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Résumé - Abstract 

Titre : Rôle du microenvironnement musculaire et des micro-ARN dans le développement des 

paraostéoarthropathies neurogènes 

Mots clés : Lésion médullaire, miRNA, paraostéoarthropathies neurogènes, muscle squelettique 

Résumé : Les Paraostéoarthropathies Neurogènes 

(POAN) sont des formations osseuses extra-

squelettiques ectopiques survenant après une lésion 

du système nerveux central telle qu’une lésion de la 

moelle épinière, un traumatisme crânien ou lors 

d’un accident vasculaire cérébral. Les POAN se 

développent aux dépens du tissu musculaire, se 

localisent autour des articulations et peuvent 

considérablement altérer la mobilité des patients. 

Les POAN provoquent des compressions vasculaires 

et nerveuses induisant des douleurs aiguës ainsi 

qu’une perte de l’amplitude articulaire pouvant aller 

jusqu’à l’ankylose complète. La chirurgie d’exérèse, 

bien qu’exposant à de nombreuses complications, 

reste actuellement le seul traitement curatif efficace. 

Environ 30 % des patients souffrant d'une lésion 

médullaire et 20 % des patients souffrant d'un 

traumatisme crânien développent des POAN, 

entraînant ainsi de lourdes comorbidités et 

compromettant la réadaptation des patients. Le 

développement des POAN implique un processus 

d'ossification endochondrale et conduit à la 

formation d’un os mature caractérisé par une niche 

hématopoïétique fonctionnelle. Les progéniteurs 

fibro-adipogéniques (FAPs) sont des cellules 

stromales mésenchymateuses présentes dans 

l'interstitium musculaire. Les FAPs soutiennent 

physiologiquement les fonctions des progéniteurs 

myogéniques (MPs) et sont les acteurs cellulaires 

majeurs du développement des POAN. La 

pathogenèse implique aussi l’activation de 

l’inflammation par la lésion neurologique via les 

macrophages et la production de cytokines 

inflammatoires poussant les FAPs à s’engager dans 

des processus ostéogéniques. En dépit des 

recherches menées ces dernières années, certains 

aspects de la pathogenèse des POAN ne sont 

toujours pas définis, tel que l'impact et le rôle de la 

lésion neurologique sur la signalisation et le destin 

des progéniteurs du muscle. 

Les miARN sont de petits ARN non codants simple 

brin qui régulent de manière post-

transcriptionnelle l'expression des gènes en se 

liant à leur ARNm cible. De nombreux miARN sont 

physiologiquement impliqués dans les processus 

du développement ou de la régénération osseuse, 

régulant alors la prolifération et la différenciation 

des ostéoblastes ou la maturation hypertrophique 

des chondrocytes en ciblant les acteurs 

moléculaires clés de ces processus. Alors que les 

acteurs cellulaires et de nombreuses cytokines ont 

été décrits dans les POAN, l'implication potentielle 

des miARN n'a jamais été étudiée. Nous avons 

donc émis l'hypothèse que les miARN pourraient 

participer à la formation des POAN. Nous avons 

étudié leur expression dans notre modèle murin 

de POAN, combinant une lésion neurologique 

associée à une lésion musculaire aiguë, ainsi que 

dans les FAPs isolés de muscles de patients POAN. 

Pour comprendre pourquoi les muscles lésés ne 

parviennent pas à régénérer et s'engagent dans 

des processus ostéo-chondrogéniques, nous 

avons réalisé un criblage des miARN du tissu 

musculaire et des progéniteurs du muscle aux 

stades précoces. Les miARN dérégulés ont ensuite 

été étudiés in vitro, et des tests fonctionnels ont 

été réalisés afin de valider leur capacité à moduler 

la différenciation ostéogénique des FAPs et des 

MPs issus de patients POAN. Dans cette étude, 

nous avons identifié une dérégulation précoce des 

miARN ostéo-suppressifs des FAPs en parallèle 

d’une perte d’expression des miARN myogéniques 

des MPs dans le modèle murin de POAN. Nous 

avons également confirmé que la surexpression 

des miARN ostéo-suppressifs miR-146a-5p et 

miR-214-3p ainsi que l'inhibition du miARN 

ostéogénique miR-20a-5p pouvaient atténuer la 

minéralisation et l'expression des marqueurs 

ostéogéniques des FAPs humains, identifiant ainsi 

de nouveaux acteurs de la pathogenèse des 

POAN. 
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Title : Role of muscle microenvironment and microRNAs in the development of neurogenic heterotopic 

ossification 

Keywords : Spinal cord injury, miRNA, neurogenic heterotopic ossifications, skeletal muscle 

