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> Les thérapies cellulaires représentent un 
énorme espoir pour guérir divers désordres 
génétiques. Elles impliquent la transplan-
tation de cellules souches autologues1 qui 
ont été corrigées génétiquement ex vivo. Un 
des problèmes majeurs de ces approches 
de thérapies cellulaires est la perte du 
potentiel régénératif des cellules souches 
pendant leur manipulation ou leur expan-
sion en culture [1, 2] (Figure 1A). Définir de 
meilleures conditions de culture de ces cel-
lules souches pourrait permettre leur per-
sistance et leur expansion sans pour autant 
affecter leur efficacité thérapeutique.
Entre autres tissus, le muscle squelettique 
possède des cellules souches présentant 
un très grand pouvoir régénératif qui se 
traduit par un fort potentiel de transplan-
tation et de repopu-
lation du tissu d’ori-
gine [3] (➜).
Ces cellules souches 
se maintiennent à l’état quiescent sur 
de très longues périodes : des mois pour 
la souris et des années pour l’homme [4, 
5]. Au sein du tissu, elles résident dans 
un microenvironnement spécialisé (aussi 
appelé niche) défini par une combinaison 
unique de propriétés biophysiques, bio-
chimiques et cellulaires. Ces propriétés 
sont impliquées dans la régulation de la 
quiescence dans de nombreux types de tis-
sus [6-8]. Les cellules souches du muscle 
squelettique - ou cellules satellites - dans 

1 Provenant du patient lui-même.

un état de quiescence résident entre la 
lame basale2 et la myofibre [9, 10].
Jusqu’à présent, les reconstitutions de 
niche de cellules souches in vitro se sont 
intéressées principalement, et presque 
exclusivement, à manipuler les caracté-
ristiques autonomes cellulaires comme 
le processus de division cellulaire afin de 
modifier le renouvellement ou le destin 
cellulaire [8, 11]. Les caractéristiques 
autonomes non-cellulaires de la niche, 
comme les propriétés biomécaniques des 
myofibres ou la composition de la matrice 
extracellulaire, ont, elles, été très peu 
étudiées. Dans notre étude, publiée dans 
Nature Biotechnology [2], nous définis-
sons les propriétés biochimiques et méca-
niques de la niche des cellules satellites du 
muscle squelettique permettant la forma-
tion d’un milieu de culture de quiescence 
et d’une matrice extracellulaire en trois 
dimensions. Ce milieu de culture et cette 
matrice sont ainsi capables d’assurer la 
quiescence et le maintien du pouvoir régé-
nératif de ces cellules satellites.

Définir un milieu de culture 
de quiescence
Nous avons utilisé une analyse monocel-
lulaire pour comparer les cellules satel-
lites quiescentes et celles activées à la 
suite d’une lésion induite par injection de 

2 Feuillet de glycoprotéines entourant, ici, les cellules mus-
culaires.

cardiotoxine3 (analyse effectuée 1,5 et 
3,5 jours après la lésion). Nous avons ainsi 
déterminé les signatures moléculaires 
caractéristiques des cellules quiescentes 
et des cellules activées. Les premières 
expriment Pax7 (paired box 7), Notch2 
(neurogenic locus notch homolog pro-
tein 2), Notch3, Hes1 (hairy and enhancer 
of split-1), HeyL (hairy/enhancer-of-split 
related with YRPW motif-like protein), 
CD34 (hematopoietic progenitor cell anti-
gen CD34) et Foxo3 (forkhead box O3). Les 
cellules actives, quant à elles, expriment 
Polg (DNA polymerase subunit gamma), 
Tp53 (tumor protein 53), Ezh2 (enhancer 
of zeste homolog 2) et MyoD1 (myogenic 
differentiation 1) [2]. Nous avons ensuite 
utilisé ces signatures moléculaires afin 
de tester l’effet de 50 molécules connues 
pour moduler divers aspects fonctionnels 
de la cellule souche du muscle comme 
leur homéostasie, leur prolifération, leur 
différenciation et leur quiescence. Une 
dizaine de ces molécules ont été sélec-
tionnées en fonction de leur influence, 
seule puis en combinaison, sur le main-
tien de l’état de quiescence des cellules 
(Tableau I). Nous avons pu ainsi défi-
nir la formulation d’un milieu de culture 
de quiescence (sans sérum) permettant 
d’assurer le maintien de l’état dormant 
des cellules satellites en culture pendant 
au moins 2 jours [2].

