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Avant-propos 

Une des caractéristiques principales du règne animal est la capacité de mouvement, 

même si pour certains organismes, il se limite à certaines phases du développement. Pour 

assurer ce mouvement, une structure complexe a été développée au cours de l’évolution : le 

muscle strié. Migration larvaire, vol, reproduction, alimentation, circulation du sang sont 

autant d’éléments dépendant de la contraction musculaire. Si le muscle cardiaque est essentiel 

à la vie, le muscle squelettique a une part très importante dans l’organisation des vertébrés. 

Chez l’homme par exemple, on dénombre 570 muscles squelettiques, représentant 40% du 

poids de corps d’un individu. Leur fonction physiologique est bien évidemment d’assurer la 

motricité, sous le contrôle du système nerveux (locomotion, maintien et changement de 

posture). Les pathologies du tissu musculaire peuvent être multiples et très handicapantes 

(maladies neuromusculaires, cancers du muscle, infections toxicologiques, traumatismes par 

le sport ou accidents). Mieux comprendre le muscle, son fonctionnement, son développement, 

sa régénération, ses traumatismes, ses pathologies et son vieillissement, dans le but de mieux 

le soigner, représentent des enjeux essentiels. 

L’étude du développement musculaire présente également un intérêt agronomique, le 

muscle squelettique étant à l’origine de la viande. Le déterminisme génétique de caractères 

liés à la qualité et à la quantité des viandes obtenues à partir de carcasses de diverses races 

bovines fait l’objet de nombreuses études ces dernières années qui ont déjà permis de valider 

ou non un certain nombre de gènes associés à la tendreté, au persillage ou encore la 

croissance. 

Dans ce contexte, mon travail de thèse au sein de l’équipe « Développement 

musculaire et animaux modèles » animé par le Pr. V Blanquet s’est inscrit dans un projet 

global qui consiste à mieux comprendre l’étude du déterminisme génétique des 

caractéristiques musculaires chez le bovin par des approches de mutagenèse chez la souris, et 

tout particulièrement l’hypermusculature. L’équipe développe des modèles murins en vue de 

l’identification de nouveaux candidats et d’études fonctionnelles de gènes d’intérêt en rapport 

avec la croissance musculaire. En effet, l’identification de gènes orthologues et la 

conservation des génomes (séquences et fonctions) entre différentes espèces permettent 

d’envisager une étude sur des animaux modèles comme la souris. Ceci nous permet 
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d’appréhender le développement du muscle chez les mammifères en utilisant un modèle ayant 

un temps de génération plus court et des possibilités d’expérimentation simplifiées par rapport 

à des animaux de taille supérieure. Les résultats obtenus peuvent être ensuite transposés aux 

animaux d’élevage comme le bovin, ou à l’homme.  

La myostatine (MSTN ou GDF8), régulateur négatif de la prolifération et de la 

différenciation des myoblastes, est un élément clé du développement musculaire. L’action de 

ce facteur de croissance est soumise à une régulation fine reposant, en particulier, sur 

différents inhibiteurs. Au cours de mon travail de thèse, je me suis intéressé à cette voie de 

signalisation de la myostatine en créant et caractérisant deux modèles murins présentant un 

phénotype hypermusclé, un ayant été généré par transgénèse additive et l’autre étant issu d’un 

crible de mutagenèse chimique basé sur une sensibilisation du fond génétique grâce à 

l’utilisation des souris knockout pour Gdf8. 

Dans ce manuscrit, je présente en introduction la génétique, la physiologie normale et 

pathologique du développement et de la croissance du muscle squelettique ainsi que le rôle 

clé de la myostatine dans ce processus. Je développe ensuite les connaissances actuelles sur 

un des inhibiteurs de la myostatine, la protéine GASP1 (Growth and differentiation factor 

Associated Serum Protein-1). La description de mes travaux s’organise ensuite en trois 

chapitres : le premier décrit la création et la caractérisation d’une souris surexprimant de 

façon ubiquitaire le gène Gasp1 afin de mieux cerner son rôle dans l’organisme et, plus 

particulièrement lors du développement musculaire (Monestier et al., soumis à BMC 

Genomics) ; le second se concentre sur une étude phylogénétique visant à comparer 

l’évolution de la protéine GASP1 et de son homologue GASP2, ainsi que l’évolution de leurs 

fonctions des premiers métazoaires aux vertébrés (Monestier et al., soumis à PloS ONE) ; 

enfin, le troisième concerne l’étude phénotypique et moléculaire d’une lignée de souris ENU 

présentant un phénotype hypermusclé obtenue lors du crible sensibilisé que nous avons mis 

en place pour conduire des analyses fonctionnelles de gènes modificateurs du phénotype 

GDF8 (Magnol L, Monestier et al. Animal, 2011). L’ensemble de ces résultats me permet de 

proposer dans la discussion générale de nouvelles pistes de travail sur la protéine GASP1, 

notamment de déterminer quel pourrait être son rôle hors du développement musculaire et si 

elle pourrait agir indépendemment de la voie de signalisation de la myostatine.  
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Figure 1 : formation du myotome (d’après Gilbert, Developmental Biology 6th edition) 

 

 

 
 

Figure 2 : rôles des MRFs durant la myogenèse chez les vertébrés 
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I-Formation du muscle squelettique au cours du développement 

embryonnaire : Première phase de la myogenèse 

La mise en place du muscle squelettique au cours du développement embryonnaire, la 

myogenèse, est une succession d’évènements morphogénétiques très régulés basée sur la 

sécrétion de facteurs déclenchant des cascades de régulateurs de la transcription qui vont agir 

sur la prolifération et la différenciation cellulaire (Pownall, Gustafsson, et Emerson 2002, 

Buckingham 2006, Bothe et al. 2007). Les principaux facteurs impliqués lors de la première 

phase de la myogenèse, aboutissant à la formation des fibres dites primaires, vont être 

brièvement décrits.  

I-1-Régulations intracellulaires pendant la myogenèse 

Chez les vertébrés supérieurs, les cellules musculaires commencent à émerger quand 

la moitié de la période de gestation est atteinte (embryons entre 9 jours (E9) et 12 jours (E12) 

chez la souris). Elles sont originaires de trois régions de l’embryon correspondant à 

différentes parties du mésoderme le long de l’axe rostrocaudal : le mésoderme préchordal, le 

mésoderme paraxial crânien (qui donne les muscles du crâne), et le mésoderme paraxial 

segmenté également appelé somite (qui va donner les muscles du tronc et des membres). La 

formation des muscles crâniens et celle des muscles « axiaux » sont différentes (Braun et 

Gautel 2011) 

Les somites se trouvent de chaque côté du tube neural. Ils se différencient en une 

partie ventrale, le sclérotome, et une partie dorsale, le dermomyotome. Le myotome, qui sera 

à l’origine des premières fibres musculaires va ensuite être formé par délamination du 

dermomyotome (Braun et Gautel 2011) (Figure 1). 

Les cellules du myotome vont entrer dans la voie myogénique (phase de 

détermination) et devenir des myoblastes (Figure 2). Ces myoblastes vont ensuite fusionner 

entre-eux afin de former des myotubes multinucléés (phase de différenciation) qui vont 

ensuite évoluer en fibres musculaires ou myofibres. Ces différentes étapes allant d’une cellule 

indifférenciée jusqu'à la fibre musculaire dépendent de voies de signalisation complexes qui 

aboutissent à l’activation de facteurs de transcription à domaine hélice-boucle-hélice : les 

facteurs régulateurs myogéniques (Braun et Gautel 2001) (MRFs : myogenic regulatory 

factors). On distingue quatre MRFs : MYF5 (myogenic factor 5), MRF4 (muscle specific 
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regulatory factor 4) aussi appelé MYF6, MYOD (myoblast determination protein 1), et la 

myogénine. MYOD et MYF5 sont nécessaires à la détermination des cellules musculaires 

alors que la myogénine est plus importante dans la phase terminale de la différenciation 

(Berkes et Tapscott 2005). MRF4, quant à lui, semble avoir à la fois un rôle dans la 

détermination et la différenciation des cellules musculaires (Kassar-Duchossoy et al. 2005). 

Si les MRFs sont les éléments finaux de la formation de toutes cellules musculaires 

différenciées, les signaux agissant en amont et aboutissant à l’activation de ces facteurs de 

transcription sont différents en fonction de la localisation des cellules (Figure 3). 

I-1-a-Formation des muscles du tronc et des membres, importance de PAX3  

De nombreux facteurs de transcription comme les PAX (paired box protein), les HOX 

(homeobox protein), ou encore les proteines T-box ont été identifiés comme agissant en 

amont des facteurs myogéniques. Cependant, aucune de ces protéines n’est présente 

uniquement dans le muscle, ce qui suggère la présence de patrons spécifiques de plusieurs 

facteurs pour induire la myogenèse. Il est possible de distinguer deux types de muscles en 

fonction de leur innervation : les muscles hypaxiaux (muscles des membres, abdominaux, 

diaphragme,…) innervés par le rameau ventral des nerfs spinaux et les muscles épiaxiaux 

(dorsaux, arrière du crâne, ...) innervés par le rameau dorsal des nerfs spinaux. La 

signalisation en amont de l’activation des MRFs dans ces deux types de muscles est différente 

mais dépend dans les deux cas de PAX3. 

Dans les muscles épiaxiaux, PAX3 active MYF5 en contrôlant l’expression de Dmrt2 

(doublesex and mab-3 related transcription factor 2) qui se fixe sur un enhancer de Myf5 (Sato 

et al. 2010). On sait également que l’expression de MyoD dans ce type de muscle est régulée 

par la voie WNT par l’intermédiaire de PAX3 (Brunelli et al. 2007). Il semble donc que 

PAX3 puisse activer MYOD et MYF5 et ainsi lancer la différenciation, ce qui confirme les 

résultats obtenus par Maroto et al. (1997) qui avaient mis en évidence l’activation de MyoD et 

Myf5 après une expression ectopique de Pax3. 

Dans les muscles hypaxiaux, l’activation des MRFs est différente. PAX3 semble 

activer MYF5 de manière directe mais pas MYOD. De plus, il a été montré que le produit du 

gène paralogue de Pax3, Pax7, est lui aussi capable d’activer MYF5 dans les muscles 

hypaxiaux (McKinnell et al. 2008) alors qu’il n’influe visiblement pas sur le développement 

des muscles épiaxiaux (Mansouri et al. 1996). PAX3 est nécessaire pour la migration des 



17 

précurseurs musculaires vers les bourgeons des membres, l’inactivation de Pax3 entraînant 

une absence de formation des muscles de ces régions. En revanche l’expression de Pax3 n’est 

pas indispensable à la myogenèse, des cellules n’exprimant pas ce gène pouvant se 

différencier en muscles hypaxiaux normaux (Daston et al. 1996). Le fait que PAX3 ne soit 

pas nécessaire est probablement dû au fait qu’il agisse sur l’expression de Myf5 en se fixant 

sur un élément régulateur de 145 pb situé 57,5 kb en amont du gène (Bajard et al. 2006) qui 

permet également la fixation de SIX1 et SIX4 (Sine oculis homeobox homogue 1 et 4), 

protéines permettant l’activation de MYF5 (Giordani et al. 2007). 

 

Figure 3 : les différentes cascades de signalisation déclenchant la myogenèse (d’après Braun et 

Gautel, 2011) 

Photo :  

Embryon de souris au stade E11, (http://www.Dreamstime.com/stock-photos-mouse-embryo-day-11-of-

development-image744143). 

Les protéines SIX sont très importantes dans la régulation de la myogenèse au niveau 

des membres. En effet, en plus de leur rôle de régulation de Myf5, elles agissent également en 

amont de PAX3 et PAX7. Ces protéines agissent en formant un complexe avec leurs 

http://www.dreamstime.com/stock-photos-mouse-embryo-day-11-of-development-image744143
http://www.dreamstime.com/stock-photos-mouse-embryo-day-11-of-development-image744143


18 

coactivateurs : les protéines EYA (eyes absent) (Grifone et al. 2004). Grifone et al. ont 

montré en 2005 que les doubles mutants SIX1/SIX4 et EYA1/EYA2 ne présentent aucune 

expression de Pax3 dans le dermomyotome hypaxial chez la souris. En revanche, l’activation 

de Myf5 dans la région épiaxiale a lieu normalement chez ces animaux. Ceci indique bien que 

les protéines SIX et EYA sont essentielles à l’expression de Pax3 pour lancer la myogenèse 

dans les régions à l’origine des muscles hypaxiaux (Grifone et al. 2005). 

Le développement du muscle embryonnaire est très régulé et de nombreuses autres 

protéines, dont nous ne détaillerons pas le rôle ici, sont impliquées dans l’action des MRFs 

durant la myogenèse comme les protéines MEIS (myeloid ecotropic viral integration site) ou 

MEF2 (myocyte enhancer factor 2) (pour revue, voir Berkes et Tapscott 2005). 

I-1-b-Formation des muscles du crâne 

De nombreuses études indiquent que la régulation de la myogenèse dans les muscles 

de la tête fait appel à des cascades de signalisation différentes de celles mises en jeu dans les 

muscles du tronc et des membres (Hacker et Guthrie 1998 ; Mootoosamy et Dietrich 2002 ; 

Tzahor et al. 2003, Bothe et Dietrich 2006). Dans ce type de muscle, PAX3 et PAX7 ne 

semblent pas impliquées dans la signalisation. En revanche, quatre autres protéines semblent 

plus ou moins importantes selon le groupe musculaire concerné (Figure 3) : PITX2 (pituitary 

homeobox 2), TBX1 (T-box transcription factor 1), la musculine (MSC aussi appelée MYOR, 

et la capsuline (également nommée TCF21 : transcription factor 21). L’absence de chacune 

d’entre elles entraînant des défauts de formation de différents muscles de la tête (Lu et al. 

1999, Lu et al. 2002, Kelly, Jerome-Majewska et Papaioannou 2004, Arnold et al. 2006, 

Dong et al. 2006, Dastjerdi et al. 2007). 

I-2-Régulation de la myogenèse par des facteurs sécrétés 

Comme cela a été démontré chez le poulet grâce à des ablations précises de certains 

tissus (Bothe et al. 2007, Biressi et al. 2007), le début de la myogenèse est dépendant de 

facteurs secrétés par des tissus environnants. Les données récentes montrent que la 

notochorde, le tube neural et une partie de la surface de l’ectoderme sont impliqués dans le 

processus de myogenèse, la plaque latérale du mésoderme, quant à elle, jouant plutôt un rôle 

de régulateur négatif dans ce phénomène. Plusieurs facteurs semblent importants dans la mise 

en place de la myogenèse (Figure 4) : SHH (Sonic Hedgehog), en premier lieu, est sécrété par 
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la notochorde et la partie ventrale du tube neural, ce qui permet le maintien de l’expression de 

Myf5, il est crucial au développement du muscle embryonnaire chez les mammifères 

(Munsterberg et al. 1995, Chiang et al. 1996, Borycki et al. 1999). La voie WNT, dont les 

facteurs sont sécrétés par le tube neural et la surface de l’ectoderme, est également 

importante : WNT1 et WNT7A, qui agissent via la voie des β-catenines (cadherin-associated 

protein beta), participent respectivement à l’activation de Myf5 et MyoD (Tajbakhsh et al. 

1998, Borello et al. 2006). Les facteurs Noggin et BMPs (bone morphogenetic proteins) sont 

également important dans le contrôle temporel de la myogenèse et agissent respectivement en 

innactivant et activant les récepteurs de la voie des TGFβ (transforming growth factor-beta) 

(Reshef, Maroto et Lassar 1998). Pour terminer, il a été montré chez le poisson zèbre que les 

FGFs (fibroblast growth factors), notamment FGF8, sont capables de réguler la myogenèse 

(Groves et al. 2005, von Scheven et al. 2006). 
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Figure 4 : facteurs sécrétés lors de la première phase de la myogenèse (d’après Bryson Richardson 

et Currie 2008) 

I-3-Rôle des microARN dans la myogenèse 

Les microARN (miRNA) sont des ARN non-codants participant à la régulation de 

l’expression des gènes. Ils diminuent ou suppriment l’expression d’un gène en se fixant à une 

région généralement située en 3’UTR de l’ARNm dont ils sont complémentaires, puis en 
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recrutant une machinerie protéique aboutissant à la dégradation de l’ARNm en question. 

Parmi les nombreux miRNA exprimés dans les muscles squelettiques et cardiaque, seulement 

quatre sont retrouvés uniquement dans ces tissus: miR-1, miR-133, miR-206 et miR-208. 

L’expression de ces quatre miRNA semble dépendre de MYF5, MYOD et MEF2 (Chen et al. 

2006, Rao et al. 2006, Liu et al. 2007, Sweetman et al. 2008). 

Le fait que miR-1 et miR-133 ne soient pas exprimés dans les myoblastes 

indifférenciés et que leur expression augmente sensiblement lors de la différenciation (Boutz 

et al. 2007) semble indiquer que ces derniers soient impliqués dans la régulation de la 

myogenèse. Cependant, il n’est pas possible d’être catégorique sur le rôle exact des 

microARN lors du développement musculaire, des réponses seront certainement apportées 

dans les prochaines années. 

II-Croissance fœtale du muscle squelettique : seconde phase de la 

myogenèse 

Pendant la période fœtale (E14,5 à E18,5), on observe une croissance musculaire 

rapide et massive. Cette seconde phase fait intervenir des précurseurs myogéniques différents 

de ceux impliqués dans la phase précédente. 

Les cellules à l’origine de la seconde phase de la myogenèse semblent exprimer à la 

fois Pax7 et Pax3 (ce dernier étant indispensable à la myogenèse). Des expériences menées 

chez le poulet laissent présager que ces cellules proviennent de la région centrale du 

dermomyotome (Gros et al. 2005) mais très peu de choses sont connues sur ces précurseurs. 