Abstract : Neurogenic Heterotopic Ossifications 

(NHOs) are ectopic extra-skeletal bone formations, 

that occur after central nervous system injury, 

primarily spinal cord injury, traumatic brain injury and 

stroke. NHOs develop at the expense of skeletal 

muscle tissue, are located around major joints and 

can significantly impair limb mobility. NHOs induce 

acute pain, nervous and vascular compressions and 

can cause severe joint ankylosis. Surgical resection, 

although complex and unsatisfying, is currently the 

most efficient and reliable treatment. Up to 30% of 

SCI and 20% of TBI patients develop NHOs, leading 

to comorbidities and compromising patient’s 

rehabilitation. NHOs development involves a process 

of endochondral ossification and can lead to a 

mature bone containing a functional hematopoietic 

niche. Fibro-adipogenic progenitors (FAPs) are 

muscle interstitium resident mesenchymal stromal 

cells that physiologically support myogenic 

progenitors (MPs) function and are major cellular 

actors in ectopic ossification development and 

specifically in NHOs. Pro-inflammatory cytokines and 

macrophages are involved and mandatory to drive 

FAPs towards an osteogenic fate with neurological 

injury triggering local and systemic inflammatory 

response. Despite all previous studies, several aspects 

of NHOs pathogenesis remain unclear, specifically 

the impact of the CNS lesion on muscular 

progenitors signaling and fate. MiRNAs are small 

non-coding single stranded RNA that post-

transcriptionally regulate gene expression by binding 

and silencing their mRNA target. 

Numerous miRNAs are physiologically involved in 

bone development and repair processes, they 

regulate osteoblast proliferation/differentiation or 

hypertrophic maturation of chondrocytes by 

targeting key molecular actors. While cellular actors 

and numerous cytokines have been studied in 

NHOs, the potential involvement of miRNAs has 

never been investigated. We hypothesized that 

miRNAs could participate to NHOs formation and 

studied their expression in our NHOs mouse model 

combining spinal cord injury and acute cardiotoxin 

muscle injury and in patient’s FAPs isolated from 

muscle surrounding NHOs. To understand why 

injured muscle fails to regenerate and engages into 

osteo-chondrogenic processes following 

neurological injury, we performed a large miRNAs 

profiling in skeletal muscle tissue and muscular 

progenitor cells at early stages. Dysregulated and 

most relevant miRNAs were further studied in vitro, 

and functional assays were performed on human 

FAPs and MPs. 

In this study, we identified early osteo-suppressive 

miRNAs downregulation in FAPs concomitant to 

myogenic miRNAs downregulation in MPs in the 

NHOs mouse model. We also confirmed that 

overexpression of osteo-suppressive miR-146a-5p 

and miR-214-3p as well as miR-20a-5p inhibition 

could attenuate mineralization and osteogenic 

markers expression from human FAPs, uncovering 

new molecular actors in NHOs pathogenesis. 
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I -  Introduction 

1 Description des paraostéoarthropathies 

1.1 Histoire des paraostéoarthropathies 

En 1914, la Grande Guerre embrase l’Europe. La révolution industrielle du 

XIXème siècle bouleverse l’échelle du conflit, les champs de bataille ne sont plus 

limités à quelques mètres mais s’étendent parfois sur des centaines de kilomètres. 

Au niveau industriel, la massification du conflit marque un tournant sans précédent. 

À Verdun, un million d’obus seront tirés le premier jour, tout autant le second. Les 

changements de doctrines militaires et l’essor de l’emploi massif de l’artillerie 

accroissent exponentiellement le nombre de blessés de guerre ainsi que le nombre 

de lésions neurologiques. 