3 Toxine issue du venin de cobra provoquant des atteintes 
musculaires.
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avons déterminé que des substrats dont 
l’élasticité était comprise entre 1 et 2 
kPa (kilopascal) assuraient le mieux le 
maintien de la dormance, sans induction 
de différenciation spontanée (environ 
85 % des cellules en quiescence) [2].
Afin de déterminer la composition de la 
myofibre artificielle, nous nous sommes 

de créer une matrice extracellulaire, 
appelée myofibre artificielle, reprenant 
les caractéristiques clés des myofibres 
naturelles et de la lame basale. L’un des 
paramètres important à considérer est 
l’élasticité du substrat qui influence les 
capacités prolifératives et régénératives 
des cellules souches [11]. Ainsi, nous 

Construire une myofibre artificielle 
pour maintenir la quiescence
Dans leur niche naturelle, les cellules 
satellites sont associées à leur myo-
fibre. Cette association est fondamen-
tale pour maintenir leur quiescence et 
leurs capacités prolifératives et régé-
nératives. Nous avons donc entrepris 

Figure 1. Caractérisation 
fonctionnelle de la niche 
artificielle. A. Résultats de 
l’imagerie non-invasive de la 
bioluminescence in vivo (1) 
de cellules satellites quies-
centes (CSQ) fraîchement 
isolées, (2) activées in vivo 
par lésion induite par la car-
diotoxine (CSA), ou (3) de 
myoblastes cultivés (MB). Ces 
cellules expriment le trans-
gène de la luciférase et ont 

été transplantées (10 000 cellules pour chaque condition) dans le muscle tibial antérieur de souris préalablement blessées à la cardiotoxine. Les 
myoblastes cultivés montrent une perte importante de leur potentiel régénératif (n = 6 répliques biologiques ; comparaison de CSQ et CSA : *P 
< 0,05 ; **P < 0,001 ; ***P < 0,0001). B. Résultats de l’analyse en composantes principales (CP1, CP2) des profils d’expression monocellulaires des 
cellules satellites cultivées associées à des myofibres artificielles (MA) ou sur substrat plastique (S), et cultivées en présence de milieu de culture 
de quiescence (MQ) ou de croissance (MC) et comparés avec ceux des cellules satellites quiescentes et activées in vivo. Les nuages et les lignes de 
contours représentent la densité des distributions monocellulaires ; les couleurs indiquent les différentes populations de cellules satellites et leurs 
conditions de culture respectives. Seule la combinaison de MA et de MQ dans les conditions de culture permet de maintenir un état de quiescence 
des cellules similaire à celui des cellules quiescentes fraîchement isolées (adapté de [2]).
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Catégorie Rôle Composition/Paramètre

Facteurs physiques Élasticité du support 1-2 kPa

Composants cellulaires Interaction myofibre/cellule satellite (VCAM) Intégrine 41

Matrice extracellulaire Support (lame basale)
Collagène I
Laminine

Facteurs solubles

Fonctions des cellules satellites (activation, renouvellement ou 
différenciation)

Inhibiteur de C-met
Inhibiteur de TGF-
Inhibiteur de FGF

Activateur de quiescence Activateur du récepteur de la calcitonine

Inhibition du cycle cellulaire
Absence de sérum
Inhibiteur de CDK/Aurora

Régulation homéostatique des cellules satellites
Activateur d’AMPc
Inhibiteur de p38-MAPK

Tableau I. Récapitulatif des paramètres déterminés permettant de maintenir la quiescence des cellules satellites. AMPc : adénosine monophosphate 
cyclique ; CDK : cyclin-dependent kinase ; FGF : fibroblast growth factor ; kPa : kilopascal ; p38-MAPK : p38 mitogen-activated protein kinase ; 
TGF- : transforming growth factor beta ; VCAM : vascular cell adhesion protein.
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basés sur la composition de deux consti-
tuants présents dans la niche : la lame 
basale et les récepteurs VCAM (vascular 
cell adhesion protein) qui sont très for-
tement exprimés à la surface des cel-
lules satellites [5]. Leurs composants 
(le collagène de type I et la laminine 
pour la lame basale, et l’intégrine 41 
pour les récepteurs VCAM) ont donc été 
associés dans un hydrogel (Tableau I). 
Un des avantages des hydrogels qui 
ont pour base le collagène I est qu’ils 
répondent à l’exigence d’élasticité que 
nous avions prédéfinie : celle-ci est en 
effet de 1,33 ± 0,18 kPa, avec un module 
mécanique de tension d’environ 27 kPa 
(similaire aux myofibres naturelles), ce 
qui les rend mécaniquement robustes 
et stables après manipulation et trans-
plantation [2]. Nous avons montré que 
les cellules satellites cultivées sur cette 
myofibre artificielle en présence de 
milieu de culture de quiescence peuvent 
être maintenues en quiescence pendant 
3,5 jours sans altération de leurs capaci-
tés d’activation et de prolifération. Après 
7 jours dans ces conditions de culture, les 
cellules souches du muscle peuvent tou-
jours être réactivées malgré une réduc-
tion graduelle de la viabilité cellulaire 
[2]. La culture des cellules satellites sur 
des myofibres artificielles permet donc 
d’améliorer significativement la durée 
pendant laquelle ces cellules conservent 
leurs propriétés de quiescence, en com-
paraison avec des cultures réalisées avec 
du milieu de culture quiescent seul. De 
plus, les profils d’expression monocellu-
laire des cellules satellites quiescentes 
in vivo sont remarquablement identiques 
et homogènes à ceux des cellules culti-
vées dans ces conditions artificielles de 
quiescence (Figure 1B) [2].