On sait cependant qu’elles ont une forte activité mitotique et permettent une croissance 

musculaire par hyperplasie, c'est-à-dire par la formation de nouvelles fibres dites secondaires 

(les fibres primaires étant celles formées lors de la première phase de la myogenèse), et par 

hypertrophie, c'est-à-dire par l’augmentation de la taille des fibres existantes grâce à la fusion 

des cellules progénitrices avec celles-ci. 
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Figure 5 : croissance et réparation du muscle adulte par les cellules satellites (d’après Boldrin, 

Muntoni et Morgan 2010) 

III-Croissance et réparation postnatales des fibres musculaires : 

Troisième phase de la myogenèse 

Lors de la myogenèse, certaines cellules sortent du cycle et ne se différencient pas : on 

les appelle cellules satellites ou de réserve. Elles permettent la réparation et la croissance 

musculaires et sont capables de s’auto-renouveler (Figure 5). Cette population cellulaire, 

identifiée pour la première fois chez Xenopus laevis par Mauro en 1961, est caractérisée par 

l’expression de facteurs spécifiques dont Pax7. Il est à noter cependant que la croissance 

musculaire due aux cellules satellites est uniquement hypertrophique, le nombre total de 

fibres au sein d’un groupe musculaire étant défini lors des deux premières phases de la 

myogenèse. Avec l’âge, le nombre de ces cellules diminuent, rendant la réparation du muscle 
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moins efficace et aboutissant à l’affaiblissement de la musculature chez les individus âgés, ce 

que l’on appelle sarcopenie. L’expression de Pax7 semble être le facteur le plus important 

pour les cellules satellites. En effet, les animaux pour lesquels ce gène est inactivé présentent 

une perte rapide de cette population cellulaire par apoptose après la naissance (Seale et al. 

2000, Relaix et al. 2006). De plus, l’élimination des cellules exprimant Pax7 empêche la 

régénération de lésions induites dans des muscles murins (Lepper et al. 2011 ; Sambasivan et 

al. 2011). Cependant, d’un point de vu fonctionnel, l’expression de Pax7, semble nécessaire 

uniquement lors de la fusion des cellules satellites avec les fibres musculaires durant la 

période de croissance néonatale. En effet, l’inactivation de ce gène chez des souris adultes 

n’empêche pas la régénération du muscle in vivo (Lepper et al. 2009). Il est donc intéressant 

de constater que l’intégralité des cellules permettant la régénération musculaire exprime Pax7 

alors que ce dernier ne semble pas avoir de rôle durant ce processus. 

Actuellement, il n’y pas de modèle consensus expliquant l’activation de ces cellules, 

ni de preuve qu’un facteur particulier serait sécrété par les fibres musculaires endommagées 

mais de nombreuses pistes sont explorées. Une fois activées, ces cellules prolifèrent de la 

même manière que les précurseurs myogéniques des deux phases précédentes, puis fusionnent 

avec les fibres existantes ajoutant ainsi un noyau supplémentaire à la fibre et permettant sa 

croissance ou sa réparation (Figure 5). 

Les cellules satellites participent à la croissance musculaire au début de la vie (21 

premiers jours chez la souris, White et al. 2010). En revanche, elles ne semblent pas 

impliquées dans la croissance hypertrophique chez l’adulte et serviraient donc uniquement à 

la réparation des dommages (Blaauw et al. 2009). Les phénomènes d’hypertrophie et 

d’atrophie du muscle squelettique adulte sont essentiellement dus à la régulation de la 

synthèse et de la dégradation des protéines musculaires. Ces processus font intervenir une 

quarantaine de facteurs (Figure 6) qui vont tous agir de manière directe ou indirecte sur trois 

protéines : AKT, FOXO1 et FOXO3A (forkhead box O1 et O3A, Sandri et al. 2004, Stitt et 

al. 2004). Les protéines FOXO sont des facteurs de transcription qui ne peuvent entrer dans le 

noyau qu’une fois phosphorylés. Elles contrôlent l’expression de gènes impliqués dans 

l’atrophie musculaire (atrogènes) dont les produits sont responsables de la dégradadation de 

protéines myofibrillaires, métaboliques et de facteurs de transcription par les systèmes 

ubiquitine/protéasome et lysosomal. Parmi les cibles de FOXO, on trouve l’atrogine 1 

(MAFBX1) et MURF (muscle-upregulated RING finger ubiquitin ligase) (Sandri 2008). 
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Figure 6 : voie de régulation de la synthèse et de la dégradation protéiques dans le muscle 
(d’après Braun et Gautel 2011) 

AKT, quant à elle, est l’élément central de la voie PI3K (phosphoinositide 3-kinase) et 

est capable d’activer la synthèse protéique en activant mTOR (mammalian target of 

rapamycin) (Sandri 2008). En plus de ce rôle sur la synthèse protéique, AKT peut bloquer les 

protéines FOXO en les déphosphorylant. 

Un grand nombre de voies de signalisation et de facteurs agissent sur AKT et FOXO 

en contrôlant leur activation. Parmi les différents facteurs anabolisants, on peut citer des 

protéines dépendant de l’activité musculaire comme la calcineurine qui inhibe FOXO et qui 

est elle-même activée par les ions calcium (Ca
2+

),
 
à l’origine de la contraction musculaire, des 

cytokines (TNF : tumor necrosis factor), la leptine dont le taux dépend de la prise alimentaire 

et IGF1 (insuline like growth factor 1) qui active la voie PI3K-AKT en se liant à son 
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récepteur. IGF1 remplit plusieurs rôles dans ce processus car certains de ces variants 

d’épissage sont exprimés en réponse au stress mécanique subi par le muscle (Goldspink 1999, 

Vinciguerra et al. 2010), et un autre en cas d’activation du récepteur aux androgènes. L’effet 

anabolique des androgènes est donc lié à IGF1 (Chambon et al. 2010). En ce qui concerne les 

facteurs à activité catabolique, les voies les plus importantes sont celles du récepteur aux 

glucocorticoïdes qui active FOXO et est inhibé par mTOR (Shimizu et al. 2011) et la voie des 

SMAD qui inhibe AKT, active FOXO et qui dépend du récepteur ActRIIB sur lequel se fixe 

notamment la myostatine et l’activine. 

Des microARN sont également impliqués dans la régulation de l’hypertrophie et de 

l’atrophie musculaire chez l’adulte comme miR-486 et miR-1 (Elia et al. 2009, Small et al. 

2010). 

On constate donc que le muscle squelettique est un organe dont la mise en place est 

très régulée et qui évolue tout au long de la vie en réponse à de nombreux stimuli. 
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Figure 7 : les trois phases de la myogenèse 

Photos :  

 Embryon de souris au stade E11, (http://www.Dreamstime.com/stock-photos-mouse-embryo-day-11-of-

development-image744143). 

 Fœtus murin, photo de Nancy Speck, PhD, Perelman School of Medicine, University of Pennsylvania 

(http://www.uphs.upenn.edu/news/News_Releases/2011/12/speck-stem-cells/). 

 Souris adulte (http://www.free-extras.com/images/cute_mouse-8551.htm). 

http://www.dreamstime.com/stock-photos-mouse-embryo-day-11-of-development-image744143
http://www.dreamstime.com/stock-photos-mouse-embryo-day-11-of-development-image744143
http://www.uphs.upenn.edu/news/News_Releases/2011/12/speck-stem-cells/
http://www.free-extras.com/images/cute_mouse-8551.htm
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IV-Anatomie et structure du muscle squelettique 

Le muscle squelettique est constitué de plusieurs faisceaux, eux-mêmes constitués de 

10 à 100 fibres musculaires qui constituent l’élément de base du muscle. Ces fibres sont 

multinucléées et peuvent mesurer jusqu'à 30 cm de long pour un diamètre variant de 10 à 100 

µm (Bouisset et al. 1995). Environ 80% du volume d’une fibre est occupé par des 

myofibrilles qui sont des structures cytosquelettiques très organisées de 1 à 2 µm de diamètre 

permettant aux fibres musculaires de se contracter (Totora et Grabowski 1994). 

Ces sous-ensembles sont délimités par différentes membranes. Ainsi, le muscle est 

entouré par l’épimysium, les faisceaux par le périmysium et les fibres par l’endomysium. 

Pour finir, une membrane appelée sarcolemme délimite les myofibrilles (Figure 8). Toutes les 

myofibrilles d’une même fibre sont parfaitement alignées et parallèles. Elles présentent une 

succession de bandes sombres dites bandes A (anisotropes) qui correspondent aux chaînes de 

myosine, et de bandes claires dites bandes I (isotropes) correspondant aux filaments d’actine. 

Au milieu de chaque bande A se trouve la zone H ou zone de Hensen qui correspond à la zone 

où les filaments de myosine ne sont pas superposés aux filaments d’actine (Craig et Padron 

2004) (Figure 9). Cette zone varie donc en taille en fonction de la contraction/relaxation de la 

fibre. Au centre de la zone H se trouve la ligne M qui correspond au point d’ancrage des 

filaments de myosine. Les filaments d’actine, quant à eux, sont fixés à la cellule à des zones 

appelées stries Z qui sont situées au centre des bandes I. L’espace entre deux stries Z est 

appelé sarcomère et correspond à une unité fonctionnelle de la myofibrille. Ces structures sont 

donc constituées de multiples sarcomères reliés entre eux par ces stries Z (Craig et Padron 

2004). Les sarcomères sont consolidés par des protéines de structure comme la desmine qui 

attache, au niveau des lignes M et des stries Z, les diverses myofibrilles entre-elles ou la titine 

qui lie les chaînes de myosine aux stries Z. 
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Figure 8 : anatomie du muscle squelettique (modifiée d’après une figure des éditions McGraw-Hill) 

Par-dessus les myofibrilles et tout au long de la fibre se trouvent de petits canaux 

appelés reticulum sarcoplasmique tandis qu’au niveau des jonctions entre chaque bande A et I 

se trouvent des invaginations du sarcolemme appelées tubules transverses et qui sont en 

contact avec le reticulum et les citernes terminales (Figure 10). Le but de cette structure 

appelée triade est de contenir le calcium qui sera libéré dans le sarcoplasme pendant la 

contraction (Craig et Padron 2004). 

Les muscles sont attachés à d’autres muscles, aux tendons et aux os via les tissus 

conjonctifs, eux-mêmes constitués de fibres de collagène provenant notamment des 

membranes musculaires (endomysium, périmysium et épimysium). 
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Figure 9 : structure du muscle squelettique 

Figure réalisée en utilisant des éléments de Servier Medical Art. 

Photos:  

 Smith College, Northampton, Massachusetts, department of biological sciences 

(http://131.229.88.77/microscopy/Portfolios/Portfolios08/Yi/Page3I2.htm).  

 Physics, Computer Science, and Biophysics at UIUC (http://www.ks.uiuc.edu/Research/telethonin/). 

http://131.229.88.77/microscopy/Portfolios/Portfolios08/Yi/Page3I2.htm
http://www.ks.uiuc.edu/Research/telethonin/
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Figure 10 : structure d’une triade : tubule T, réticulum sarcoplasmique, citerne terminale 

(d’après Al-Qusairi et Laporte 2011) 
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V-Les différents types de fibres musculaires 

Les fibres musculaires ne sont pas toutes identiques. On peut en effet les classer en 

plusieurs catégories en fonction de deux paramètres : la vitesse de contraction et le 

métabolisme qu’elles utilisent préférentiellement pour fournir l’énergie nécessaire à cette 

contraction. Un muscle est donc constitué d’un mélange de différentes fibres, la proportion de 

chacune d’elles déterminant la vitesse et le métabolisme global de celui-ci. Historiquement, 

on a commencé par distinguer les fibres dites « blanches » à contraction rapide et faisant 

appel au métabolisme anaérobie (glycolitique), et les fibres « rouges », aérobies (ou 

oxydatives) et à contraction lente : la différence de couleur provenant de la quantité de 

myoglobine, équivalent musculaire de l’hémoglobine, présente en grande quantité dans les 

fibres « rouges » afin de transporter l’oxygène nécessaire à leur fonctionnement. En 1961, 

Engel met au point une coloration de l’ATPase myofibrillaire après incubation à un pH de 

10,4. Il distingue alors des fibres à contraction lente, dites de type I et de couleur claire, et des 

fibres à contraction rapide apparaissant foncées qu’il appelle fibres de type II. Par la suite, des 

incubations à un pH différent (4,6, Figure 11) ont permis de distinguer des fibres de type IIa 

rapides avec un métabolisme mixte aérobie/anaérobie et des fibres IIb rapides anaérobies 

(Brooke et Kaiser 1970). 

 

Figure 11 : coloration ATPase pH 4,6 
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La vitesse de contraction comme l’activité ATPase myofibrillaire et le métabolisme 

préférentiellement utilisé par la fibre dépendent en partie des chaînes lourdes de myosine 

(MyHC). On peut également classer les fibres en fonction de la MyHC qu’elles expriment 

(Schiaffino and Reggiani, 1996). De nombreuses isoformes ont été décrites (Tableau 1). 

Certaines isoformes sont spécifiques de certains muscles (myosine extraocculaire ou EOM, 

laryngal IIL, myosine des muscles masticateurs IIM (non exprimée chez l’homme) ou slow 

tonic (Wieczorek et al. 1985, Perie et al. 2000) et d’autres de certains stades de 

développement comme la myosine néonatale et la myosine embryonnaire (Staron et Johnson 

1993) (table 1). La myosine IA, quant à elle, ne semble exprimée que dans les fibres en 

transition d’un phénotype à contraction rapide vers un phénotype à contraction lente (Fauteck 

et kandarian, 1995). Les MyHC majoritaires chez l’adulte sont les isoformes I, IIa et IIb 

auxquelles on peut toutefois ajouter les MyHC IIx (parfois appelées IId) à contraction rapide 

et à métabolisme anaérobie qui jouent le même rôle que les fibres IIb (chez l’homme, la 

myosine IIb n’est pas exprimée, les fibres rapides sont donc des fibres IIx, Harrison et al. 

2011). La plupart des fibres musculaires chez l’adulte n’exprime qu’un seul type de MyHC. 

En effet, des études chez les rongeurs ont montré que seulement 3% de fibres hybrides 

expriment à la fois la myosine IIa et IIx (Biral et al. 1988, Staron 1991, Galler et al. 1994 

Staron et al. 1999) et 10% expriment à la fois la myosine IIb et IIx (ces dernières ayant des 

promoteurs similaires) (Staron et Pette 1993, Harrison et al. 2011).  

Tableau 1 : principales isoformes de myosines exprimées dans le muscle squelettique chez 

l’homme 

Gène 
Localisation 

chromosomique 
Remarque 

MYO1A 12q  

MYO1C 17p Myosine Iβ ou I 

MYH1 17p Myosine IIx ou IId 

MYH2 17p Myosine IIa 

MYH3 17p Myosine II embryonnaire 

MYH4 17p Myosine IIb 

MYH6 14q Myosine cardiaque IIα 

MYH7 14q Myosine cardiaque IIβ 

MYH8 17p Myosine II périnatale 

MYH9 22q Myosine non musculaire IIa 

MYH10 17p Myosine non musculaire IIb 

MYH11 16p Myosine II périnatale 

MYH13 17p 
Myosine II extraoculaire (EOM) et Laryngal (IIL) par 

épissage alternatif 

MYH 2M 7 Pseudogène chez l’homme 
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Les types de fibres principaux ont chacun des caractéristiques importantes : 

 Fibres de type I : elles sont essentiellement à métabolisme oxydatif. Ces fibres 

possèdent donc un grand nombre de mitochondries, sont très irriguées et riches 

en myoglobine. Leur réticulum sarcoplasmique est de petite taille et elles 

possèdent peu de myofibrilles donc génèrent peu de force. Le fait qu’elles 

fassent appel préférentiellement au métabolisme aérobie les rend peu 

fatigables. 

 Fibres de type IIa : ce sont des fibres intermédiaires, moins rapides que les 

IIb/x, moyennement fortes et faisant appel aux deux types de métabolisme. 

 Fibres de type IIb et IIx : il s’agit de fibres à contraction très rapide, utilisant 

préférentiellement le métabolisme glycolytique, ce qui les rend très fatigables. 

Elles possèdent un grand nombre de myofibrilles et un réticulum 

sarcoplasmique très développé, ce qui leur permet de générer une grande force. 

La proportion de fibres musculaires de chaque type dans le muscle n’est pas figée. En 

effet, le muscle squelettique est un organe doté d’une grande plasticité et il s’adapte à l’effort 

qui lui est demandé. Prenons l’exemple d’un athlète s’entraînant au sprint, il va solliciter 

certains groupes musculaires de manière explosive avec des contractions rapides et courtes ne 

sollicitant pas le système aérobie. Les muscles mis en jeu vont donc s’adapter et on va 

observer une augmentation du nombre de fibres de type IIx provenant de la transformation ou 

« switch » des fibres IIa (Pette et Staron 2000). De la même manière, une personne sollicitant 

ses muscles sur des contractions de faible puissance durant des périodes longues verra un 

enrichissement des muscles mis en jeu en fibres de type I. Il est admis que de 3 à 13% des 

fibres de chaque muscle sont en cours de switch (Staron et al. 1999), et expriment donc 

plusieurs isoformes de myosine. 

La détermination du type de fibres dépend donc en grande partie de la myosine 

exprimée dans la cellule. De nombreux facteurs hormonaux, neuromusculaires ou mécaniques 

peuvent influencer l’expression des myosines. Lors du développement embryonnaire, les 

fibres ne sont pas innervées, elles expriment la MyHC embryonnaire. Par la suite, lors de la 

période néonatale, l’expression de cette myosine embryonnaire perdure et la myosine 

néonatale est également présente dans le muscle. Les muscles squelettiques commencent à 

avoir une réelle fonction et à s’adapter à l’environnement : les chaînes lourdes de myosine 

adulte (I, IIa, IIb, IIx) commencent à être exprimées 5 jours après la naissance chez la souris, 
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les souris d’environ deux semaines n’expriment plus les myosines embryonnaires et, une 

semaine plus tard, les myosines néonatales ne sont plus détectées dans le muscle (Agbulut et 

al. 2003). Cette capacité d’adaptation du tissu musculaire semble dépendre de voies de 

signalisation faisant appel à la calcineurine, une phosphatase à sérine/thréonine, calcium-

dépendante, sensible à la cyclosporine dont l’activation entraîne la détermination d’une fibre 

en fibre lente et, inversement, son inactivation, une transformation en fibre rapide (Chin et al. 

1998). Des protéines de la famille NFAT (calcineurin-nuclear factor of activated T cells) et 

MEF2 (Chin et al. 1998) seraient impliquées dans la transcription de gènes spécifiquement 

exprimés dans les fibres lentes, tandis que MEF2, MYOD (Hughes et al. 1997) et SRF (serum 

response factor, Harrison et al. 2011) semblent impliqués dans la détermination des fibres de 

type II. L’activation ou l’inactivation de la calcineurine est due à la présence d’ions Ca
2+

 et 

dépend donc de l’activité du motoneurone innervant la fibre musculaire. De plus, il a été 

montré récemment (Chakkalakal et al. 2010) que la présence de SV2A (synaptic vesicle 

protein 2A) dans les terminaisons axonales induit la formation de fibres de type I, SV2A étant 

exprimée à la naissance puis inhibée dans les fibres de type IIb/x. Ceci démontre que le type 

de fibres présent dans un muscle est directement lié à son innervation et peut varier en 

fonction des signaux envoyés par les nerfs moteurs.  