Augusta Déjerine et André Ceillier, alors affectés Centre des Grands Infirmes 

du Système Nerveux à l’Institution Nationale des Invalides, décrivent en mars 1918 

les premiers cas d’ossification ectopique chez des blessés médullaires, qu’ils 

nomment paraostéoarthropathies neurogènes (POAN) [1]. Grâce à des observations 

anatomiques, cliniques et radiographiques détaillées des « ostéomes » de soldats 

français paraplégiques (Figure 1), ils émettent l’hypothèse que « ces [aiguilles 

osseuses] se multipliant, se développant et fusionnant, le muscle s’ossifie en 

entier ». Ils définissent ces paraostéoarthropathies comme l’apparition spontanée, 

sans infection, sans hématome préalable et dissociée de tout traumatisme tissulaire 

local, de néoformations osseuses en croissance rapide, survenant dans les tissus 

mous 5 à 30 mois après la blessure initiale. Dans la série présentée dans la thèse de 

Ceillier en 1920, sur 160 blessés paraplégiques, 79 avaient développés des POAN, 

soit une incidence de l’ordre de 50%. 

Historiquement, les premiers rapports d’observation d’ossifications extra-

squelettiques nous proviennent de Patin, Copping, Freke et enfin Riedel 

respectivement en 1692, 1740, 1741 et 1883 [2]. Cependant, ceux-ci faisaient état 

soit d’arthropathies nerveuses soit de myosites et fibrodysplasies ossifiantes 

progressives, décorrélées de toute lésion traumatique ou neurologique, et d’origine 

génétique. 
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Figure 1 : Calques de clichés radiographiques de POA 

A gauche : « Aiguilles osseuses développées dans l’épaisseur du muscle moyen fessier 

gauche accrochées à la crête iliaque et au sourcil cotyloïdien ». A droite : 

« Volumineuse néoformation osseuse juxta-articulaire, coiffant le condyle interne du 

fémur gauche et soulevant les téguments ». 

Figure extraite de A. Déjerine et A. Ceillier, Société de Neurologie, 1918 

 

 Dans les conflits récents, dit asymétriques, de guérilla, il a été observé une 

recrudescence de blessés par explosifs liée à l’utilisation de mines et autres engins 

explosifs improvisés [3]. Les statistiques épidémiologiques des interventions 

occidentales en Irak et en Afghanistan montrent en effet une prévalence des 

atteintes à la tête et au cou. Ce type de lésion est à même de provoquer des 

dommages au système nerveux central (SNC), principalement des traumatismes 

crâniens (TC), et être à l’origine du développement des POAN, constituant un défi 

majeur aussi bien pour les populations militaires que les civils. Si les POAN ont été 

décrites comme une pathologie de guerre, elles soulèvent aujourd’hui des 

questions de santé publique et sociétales, avec une prévalence chez les accidentés 

graves de la route ou les victimes d’actes terroristes. Les mécanismes provoquant la 

pathologie restent pourtant méconnus, limitant à l’heure actuelle les approches 

thérapeutiques et le développement de prophylaxies efficaces. 
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1.2 Description et répercussion des paraostéoarthropathies 

1.2.1 Diagnostic 

Les paraostéoarthropathies (POA) sont des formations ectopiques 

pathologiques de tissu osseux qui se développent aux dépens du tissu musculaire. 

Ces ossifications hétérotopiques, sont spécifiquement localisées en périphérie des 

articulations : dans 61% des cas autour de la hanche, 21% du coude, 14% du genou 

et 4% de l’épaule (Figure 2) [4,5]. Elles ont, selon leurs localisations, des 

conséquences importantes sur les fonctions articulaires et musculaires [6]. Ces 

ossifications ectopiques regroupent un ensemble de complications ossifiantes des 

tissus mous dont les origines traumatiques ou génétiques sont multiples. 

Leur découverte est souvent tardive, réalisée fortuitement lors d’observation 

de gonflement périarticulaire, de perte d’amplitude articulaire ou de douleurs 

ressenties par le patient (Figure 2) [7]. Leur détection peut aussi survenir au cours 

de radiographies, de scanners et scintigraphies osseuses, échographies, réalisées 

pour d’autres indications. Elles peuvent néanmoins être activement détectées par 

palpation ou avec des examens d’imagerie précoces par des cliniciens avisés du 

risque de survenue de la complication [8]. La raideur articulaire est aussi un 

évocateur de la mise en place de la pathologie [2]. Enfin, il est important de 

recontextualiser l’apparition des POA, en effet, ceux-ci survenant chez des patients 

polytraumatisés, neurolésés, voir brûlés ou amputés, la priorité absolue est 

apportée au traitement et à la survie du patient, complexifiant la détection précoce 

de cette pathologie. 
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Figure 2 : Radiographies, scan 3D et aspect physique des POA 

Evaluation par radiographie d’un ostéome de hanche à 1 et 12 mois (en haut), 

enchâssement artériel et nerveux dans un second ostéome de hanche (en bas). 