La niche artificielle permet de 
maintenir le potentiel régénératif des 
cellules satellites murines et humaines
L’étape suivante a été de tester les pro-
priétés des cellules souches ainsi culti-
vées après leur transplantation in vivo. 
Nous avons donc comparé les propriétés 
de cellules souches du muscle ayant 
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Figure 2. La niche artificielle améliore la transplantation des cellules souches du muscle. A. Résultats 
de l’imagerie non-invasive de la bioluminescence in vivo de 50 cellules satellites, exprimant le trans-
gène codant la luciférase, cultivées avant transplantation pendant 2,5 jours en milieu de culture de 
quiescence associées soit à une myofibre native, soit à une myofibre artificielle, soit en suspension 
(sans myofibre). Les animaux transplantés ont été évalués chaque semaine pendant un mois (n = 5, 
répétitions biologiques ; ***P < 0,0001 ; les barres d’erreurs indiquent la déviation standard). B. Ima-
gerie au cours du temps représentative de la bioluminescence d’une des souris transplantées (décrites 
en  A) dans chaque muscle tibial antérieur avec 50 cellules satellites associées avec une myofibre 
artificielle (patte de droite) et en suspension (sans myofibre) (patte de gauche). C. Immunofluo-
rescence d’un muscle tibial antérieur transplanté avec 50 cellules satellites exprimant le gène rap-
porteur codant la luciférase. Après transplantation, les myofibres régénérées expriment la luciférase 
(marquage vert) indiquant la participation des cellules satellites transplantées. Les cellules satellites 
transplantées (flèches) se localisent dans leur niche naturelle entre la lame basale (en blanc, visua-
lisée par marquage de la laminine) et la myofibre (barre = 10 μm). L’ADN nucléaire des cellules et des 
myofibres est marqué par le DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, en bleu). D. Résultats de l’imagerie 
non-invasive de la bioluminescence in vivo de muscles préalablement transplantés (en A) et blessés 
par la cardiotoxine après 40 jours. Suite à cette lésion, l’intensité de la luciférase augmente suggérant 
que les cellules satellites transplantées (exprimant la luciférase) sont fonctionnelles et participent au 
processus de la régénération musculaire (adapté de [2]).
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cellulaires efficaces. Le développement 
de nouveaux systèmes de culture cellu-
laire, comme celui que nous présentons, 
est indispensable afin de permettre le 
maintien des cellules dans leur état de 
quiescence ou de les cultiver pendant 
de longues périodes sans perdre leur 
potentiel régénératif, le but étant de 
pouvoir corriger les mutations asso-
ciées à un désordre 
génétique (comme 
c’est le cas pour les 
dystrophies muscu-
laires) [12] (➜).
Ces nouveaux systèmes de culture 
ouvrent ainsi la voie à de futures 
applications cliniques. Les microen-
vironnements biomimétiques peuvent 
également être utiles dans le cas de 
transplantation de cellules souches 
effectuées dans le cadre de thérapies 
cellulaires nécessitant la reconstruction 
de tissu comme pour la perte volu-
métrique de muscle après accident ou 
chirurgie. ‡
Development of an artificial microen-
vironment to maintain the quiescence 
and the therapeutic potential of ske-
letal muscle stem cells

LIENS D’INTÉRÊT
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérêt 
concernant les données publiées dans cet article.

été cultivées dans le milieu de culture 
quiescent, soit avec des myofibres arti-
ficielles, soit avec des myofibres natu-
relles, soit en l’absence de matrice asso-
ciée. Après leur transplantation dans la 
souris, le potentiel régénératif des cel-
lules souches s’est avéré être similaire 
pour les cultures réalisées en présence 
de myofibres, qu’elles soient artificielles 
ou natives, et bien supérieur à celui 
observé pour la culture effectuée sans 
matrice (Figure 2A, 2B) [2]. Les cellules 
souches cultivées en présence de myo-
fibres artificielles transplantées se sont 
montrées également capables d’assurer 
leur rôle fonctionnel de régénération 
à la suite d’une lésion musculaire. Les 
cellules satellites régénèrent en effet 
le muscle si une nouvelle lésion à la 
cardiotoxine est induite, et reprennent 
leur place dans les niches nouvellement 
recréées (Figure 2C, 2D) [2]. Des résul-
tats identiques ont été obtenus avec des 
cellules satellites humaines, suggérant 
que la combinaison du milieu de culture 
quiescent et des myofibres artificielles 
mime également le microenvironnement 
de ces cellules chez l’homme [2].

Conclusion
La perte du potentiel régénératif des 
cellules souches est un problème majeur 
pour le développement de thérapies 
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