VI-Les pathologies du muscle squelettique et les phénotypes 

d’hypermusculature  

La quasi-totalité des pathologies concernant les muscles squelettiques entraîne une 

diminution de la masse et de la fonction de ces derniers. La perte de masse musculaire est 

divisée en différentes catégories : les dystrophies musculaires qui sont des maladies 

génétiques, et les syndromes de perte de masse musculaire que sont les cachexies et la 

sarcopénie où le génotype musculaire des patients est normal. 

VI-1-Les maladies neuromusculaires 

Le terme général « maladie neuromusculaire » désigne une maladie génétique qui 

touche directement un constituant du système nerveux ou des muscles. On distingue un grand 

nombre de ces maladies (liste en annexe 1) que l’on peut différencier par leur mode de 

transmission, l’origine de la mutation génétique, l’incidence, les symptômes, l’âge de la 
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survenue, le rythme de progression et le pronostic. On peut ainsi les classer en plusieurs 

groupes : 

 les ataxies d’origine génétique qui sont un manque de coordination des 

mouvements volontaires généralement dû à une atteinte des neurones du 

système nerveux central, 

 les maladies affectant les neurones moteurs, 

 les maladies des nerfs périphériques, 

 les maladies affectant la jonction neuromusculaire, 

 les maladies affectant directement le muscle squelettique. 

Dans ce dernier groupe, on trouve les dystrophies musculaires (dégénérescences 

progressives du muscle) ainsi que les myopathies avec anomalies structurelles, les myopathies 

inflammatoires, les maladies myotoniques, les maladies des canaux ioniques et les maladies 

musculaires métaboliques. Les principales maladies incluses dans ce groupe sont brièvement 

décrites dans le tableau 2.  

Tableau 2 : liste des principales maladies génétiques affectant les muscles squelettiques 
(d’après le site internet Dystrophie musculaire Canada, htpp://www.muscle.ca) 

Nom de la maladie Abréviation Transmission Description 

Dystrophie des ceintures DMC 

Dominante 

pour les types 

1 et récessive 

pour les types 

2 

Englobe un groupe de maladies 

neuromusculaires qui affectent 

essentiellement les muscles 

volontaires situés autour des 

épaules et de la région pelvienne 

(les hanches). 

Dystrophie facio-scapulo-

humérale 
FSH Dominante 

Troisième dystrophie la plus 

fréquente après la DMD et les 

dystrophies myotoniques. Elle est 

causée par une délétion de la 

région régulatrice. 

Dystrophie musculaire 

congénitale 
DMC 

Dominante ou 

récessive 

Dystrophie musculaire dont les 

symptômes apparaissent dès la 

naissance. 

Dystrophie musculaire de 

Becker 
DMB 

Liée au 

chromosome 

X 

Maladie touchant le gène de la 

dystrophine. Variante moins 

grave et moins évolutive que la 

dystrophie musculaire de 

Duchenne. 

Dystrophie musculaire de 

Duchenne 
DMD 

Liée au 

chromosome 

X 

Maladie touchant le gène de la 

dystrophine. Les premiers 

symptômes apparaissent vers 

l'âge de 5 ans. 
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Dystrophie musculaire 

oculopharyngée 
DMOP 

Dominante ou 

récessive 

Forme de dystrophie musculaire 

qui affecte la déglutition (capacité 

d’avaler) et les muscles qui 

entourent l’œil. Elle est causée 

par une atteinte du gène Pabn1. 

Dystrophie myotonique (aussi 

appelée maladie de Steinert)  

- Dominante 

Caractérisée par un 

affaiblissement, une atrophie 

musculaire progressive et par une 

myotonie. C'est une maladie 

multisystémique touchant un 

vaste éventail de tissus en plus 

des muscles. 

Myopathies mitochondriales - Sporadique 

Groupe de maladies qui affecte 

les mitochondries comme le 

syndrome de Kearns-Sayre (KSS) 

ou le syndrome de Leigh. 

Maladie de McArdle - Récessive 

Provoque des douleurs et des 

crampes musculaires graves. Elle 

est causée par une incapacité à 

produire la myophosphorylase, 

qui est nécessaire à la dégradation 

du glycogène. 

Maladie de Pompe (aussi 

appelée déficience en maltase 

acide et glycogénose de type II) 

- Récessive 

Maladie causé par une atteinte du 

gène de la α-1,4-glucosidase 

acide. 

Maladies dysimmunitaires 

(myosites) : polymyosite, 

myosite à corps d’inclusion et 

dermatomyosite 

- Sporadique 

Ce sont des maladies 

caractérisées par l’inflammation 

des muscles squelettiques. Elles 

entraînent la faiblesse musculaire 

et, dans certains cas, une 

incapacité grave. 

Myopathie à némaline - 

Dominante 

pour les types 

1 et récessive 

pour les types 

2 

Groupe de maladies génétiques 

rares qui affectent le tonus et la 

force des muscles. On l’appelle 

aussi myopathie à bâtonnets parce 

que, sous microscope, on observe 

des bâtonnets de forme anormale 

(les némalines). 

Myopathie multicore MM 
Récessive ou 

sporadique 

Les personnes atteintes éprouvent 

une faiblesse généralisée et une 

atrophie musculaire. 50% des cas 

sont causés par un défaut dans les 

gènes de la sélénoprotéine 1 

(SEPN1) ou du récepteur de 

ryanodine 1 (RYR1). 

Myotonie congénitale (maladie 

de Thomsen, myotonie 

généralisée de Becker, 

paramyotonie congénitale, 

syndrome de Schwartz-Jampel) 

- 
Dominante ou 

récessive 

La myotonie n’est pas définie 

comme une maladie, mais comme 

le symptôme d’anomalies 

musculaires diverses caractérisées 

par une lenteur anormale de la 

décontraction des muscles. 

http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/dystrophie-myotonique-maladie-de-steinert.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/dystrophie-myotonique-maladie-de-steinert.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/myopathie-multicore.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/myotonie-congenitale.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/myotonie-congenitale.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/myotonie-congenitale.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/myotonie-congenitale.html
http://www.muscle.ca/fr/quebec/la-dystrophie-musculaire/maladies-neuromusculaires/maladies-des-muscles-squelettiques/myotonie-congenitale.html
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Les pathologies musculaires ne sont pas forcément dues à des atteintes génétiques ou 

auto-immunitaires. En effet, un dérèglement de l’homéostasie dû à une autre pathologie peut 

entraîner de graves problèmes au niveau du muscle. On appelle ces désordres les cachexies. 

VI-2-Les cachexies 

La cachexie correspond à une perte de poids et notamment de muscle dont la cause est 

une pathologie chronique sous-jacente. On en distingue différents types (Glass et Roubenoff 

2010) : 

 cachexie liée au cancer, 

 cachexie cardiaque, 

 cachexie liée au SIDA, 

 cachexie liée à la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), 

 cachexie rhumatoïde. 

Les causes de ces cachexies peuvent varier, mais elles sont généralement dues à une 

malnutrition, des changements importants dans le métabolisme, la diminution de la 

production hépatique d’IGF1, de l’hormone de croissance (GH) ou la diminution de la 

production de testostérone chez les patients de sexe masculin causée par les diverses 

pathologies chroniques du patient. 

VI-3-La malnutrition 

Il s’agit ici d’un manque protéino-calorique entraînant une diminution de la masse 

corporelle. On en distingue deux types (Golden 2010) : 

 le marasme alimentaire, qui touche les enfants de moins d’un an et peut être dû à 

diverses causes comme notamment des infections gastro-intestinales, 

 

 le Kwashiorkor qui touche les enfants âgés de 18 à 36 mois. Il est généralement dû à 

une diminution drastique des apports protéiques et caloriques lors d’un sevrage brutal 

de l’enfant, souvent provoqué par l’allaitement d’un autre enfant par la mère. 
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VI-4-La sarcopénie 

La sarcopénie (du latin sarcopenia qui signifie diminution de la chair) n’est pas une 

pathologie. Il n’existe pas de définition précise de la sarcopénie. Pour certains, il s’agit d’une 

diminution de la masse musculaire de plus de deux écart-types par rapport à la masse 

moyenne observée chez de jeunes adultes en bonne santé (Baumgartner et al. 1998). Pour 

d’autres, il s’agit non seulement d’une diminution de la masse musculaire, mais également de 

la fonction musculaire : force et puissance (Abellan van Kan et al. 2009). La sarcopénie se 

caractérise par la perte de 30 à 50% de la masse musculaire en fonction de l’âge (Iannuzzi et 

al. 2002, Doherty 2003, Cruz Jentoft et al. 2010) et d’une diminution de la force. Un muscle 

atteint généralement sa force maximale chez les individus d’environ 30 ans, âge auquel le 

diamètre des fibres est maximal (Lexel et al. 1988). Cette force diminue ensuite 

progressivement. On estime qu’une personne de 65 ans a déjà perdu un tiers de sa force 

musculaire, la diminution de ce paramètre devenant de plus en plus rapide avec l’âge (Evans 

et al. 1997). 

La sarcopénie est provoquée par différents facteurs présentés dans le tableau 3 mais le 

plus important reste la diminution du nombre de motoneurones α qui va entraîner une 

dénervation des fibres musculaires. Cette dénervation touche en particulier les fibres de type 

II (probablement parce que les muscles rapides sont moins sollicités que les muscles lents) 

(Lexel et al. 1997) et peut entraîner non seulement une atrophie des fibres mais également une 

diminution de leurs nombres (Lexel et al. 1988, 1999, 1995, Bemben 1999). Cette diminution 

implique une baisse de réactivité, ce qui peut expliquer le fait que les personnes âgées chutent 

plus fréquemment. 

La pratique d’exercices de résistance musculaire permettrait de nuancer les symptômes 

de la sarcopénie (Bemben et al. 1999) probablement en stimulant les motoneurones α 

innervant les fibres à contraction rapide, évitant ainsi leur dégradation. Cependant, d’autres 

facteurs entrent en jeu (tableau 3), et la diminution du poids et de la fonction musculaire avec 

l’âge semblent difficile à enrayer. 

 

 

 



39 

Tableau 3 : facteurs neurologiques et musculaires impliqués dans l’apparition de la sarcopénie 

(d’après Kenneth S. O’Rourke 2011) 

Facteurs neurologiques 

• Cellulaires et structuraux 

° Diminution du nombre et de la taille des motoneurones α spinaux 

° Diminution du nombre de terminaisons nerveuses et fragmentation de la jonction neuromusculaire 

° Diminution du nombre de récepteurs à l’acetylcholine 

° Détérioration de la myéline et atrophie axonale 

° Perte de connections synaptiques des motoneurones avec le système nerveux central 

• Métaboliques 

° Conduction axonale altérée 

° Diminution de la sécrétion de neurotransmetteurs 

° Diminution de l’activité électrique des unités motrices 

° Diminution de la production locale d’IGF1, CNTF (ciliary neutropic factor) et d’autres 

neurotropines 

° Altération du découplage excitation-contraction  

 

Facteurs musculaires 

• Cellulaires et structuraux 

° Changement de la vascularisation du muscle dû à l’âge 

° Accumulation de blessures induites par la contraction 

° Diminution du nombre de cellules satellites 

° Altération des mitochondries (accumulation de mutations dans l’ADNmt, diminution du nombre de 

copies de l’ADNmt, diminution de la concentration en ARNm des gènes codant les protéines 

mitochondriales, diminution de l’activité des enzymes oxydative et diminution de la synthèse 

protéique) 

• Métaboliques 

° Diminution des stimuli anabolisants (oestrogène, testostérone, DHEA, GH, IGF1, IGF binding 

protein-3, IGF1 spécifique du muscle) 

°Diminution du taux de vitamine D et de son récepteur 

° Diminution de la transcription de DHPRα1S 

° Diminution de l’activation des voies Notch et MAPK/pERK impliquées dans l’activation des cellules 

satellites 

° Augmentation de l’apoptose 

° Augmentation des stimuli cataboliques (IL6/TNFα/IL1) 

° Augmentation de la quantité de myostatine 

° Augmentation de la protéolyse musculaire 

° Résistance à l’insuline 

° Moins bonne réparation des dommages oxydatifs sur l’ADN 
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VI-5-Les phénotypes d’hypermusculature chez les animaux d’élevage 

VI-5-a-Le phénotype Double Musculature (DM) chez le bovin 

Depuis plusieurs siècles, les animaux d’élevage sont sélectionnés pour des caractères 

avantageux comme par exemple la quantité et la qualité de la viande produite par l’animal. En 

1807, Culley, éleveur anglais, décrit pour la première fois un caractère d’hypermusculature 

chez le bovin que l’on appelle double musculature (DM) (Figure 12). Ce phénotype est 

ensuite décrit plus en détail par Kaiser en 1888. Pendant les cent années qui ont suivies, 

plusieurs hypothèses ont cohabité pour expliquer le phénotype DM. Certains pensaient qu’il 

était monofactoriel (Wriedt 1929) d’autres, au contraire, qu’il était multifactoriel (Kronacher 

1934, Quesada et Cachafeiro 1971). En 1985, le gène responsable de ce phénotype est nommé 

mh (muscle hypertrophy) (Hanset et Michaux 1985). Il est par la suite localisé au niveau de 

l’extrémité centromérique du chromosome 2 bovin (Charlier et al. 1995). La plus grande 

avancée dans la compréhension de ce phénotype DM va être due au dévelopement et à la 

caractérisation d’un modèle murin. En effet, McPherron (1997) met en évidence un nouveau 

membre de la superfamille des TGFβ, la myostatine, qui semble être un excellent candidat 

pour expliquer les phénotypes DM car son inactivation chez la souris entraîne une 

augmentation importante de la masse musculaire. Peu de temps après cette découverte, Grobet 

et al. localisent la myostatine bovine au sein du locus mh (Grobet et al. 1997), l’implication 

de cette dernière dans la double musculature chez le bovin étant confirmée par Lee et 

McPherron la même année (McPherron et Lee 1997). La majorité des bovins hypermusclés 

présente une mutation inactivant la myostatine bien que certaines races présentent ce 

phénotype alors que ce gène semble intact. 
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Figure 12 : description du phénotype culard chez le bovin 

Photos :  
 Ourasi, Taureau BLANC BLEU BELGE Numéro : FR 5604 349600. 1290 kg -1,50m au garrot, Centre 

d’Insémination Artificielle LA CRESPELLE. (http://www.cia-crespelle.com)  

 Photos de carcasses du USDA (United states department of agriculture) : 

(http://www.ars.usda.gov/is/AR/archive/jul04/beef0704.htm)  

 

http://www.cia-crespelle.com/
http://www.ars.usda.gov/is/AR/archive/jul04/beef0704.htm
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Aujourd’hui, de nombreuses races présentent ce phénotype qui a plusieurs 

dénominations selon les auteurs : « culard », « cul de poulain », « agroppa dopia », « bottle-

thighed », « doppellender », « Yorkshire », « greyhound belly », « Teeswater » ou encore 

« double rumped ». La race Blanc Bleu Belge est la race bovine la plus connue et la plus 

étudiée pour ces phénotypes d’hypermusculature. Cette race est issue d’un croisement réalisé 

en Belgique autour de 1850 entre des shorthorns anglaises et des friesians hollandaises 

(Friend 1978). Ces animaux ont subi une double sélection à la fois pour la production de 

viande et pour la production de lait. Dans les années 40, la race est séparée en deux rameaux 

spécialisés : un pour la viande où la totalité des animaux présentent le phénotype DM et le 

second pour la production de lait. Ces animaux présentent une augmentation de 25% de la 

masse musculaire (Ménissier 1982a) due essentiellement à une hyperplasie causée par une 

plus grande prolifération des myoblastes lors de la seconde phase de la myogenèse (Gagnière 

et al. 1997). Ces animaux présentent également une hypertrophie musculaire (Swatland et 

Kieffer 1974) associée à une diminution de la taille des autres tissus et organes d’environ 40% 

(notamment le tissu adipeux) ainsi qu’une diminution de la taille de la carcasse (Clinquart et 

al. 1998). Les muscles de ces animaux sont plus glycolytiques que ceux des bovins 

« normaux » (West 1974, Gagnière et al. 1997), ce qui a pour conséquence de donner une 

viande plus pâle et plus tendre (Menissier 1982b), la tendreté étant également accentuée par le 

fait que les muscles de ces animaux présentent moins de tissus connectifs que les animaux dit 

normaux (Hanset 1991). De plus, la masse grasse et le dépôt de gras intramusculaire 

(persillage) étant faible, la viande issue des carcasses de ces bovins présente une moindre 

flaveur (Bailey et al. 1982, Hanset 1991). Ceci serait dû à une diminution de la taille des 

adipocytes sous-cutanés et des tissus graisseux, la taille des adipocytes intramusculaires ne 

semblant pas différente de celle observée chez les animaux normaux (Hocquette et al. 1999). 

Une étude plus précise de la masse grasse a été réalisée sur des bovins hypermusclés Blanc 

Bleu Belges montrant que la quantité d’acides gras polyinsaturés est inférieure chez ces 

animaux par rapport à d’autres races ne présentant pas de phénotype DM bien que leur 

proportion soit sensiblement supérieure (11% des acides gras alors que les animaux normaux 

ont un taux de 2,7% à 6,1% ; Webb et al. 1998). En complément, le même résultat est observé 

par Smet en 2000 sur les acides gras polaires et l’acide linoléique. Ces animaux ont donc un 

meilleur rendement de carcasse car ils possèdent moins de masse grasse. La diminution des 

propriétés organoleptiques de la viande est contrebalancée par un effet bénéfique sur la santé 

du consommateur. 
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Les animaux culards ont un taux supérieur de créatinine plasmatique et des taux de 

créatine (Hanset et Michaud 1982) et d’insuline plasmatiques (Arthur et al. 1990) inférieurs à 

ceux rencontrés chez les animaux normalement musclés. Les résultats concernant le taux 

d’hormone de croissance (GH) sont, quant à eux, contradictoires, une étude de Michaux et al. 

de 1982 montrant une augmentation alors que Hocquette et al. (1999) constatent une 

diminution de cette hormone dans le plasma de ces animaux. 