Radiographies et scanners issus du Service de Médecine Physique et de Réadaptation 

de l’hôpital Raymond-Poincaré, Garches 

 

Des marqueurs moléculaires prédictifs ou confirmatoires ont été décrits dans 

des études rétrospectives mais restent très controversés [9,10]. Des concentrations 

sériques plus élevées en phosphatase alcaline, en parathormone ou du facteur de 

transcription RUNX2, ont été retrouvées chez des patients TC dès 6 heures après la 

lésion [11,12]. Cependant des études contradictoires n’ont pas permis de confirmer 

la fiabilité de ces biomarqueurs prédictifs [13]. Les variations de concentration 

sérique d’autres molécules telles que les métalloprotéases matricielles (MMPs), les 

facteurs de croissance fibroblastique (FGFs) ou les protéines de morphogenèse 

osseuse (BMPs) ont aussi révélé des corrélations avec l’intensité du TC ou la 

concomitance entre TC et lésion tissulaire, sans qu’aucun consensus puisse être 

dégagé quant à leur utilisation en diagnostic clinique [12,14]. Nous avons 

récemment observé des concentrations en cytokines pro-inflammatoires 

interleukine-1β (IL-1β) et oncostatine M (OSM) deux fois plus élevées chez les 
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patients ayant développés des POA d’origine neurogène, suggérant leur utilisation 

potentielle comme biomarqueurs de l’inflammation dans le cadre du 

développement de la pathologie [15,16]. 

1.2.2 Conséquences sur la réhabilitation du patient 

Les POA ont pour conséquence première une réduction de l’amplitude 

articulaire dans les phases précoces de la pathologie, pouvant aller jusqu’à 

l’ankylose complète. Leur développement peut générer des douleurs, des 

compressions nerveuses ou artérielles (Figure 2). Dans certains cas, elles sont aussi 

à même d’entrainer des contractures musculaires. En outre, les POA surviennent 

chez des patients déjà fragilisés et souvent lourdement médicalisés, impliquant de 

longs séjours en réanimation. Dans certains cas, les POA peuvent provoquer la 

formation d’escarres [17]. Elles vont par ailleurs entraîner une perte d’autonomie 

liée à la difficulté à réaliser des tâches du quotidien comme boire, manger et 

s’habiller. Les POA peuvent également perturber la prise en charge avec des 

difficultés de mise en fauteuil roulant ou d’appareillage suite à une amputation et 

plus directement entrainer une perte de mobilité croissante.  

1.2.3 Caractérisation des POA 

Les ostéomes se définissent par une formation pathologique de tissu osseux 

caractérisée à la phase mature par la présence d’une niche hématopoïétique 

fonctionnelle et hypervascularisée (Figure 3) [18,19]. L’ostéome est constitué d’os 

cortical rigide à sa périphérie et trabéculaire en son centre avec des cavités 

médullaires contenant les acteurs physiologiques de la moelle osseuse : cellules 

hématopoïétiques, ostéoblastes, adipocytes, macrophages, mégacaryocytes, tout 

particulièrement lorsque l’ostéome est volumineux. Cette moelle osseuse 

pleinement fonctionnelle est caractéristique des POA et la distingue d’autres 

pathologies de minéralisation ectopique telles que les calcifications dystrophiques, 

impliquant uniquement des dépôts de matrice calcique minéralisée dans des tissus 

en dégénération ou nécrosés [20]. L’origine endochondrale ou intramembranaire 

des POA a longtemps été débattue. Cependant, de nombreuses études ont montré 

la présence de matrice cartilagineuse colonisée de chondrocytes, parfois 

hypertrophiques, et côtoyant de l’os trabéculaire néoformé, suggérant le 

développement originel d’un tissu cartilagineux évoluant vers un tissu ossifié 

minéralisé dans les stades plus avancés de la pathologie (Figure 3) [6,21]. 
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Figure 3 : Descriptif histologique des POA 

Scanner 3D d’un ostéome de hanche, en haut, coloration bleu alcian/rouge nucléaire 

révélant la présence de chondrocytes hypertrophiques (bleu) et ostéocytes enchâssés 

dans la matrice calcique (rose). En bas, coloration Hématoxyline Eosine Safran 

révélant la présence de progéniteurs hématopoïétiques, mégacaryocytes et 

ostéoblastes (violet) présents sur 4 fronts de minéralisation, d’adipocytes (blanc 

négatif) et d’ostéocytes enchâssés dans le tissu osseux. Scanners issus du Service de 

