent des travaux cités dans le texte. La présence du transcrit Myf 5
dans les myoblastes C2 permissifs et inductibles a été mise en évidence par la techni- .
que de I’ADNc PCR. L’absence d’un transcrit dans certains cas peut étre liée a la sen-
sibilité de la technique de détection. Il faut en effet noter que dans le cas des cellules
L6, L8, BC3H1 et MM 14 les résultats ont été obtenus par Northern blot.

(8,5 jours post-coitum) la présence de
cellules nerveuses est requise pour le
déroulement normal de la myoge-
nése. Aux stades plus tardifs
(10,5 jours post-coitun) non seulement
ce n’est plus le cas, mais les cellules
nerveuses exercent un effet inhibi-
teur. Des résultats similaires ont été
obtenus en utilisant les cellules de la
moelle épiniére comme source de
neurones.

Ces données rappellent les observa-
tions de Bonner et Adams [12] sur
les myoblastes des bourgeons de pat-
tes. Selon eux, les cellules CMRIII
n’apparaissent en effet qu’en pré-
sence de cellules nerveuses.

En résumé, on peut clairement dis-
tinguer deux catégories de myoblas-
tes « précoces » et « tardifs », en se
fondant sur plusieurs critéres : mor-
phologie des Mt, capacité a synthé-
tiser le récepteur de I’acétylcholine,
sensibilité au TPA, expression des
isoformes de myosine. Il est toutefois
possible qu’existe un grand nombre
de sous-classes [16]. Ces hétérogénéi-
tés seraient le reflet de I’existence de
plusieurs lignages distincts, plutét
qu’elles ne représenteraient des éta-
pes discretes (stabilisées en culture)
de I’ontogenese d’un lignage unique.

Hétérogénéité
myoblastique et
expression des genes
régulateurs

de la myogenése

Une autre approche a permis récem-
ment d’établir I’existence d’une hété-
rogénéité myoblastique sans que I’on
soit (déja) a méme de rattacher celle-
ci a des étapes distinctes de I’onto-
genese. Cette approche a largement
bénéficié de I'identification de geénes
régulateurs de la myogeneése [19-22].
Trois genes régulateurs ont été iso-
lés qui sont susceptibles d’activer la
myogenese dans les cellules de la
lignée embryonnaire de souris, 10T
1/2. Ces geénes MyoDI [19], Myogeé-
mine [21] et Myf5 [22] codent pour des
protéines apparentées possédant un
domaine basique, un motif « hélice-
boucle-hélice » [23] ainsi qu’une
région d’homologie avec 1’oncogéne
myc, — et qui sont susceptibles de se
lier a 'ADN. La protéine MyoD1 est
une phosphoprotéine localisée dans le
noyau des cellules musculaires [24].
En se fondant sur leur activité bio-
logique et de leur structure, il a été
proposé, probablement hativement,
que ces trois génes remplissent des

m/s n° 3 vol. 6, mars 90



roles équivalents dans la détermina-
tion myogénique. Les données pré-
sentées dans le 7ableau I indiquent
qu’au moins un gene régulateur (soit
MpyoD1, soit Myf5) est exprimé cons-
titutivement (2 un niveau détectable
par Northern blof) au stade myoblaste,
que I'expression de ce gene persiste
quand la différenciation terminale se
produit et que celle-ci s’accompagne
dans tous les cas de I’apparition de
la myogénine. Ces résultats pour-
raient s’interpréter par l’existence de
classes distinctes de myoblastes carac-
térisées par leurs taux d’expression
relatifs de Myf5 [25] ou MyoDI. Le
modele des cellules permissives et
inductibles de la lignée myogénique
C2 que nous avons étudiée [26] plus
en détaill permet de préciser cette
proposition. Nous avons en effet pré-
cédemment décrit 1’existence d’un
variant de la lignée C2 dont la dif-
férenciation en myotubes et I’expres-
sion des divers traits myogéniques
requiérent, outre un bas niveau en
sérum, ’addition d’effecteurs exoge-
nes tels que le mélange dexamétha-
sone et IGF1 (insulin growth factor 1).
Grace a I’emploi de la technique de
I’ADNc-PCR*, nous avons pu obser-
ver que l’expression de MyoD! est
constitutive dans les myoblastes
« permissifs » (myoblastes a haute
probabilité de différenciation en pré-
sence de sérum) [27], alors
qu’aucune trace d’expression n’est
détectée dans les myoblastes « induc-
tibles » (myoblastes a faible probabi-
lité de différenciation en présence de
sérum). Dans ces derniers, en revan-
che, I’expression de MyoD! accompa-
gne la différenciation terminale. Ces
résultats indiquent que MyoDI n’est
pas nécessaire pour le maintien de
I’état déterminé mais que le produit
de ce géne pourrait jouer un rdle
dans la « décision » de se différencier
qu’adopte pendant la myogenese une
cellule déja déterminée. Cette propo-
sition est renforcée par le fait que la
transfection d’ADNc MyoDI provo-
que la conversion des myoblastes
inductibles en myoblastes permissifs
(Pinset et Montarras, résultats non
publiés).