Les animaux DM présentent une plus grande fatigabilité à l’effort (Holmes et al. 1973) 

due à l’augmentation du nombre de fibres de type II (glycolytiques donc qui produisent du 

lactate pendant la contraction) et au fait que le volume sanguin de ces animaux soit plus faible 

que la normale, ce qui ne permet pas d’évacuer efficacement l’acide lactique produit par le 

muscle. Cette diminution du volume sanguin associée à la diminution du nombre de globules 

rouges observée chez les animaux culards entraîne une diminution de l’apport d’oxygène au 

muscle et donc une diminution de l’activité oxydative de ces derniers (Menissier 1982). De 

plus, l’augmentation de la masse musculaire et l’enrichissement des muscles en fibres de type 

II entraînent une forte production de chaleur, ce qui ne permet pas aux animaux de tolérer de 

hautes températures, ceci étant accentué par la diminution de la taille de leurs poumons, 

diminuant encore leur capacité à dissiper la chaleur. 

Pour conclure, la plupart des races européennes destinées à produire de la viande 

possède des animaux culards. L’intérêt commercial de tels animaux est élevé car le rendement 

à l’abattage (poids de l’animal/poids de la carcasse froide) est important, de l’ordre de 70% 

contre 53% pour un animal «normal » (Salers). Ceci est dû au fait que ces animaux possèdent 

moins de masse grasse et ont des organes autres que le muscle squelettique et des os plus 

légers. La définition des différents muscles, donc la conformation de la carcasse (annexe 2) 

est également meilleure (carcasses de classe S ou E). La rentabilité est donc importante pour 

l’éleveur : une carcasse de vache classée E3 par exemple, se revendant 0,93 euro plus chère 

au kilo qu’une carcasse U3, constitue un gain de plus de 450 euros par animal (cotation 

communauté européenne du 13/11/2011). Ces animaux sont donc très rentables pour les 

éleveurs. Toutefois, les culards présentent des problèmes de fertilité et un grand nombre de 

femelles ne porte pas leur petit à terme (Strath et al. 1981). Ceci semble dû à une trop forte 

musculature de la région pelvienne réduisant son élasticité (Wiener et al. 2002) associée à la 

forte musculature des nouveaux-nés. Comme la plupart des vêlages nécessiterait une 

assistance vétérinaire, ce qui annulerait la rentabilité que peuvent avoir des animaux de ce 
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type, les éleveurs d’animaux Blanc Bleu Belges destinés à la filière viande utilisent 

généralement des reproductrices hétérozygotes pour la mutation mh, ce qui facilite les 

vêlages. 

VI-5-b-Le phénotype DM chez les autres animaux d’élevage 

Les races bovines ne sont pas les seules à présenter un phénotype d’hypermusculature, 

on l’observe également chez le mouton Texel et chez les lévriers Whippets (Walling et al. 

2004, Mosher et al. 2007, Shelton et Engvall 2007 ; Figure 13). Dans ces deux cas, le 

phénotype est également dû à une myostatine non fonctionnelle (Clop et al. 2006, Mosher et 

al. 2007, Shelton et Engvall 2007). Chez le mouton, la viande de ces animaux est plus dure 

(Johnson et al. 2005) contrairement à ce qui est décrit chez le bovin, ce qui montre que la 

double musculature n’implique pas forcément une augmentation de la tendreté de la viande. 

L’apparition d’animaux culards au sein de ces espèces est due à une sélection : pour la 

quantité de viande chez les ovins et pour la vitesse de course chez le lévrier. En effet, il est à 

noter que les lévriers ne possédant qu’un seul allèle fonctionnel de la myostatine n’ont pas 

d’augmentation visible de la musculature mais ont des performances athlétiques supérieures 

par rapport aux chiens « normaux », ils sont donc recherchés, ce qui n’est pas le cas des 

animaux homozygotes (Figure 13) qui présentent une grande fatigabilité et qui ne sont, en 

général, pas conservés par les éleveurs. 
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Figure 13 : phénotype Double Musculature chez le mouton Texel belge et le lévrier 

Photos :  

 Mouton Texel belge (©INRA) 

 Wendy, lévrier whippet (Dailymail, http://www.dailymail.co.uk/news/article-467985/Meet-Incredible-Hulk-

Hounds.html)  

VII-La myostatine 

VII-1-Structure et fonction 

Le gène de la myostatine est exprimé dans le myotome des somites en développement 

à partir de 9,5 jpc. Son expression perdure chez l’adulte dans tous les muscles et est parfois 

détectée dans le tissu adipeux. Il code pour une protéine appartenant à la superfamille des 

TGFβ. McPherron a mis en évidence en 1997 l’action inhibitrice autocrine et paracrine de 

cette protéine sur la croissance musculaire en réalisant l’inactivation du gène de la myostatine 

chez la souris (souris Gdf8
-/-

, McPherron et al. 1997). Cette inactivation entraîne l’apparition 

d’un phénotype d’hypermusculature touchant la totalité des muscles à la fois par hypertrophie 

(augmentation de la taille des fibres musculaires) et par hyperplasie (augmentation du nombre 

de fibres, Lin et al. 2002, Zimmer et al. 2002) ainsi qu’une diminution de la masse graisseuse 

(Lin et al. 2002, McPherron & Lee 2002). On constate qu’une grande partie des phénotypes 

d’hypermusculature décrite chez les animaux d’élevage (bovin, ovin, lévrier, etc…) et même 

http://www.dailymail.co.uk/news/article-467985/Meet-Incredible-Hulk-Hounds.html
http://www.dailymail.co.uk/news/article-467985/Meet-Incredible-Hulk-Hounds.html
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chez l’homme est due à des mutations touchant le gène de la myostatine (Kambadur et al. 

1997, Lee et McPherron 1997, Schuelke et al. 2004, Clop et al. 2006, Mosher et al. 2007, 

Shelton et Engvall 2007, Hadjipavlou et al. 2008). 

Comme la plupart des TGFβ, GDF8 est produite sous la forme d’une protéine 

précurseur de 376 acides aminés. Ce précurseur va subir un premier clivage qui va permettre 

d’enlever le peptide signal de 24 aa. Le second clivage, dû à une enzyme de la famille des 

furines, a lieu au niveau de la séquence Arg-Ser-Arg-Arg entre les acides aminés 264 et 267. 

Ce clivage libère la partie N-terminal appelée propeptide (ou LAP : latency associated petide) 

de 38 kDa et la partie C-terminal active de 12,5 kDa. Cette dernière est absolument identique 

chez l’homme, la souris, le poulet, le rat, le porc, la dinde et le chien (pour revue Lee, 2004). 

La myostatine est active sous forme d’un homodimère, les deux parties actives étant liées par 

des ponts disulfures (Figure 14). Après ce clivage, le propeptide reste lié à la partie C-

terminale de façon non-covalente formant le complexe latent inactif (Lee et McPherron 2001, 

Thies et al 2001) qui va être sécrété par la cellule. Ce complexe sera ensuite dégradé par la 

métalloprotéinase BMP1/Tolloid, ce qui libérera le dimère actif (Wolfman et al. 2003). 

 

Figure 14 : maturation de la myostatine (d’après Huang et al. 2011) 



47 

La myostatine peut se lier aux récepteurs à sérine/thréonine kinase de type II de 

l’activine, ActRIIA et ActRIIB, avec toutefois une meilleure affinité pour ActRIIB. Ces 

récepteurs sont également ciblés par d’autres TGFβ comme GDF11 (également appelé 

BMP11) et l’Activine, (Lee et McPherron, 1998, Thies et al. 2001, Rebbapragada et al. 

2003). Les récepteurs de type I ALK4 et ALK5 sont ensuite recrutés, ce qui aboutit à 

l’activation de la voie des SMAD (Lee et McPherron 2001, Rebbapragada et al. 2003, Zhu et 

al. 2004). Plus précisément, les R-SMAD, SMAD2 et SMAD3, vont être recrutés et 

phosphorylés par le récepteur et vont ensuite se fixer à SMAD4 qui permettra leur 

translocation dans le noyau où ils pourront jouer leur rôle de facteurs de transcription (Thies 

et al. 2001, Langley et al. 2002). L’inhibiteur (I-SMAD) SMAD7, quant à lui, exerce un 

rétrocontrôle négatif sur l’action de GDF8 (Zhu et al. 2004). Il semblerait que d’autres voies 

soient impliquées, la myostatine semblant activer la voie p38 MAPK via la cascade de 

signalisation TAK1-MKK6 indépendamment des SMAD dans les cellules A204 et C2C12 

(Philip et al. 2005), cette voie étant impliquée dans la prolifération cellulaire. De plus, il a été 

montré que l’inhibition de la différenciation et de la prolifération de myoblastes C2C12 par la 

myostatine active la voie ERK1/2 (Yang et al. 2006) et JNK (Huang et al. 2007) via le 

récepteur ActRIIB. On constate donc que la myostatine régule négativement la masse 

musculaire par un mécanisme très complexe impliquant différentes voies de signalisation. 

Nous avons vu que les souris déficientes pour Gdf8 présentent une augmentation de la 

masse musculaire due à une hypertrophie et à une hyperplasie des fibres musculaires 

(McPherron et al. 1997). Il est connu que la myostatine agit à la fois en bloquant la 

prolifération des myoblastes et leur différenciation, ce qui a été démontré par plusieurs études 

menées sur les lignées cellulaires myoblastiques C2C12 (Thomas et al. 2000, Rios et al. 2001, 

Taylor et al. 2001, Langley et al. 2002, Rios et al. 2002, Joulia et al. 2003). L’effet de la 

myostatine sur la prolifération est vraisemblablement dû au fait que GDF8 augmente 

l’expression de p21, qui est un inhibiteur des CDK (cyclin dependent kinase), et diminue celle 

de Cdk2 ainsi que la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome. De plus, la myostatine 

augmente la dégradation de la cycline D1 via la voie PI3K/AKT/GSK3β, arrêtant le cycle 

cellulaire en phase G1 (Yang et al. 2007). CDK2, qui joue un rôle dans le cycle cellulaire, 

rend MYOD instable et facilite sa dégradation en fin de cycle (Tintignac et al. 2000). Dans 

des conditions physiologiques, GDF8 permet donc la différenciation en arrêtant la 

prolifération et en permettant l’accumulation de MYOD dans les myoblastes. En cas de 

déficience, on observe donc que la prolifération est augmentée et qu’il y a un effet sur la 
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différenciation dû à une diminution de la quantité de MYOD dans les cellules. En ce qui 

concerne la différenciation, plusieurs études sur C2C12 montrent également une diminution 

de l’expression de Myod, Myf5 et de la myogénine (Langley et al. 2002, Rios et al. 2002, 

Joulia et al. 2003) que l’on retrouve également sur des cultures primaires de myoblastes 

bovins (Thomas et al. 2000), ce qui explique que sans la myostatine, l’expression des MRFs, 

donc la différenciation des myoblastes, est augmentée. 

La myostatine n’agit pas que sur la prolifération et la différenciation des cellules, elle 

a également un rôle sur la synthèse des protéines. En effet, il a été montré que GDF8 inhibe la 

synthèse protéique in vitro (Taylor et al. 2001) et que les souris dans lesquelles la myostatine 

est inactivée présentent une augmentation de la synthèse des protéines myofibrillaires par 

rapport aux sauvages (Welle et al. 2007). Il a également été montré que la follistatine stimule 

la synthèse protéique chez le rat, ce qui semble encore confirmer les résultats précédemment 

cités (Suryawan et al. 2006). Des études récentes ont montré que l’action de GDF8 sur la 

synthèse protéique passerait par une inhibition de la voie AKT/mTOR (Amirouche et al. 

2009, Sartori et al. 2009, Trendelenburg 2009) qui joue un rôle charnière dans ce processus 

physiologique (Sarbassov et al. 2005). La myostatine semble être également impliquée dans 

l’obésité, où une augmentation de la masse du tissu adipeux ainsi qu’une insulino-résistance 

sont observées. Il a été montré que les personnes obèses présentent une surexpression de Gdf8 

(Reardon et Davis 2001, Milan et al. 2004, Park et al. 2006). On observe également une 

diminution de la masse graisseuse et une résistance à l’insuline induite par de forts taux de 

graisse sur les souris knockout pour la myostatine (McPherron et Lee 2002). Une inactivation 

de la myostatine spécifique du tissu musculaire a le même effet (Guo et al. 2009), ce qui 

indique que la réduction de la masse grasse est due à un effet provenant du muscle et non à un 

effet direct la GDF8 sur le tissu adipeux. De plus, il a été montré récemment que la 

myostatine agit sur le métabolisme du glucose en favorisant sa consommation par le muscle 

via la voie de signalisation AMPK (Chen et al. 2010).  
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VII-2-Régulation de la myostatine 

La régulation de l’expression de la myostatine est complexe et les divers facteurs 

permettant son expression ou sa répression ne sont pas tous connus. La région régulatrice de 

ce gène est très conservée chez la plupart des mammifères et comprend un grand nombre de 

motifs de liaison à des facteurs de transcription (Ma et al. 2001, 2003) parmi lesquels 10 

Ebox, et des sites de liaison à MEF2, NFκB, PPARγ ainsi que des sites de liaison à des 

hormones comme ARE (androgen response element), GRE (glucocorticoïd response 

element), TRE (thyroïd hormon response element). Cependant, il ne s’agit que de sites prédits 

informatiquement et très peu de preuves biologiques permettent de savoir lesquels sont 

vraiment actifs. On sait néanmoins que la liaison de MyoD à l’Ebox 6 de la région régulatrice 

entraîne une surexpression de Gdf8 (Spiller et al. 2002). 

L’expression de la myostatine semble également en partie régulée par des miRNA. En 

effet, il a été montré que miR-208a (Callis et al. 2009), miR-208b (Allen et al. 2011) et miR-

499 (Bell et al. 2010) ciblent la partie 3’UTR du transcrit de la myostatine. Ces miRNA 

semblent être surexprimés lorsque l’organisme absorbe des acides aminés essentiels 

(Drummond et al. 2009), ce qui implique une régulation de la myostatine dépendant du 

régime alimentaire. 
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En plus de ces régulations de l’expression, la myostatine est fortement régulée, comme 

la plupart des TGFβ, de façon post-traductionelle. En effet, l’action de BMP/Tolloid est 

nécessaire à la libération de la partie active, sa présence est donc indispensable à l’action de 

cette protéine. De plus, Anderson et al. ont montré en 2008 qu’une partie non négligeable de 

la myostatine était à l’état de pro-myostatine liée à LTBP3 (latent transforming growth factor 

beta binding protein 3) dans le milieu extracellulaire (Figure 15). Ceci suggère une possible 

action régulatrice de la furine elle-même. 

 

Figure 15 : régulation extra-cellulaire de la myostatine par clivage (d’après Anderson et al. 2008). 
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En dehors de cette régulation liée à la maturation de la protéine, GDF8 possède de 

nombreux inhibiteurs. Parmi eux, le propeptide dont il a été montré qu’il pouvait inhiber la 

myostatine in vitro par ajout de protéines purifiées (Lee et McPherron 2001, Thies et al. 

2001) et in vivo grâce à des modèles murins le surexprimant (Lee et McPherron 2001, Yang et 

al. 2001). L’inhibiteur le plus puissant de la myostatine est la follistatine, initialement mise en 

évidence dans les fluides folliculaires pour sa capacité à inhiber la sécrétion de FSH dans les 

cellules pituitaires (Robertson et al. 1987, Ueno et al. 1987). 

Le gène de la follistatine comporte 6 exons et peut donner deux protéines contenant 

chacune 3 domaines follistatine à 10 cystéines. Ces protéines sont nommées en fonction de 

leur taille chez l’homme : FS315 et FS288 qui sont issues d’un épissage alternatif de l’intron 

5. Il existe une troisième forme FS303 issue du clivage protéolitique de FS315 mais elle n’est 

présente que chez le porc. Les deux protéines ne diffèrent que par la présence d’une queue C-

terminale acide sur FS315. Elles peuvent se lier à un grand nombre de TGFβ, notamment 

l’activine (Nakamura et al. 1990, Yamashita et al. 1995, De Winter et al. 1996, Fainsod et al. 

1997, Iemura et al. 1998). Gamer et al. montrent en 1999 que la follistatine peut également 

inhiber GDF11 (Gamer et al. 1999). Or, le fait que GDF11 présente plus de 90% d’homologie 

avec GDF8 et que l’on observe une diminution de la masse musculaire des souris nouveau-

nés lorsque la follistatine est inactivée (les animaux meurent peu de temps après la naissance) 

(Matzuk et al. 1995) semblaient indiquer que FST pouvait également être un inhibiteur de la 

myostatine. Ceci fut démontré par Lee et McPherron en 2001 qui constatent une augmentation 

importante et généralisée de la masse musculaire lorsque la follistatine est surexprimée (Lee 

et McPherron 2001). Quelques années plus tard, Amthor et al. (2004) montrent que l’effet de 

FST sur la masse musculaire est dû à un contact direct avec la myostatine qui empêche la 

fixation de cette dernière à son récepteur. Cependant, en croisant des souris surexprimant la 

follistatine avec des animaux déficients pour GDF8, Lee (2007) montre que l’action de la 

follistatine sur le muscle est en partie non-dépendante de la myostatine. En effet, il observe 

une hypermusculature beaucoup plus importante chez les doubles mutants Fst/Gdf8
-/-

 que 

chez les souris Gdf8
-/-

 (Lee 2007). Ceci serait dû à l’inhibition d’autres TGFβ exprimés dans 

le muscle, et en particulier de l’activine A (Lee 2010). 

La follistatine s’exprime dans les cellules du myotome au même moment que la 

myostatine chez le poulet (Amthor et al. 1996, 2002 a, b) suggérant un possible rôle 

physiologique d’inhibiteur de la myostatine durant la myogenèse. On peut également noter 
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que les souris knockout pour la follistatine (Matzuk et al. 1995) présentent un phénotype au 

niveau du squelette axial sensiblement opposé à celui observé lors de l’inactivation de Gdf11 

(McPherron et al. 1999), ce qui indiquerait un rôle inhibiteur de la follistatine sur GDF11. 

En 2009, le cristal du complexe follistatine/myostatine a permis de lever le voile sur 

l’interaction entre ces deux protéines. On observe que FST se lie à GDF8 par le contact de ses 

domaines N-terminal, FSD1 et FSD2, le troisième domaine follistatine n’étant pas en contact 

avec GDF8 (Cash et al. 2009). Le domaine FSD1 présente un site de liaison à l’héparine qui 

est conservé chez la plupart des espèces. Ce dernier facilite la dégradation du complexe par 

les cellules avoisinantes en permettant la liaison de FST aux protéoglycanes de la surface 

cellulaire (Inouye, Ling et Shimasaki 1992, Sumitomo et al. 1995, Wang et al. 2000). On peut 

noter que seule FS288 peut se lier de cette manière, la présence de la queue C-terminale acide 

sur FS315 empêchant cette dernière de se lier à ces protéoglycanes (Keutman et al. 2004). 