Médecine Physique et de Réadaptation de l’hôpital Raymond-Poincaré, Garches, 

figure adaptée de Girard et al. [18]. 
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1.3 Les principales formes d’ossifications ectopiques 

Les différentes formes d’ossifications ectopiques sont directement reliées à 

leurs origines et peuvent être classées en deux grandes catégories, les POA 

d’origines génétiques et les POA acquises, ces dernières regroupant à la fois les 

ossifications ectopiques d’origine traumatique et neurogène. 

1.3.1 Origine génétique 

La Fibrodysplasie Ossifiante Progressive (FOP), aussi appelée maladie de 

l’homme de pierre, est une pathologie héréditaire orpheline extrêmement rare (1/2 

000 000). Elle est causée par une mutation nucléotidique unique sur le gène du 

récepteur de type I à l’activine, ACVR1R206H, impliqué dans la transduction du signal 

des protéines de morphogenèse osseuse (BMPs) [22]. Cette mutation entraîne une 

activation aberrante du récepteur [23]. La maladie se caractérise par des 

malformations congénitales des extrémités et des ossifications ectopiques [24] qui 

se développent dans de nombreux types de tissus mous associés aux muscles tels 

que les tendons, les ligaments, les fascias et les aponévroses. De manière 

intéressante, ces ossifications se développent de façon précipitée lors de lésions 

musculaires ou d’infections virales générant des poussées inflammatoires. La 

première cause de mortalité est liée aux complications associées à un syndrome 

d’insuffisance respiratoire lorsque la pathologie atteint les muscles intercostaux 

[24]. A contrario des formes acquises de POA, la chirurgie d’exérèse est une contre-

indication car elle est associée à une recrudescence de l’inflammation, les seuls 

traitements actuellement disponibles sont donc palliatifs, visant à réduire l’impact 

des poussées inflammatoires. 

1.3.2 Origine traumatisme tissulaire (POA) 

Les origines traumatiques des POA sont nombreuses. Celles-ci peuvent être 

liées à un traumatisme orthopédique, une amputation, survenir chez les patients 

brûlés ou à la suite de la pose d’une prothèse totale de hanche [2,5,25]. Ces 

afflictions entraînent la survenue de POA dans 10 à 40% des cas pour les fractures, 

60% des amputations, chez 5% des patients brûlés et peut aller jusqu’à 90% chez 

les patients ayant reçu une prothèse totale de hanche. La sévérité du traumatisme 

est par ailleurs corrélée avec la probabilité de développer des POA [26]. Dans tous 

les cas, ces conditions entraînent une réaction inflammatoire importante dont nous 

décrirons le rôle capital par la suite. 
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1.3.3 Origine neurogène (POAN) 

Les lésions du système nerveux central (SNC) peuvent induire l’apparition de 

POA d’origine neurogène (POAN) indépendamment de toute lésion tissulaire 

périphérique. Les POAN sont attribuées dans 56% des cas aux traumatismes 

crâniens, 24% aux lésions médullaires, 12% aux AVC et 8% aux anoxies cérébrales 

[4]. De plus, leur incidence augmente lors de la concomitance avec une lésion 

tissulaire osseuse ou musculaire tandis que leur sévérité s’accroit avec la 

complétude de la lésion médullaire [7,10]. Dans le cadre de traumatismes de 

guerre, des travaux ont suggéré un lien entre le développement des POAN et les 

lésions engendrées lors d’un TC induit par une explosion, qui créé alors différentes 

atteintes lésionnelles telles que le blast, la brûlure et les projections [27]. En outre, 

Forsberg et al. ont observé que 86% des patients à la fois TC et blastés 

développaient secondairement des POAN [28]. Plus récemment, de nombreuses 

équipes ont documenté l’apparition de POA chez les patients alités en réanimation 

à la suite d’un COVID-19 [29]. Cependant, et bien que le développement de la 

pathologie soit imputé aux facteurs inflammatoires systémiques sévères, aucune 

étude n’a permis d’exclure l’impact du COVID-19 sur le système nerveux central ou 

périphérique, une ischémie tissulaire ou autre facteur de risque [30]. 