* Recopiage préalable des ARNm en ADNc, puis
amplification enzymatique par PCR (voir m/s n° 8,
.vol. 4, p 515).
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La technique de ’ADNc-PCR a révélé
qu’a la différence de Myo-D1I, le trans-
crit Myf5 était présent a des niveaux
semblables dans les myoblastes per-
missifs et inductibles. De par son pro-
fil d’expression, il apparait donc que
Mpyf5 pourrait agir en amont de MyoD1
et Myogémine dans le contrdle de la
myogenese, en participant a la déter-
mination myogénique tandis que
MpyoD1 et Myogénine seraient impliqués
dans I’activation de la différenciation
terminale (Montarras, Pinset, Chelly,
manuscrit en préparation). Des résul-
tats indépendants, obtenus in vivo au
cours du développement embryon-
naire de la souris, montrent que
I’expression de Myf5 précede celle de
MyoD1 (Ott et al., manuscrit en pré-
paration). Quoi qu’il en soit, nos don-
nées suggerent que les cellules induc-
tibles et permissives représenteraient
deux états de la progression des cellu-
les musculaires déterminées dans la
voie de la myogeneése. L’existence et
la nature des relations ontogéniques
entre myoblastes MyoD - et myoblas-
tes MyoD* restent a établir. Des
observations obtenues in v2vo signalent
néanmoins que I’expression de MyoD1
pourrait étre postérieure a I’apparition
de myocytes dans les somites chez la
souris [28].

Enfin, d’autres marqueurs potentiels
caractéristiques de 1’« état myoblasti-
que » sont également a prendre en
considération. En effet, on sait depuis
peu que méme a ’état réplicatif, les
myoblastes expriment plusieurs mar-
queurs (desmine [29], B-énolase [30],
antigene de surface 24.1D5 [31],
dystrophine [32]) qui les distinguent
des cellules non musculaires. L’inté-
rét de tous ces marqueurs est qu’ils
s’appliquent aux myoblastes propre-
ment dits, évitant ainsi d’avoir a
dépendre d’une définition a posterior,
c’est-a-dire des marqueurs de diffé-
renciation de leurs dérivés ontogéni-
ques, les myotubes.

En résumé, toute une série d’argu-
ments plaident en faveur d’une assez
grande hétérogénéité de populations
myoblastiques, hétérogénéité nette-
ment percue et déja bien décrite par
les embryologistes ou les biologistes
cellulaires, mais que les nouveaux
marqueurs de développement issus
des recherches en biologie molécu-
laire devraient permettre de mieux
caractériser Ml

Summary

Myoblast heterogeneity and
myogenic lineage
Embryological studies have

revealed that skeletal muscles ori-
ginate from at least two types of
myoblasts ; one type remains in
the somites to form the trunk
musculature, the other type
migrates from the dermomyo-
tome into the limb buds to form
the limb musculature. In this
article we discuss the study of
myogenic lineage(s) in the light
of the diversity of myoblasts
revealed by the use of cell and
tissue culture models. Studies
have indicated that the require-
ments for myoblast growth and
differentiation change according
to the developmental stage and
that myotubes derived from
« early and late » myoblasts dis-
play different phenotypes (mus-
cle protein isoforms). These hete-
rogeneities could either reflect
the existence of several distinct
lineages or represent discrete
developmental stages (stabilized
in culture) of the same lineage.
Studies of the recently discove-
red myogenic regulatory factors,
MyoD1, Myogenin and Myf5
have indicated that the corres-
ponding genes exhibit distinct
patterns of expression, suggesting
that Myf5 is involved in deter-
mination while MyoD1 and
Myogenin participate in the
decision to differentiate in
already determined muscle cells.
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