De nombreuses autres protéines peuvent se lier à la myostatine et inhiber son activité 

in vitro comme hSGT (Wang et al. 2003), Titin-cap (Nicholas et al. 2002) ou la décorine 

(Miura et al. 2006) mais seuls deux inhibiteurs de GDF8 ont été mis en évidence par co-

immunoprécipitation dans le sang d’homme et de souris :  

 FSTL3 (follistatin like 3) également appelée FLRG (follistatin related gene) est 

une protéine qui a une grande homologie avec la follistatine. Elle ne possède 

que deux domaines follistatine et ne contient pas de site de liaison aux 

héparanes sulfates. Il a été montré qu’elle peut inhiber la myostatine, l’activine 

et BMP2 in vitro (Hill et al. 2002, Hayette et al. 1998, Tsuchida et al. 2000). 

La surexpression dans le muscle de FSTL3 entraîne une augmentation de la 

masse musculaire in vivo qui est inférieure à ce qui est observé pour la 

surexpression de la follistatine (Lee 2007, Rodino-Klapac 2009). Le cristal de 

l’interaction entre FSTL3 et GDF8 révèle que le domaine N-terminal de 

FSTL3 est très spécifique de GDF8 et n’a que peu d’affinité pour l’activine. 

Ceci pourrait expliquer les différences de phénotypes observés (Cash et al. 

2011). 
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 GASP1 (Growth and differentiation associated serum protein 1) (Hill et al. 

2003), une grande partie de cette thèse ayant pour but de mieux comprendre 

ses fonctions, cet inhibiteur sera présenté en détail dans le paragraphe suivant. 

VII-3-Rôle dans les phénotypes d’hypermusculature 

La plupart des phénotypes d’hypermusculature décrits est due à des mutations dans le 

gène de la myostatine (Figure.16). 

A l’heure actuelle, six mutations entraînant une perte de fonction de GDF8 sont 

décrites chez le bovin (Kambadur et al. 1997, Lee et McPherron 1998, Hadjipavlou et al. 

2008). 

 nt821(del11) est une délétion de 11 nucléotides qui entraîne la production 

d’une protéine tronquée. On retrouve des animaux porteurs de cette mutation 

dans les races Blanc Bleu Belge, Blonde d’Aquitaine, Limousine, Parthenaise, 

Asturiana et Rubia Gallega. 

 C313Y est une substitution d’une guanine par une adénine au nucléotide 938, 

ce qui entraîne l’apparition d’une tyrosine à la place d’une cystéine en position 

313 de la protéine. Cette cystéine est très conservée et cette mutation entraîne 

une perte de fonction de la myostatine. On la retrouve chez les races Gasconne 

et Piémontaise. 

 nt419 (del7-ins10), comme son nom l’indique, correspond à une 

insertion/délétion dans laquelle 7 nucléotides sont remplacés par 10 pb qui 

n’ont apparemment aucun rapport. Ceci fait apparaître un codon stop 

prématuré dans la région codant le propeptide de la myostatine, aboutissant à 

une protéine de 140 aa sans région active. On retrouve cette mutation chez la 

Maine-Anjou. 

 Q204X est une mutation entraînant l’apparition d’une protéine tronquée de 204 

acides aminés (donc pas de partie active). Elle est due à la substitution d’une 

cytosine par une thymine à la position 610. On la retrouve chez les Charolaises 

et les Limousines. 

 E226X est une substitution en position 676, ce qui fait apparaître un codon stop 

à l’acide aminé 226. Cette mutation est caractéristique de la Maine-Anjou. 
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 E291X est également une substitution d’une guanine par une thymine qui a 

lieu, ici, au nucléotide 874. Ceci entraîne l’apparition d’un codon stop 

prématuré dans la région active de la myostatine. Cette mutation est retrouvée 

chez la Marchigiana. 

Si ces six mutations sont, à l’heure actuelle, les seules entraînant une perte de fonction 

totale de la myostatine, il existe de nombreux polymorphismes, notamment dans la race 

Limousine (D182N, F94L et S105C). Le cas de la mutation F94L est sujet à controverse. En 

effet, Grobet et al. n’avaient pas décrit, en 1998, d’effet particulier de cette mutation sur la 

musculature des Limousines. Les phénotypes DM de cette race semblaient donc imputables à 

une autre voie puisqu’aucune mutation de ce gène n’est décrite dans cette race. Cependant, 

trois différents groupes montrent, au contraire, des effets significatifs de cette mutation 

(Esmailizadeh et al. 2008, Lines et al. 2009 et Alexander et al. 2009). On peut noter 

également que les résultats de génotypage à grande échelle (projet qualvigène) d’animaux des 

trois principales races françaises, à savoir la Limousine, la Charolaise et la Blonde 

d’Aquitaine, ont montré la présence des mutations Q204X et nt821(del11) et un effet 

important de ces dernières sur la qualité des carcasses et de la viande des Limousines et des 

Charolaises (Allais et al. 2010), le cas des Blondes d’Aquitaine étant particulier. En effet, il 

semble que les animaux hypermusclés appartenant à cette race ne possèdent pas 

particulièrement de mutation dans le gène de la myostatine (la mutation Q204X est présente 

dans mais uniquement sur un faible nombre d’individus DM). De plus, les résultats obtenus 

par Allais et al. en 2009 ne montrent pas de corrélation entre les mutations Q204X ou 

nt821(del11) et la qualité des viandes et des carcasses d’animaux Blonds d’Aquitaine, même 

si on peut noter que le nombre de taurillons présentant ces mutations était très faible dans 

cette étude et que seuls des animaux hétérozygotes sont étudiés. La Blonde d’Aquitaine reste 

donc à l’heure actuelle l’une des seules races présentant des animaux hypermusclés dont le 

gène de la myostatine semble intact. 

 Une mutation a également été décrite chez les ovins Texel Belge (Clop et al. 2006). 

Contrairement aux autres mutations connues, il s’agit d’une transition guanine vers adénine 

qui introduit en 3’ UTR de la myostatine une région reconnue par les microARN mir-206 

(très exprimé dans le muscle) et mir-1 (très exprimé dans le cœur). Ceci entraîne une forte 

diminution de la quantité de myostatine dans les muscles squelettiques, ce qui engendre les 

phénotypes observés (cf Phénotype d’hypermusculature chez les autres animaux d’élevage). 
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En ce qui concerne le lévrier (Mosher et al. 2007, Shelton et Engvall 2007), la 

mutation décrite est une délétion de 2 nucléotides dans l’exon 3 de la myostatine, ce qui 

aboutit à l’apparition d’un codon stop prématuré au niveau de l’acide aminé 313. 

 

Figure 16 : mutations importantes dans le gène de la myostatine (d’après Grobet et al. 1997) 

Pour finir, plusieurs cas ont été décrits chez l’homme bien que seul Schuelke ait publié 

des informations précises à ce sujet en 2004. L'étude porte sur un jeune garçon dont 

l’hypermusculature est importante dès la naissance et confirmée par ultrasons. De plus, on 

constate également une grande force, puisqu’à l’âge de 4 ans et demi, ce patient pouvait porter 

une charge de 3 kg dans chaque main, bras tendu. La mutation à l’origine de la perte de 

fonction de la myostatine est ici située dans le premier intron. La région 5’ d’attache des 

snRNA utilisés par le spliceosome n’est plus fonctionnelle, l’intron 1 est donc conservé. Le 

fait qu’il contienne plusieurs codons stop dans le cadre de lecture de la myostatine entraîne la 

production d’une protéine tronquée. Cet enfant ne présente pas de problème cardiaque ou de 

problème de santé apparent ce qui laisse penser que la myostatine pourrait être un bon 

candidat pour soigner les pathologies entraînant une diminution du volume et de la force 

musculaires. 
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VII-4-Rôle dans les pathologies du muscle squelettique 

Nous savons que l’inactivation de la myostatine entraîne des phénotypes 

d’hypermusculature (McPherron et al. 1997, Schuelke et al. 2004). De plus, les travaux de 

Zimmer et al. (2002) ont montré, que la surexpression de la myostatine chez la souris entraîne 

des syndromes cachexiques avec pertes de masse musculaire et graisseuse. Tout ceci a ouvert 

une nouvelle voie thérapeutique pour le soin des maladies musculaires et des cachexies 

(Carnac et al. 2006, 2007). 

Beny-Klimek et al. (2010) et Zhou et al. (2010) ont travaillé sur le blocage de la 

myostatine sur des souris modèles de cachexie induite par des cancers. Ils ont pour cela utilisé 

des domaines extracellulaires du récepteur ActRIIB fusionnés à des domaines Fc 

d’immunoglobuline mis au point par Lee et al. (2005). Les deux équipes ont montré 

respectivement, par injection de cellules CHO (chinese hamster ovary) exprimant le récepteur 

modifié ou par injection directe de protéines chez la souris, que le traitement par cet inhibiteur 

empêchait la perte de masse musculaire induite par les différents cancers étudiés par rapport 

aux souris non traitées. Il semble également que la cachexie, en tout cas celle analysée dans 

l’étude de Zhou et al., soit causée par une expression importante de myostatine puisque deux 

fois plus d’ARNm de la myostatine sont détectés dans les souris modèles de cancer du colon 

utilisées par rapport à des souris sauvages. Certains auteurs pensent que l’activine peut être 

impliquée dans ces processus de cachexie. Il a été montré que la surexpression de l’activine 

dans le muscle entraînait une atrophie musculaire qui semblerait être induite par les mêmes 

voies que celles de la myostatine, les deux protéines se fixant au même récepteur (Gilson et 

al. 2009). Cette surexpression de l’activine entraînerait aussi l’apparition de tumeurs, 

notamment au niveau des gonades, et le développement de syndromes cachexiques (Matzuk 

et al. 1992, 1994). De plus, il apparaît que les souris knockout pour Gdf8 présentent une perte 

de masse musculaire liée au cancer (Beny-Klimek et al. 2010). Le récepteur ActRIIB modifié 

semble donc être le plus indiqué car il bloque à la fois la myostatine et l’activine (ainsi que 

d’autres TGFβ). Cependant, l’activine ne paraît pas impliquée dans la cachexie induite par 

tous les types de cancer car l’inhibition de la myostatine via des anticorps spécifiques semble 

suffisante pour empêcher la diminution de la masse musculaire dans certains cancers (Murphy 

et al. 2011). Toutefois, le développement d’antagonistes spécifiques de l’activine va 

certainement permettre d’en savoir plus à ce sujet (Makanji et al. 2011). 
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En ce qui concerne les dystrophies musculaires, l’effet de traitements utilisant la voie de 

la myostatine est également étudié par de nombreuses équipes. La différence majeure avec la 

cachexie est que, ici, l’inhibition de GDF8 ne peut servir qu’à améliorer les symptômes et ne 

peut, bien entendu, pas réparer la mutation à l’origine de la maladie. De nombreuses stratégies 

sont utilisées sur différentes lignées murines modèles. On peut citer, par exemple, l’utilisation 

d’anticorps (Bogdanovich et al. 2002), d’inhibiteurs comme par exemple une follistatine 

modifiée pour être spécifique de GDF8 (Nakatani et al. 2008) ou de dominants négatifs 

(Morine et al. 2010). 

VIII-GASP1 et GASP2 

GASP1 (ou OC29 Nishida et al. 2004) et son homologue GASP2 sont des protéines 

secrétées constituées de multiples domaines (Figure 17) : 

 un peptide signal de sécrétion, 

 un domaine « whey acidic protein » (WAP) constitué d’une région riche en 

cystéines formant 4 ponts disulfures, 

 un domaine follistatine/kazal que l’on retrouve dans la follistatine et les 

protéines de la famille des inhibiteurs kazal qui comprennent de 1 à 7 

domaines de ce type, 

 un domaine immunoglobuline qui est retrouvé dans des protéines ayant des 

fonctions très variées allant du système immunitaire à l’adhésion cellulaire, 

 deux domaines kunitz constitués de 3 ponts dissulfures et retrouvés en majorité 

chez les métazoaires, 

 un domaine nétrine (NTR ou C345C) constitué de 6 cystéines et de blocs de 

résidus hydrophobes. On le retrouve notamment dans la partie C-terminale des 

nétrines ou des protéines C3, C4 et C5 du complément. Il semble être impliqué 

dans l’inhibition des métalloprotéinases à Zinc de la famille des metzincines. 

A cause de cette organisation modulaire, les protéines GASP1 et GASP2 sont 

également connues sous les noms de WFIKKN (wap, follistatin, kazal, immunoglobulin, 

kunitz, kunitz, netrin contening protein) 2 et 1 respectivement. 

A l’exception du domaine Immunoglobuline, tous ces domaines sont associés à des 

inhibiteurs de protéase à sérine (Trexler et al. 2000, Trexler et al. 2002, Hill et al. 2003). 
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Toutefois, seul le second domaine kunitz a été démontré actif et aurait une activité anti-

trypsine (Nagy et al. 2003). 

 

Figure 17 : structure modulaire de GASP1 murin 

Les gènes Gasp1 et Gasp2 sont situés respectivement sur les chromosomes 11 et 17. 

Gasp1 s’étend sur 6,75 kb, sa partie codante, de 3516 pb, est constituée de deux exons et est 

traduite en une protéine de 571 aa. En ce qui concerne Gasp2, sa taille est de 3,23 kb pour une 

partie codante de 2530 pb également constituée de deux exons et codant une protéine de 552 

aa. GASP1 et GASP2 ont une homologie de séquence de 54% chez la souris. Ces deux gènes 

sont très conservés chez les vertébrés (Kondas et al. 2008). Gasp1 se situe sur le chromosome 

17 humain et 19 bovin avec des tailles respectives de 6,94 kb et 5,86 kb. La région codante est 

de 3588 pb chez l’homme et donne une protéine de 576 aa tandis que chez le bovin, le 

transcrit a une taille de 3343 pb et est traduit en une protéine de 574 aa. Les différences de 

taille de ces protéines par rapport à celles de la souris sont dues à des ajouts/suppressions 

d’acides aminés entre la position 23 et 27 de Gasp1 humain. Gasp2, quant à lui, se situe sur le 

chromosome 16 humain et 25 bovin pour des tailles respectives de 3,19 kb et 2,53 kb. Les 

parties codantes ont une taille de 2028 pb chez l’homme et 1653 pb chez le bovin pour des 

protéines respectivement de 548 aa et 550 aa (Tableau 4). 

Tableau 4 : informations sur la structure de Gasp1 

Espèce Chromosome 
Taille gène 

(kpb) 

Taille transcrit 

(pb) 

Nombre 

exons 

Taille protéine 

(aa) 

Souris 11 6,75 3516 2 571 

Homme 17 6,94 3588 2 576 

Bovin 19 5,86 3343 2 574 
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Tableau 5 : informations sur la structure de Gasp2 

Espèce Chromosome 
Taille gène 

(kpb) 

Taille transcrit 

(pb) 

Nombre 

exons 

Taille protéine 

(aa) 

Souris 17 3,23 2530 2 552 

Homme 16 3,19 2028 2 548 

Bovin 25 2,53 1653 2 550 

Ces deux protéines ont été mises en évidence par Trexler au début des années 2000 

(Trexler et al. 2001, 2002). On pense alors qu’il s’agit d’inhibiteurs de protéases, ceci 

semblant être confirmé par une expression assez importante dans le pancréas. En 2003, Hill et 

al. isolent WFIKKN2 qui co-immunoprécipite avec la myostatine lors d’une expérience visant 

à déterminer de nouveaux partenaires de cette dernière. Ils renomment donc cette protéine 

GASP1 et son homologue GASP2. L’étude de Hill permet également de montrer que GASP1 

est capable de se lier de manière indépendante au propeptide de GDF8 mais pas à l’activine. 

Cette équipe met également en évidence que GASP1 inhibe l’activité de GDF8 lors de tests 

luciferase (Hill et al. 2003). 

Quelques années plus tard, Kondas complète les connaissances sur l’affinité de 

GASP1 avec la myostatine grâce à la méthode de résonance des plasmons de surface. Elle 

montre ainsi que GASP1 et GASP2 possèdent une grande affinité pour la myostatine, son 

propeptide et GDF11, avec un rapport GASP1:GDF8 de 1:1 (Kondas et al. 2008) (Figure 18). 

L’affinité observée pour les TGFβ serait liée aux domaines WAP et follistatine/kazal (Kondas 

et al. 2008) tandis que la liaison avec le propeptide ferait intervenir le domaine nétrine 

(Kondas et al. 2008). Tout ceci indiquerait que Gasp1 et peut-être Gasp2 seraient impliqués 

dans le développement musculaire via une inhibition de GDF8. 
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Figure 18 : affinités des protéines GASP avec GDF8, GDF11 et le propeptide de GDF8 (ProMyo) 

ainsi que différents fragments de GASP1, déterminées par résonance des plasmons de surface. 

(Kondas et al. 2008) 

La plupart des données acquises sur Gasp1 et Gasp2 provient de résultats obtenus in 

vitro. Très peu d’équipes ont travaillé sur les gènes Gasp in vivo. Il a été décrit que l’injection 

via AAV-1 d’un plasmide contenant la partie codante de Gasp1 sous la dépendance d’un 

promoteur CMV directement dans le muscle entraîne une augmentation de la musculature et 

de la force chez la souris (Rodino-Kaplac et al. 2009) (Figure 19). 

Il a été également montré que Gasp1 est surexprimé lors de la croissance longitudinale 

du muscle squelettique chez le rat (Aoki et al. 2009) ou après un entraînement en résistance 

chez l’homme (Saremi et al. 2010, Laurentino et al. 2001). Tout ceci suggère que Gasp1 est 

impliqué dans le développement de la masse musculaire chez l’adulte. 
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Figure 19 : effets de GASP1 in vivo après une injection locale de AAV-1-Gasp1, AAV-1-Fs 

(follistatine), AAV1-Flrg (Fstl3) ou AAV1-Gfp (contrôle). Les animaux ont subi des injections dans 

les membres inférieurs à l’âge de 3 semaines (Rodino-Kaplac et al. 2009) 

Il est intéressant de constater que si Gdf8 et Gdf11 sont exprimés de manière très 

restreinte (muscle, squelette axial), Gasp1 et Gasp2 s’expriment dans de nombreux tissus 

durant le développement embryonnaire parmi lesquels le cerveau, le muscle squelettique, le 

thymus et les reins pour Gasp1, et les poumons, le muscle squelettique et le foie pour Gasp2. 