1.4 Epidémiologie des paraostéoarthropathies neurogènes 

1.4.1 Fréquences et délais d’apparition 

Les POA traumatiques surviennent chez environ 10 à 30% des patients 

polytraumatisés. Dans certaines cohortes de blessés militaires, ces chiffres peuvent 

atteindre 60 à 67% des patients polytraumatisés [27,31]. Dans le cas des POAN, leur 

occurrence se situe entre 5 et 20% chez les traumatisés crâniens (TC) et entre 20 et 

30% pour les blessés médullaires [4,32]. Chez les patients combinant un TC ou une 

lésion médullaire (SCI) ainsi qu’une atteinte tissulaire, la probabilité de développer 

des POAN est singulièrement augmentée [17].  

Le développement des POAN peut être unique, multiple, symétrique ou non. 

Le nombre d’ostéomes est en moyenne de 2,12 pour les patients ayant subi un TC 

et de 2.84 pour les patients avec une lésion médullaire [33,34]. Paradoxalement, au 

cours des dernières décennies, la meilleure prise en charge des blessures primaires, 

notamment sur les théâtres d’opérations où l’accès aux soins est précaire, a 

significativement augmenté le taux de survie des blessés, engendrant ainsi une 

augmentation du nombre de complications dont font partie les POA [35]. Le 
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développement des POAN débute généralement entre 1 et 3 mois après la lésion 

du CNS [20,27]. Ces ossifications vont continuer de se développer jusqu’à un an 

après leur apparition avant d’enfin stabiliser leur volume. 

1.4.2 Facteurs de risques et prédispositions 

Différents facteurs de risques sont associés au développement des POAN. 

Garland et al. ont démontré qu’une spasticité musculaire des membres favorisait 

leur apparition tandis que Flin et al. mettaient en évidence un lien entre la présence 

d’une fracture osseuse et l’occurrence des POAN [33,34]. Les lésions axonales 

diffuses, qui peuvent survenir lors d’un TC où la boîte crânienne subit une 

accélération ou décélération violente, sont aussi un sous-type lésionnel favorable à 

l’émergence de la pathologie [36]. Dans ce même cadre, Hendricks et al. ont associé 

la sévérité du TC avec la probabilité d’apparition des POAN [37]. Plus récemment, 

un lien a été proposé entre l’apparition d’ulcères et des POA [38]. Finalement, 

l’immobilisation prolongée et la mise sous assistance respiratoire lors d’une 

hospitalisation de longue durée, augmentent significativement les risques de 

développer des POA [39]. Ces facteurs entraineraient une perturbation de 

l’homéostasie calcique et une augmentation du pH liée à la respiration 

mécanique/artificielle, conduisant ainsi à une alcalose respiratoire et un risque accru 

de développer des POA [9]. 

Diverses études ont montré une plus forte prévalence des POAN chez les 

hommes, cependant ce point est débattu car les risques de TC sont aussi deux fois 

plus élevés chez cette population [40]. Les jeunes adultes de sexe masculin sont les 

plus représentés dans les forces armées et les graves accidents de la route. Enfin, le 

délai de prise en charge du patient, son âge ainsi que la localisation et la sévérité de 

la lésion médullaire sont des facteurs prédisposant à la survenue des POAN [41]. 

Aucune prédisposition génétique n’a à ce jour été rapportée. 

 

Les POA peuvent être héréditaires ou acquises à la suite d’un traumatisme. Parmi 

les POA acquises, les paraostéoarthropathies neurogènes (POAN) sont caractérisées 

par le développement ectopique de tissu osseux d’origine endochondrale dans les 

muscles à la suite d’une lésion du système nerveux central (SNC). Les POAN se 

développent près ou autour des articulations, induisant une diminution de 

l'amplitude articulaire et d’importantes douleurs liées à des compressions 

nerveuses et vasculaires. 
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2 Stratégies thérapeutiques et préventives 

2.1 Prophylaxies et traitements 

Différentes prophylaxies pour prévenir la survenue des POAN sont 

proposées, partageant pour la plupart des efficacités relatives voire pour certaines 

des effets secondaires et contre-indications non négligeables (Figure 4) [9,27]. 

2.1.1 Approches pharmacologiques 

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) ont longtemps été étudiés 

dans la prévention des POA car ils ont le potentiel d’inhiber la production de 

médiateurs pro-inflammatoires incriminés dans la mise en place des POA [42]. 