Chez l’adulte, Gasp1 est exprimé dans les ovaires, les testicules, le pancréas, le cerveau et les 

poumons ; Gasp2 étant, quant à lui, exprimé dans le pancréas, le thymus, le foie, les reins, les 

poumons, les testicules et l’oreille interne (Trexler et al. 2001, Trexler et al. 2002, Kondas et 

al. 2008). Szalma et al. (2010) ont récemment montré que Gasp1 et Gasp2 sont capables de 

se lier in vitro à TGFβ1, BMP2 et BMP4 mais n’inhibent pas leurs activités. Ces résultats 

indiquent que ces protéines GASP ont vraisemblablement un rôle indépendant de GDF8 et 

GDF11. 
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IX-But et stratégie d’étude 

Compte tenu de l’importance de la voie de signalisation de la myostatine dans le 

développement et la croissance du muscle, nous avons entrepris au cours de ce travail : 

 

1. l’étude du rôle de la protéine GASP1, partenaire inhibiteur de la myostatine identifié 

en 2003 mais dont le rôle lors du développement musculaire n’avait jamais été 

clairement démontré in vivo. Le modèle de souris analysé est le premier qui permet 

d’appréhender la fonction de Gasp1 au cours du développement musculaire mais aussi 

de façon plus générale lors du développement d’autres organes puisque nous avons 

surexprimé Gasp1 de façon ubiquitaire. La stratégie de notre étude a donc consisté 

tout d’abord à créer par transgénèse additive les lignées de souris surGasp1. La 

caractérisation de ces lignées montre que le phénotype majeur est un phénotype 

hypermusclé dont l’analyse détaillée révèle des différences avec le phénotype 

d’hypermusculature décrit chez des souris déficientes pour la myostatine ou chez des 

souris qui surexpriment la follistatine, autre inhibiteur de la myostatine (Chapitre 1 : 

Monestier et al., soumis à BMC Genomics). En parallèle, nous avons entrepris une 

étude des fonctions des protéines GASP1 et de son homologue GASP2 au cours de 

l’évolution pour déterminer comment l'organisation modulaire des ces protéines est 

apparue au cours de l'évolution et si la divergence des deux gènes Gasp est liée au 

modèle de duplication (WGD : whole genome duplication) chez les premiers vertébrés 

(Chapitre 2 : Monestier et al., soumis à PloS ONE). 

 

2. l’analyse phénotypique et moléculaire de souris ENU présentant un phénotype 

hypermusclé. La stratégie utilisée pour générer cette lignée était innovante dans le 

sens où le crible chimique (éthyl-nitroso-urée) aléatoire était un crible dominant basé 

sur une sensibilisation du fond génétique par l’utilisation des souris knockout pour 

Gdf8, ce qui nous permet d’introduire un déséquilibre phénotypique pour cibler plus 

particulièrement notre phénotype d’intérêt « fort développement musculaire » 

(Chapitre 3 : Magnol L, Monestier et al., Animal, 2010). La caractérisation de cette 

lignée a malheureusement été interrompue par la perte de la lignée lors du sinistre de 

l’animalerie fin 2009. La reviviscence récente de la lignée permettra de reprendre cette 

étude. 
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Chapitre 1 : Etude in vivo du rôle de 

Gasp1 dans le muscle 
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Depuis son identifcation en 2003, la seule analyse fonctionnelle du gène Gasp1 

réalisée chez l’animal a montré que sa surexpression dans les muscles des membres 

postérieurs chez la souris conduisait à une augmentation du poids du corps, des muscles et de 

la force (Rodino-Klapac et al. 2009). Cependant, cette étude préclinique avait pour objectif de 

déterminer quel était le meilleur inhibiteur de la myostatine associé avec les vecteurs AAV-1 

dans un but thérapeutique. Les auteurs ont comparé en particulier les effets de GASP1, FLRG 

(FSTL3) et la follistatine. Cette étude n’avait pas pour objectif d’étudier précisément les 

fonctions de Gasp1 in vivo. D’ailleurs dans ce travail, trois éléments ne permettent pas de 

conclure sur le rôle de Gasp1, en particulier dans le muscle :  

1. il a été réalisé sur des animaux âgés de 725 jours sauf pour les tests de force qui 

présentent, quant à eux, des écarts types importants. Ces souris sont donc âgées et nous 

savons que des animaux de 24 mois (730 jours) présentent une forte diminution de l’aire 

des fibres et un enrichissement important en fibres de type IIa au détriment des fibres de 

type IIb par rapport à des animaux plus jeunes (Siriett et al. 2006). Un biais important est 

donc introduit car il est impossible de savoir quel serait le phénotype avec une proportion 

normale en fibres. De plus, on peut difficilement conclure à une hypertrophie induite par 

la surexpression de Gasp1 puisque le phénotype observé peut être simplement dû à un 

effet protecteur de Gasp1 sur la dégénérescence musculaire due au veillissement.  

2. les auteurs supposent dès le début que l’action de Gasp1 est en tout point similaire mais 

avec un effet moindre à celui observé pour la follistatine, ils ne se demandent jamais si le 

phénotype peut être différent et ne le décrivent donc pas.  

3. cette étude correspond à une surexpression de Gasp1 muscle spécifique, et ne permet 

donc pas de déterminer un éventuel rôle de ce gène dans le développement d’autres 

organes. 

 

Dans ce contexte, un certain nombre de questions reste ouverte : 

 

 quels sont les rôles physiologiques de Gasp1, et en particulier, au cours du 

développement musculaire ? 

 la protéine GASP1 joue-t-elle un rôle dans la formation et la croissance du muscle 

indépendamment de la myostatine ? 

 y a t-il redondance fonctionnelle entre les gènes Gasp1 et Gasp2 ? 
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Pour apporter des éléments de réponse, mes objectifs ont été de développer et de 

caractériser un modèle murin qui surexprimait de façon ubiquitaire le gène Gasp1. La partie 

codante de Gasp1 a été placée sous la dépendance du promoteur CMV (cytomégalovirus). 

L’injection de ce transgène a permis d’établir 6 lignées murines nommées surGasp1, déjà 

disponibles au laboratoire au début de ma thèse. J’ai donc retenu les deux lignées présentant 

la plus forte surexpression au niveau des muscles et du cerveau. Des analyses génotypiques et 

phénotypiques détaillées ont été entreprises (j’ai réalisé l’intégralité de ces analyses à 

l’exeption des western blots). J’ai ainsi pu montrer que ces animaux présentent une 

augmentation du poids de corps d’environs 4 grammes, cette augmentation de poids est due à 

une augmentation du poids de chacun des muscles. Une étude histomorphométrique nous a 

permis de constater que cette augmentation de la masse musculaire est due à une hypertrophie 

des fibres de types I, IIa et IIb et pas à une hyperplasie. J’ai également constaté que les 

proportions de chaque type de fibres ne varient pas de manière significative dans le muscle, ce 

qui est confirmé par une étude de l’activité d’enzymes des métabolismes oxydatif et 

glycolitique musculaires. Les souris surGasp1 ne présentent pas de diminution de la masse 

graisseuse. L’ensemble de ces résultats qui revèle des différences par rapport au phénotype 

hypermusclé observé chez des souris Gdf8
-/-

 ou des souris qui surexpriment la follistatine, 

autre inhibiteur de la myostatine, font l’objet de la publication suivante soumise à BMC 

Genomics.  
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Résultats complémentaires 

Les travaux présentés précisent le rôle de Gasp1 au cours du développement 

musculaire. Cependant, le phénotype observé diffère légèrement de celui décrit lors de 

l’inactivation de la myostatine ou de la surexpression de la follistatine. Pour évaluer les 

conséquences de la surexpression de Gasp1 sur différentes voies de signalisation (AKT, IGF, 

MAPK,…), j’ai entrepris une étude du transcriptome musculaire des lignées surGasp1. 

Matériels et méthodes 

La technologie Taqman® sous la forme de plaques TLDA (Taqman low-density array, 

Applied Biosystems, Foster City, USA) a été utilisée. Nos plaques permettent d’analyser 

l’expression de 96 gènes dont 5 de référence (Tableau 6) pour quatre animaux par plaque. 

Les ARN totaux ont été extraits à partir de quadriceps de 4 animaux sauvages, 4 

animaux de la lignée Surgasp1-06 et 4 animaux de la lignée surGasp1-20 sur colonnes de 

silice après traitement à la protéinase K grâce au kit RNeasy fibrous tissues (Quiagen). La 

concentration des ARN est déterminée par dosage au NanoDrop (NanoDrop Technologies, 

Wilmington, USA). Leur qualité est ensuite vérifiée par micromigration sur un Bioanalyseur 

2100 (Agilent). Seuls les échantillons possédant un RIN supérieur à 7,5, attestant d’une bonne 

qualité, sont utilisés pour l’étude. 1,5 µg de chaque ARN est ensuite rétrotranscrit avec le 

hight-capacity cDNA transcription Kit (Applied Biosystems). L’étude est réalisée avec un 

ABI PRISM
©

 7900, 100 ng d’ADNc sont déposés dans chaque réservoir de la plaque. 

Les données sont ensuite analysées grâce aux logiciels SDS 3.0 et DataAssist 3.0 par 

la méthode des ΔΔCt (cycle threshold). Cette méthode permet la quantification de 

l’expression relative d’un gène dans un échantillon d’intérêt par rapport à un echantillon dit 

calibrateur. L’expression de chaque gène est normalisée en fonction de l’expression des gènes 

de référence qui témoigne de la quantité d’ADN présent lors de chaque réaction. On passe 

donc par trois étapes : 

1. normalisation par rapport au gène de référence : ΔCt = Ct gène cible – Ct gène de 

référence 

2. normalisation par rapport à l’échatillons calibrateur : ΔΔCt = ΔCt échantillon – ΔCt 

calibrateur 

3. calcul de la quantité realtive : RQ = 2
-ΔΔCt
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Tableau 6 : liste des gènes présents sur la plaque TLDA 

nom du gène Type référence de la sonde 

18S Gène de référence Hs99999901_s1 

Acvr1 Gène cible Mm01331069_m1 

Acvr1b Gène cible Mm00475713_m1 

Acvr1c Gène cible Mm03023957_m1 

Acvr2a Gène cible Mm00431657_m1 

Acvr2b Gène cible Mm00431664_m1 

Aebp1 Gène cible Mm00477402_m1 

Akt1 Gène cible Mm01331626_m1 

Akt2 Gène cible Mm02026778_g1 

Akt3 Gène cible Mm00442194_m1 

Axin1 Gène cible Mm01299063_m1 

Bmp2 Gène cible Mm01340178_m1 

Bmp3 Gène cible Mm00557790_m1 

Bmp4 Gène cible Mm01321704_m1 

Casp9 Gène cible Mm00516563_m1 

Ccnd1 Gène cible Mm00432359_m1 

Ccne1 Gène cible Mm00432367_m1 

Cdk2 Gène cible Mm00443947_m1 

Cdk4 Gène cible Mm00726334_s1 

Cdk6 Gène cible Mm01311342_m1 

Ckm Gène cible Mm00432556_m1 

Ctnnb1 Gène cible Mm00483033_m1 

Cyp2b10 Gène cible Mm01972453_s1 

Dctn6 Gène cible Mm00495994_m1 

Dffa Gène de référence Mm00438410_m1 

Fbxo32 Gène cible Mm00499523_m1 

Fcgrt Gène de référence Mm00438887_m1 

Foxo1 Gène cible Mm00490671_m1 

Foxo3 Gène cible Mm01185722_m1 

Foxo4 Gène cible Mm00840140_g1 

Fst Gène cible Mm00514982_m1 

Fstl3 Gène cible Mm00473194_m1 

Gapdh Gène de référence Mm99999915_g1 

Gasp1 Gène cible Mm00725281_m1 

Gasp2 Gène cible Mm01308311_m1 

Gdf11 Gène cible Mm01159973_m1 

Gsk3b Gène cible Mm00444911_m1 

Igf1 Gène cible Mm01228180_m1 

Igf1r Gène cible Mm00802831_m1 

Igf2 Gène cible Mm00580426_m1 

Inha Gène cible Mm00439683_m1 

Inhbb Gène cible Mm01286587_m1 

Map2k2 Gène cible Mm00445688_m1 

Map2k3 Gène cible Mm00435950_m1 
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Map2k4 Gène cible Mm00436508_m1 

Map2k5 Gène cible Mm00488652_m1 

Map2k6 Gène cible Mm00803694_m1 

Mapk1 Gène cible Mm00442479_m1 

Mapk10 Gène cible Mm00436518_m1 

Mapk3 Gène cible Mm01973540_g1 

Mapk7 Gène cible Mm00839961_g1 

Mapk8 Gène cible Mm00489514_m1 

Mapk9 Gène cible Mm00444239_m1 

Mdm2 Gène cible Mm01233136_m1 

Mstn Gène cible Mm01254559_m1 

Mtor Gène cible Mm00444968_m1 

Myf5 Gène cible Mm00435125_m1 

Myf6 Gène cible Mm00435126_m1 

Myh1 Gène cible Mm01332489_m1 

Myh13 Gène cible Mm01329439_m1 

Myh2 Gène cible Mm01332564_m1 

Myh3 Gène cible Mm01332463_m1 

Myh4 Gène cible Mm01332518_m1 

Myh6 Gène cible Mm00440359_m1 

Myh7 Gène cible Mm00600555_m1 

Myh7b Gène cible Mm01249941_m1 

Myh8 Gène cible Mm01329494_m1 

Myod1 Gène cible Mm00440387_m1 

Myog Gène cible Mm00446194_m1 

Nodal Gène cible Mm00443040_m1 

p18 Gène cible Mm01279964_g1 

Pak2 Gène cible Mm01170646_m1 

Pax3 Gène cible Mm00435493_m1 

Pax7 Gène cible Mm00834079_m1 

Pdpk1 Gène cible Mm00440707_m1 

Pparg Gène cible Mm01184322_m1 

Rps6kb1 Gène cible Mm01310033_m1 

Smad1 Gène cible Mm00484721_m1 

Smad2 Gène cible Mm00487530_m1 

Smad3 Gène cible Mm01170760_m1 

Smad4 Gène cible Mm03023996_m1 

Smad5 Gène cible Mm03024001_g1 

Smad6 Gène cible Mm00484738_m1 

Smad7 Gène cible Mm00484742_m1 

Smad9 Gène cible Mm00649885_m1 

Smurf1 Gène cible Mm00547102_m1 

Smurf2 Gène cible Mm03024086_m1 

Syp Gène cible Mm00436850_m1 

Tbp Gène de référence Mm00446973_m1 

Tgfb1 Gène cible Mm01178819_m1 
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Tgfb2 Gène cible Mm00436955_m1 

Tgfbr1 Gène cible Mm00436964_m1 

Tgfbr2 Gène cible Mm00436977_m1 

Tgfbr3 Gène cible Mm00803538_m1 

Tnf Gène cible Mm00443258_m1 

Trim63 Gène cible Mm01185221_m1 

Résultats et discussion 

Parmi les 91 gènes cibles, on note que seuls Ccne1, Cdk6, Cyp2b, MapK10, Myh13, 

Nodal, Pax3, Pax7, Smad9, Tnf et Gasp2 présentent une expression trop faible dans le muscle 

adulte pour être analysés. Très peu de variations sont observées sur les lignées mutantes 

surexprimant Gasp1, quelques gènes sont surexprimés de façon spécifique à l’une des deux 

lignées, ce qui est probablement dû au point d’insertion du transgène. En revanche, on 

remarque que cinq gènes présentent une variation d’expression à la fois sur les lignées 

surGasp1-06 et surGasp1-20 : le gène codant le récepteur à l’activine 1c, la myosine 

embryonnaire (Myh3) et Pparɤ sont légèrement sous-exprimés tandis que la cycline D1 et 

Myod1 sont faiblement surexprimés (Figure 20). Nous ne retrouvons donc pas la diminution 

de l’expression des myosines de type I observée par Steelman (Steelman et al. 2006) dans les 

pectoralis major de souris âgées de 5 semaines dont la myostatine a été inactivée. 

En revanche, tous ces résultats semblent liés à la voie des β-caténines. En effet, la 

surexpression de Myod1 (Tajbakhsh et al. 1998, Borello et al. 2006) et de la cycline D1 

(Diehl et al. 1998) peut être due à une augmentation de l’activation de la voie WNT/β-

caténine tout comme la diminution de l’expression de Pparɤ (Hoshiba et al. 2009) et de 

Myh3. Seule l’expression du récepteur à l’activine 1c ne semble pas directement liée à cette 

voie mais pourrait dépendre de l’activité du récepteur ActRIIB sur lequel se fixe la 

myostatine. 

Ceci semble indiqué que Gasp1 pourrait être une cible thérapeutique de choix car il 

perturbe peu l’expression des autres gènes lorsqu’il est surexprimé. Il serait intéressant de 

tester un panel de gènes non spécifiques du muscle ainsi que différents organes pour vérifier 

si Gasp1 a des effets majeurs sur d’autres réseaux de gènes. L’action de Gasp1 sur le muscle 

semble dépendante de la myostatine car tous les gènes variant en expression sont liés à la voie 

WNT/β-caténine qui est elle-même réprimée par la myostatine (Steelman et al. 2006, 

Bernardi et al. 2011). Les données d’expression présentées ici ne constituent qu’une première 
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étape. Les gènes testés sont faiblement exprimés et varient peu, ce qui nécessite de 

recommencer cette étude sur un plus grand nombre d’animaux et avec une quantité d’ADN 

supérieure. De plus, la même étude sur des animaux âgés de 3 semaines va être réalisée pour 

vérifier l’expression des gènes durant la phase de croissance néonatale. Une étude du 

protéome total de muscle de souris surGasp1-06 et surGasp1-20 âgées de 3 et 12 semaines est 

également en cours. Des conclusions plus précises sur les causes de l’hypermusculature 

observée suite à la surexpression de Gasp1 ne pourront être claires que lorsque l’étude sera 

complétée. 

 

Figure 20 : gènes variant sur les animaux âgés de 12 semaines 
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Chapitre 2 : Aspects évolutifs des 

fonctions de GASP1 et GASP2 
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Figure 21 : théorie des deux duplications complètes du génome 
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A l’heure actuelle, la technologie de séquençage permet l’acquisition d’une grande 

quantité de données en un temps relativement court générant une masse colossale 

d’informations sur les génomes de nombreuses espèces, accessible à la communauté 

scientifique. Le facteur limitant n’est plus aujourd’hui la technique mais l’analyse de tous les 

résultats produits. Les approches évolutives de comparaison de séquences nucléotidiques et 

protéiques constituent un outil important pour l’interprétation de ces données. Ces méthodes 

sont apparues il y a une trentaine d’années et ont déjà permis de confirmer ou d’infirmer un 

certain nombre d’hypothèses de l’ère « pré-génomique ». On sait par exemple aujourd’hui, 

grâce à l’analyse d’un grand nombre de gènes, que les rongeurs font partie d’un groupe 

monophylétique (Madsen et al. 2001, Murphy et al. 2001), ce qui était rejeté quelques années 

plus tôt (Graur et al. 1991, D’Erchia et al. 1996). 

Dans son livre intitulé « Evolution by gene duplication » paru en 1970, Susumu Ohno 

avance l’idée que le génome des vertébrés aurait subi une ou deux duplications complètes 

(Whole Genome Duplication, WGD). Cette hypothèse a depuis été affinée par de nombreuses 

études et est aujourd’hui appelée « two round (2R) hypothesis ». Elle stipule que le génome 

des vertébrés à mâchoire (Gnathostomes) a subi deux WGD après l’émergence des 

Urochordés et avant l’apparition des Gnathostomes (Figure 21). Cette hypothèse implique 

qu’à chaque WGD, le nombre de gènes est multiplié par deux, chaque « double » n’étant plus 

sujet à une pression de sélection et pouvant donc muter et disparaître ou acquérir une nouvelle 

fonction. Ceci permet donc d’expliquer l’apparition des clusters de gène. Durant les dix 

dernières années, cette hypothèse a fait l’objet d’intenses débats (Van de Peer 2004, 

Panopoulou 2005). Une hypothèse alternative explique que l’augmentation de la taille des 

génomes serait due à des duplications en tandem. Cependant, aucun argument irréfutable ne 

vient contredire l’hypothèse des 2R et, d’après Kasahara (Kasahara 2007), le débat va bientôt 

se clore et l’hypothèse de Ohno devrait être admise universellement grâce aux nombres 

importants d’études la confirmant et aux plus grands nombres de génomes disponibles. 

Les gènes Gasp1 et Gasp2 étant homologues, j’ai choisi d’étudier l’évolution de leur 

séquence protéique afin de déterminer à quel « round » de duplication a lieu leur séparation et 

quelles régions de la protéine subissent la pression de sélection la plus importante, tout ceci 

dans le but d’approfondir les connaissances de la fonction physiologique de Gasp1 et de 

Gasp2 (j’ai réalisé l’intégralité des expérimentations à l’origine des résultats présentés dans ce 

chapitre à l’exception de l’hybridation in situ sur les embryons de souris). 
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Une recherche bioinformatique a révélé que la protéine GASP était présente avec tous ses 

domaines chez tous les deutérostomiens. Il apparaît que la séquence codante du gène ancestral 

à l’origine de Gasp1 et Gasp2 résulte de la fusion de deux gènes voisins présents chez les 

premiers métazoaires. Nous avons pu également montrer que les gènes Gasp ont divergé lors 

de la première duplication des génomes (R1). 

Nous avons calculé les taux de substitutions dans les différents sites de la protéine afin de 

comparer les variations dans chaque domaine de l'ancêtre de Ciona aux poissons et aux 

mammifères. Dans ces derniers, le domaine follistatine/kazal est mieux conservé dans les 

protéines GASP1 que dans les protéines GASP2, ce qui suggère une plus forte interaction de 

GASP1 avec la myostatine. Ce résultat est soutenu par des taux de substitutions similaires 

dans les trois domaines follistatine/kazal de la protéine follistatine. Nous montrons également 

que le premier domaine kunitz est plus variable que le second, ce qui peut être en relation 

avec un effet antiprotéase réduit. Lorsque nous retraçons l'évolution des taux de substitution 

au cours de l’évolution des deutérostomes, nous observons une augmentation progressive de 

la conservation dans le domaine follistatine de l'ancêtre de Ciona jusqu’aux premiers 

vertébrés. Les résultats obtenus nous permettent de proposer que GASP1 a subi un 

« raffinement » de la fonction de son domaine follistatine chez les premiers vertébrés. De 

même, il y a une stabilisation progressive de la séquence du domaine nétrine à partir de 

l’ancêtre de Ciona jusqu’aux poissons et mammifères. L'implication de ce domaine dans une 

éventuelle interaction avec la myostatine ne semble pas évidente avant la séparation entre 

GASP1 et GASP2. Le fait que les domaines follistatine et nétrine, essentiels à l’interaction 

avec GDF8 et GDF11, soient les plus conservés nous permet de conclure que les proteines 

GASP ont toujours été capables d’interagir avec ces deux facteurs. 
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Chapitre 3 : Analyses phénotypique et 

moléculaire d’une lignée de souris ENU : 

la lignée GMA06 
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Figure 22 : mutations causées par l’ENU 
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Crible de mutagénèse à l’éthyl-nitroso-urée (ENU) 

En parallèle des approches dites de « génétique inverse » qui consistent à modifier un 

gène (knockout, knockin, etc.), des méthodes de génétique « classique » ou « forward » sont 

toujours d’actualité. Pour cela, des animaux sont mis en présence de mutagènes chimiques 

créant des mutations aléatoires au sein de leur génome. Ces animaux sont ensuite sélectionnés 

pour un phénotype puis la mutation est identifiée par cartographie génique 

Des programmes de mutagenèse sont utilisés depuis plusieurs décennies chez de 

nombreuses espèces animales ou végétales comme la drosophile (Gans et al. 1975), 

Caenorhabditis elegans (Kemphues et al. 1988), Arabidopsis thaliana (Mayer 1991), le 

poisson-zèbre (Driever 1996) ou, plus récemment, chez la carpe (Jiang et al. 2011) et ont 

permis d’identifier un grand nombre de gènes impliqués dans des différents processus 

physiologiques. 

De grands projets de mutagenèse ENU (éthyl-nitrosourée) ont débuté chez la souris en 

1997 en Allemagne et en Grande Bretagne (Brown et al. 1998, Hrabe de Angelis et al. 1998, 

2000, Nolan et al. 2000) dans le but de mettre en place des infrastructures pour des études de 

génomique fonctionnelle en anticipant la fin du séquençage du génome humain. Parmi tous 

les mutagènes existants l’ENU, un puissant agent alkylant, a été choisi pour des études sur la 

souris car il est le plus efficace sur ces animaux (Russel et al. 1979). Il permet l’induction de 

substitutions ponctuelles dans les spermatogonies, ce qui induit des mutations transmissibles à 

la descendance (Noveroske et al., 2000). On estime que l’ENU engendre une mutation par 

locus pour un gamète sur 700 lorsqu’il est administré à une dose optimale (Russel et al. 1982, 

Hitotsumachi et al. 1985). L’ENU permet, grâce au transfert de son groupement éthyl sur une 

thymidine, l’appariement de cette dernière avec une guanine ou une thymidine, ce qui aboutit 

à une mutation si ce mésappariement n’est pas réparé pendant la réplication de l’ADN. La 

majorité des mutations observées sont donc des transversions AT vers TA (44%) ou des 

transitions AT vers GC (38%) (Justice et al. 1999), ce qui a pour conséquence un fort taux de 

mutations des gènes riches en AT. Cependant, des transitions GC vers TA sont également 

observées (Coghill et al. 2002) (Figure.22). 

Afin de proposer une stratégie alternative aux grands programmes basés sur des 

approches quantitatives (QTL) chez le bovin pour l’identification de régions/gènes d’intérêt 

contrôlant la croissance du muscle, l’Unité de Génétique Moléculaire Animale a mis en place 
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en 2006 un crible de mutagénèse aléatoire à l’ENU chez la souris pour identifier des 

mutations conduisant à des anomalies du système squeletto-musculaire. Il s'agit d'un crible 

dominant basé sur une sensibilisation du fond génétique grâce à l’utilisation des souris 

knockout pour la myostatine. Les souris Gdf8
-/-

, qui présentent une augmentation de la taille 

des muscles striés due à une hypertrophie et une hyperplasie musculaire, une adiposité réduite 

et une augmentation de la densité minérale osseuse, sont croisées avec des souris mâles 

traitées à l’ENU pour produire les animaux F1. Une telle démarche nous permet d’introduire 

un déséquilibre phénotypique pour cibler plus particulièrement notre phénotype d’intérêt 

« fort développement musculaire ». En effet, les animaux F1 obtenus présentent tous un allèle 

muté pour Gdf8 et les mutations ENU interagissant de façon directe ou non avec la voie de 

signalisation de la myostatine entraînent un phénotype « hypermusclé » plus facilement 

identifiable (Figure 23). L’élément clé d’une telle stratégie est la pertinence des paramètres 

phénotypiques retenus : notre crible musculaire repose sur la morphologie, des explorations 

biochimiques et des analyses hématologiques. 

 

 

Figure 23 : crible sensibilisé réalisé au sein de l’UGMA 
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Avant d’être accidentellement interrompu fin 2009, ce crible a permis de générer 7 

lignées murines : 6 présentes des défauts squelettiques plus ou moins sévères et la dernière, 

nommée GMA06, présente une hypermusculature associée à un fort taux de créatinine 

plasmatique. J’ai entrepris des analyses fonctionelles aux niveaux phénotypique et 

moléculaire de la lignée GMA06 (caractérisation musculaire et identification de la mutation 

responsable). 

L’étude phénotypique m’a permis de montrer que nos animaux présentaient un poids 

43% supérieur à celui des animaux sauvages et 21% supérieur à celui des animaux Gdf8
-/-

, et 

que leur taux de lactate était également significativement plus élevé que celui de ces deux 

populations. 

La mutation causale responsable du phénotype des animaux GMA06 (décrit dans la 

figure 24) a été localisée par cartographie avec 60 marqueurs microsatellites répartis sur 

l’ensemble du génome et polymorphes entre les lignées murines FVB et C57BL/6J. La zone 

d’intérêt a ensuite été affinée grâce au séquençage de SNP (single nucleotide polymorphism) 

(également polymorphes entre FVB et C57BL/6J). Ceci nous a permis de localiser cette 

mutation dans une région de 8Mb située sur le chromosome 13. Cette région comporte 57 

gènes et ne nous permet pas d’utiliser une approche candidat. Aucun des gènes présents n’est 

en effet connu pour intervenir dans le développement musculaire. De plus, le séquençage de 

SNP n’a pas permis de réduire sufffisament la zone, nous avons donc entrepris le séquençage 

complet de la région par la technologie de séquençage de nouvelle génération HiSeq
TM 

2000 

(illumina). Les résultats sont en cours d’acquisition. 
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Figure 24 : phénotype des souris GMA06. (Magnol et al. 2010) 
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Discussion générale 
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Durant ce travail de thèse, nous avons développé et caractérisé deux modèles murins 

afin d’étudier l’implication de nouveaux gènes dans le développement musculaire. Les 

applications à moyen et long terme sont de transposer ces résultats aux bovins et aux autres 

animaux d’élevage pour offrir d’éventuels candidats pouvant expliquer certains phénotypes 

d’hypermusculature mais également d’ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques dans les cas 

de maladies musculaires. 

Nous nous sommes plus particulièrement focalisés sur l’étude du gène Gasp1, identifié 

en 2003 comme inhibiteur de la myostatine in vitro. Aucune donnée sur son action in vivo 

n’avait été publiée. En surexprimant de façon ubiquitaire Gasp1 chez la souris, nous 

apportons ici la preuve que Gasp1 agit bien sur le muscle en entraînant une augmentation de 

la masse musculaire. L’hypermusculature observée est due à une augmentation de la taille des 

fibres de types I, IIa et IIb mais avec aucune modification de la proportion de chaque type de 

fibres ni du nombre de fibres totales. L’absence d’hyperplasie semble cohérente avec le fait 

que le phénotype n’apparaisse que pendant la croissance postnatale de l’animal. 

Nos animaux présentent une augmentation du nombre de globules rouges mais aucune 

modification du taux de graisse corporelle. Ces éléments diffèrent des observations faites sur 

les animaux Gdf8
-/-

 (McPherron et Lee 2001, Magnol et al. 2010), ce qui semble indiqué que 

l’action de Gasp1 sur le muscle implique d’autres voies que celle de la myostatine. Des études 

in vitro actuellement en cours au laboratoire, notamment sur des cultures primaires issues de 

quadriceps de souris surGasp1 et Gdf8
-/-

 et des cellules myoblastiques de rat (L6E9), semblent 

confirmer cette hypothèse. Pour avoir une première réponse « in vivo », des croisements entre 

des souris surGasp1 et des souris déficientes pour la myostatine sont en cours. Nous nous 

attendons à observer : 

 soit un phénotype hypermusclé plus prononcé que celui des souris Gdf8
-/-

 comme l’a 

rapporté Lee en 2007 lors de croisements entre des animaux surexprimant la 

follistatine ou FLRG et des animaux KO pour la myostatine, ce qui indiquerait que 

GASP1 peut agir indépendamment de GDF8. 

 soit un phénotype identique à celui des animaux Gdf8
-/-

, ce qui suggererait que le 

phénotype hypermusclé observé dans les lignées surGasp1 serait seulement dû à 

l’inhibition de GDF8 par GASP1 
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Pour évaluer les conséquences de la surexpression de Gasp1 sur différentes voies de 

signalisation (AKT, IGF, MAPK,…), une étude du transcriptome et du protéome musculaires 

des lignées surGasp1 est en cours. Actuellement, nous ne disposons de données d’expression 

que de 91 gènes impliqués dans le développement musculaire, nous allons donc élargir cette 

étude à un panel de gènes plus important. Les résultats obtenus nous permettront de savoir si 

la surexpression de Gasp1 induit des modifications dans les expressions géniques et 

protéiques similaires à celles observées chez les souris Gdf8
-/-

, à savoir une surexpression des 

gènes impliqués dans la voie WNT canonique ainsi que des protéines impliquées dans le 

métabolisme glycolytique et des facteurs de survie cellulaire/anti apoptotique
 
(Steelman et al. 

2006, Chelh et al. 2009). 

Seul le muscle de nos animaux mutants semble être affecté par la surexpression de 

Gasp1. Cette observation mérite d’être nuancée car les analyses réalisées sur les autres 

organes (cerveau, foie, cœur, rein) sont « grossières ». Des analyses immunohistochimiques 

détaillées d’organes dans lesquels Gasp1 est notablement déjà exprimé chez les animaux 

sauvages, comme le cœur ou le cerveau, permettrait d’avoir une idée plus précise des effets de 

GASP1 sur l’état de ces derniers. Si cette analyse confirme que le phénotype des animaux 

surGasp1 est uniquement musculaire, il paraîtra intéressant d’envisager un rôle thérapeutique 

pour GASP1, d’autant plus que l’étude menée par Rodino-Klapac et al. (2009) (Figure 19) 

montre que l’augmentation de la masse musculaire due à la surexpression de Gasp1 

spécifiquement dans le muscle, bien qu’inférieure à celle observée lors de la surexpression de 

la follistatine, est supérieure à celle obtenue en surexprimant Fstl3. 

Notre étude phylogénétique a permis d’éclaircir l’évolution de GASP1 qui était 

jusque-là inconnue. Nous avons pu montrer que Gasp pourrait être formé par la fusion de 

deux gènes retrouvés chez une anémone de mer et que la séparation entre Gasp1 et Gasp2 a 

eu lieu lors du premier « round » de duplication. La quasi-totalité des résultats de cette étude 

est en accord avec la littérature. Nous avons montré que le domaine follistatine était très 

conservé, ce qui est en accord avec les résultats de Kondas et al. (2008) qui montrent que ce 

domaine permet l’interaction de GASP1 avec GDF8 et GDF11. Nous montrons également 

une très bonne conservation du domaine nétrine à partir de la séparation de Gasp1 et Gasp2, 

renforçant l’idée que ce domaine soit impliqué dans la liaison avec le propeptide de la 

myostatine. Un des points important de cette étude concerne la grande conservation du second 

domaine kunitz. Nagy et al. (2003) ont montré que ce domaine possédait une activité anti-
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trypsine, ce qui n’est pas le cas de l’autre domaine kunitz. Il s’agit donc actuellement du seul 

domaine antiprotéase de GASP1 dont nous savons qu’il est réellement actif. Or, plusieurs 

questions restent en suspens. Pourquoi ce domaine a t-il subi une si grande pression de 

sélection alors qu’il ne semble pas impliqué dans l’action de la protéine ? Quel est le rôle de 

cette activité antiprotéase ? La trypsine est elle réellement la cible de ce domaine kunitz ? 

Pour répondre à ces questions, nous proposons un modèle de structure en trois 

dimensions de GASP1 : GASP1 aurait une forme d’épingle à cheveux dans lequel le domaine 

IgC2 se situe près de la boucle. Une des deux branches comporterait les domaines WAP, 

follistatine et kazal et pourrait se lier à GDF8, et l’autre branche comporterait les domaines 

kunitz et nétrine et se lierait au propeptide. Les domaines WAP, follistatine, kazal et NTR 

semblent jouer un rôle dans les interactions de GASP1 mais pas le second domaine kunitz qui 

possède une activité anti-trypsine. Nous proposons donc que GASP1 peut se fixer à la 

myostatine et au complexe latent les protégeant d’une éventuelle dégradation par la trypsine, 

ceci empêchant également la fixation de la myostatine au récepteur ActRIIB. 

La démonstration de l’action de Gasp1 in vivo est importante. Elle permet d’envisager 

de nouvelles voies thérapeutiques pour les maladies musculaires, les effets sur les autres 

organes semblant inexistant, ce qui est certainement lié au fait que cette protéine ne puisse se 

lier qu’à GDF8 et GDF11 et ne touche pas l’activine. De plus, les travaux de Rodino-Klapac 

et al. montrent l’effet bénéfique sur la masse musculaire de Gasp1 sur des souris âgées. 

A plus court terme, Gasp1 a un intérêt agronomique important. En effet, nous 

montrons que la surexpression de Gasp1 entraîne une amélioration de la masse musculaire 

sans influer sur le taux de masse graisseuse. Ceci permettrait donc de sélectionner des 

animaux présentant une bonne conformation de carcasse liée à de bonnes qualités 

organoleptiques de la viande. Plusieurs projets de génotypage à grande échelle chez le bovin 

ont vu le jour ces dernières années. Parmi eux, le projet Qualvigène constitue une base de 

données comprenant l’ADN de nombreux animaux dont la conformation de carcasse et les 

qualités de viande obtenues après abattage sont connues. La mise en relation des éventuels 

polymorphismes présents dans le gène Gasp1 avec ces caractères pourra mettre en évidence 

un rôle de Gasp1 applicable pour la sélection génétique des animaux d’élevages. 

En ce qui concerne les souris GMA06, la mutation est située dans une zone du génome 

où peu de gènes sont décrits comme étant importants dans le développement musculaire 



132 

murin ou bovin. Le gène de la follistatine se situe sur le même chromosome mais à l’extérieur 

de notre zone d’intérêt, ce qui n’en faisait pas un gène candidat. Toutefois, nous ne pouvons 

pas exclure le fait que notre mutation causale ait un effet sur l’expression de Fst. La Map3k1, 

quant à elle, se situe également dans cette région mais le séquençage complet de ce gène sur 

plusieurs animaux GMA06 n’a pas révélé de mutation. Le séquençage de la région du 

chromosome 13 où se situe la mutation causale du phénotype GMA06 a été entrepris par la 

méthode HiSeq
TM 

2000. Trois cas de figure peuvent se présenter quant à sa localisation : 

 soit elle se situe dans un gène connu pour avoir un effet sur le développement 

musculaire, et constituera ou non un nouvel allèle. 

 soit elle se situe dans un gène qui n’avait pas d’action décrite dans le muscle et pour 

lequel nous montrerons une nouvelle fonction. 

 soit elle se situe dans un gène n’ayant pas encore de fonction décrite. 

Les résultats de séquençage sont actuellement en cours d’acquisition et nous 

permettront de définitivement trancher. De plus, la population GMA06 a été revivifiée 

récemment et le phénotype va pouvoir être décrit plus précisément. Il sera particulièrement 

intéressant de le comparer à celui des lignées Gdf8
-/- 

ou surGasp1. 
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Annexe 1-Liste des principales maladies neuromusculaires 

Liste des principales maladies neuromusculaires d’après le site internet Dystrophie musculaire 

Canada : http://www.muscle.ca (Novembre 2011) 

 
Nom de la maladie Autre nom rencontré 

Abêtalipoprotéinémie 
Maladie de Bassen-Kornzwieg 

Acanthocytose 

Adrénoleukodystrophie 
 

Adynamie épisodique de Gamstorp Paralysie périodique hyperkaliémique 

Amyloïdose Amylose 

Amyotrophie musculaire spinale et bulbaire 
Syndrome de Kennedy 

Amyotrophie bulbo-spinale 

Amyotrophie névralgique héréditaire Syndrome de Parsonage-Turner 

Amyotrophie spinale de type 1 
Maladie de Werdnig-Hoffman 

Amyotrophie spinale infantile 

Amyotrophie spinale de type 3 
Maladie de Kugelberg-Welander 

Amyotrophie spinale juvénile 

Amyotrophie spinale de type 4 Amyotrophie spinale de l'adulte 

Amyotrophie spinale distale 
 

Amyotrophie spinale proximale de type 2 
 

Amyotrophie spinale scapulo-péronière Syndrome de Stark-Kaeser 

Amyotrophie spinale autre 
 

Arthrogrypose multiple congénitale 
Myodysplasie 

Amyophasie congénitale 

Ataxie avec déficit isolé en vitamine E 
 

Ataxie avec glaucome congénital 
 

Ataxie de Friedreich 
 

Ataxie spinocérébelleuse de Charlevoix-Saguenay 
Ataxie récessive spastique autosomique de 

Charlevoix-Saguenay 

Ataxie-télangiectasie 
 

Atrophie olivo-ponto-cérébelleuse 
 

Botulisme 
 

Cardiomyopathie dilatée familiale avec dystrophie 

musculaire  

Déficit en adénosine monophosphate déaminase 
Déficit en myodénylate déaminase 

Déficit en AMP déaminase 

Déficit en carnitine palmitoyltransférase I 
 

Déficit en déaminase 
 

Déficit en enzyme branchante 
Glycogénose de type IV 

Maladie d'Andersen 

Déficit en enzyme débranchante Glycogénose type 3 

Déficit en maltase acide 
Maladie de Pompe 

Glycogénose de type II 

Déficit en myophosphorylase Maladie de McArdle 
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Déficit en phosphofructokinase 
Maladie de Tarui 

Glycogénose de type 7 

Déficit en récepteur à l'acétylcholine Syndrôme myasthénique congénital 

Déficit en transporteur cérébral de la carnitine 
 

Dermatomyosite 
 

Disproportion congénitale des fibres 
 

Dysautonomie familiale 
Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire 

Syndrome de Riley-Day 

Dystrophie musculaire 
 

Dystrophie musculaire congénitale 
 

Dystrophie musculaire de Becker 
 

Dystrophie musculaire de Duchenne 
 

Dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss 
 

Dystrophie musculaire des ceintures 
 

Dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale 
Myopathie de Landouzy-Déjérine 

FSH 

Dystrophie musculaire myotonique 
 

Dystrophie musculaire myotonique de type 1 Maladie de Steinert 

Dystrophie musculaire myotonique de type 2 Myopathie myotonique proximale 

Dystrophie musculaire oculaire 
 

Dystrophie musculaire oculopharyngée 
 

Dystrophie musculaire périonière 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth type 1 

Neuropathies sensitivo-motrices héréditaires de 

type 1 

Dystrophie musculaire tibiale Myopathie distale de type Udd 

Fibrose congénitale des muscles oculomoteurs 
 

Gammopathie monoclonale avec neuropathie 
 

Glycogénose (avec atteinte musculaire) 
 

Glycogénose neuromusculaire 
Maladie de Pompe 

Déficit en maltase acide 

Hyperthermie Hyperthermie maligne 

Hyperthermie maligne 
 

Hypoalphalipoprotéinémie Maladie de Tangier 

Insensibilité congénitale à la douleur et anhidrose Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire 

Maladie d'Andersen 
Glycogénose de type IV 

Déficit en enzyme branchante 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth 
Neuropathie sensitivo-motrice héréditaire 

Insensibilité congénitale à la douleur et anhidrose 

Maladie de Danon Glycogénose de type 2B 

Maladie de Déjérine-Sottas 
Neuropathie sensitivomotrice héréditaire 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth 

Maladie de Forbe Glycogénose de type III 

Maladie de Kennedy 
Amyotrophie bulbo-spinale 

Atrophie musculaire spinale et bulbaire 

Maladie de Kugelberg-Welander 
Amyotrophie spinale proximale type 3 

Amyotrophie spinale proximale juvénile 
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Maladie de McArdle 
Déficit en myophosphorylase 

Glycogénose de type 5 

Maladie de Pompe 
Déficit en maltase acide 

Glycogénose de type 2 

Maladie de Refsum 
Maladie de Charot-Marie-Tooth 

Neuropathie sensitivo motrice héréditaire 

Maladie de Steinert Dystrophie musculaire myotonique de type 1 

Maladie de Tangier Alphalipoprotéinémie 

Maladie de Tarui 
Glycogénose de type 7 

Déficit en phosphofructokinase 

Maladie de Thomsen Myotonie congénitale 

Maladie de Werdnig-Hoffman Amyotrophie spinale proximale de type 1 

Maladie des muscules ondulants 
 

Mixed Connective Tissue Overlap Disease 
 

Mononévrite multiple 
 

Myasthenie grave 
 

Myofasciite macrophagique 
 

Myoglobinurie 
 

Myoglobinurie à l'effort 
 

Myopathie à axe central 
 

Myopathie à corps d'inclusion 
 

Myopathie à corps réducteur 
 

Myopathie à corps zébré 
 

Myopathie à empreintes digitales 
 

Myopathie à minicore 
 

Myopathie à multi-minicores 
 

Myopathie à némaline 
 

Myopathie avec surcharge en desmine Myopathie myofibrillaire 

Myopathie centronucléaire Myopathie myotobulaire 

Myopathie congénitale 
 

Myopathie congénitale à agrégats tubulaires 
 

Myopathie congénitale bénigne 
 

Myopathie de Bethlem Myopathie autosomique dominante bénigne 

Myopathie de Brody 
 

Myopathie de Landouzy-Déjérine 
Dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale 

type 1A 

Myopathie de Nonaka 
 

Myopathie distale 
 

Myopathie distale de type Laing 
 

Myopathie distale de type Miyoshi 
 

Myopathie distale de type Welander Myopathie distale de type suédois 

Myopathie distale autre 
 

Myopathie iatrogénique 
 

Myopathie mitochondriale 

Neuropathie mitochondriale 

Mitochondrial Dna Breakage Syndrome 

Secondary To Nuclear Mutation 
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Myopathie myofibrillaire Myopathie avec surcharge en desmine 

Myopathie myotonique proximale Dystrophie musculaire myotonique de type 2 

Myopathie myotubulaire Myopathie centronucléaire 

Myopathie sarcotubulaire 
 

Myopathies des vasculites 
 

Myopathies vacuolaires Myopathies avec autophagie excessive 

Myosite Myosite focale 

Myosite à corps d'inclusion 
 

Myotonie chondrodystrophique Syndrome de Schwartz-Jampel 

Myotonie congénitale Maladie de Thomsen 

Neuromyotonie Syndrome d'Isaac 

Neuropathie à axones géants 
 

Neuropathie axonale avec surdité et retard de 

développement  

Neuropathie de Lyme 
 

Neuropathie héréditaire avec hypersensibilité à la 

pression  

Neuropathie hypomyélinisante congénitale 
Neuropathie sensitivo-motrice héréditaire 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth 

Neuropathie motrice multifocale avec bloc de 

conduction  

Neuropathie paranéoplastique 
 

Neuropathie périphérique et agénésie du corps 

calleux 

Maladie de Charlevoix-Saguenay 

Syndrome d'Andermann 

Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire de 

type 1  

Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire de 

type 2 
Acroostéolyse 

Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire de 

type 3 

Dysautonomie familiale 

Syndrome de Riley-Day 

Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire de 

type 4 
Insensibilité congénitale à la douleur et anhidrose 

Neuropathie sensitivo-motrice héréditaire avec 

paraplegie spastique type 5 
Maladie de Charcot-Marie-Tooth type 5 

Neuropathie sensitivo-motrice héréditaire de type 

Lom 
Maladie de Charcot-Marie-Tooth 

Neuropathies sensitivo-motrices héréditaires de 

type 1 

Amyotrophie péronière 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth type 1 et sous-

types 

Neuropathies sensitivo-motrices héréditaires de 

type 2 

Type neuronal d'amyotrophie péronière 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth type 2 et sous-

types 

Neuropathies sensitivo-motrices héréditaires de 

type 3 

Maladie de Déjérine-Sottas ou neuropathie 

hypertrophique de l'enfant 

Maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 3 

Neuropathies sensorimotrices héréditaires de type 4 
Maladie de Refsum 

Neuropathie hypertrophique avec accumulation 
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d'acide phytanique maladie de Charcot-Marie-

Tooth type 4 

Paralysie périodique hyperkalémique Maladie de Gamstorp 

Paralysie périodique hypokalémique 
 

Paralysie périodique normokaliémique 
 

Paralysie périodique potassium sensible - 

dysrythmie cardiaque 
Syndrome d'Andersen 

Paralysie périodique 
 

Paramyotonie congénitale Maladie d'Eulenberg 

Plexopathie brachiale 
 

Polymyosite 
 

Polyneuropathie amyloïde familiale Amylose familiale 

Polyneuropathie inflammatoire chronique 
 

Polyneuropathie ou myopathie chez les patients en 

phase de soins critiques  

Porteuse symptomatique de la dystrophie 

musculaire de Duchenne ou de la dystrophie 

musculaire de Becker 

Porteuse symptomatique 

Syndrome CAPOS 
Ataxie cérébelleuse - aréflexie - pieds creux - 

atrophie optique - surdité neurosensorielle 

Syndrome d'Andermann 

Neuropathie héréditaire sensitivomotrice avec 

agénésie du corps calleux 

Syndrome/maladie de Charlevoix - Saguenay 

Syndrome de Barth 
 

Syndrome de Charlevoix-Saguenay 

Neuropathie héréditaire sensitivomotrice avec 

aénésie du corps calleux 

Syndrome d'Anderman 

Syndrome de Chudley-Lowry-Hoar 
 

Syndrome de Guillain-Barré 
Polyradiculopathie aiguë inflammatoire 

démyélinisante 

Syndrome de Kearns-Sayre 
 

Syndrome de Leigh Encéphalomyopathie nécrosante subaiguë 

Syndrome de Parsonage-Turner Amyotrophie névralgique héréditaire 

Syndrome de Riley-Day 
Neuropathie sensitive et autonomique héréditaire 

de type 3 

Syndrome de Schwartz-Jampel Myotonie chondrodystrophique 

Syndrome de Walker-Warburg 
 

Syndrome d'Isaac Neuromyotonie acquise 

Syndrome du Lac St-Jean Polyneuropathie évolutive 

Syndrome muscle-oeil-cerveau 
 

Syndrome myasthénique congénital Myasthénie congénitale 

Syndrome myasthénique de Lambert-Eaton 
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Annexe 2-Classification des carcasses de grands bovins 

Source : Grille communautaire de classement des carcasses de gros bovins, office des 

publications officielles des communautés européennes. 

Caractéristiques Classe Description 

Etat 

d’engraissement 

1 
Très faible : Couverture de graisse inexistante à très faible. Pas de 

graisse à l’intérieur de la cage thoracique 

2 

Faible : Légère couverture de graisse, muscle presque partout apparent. 

A l’intérieur de la cage thoracique, les muscles entre les côtes sont 

nettement visibles. 

3 

Moyen : Muscle, à l’exeption de la cuisse et l’épaule, presque partout 

couvert de graisse. A l’intérieur de la cage thoracique, les muscles entre 

les côtes sont encore visibles. 

4 
Fort : Muscles couvert de graisse mais encore partielement visible au 

niveau de la cuisse et de l’épaule. 

5 Très fort : toute la carcasse est recouverte de graisse. 

Conformation 

S 
Supérieure : tous les profils extrêmement convexes ; développement 

musculaire exeptionel avec double musculature (type culard). 

E 
Exellente : tous les profils convexes à superconvexes ; développement 

musculaire exeptionnel. 

U 
Très bonne : profils convexes dans l’ensemble ; fort développement 

musculaire. 

R 
Bonne : profils rectiligne dans l’ensemble ; bon développement 

musculaire. 

O 
Assez bonne : profils rectiligne à concaves ; développement musculaire 

moyen. 

P 
Médiocre : tous les profils concaves à très concaves ; développement 

musculaire réduit. 
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Résumé : 

 
Le développement et la croissance du muscle squelettique sont conditionnés par des processus 

complexes impliquant de nombreux facteurs moléculaires dans les différentes étapes de prolifération, 

de différenciation, et de fusion cellulaire. La compréhension de la régulation de la masse musculaire 

représente de réels enjeux aussi bien dans le domaine de la santé que d’un point de vue agronomique. 

Ainsi, l’identification des mécanismes moléculaires participant à l’hypertrophie musculaire a un 

intérêt particulier pour l'amélioration des thérapies lors d’atrophies musculaires ou pour des 

applications liées à la production de viande. Dans ce contexte, mes travaux de cette thèse ont porté sur 

le développement et la caractérisation de deux lignées murines présentant un phénotype hypermusclé. 

Le premier modèle, dénommé surGasp1, m’a permis de démontrer que la surexpression ubiquitaire du 

gène Gasp1, codant pour un inhibiteur de la myostatine, entraîne une augmentation généralisée de la 

masse musculaire due à une hypertrophie des fibres de types I, IIa et IIb sans qu’aucune altération du 

tissu adipeux ne soit observée. Ce modèle constitue un excellent outil pour appréhender le rôle de 

GASP1 lors du développement musculaire, en particulier ses relations avec la myostatine (GDF8) qui 

est un élément clé dans la régulation de la croissance du muscle. Par ailleurs, j’ai entrepris une étude 

de la protéine GASP1 au cours de l’évolution. L’analyse du taux de substitutions des protéines GASP 

de l’ancêtre de Ciona aux tétrapodes a permis de montrer que les domaines importants dans 

l’interaction avec la myostatine étaient les plus conservés. L’ensemble des résultats obtenus m’a 

conduit à proposer un modèle en trois dimensions qui permet de décrire l’action de la protéine GASP. 

La deuxième lignée murine analysée, GMA06, issue d’un crible de mutagenèse chimique sensibilisé, 

présente un phénotype hypermusclé qui diffère de celui observé chez des souris knockout pour la 

myostatine. L’identification de la mutation responsable de ce phénotype permettra de mieux 

comprendre les éventuelles interactions et régulations qui peuvent exister entre cette dernière et la 

myostatine et constitue par conséquent un modèle intéressant pour l’étude fonctionnelle de gènes 

modificateurs du phénotype Gdf8
-/-

. 
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Abstract: 
 

Skeletal muscle development and growth are tightly regulated processes involving multiple 

factors which control different cellular programs such as proliferation, differentiation and fusion. 

Understanding muscle mass regulation represents key issues in public health or agronomy. Thus, the 

identification of molecular mechanisms participating in muscular hypertrophy has major interest for 

therapies improvement of muscular atrophy or for applications in meat production. In this context, the 

work of my thesis concerned the development and characterisation of two mouse lines presenting a 

hypermuscular phenotype. The analysis of the first model, called surGasp1, showed that the ubiquitous 

overexpression of the Gasp1 gene leads to a generalized increase of muscular mass due to a 

hypertrophy of the type I, IIa and IIb fibres without change of the fatty tissue amount. This model 

provides an excellent tool to study the GASP1 function during the muscular development, in particular 

its role in relationship with the myostatin, a key factor in muscle growth regulation. I have also 

undertaken a study of the GASP1 protein during evolution. The substitution rate analysis from the 

ancestor of Ciona to tetrapods showed that the important domains in the interaction with the myostatin 

(GDF8) were the most preserved. These data allow me to propose a three dimensional model 

describing the GASP protein action. The second mouse line, GMA06, resulting from a sensitized 

mutagenesis screen, presents a hypermuscular phenotype which differs from the one observed in 

myostatine knockout mice. The identification of the causal mutation in this line will allow to better 

understand the interactions which could exist between this last one and the myostatin and constitutes 

an interesting model for functional studies of gene modifiers of the Gdf8-/- phenotype. 
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