L’indométacine inhibe le développement des POAN lorsque administrée durant les 

2 premiers mois suivant une SCI chez l’Homme, avec une incidence de 25% pour le 

groupe traité contre 65% pour le groupe placebo [43]. Cliniquement, l’utilisation 

des AINS est proposée pour une durée de 15 jours minimum afin de prévenir 

l’apparition de POAN à la suite d’une SCI [44]. Les effets indésirables des AINS 

(rénaux, cardiovasculaires ou gastrointestinaux) peuvent limiter leur prescription, ils 

peuvent aussi induire un retard de cicatrisation cutanée, rendant leur utilisation 

problématique chez des grands brûlés. 

Les biphosphonates bloquent l’activité ostéoclastique. Paradoxalement, ils 

étaient initialement utilisés dans le traitement de pathologies telles que 

l’ostéoporose ou la maladie de Paget où l’on observe une perte de masse osseuse. 

La justification de leur emploi dans les POA repose sur le fait que l’inhibition de 

l’activité des ostéoclastes permettrait le ralentissement global des cycles de 

remodelage osseux, avec un effet indirect sur les processus de minéralisation. 

Plusieurs études ont montré qu’une injection dans la première semaine post TC, 

suivie d’une prise orale pendant six mois, permettait de réduire la fréquence 

d’apparition des POA de 70% à 20% [43]. Toutefois, un début de traitement tardif, 

après l’apparition des premiers symptômes cliniques, ne permettait ni de réduire ni 

de stopper la croissance des POA [45,46]. Étant donné leurs propriétés anti-

ostéogéniques, l’utilisation de biphosphonates n’est pas souhaitable chez des 

patients présentant une ou plusieurs fractures au risque de compromettre les 

processus de consolidation osseuse [47].  

Les agonistes des récepteurs de l’acide rétinoïque (RARs) sont des 

inhibiteurs de la chondrogenèse qui induisent l’expression de cadhérines par les 
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précurseurs mésenchymateux [48]. Leur utilisation a été proposée sur la base de 

résultats encourageants chez l’animal mais les études cliniques restent limitées et 

les effets secondaires limitent leur emploi [49]. La pertinence de l’utilisation 

d’agonistes aux RARs reste encore débattue [50]. 

 

 

Figure 4 : Approches préventives et thérapeutiques dans la prise en charges 

des POAN 

2.1.2 Approches non pharmacologiques 

Sautter-Bihl et al. ont montré l’utilisation de la radiothérapie, visant à irradier 

les tissus mous pour interrompre la prolifération cellulaire lors de la phase 

inflammatoire était capable de prévenir l’apparition des POA dans ≃80% des cas 

[51,52]. Cependant Cipriano et al., dans une étude sur des patients neurolésés, ont 

observé un effet négatif de la radiothérapie, remettant en question son utilisation 

dans la prophylaxie des POA d’origine neurogène [53]. En outre, les effets 

indésirables de l’exposition aux rayonnements, liés à la fréquence et l’intensité des 

doses reçues, sont loin d’être négligeables. 

La mobilisation des membres permet de lutter contre la spasticité 

musculaire. Les effets positifs de cette mobilisation dans la prévention des POA font 

consensus [5]. Cependant, il est important de noter qu’une mobilisation trop 

intensive des articulations à la suite d’une longue période d’immobilité peut 

favoriser l’apparition des POA, probablement par la création de microlésions 

tissulaires dans un environnement musculaire spastique [54]. 

En conclusion, la plupart des traitements prophylactiques manquent 

d’efficacité et sont parfois inemployables chez des patients polytraumatisés pour 

lesquels les risques de complications sont multiples. 
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2.1.3 Approches combinées 

Ces dernières années, une approche holistique des différents paramètres de 

la pathologie a permis d’établir des stratégies thérapeutiques plus complexes. 

L’utilisation de biphosphonates, et plus particulièrement d’étidronate, pour lutter 

contre la récidive post-exérèse a été démontrée avec succès [55]. Lors de la 

combinaison de l’intervention chirurgicale et de la radiothérapie, 82% des patients 

gagnaient en amplitude de mouvement comparé à la chirurgie seule [51,52]. 

L’utilisation de champs magnétiques de faible intensité couplée à des exercices de 

mobilisation physique a été suggérée par Garland et al. afin de lutter avec efficacité 

contre la progression de la pathologie [45].  

2.2 Résection chirurgicale  

A l’heure actuelle, la résection chirurgicale de l’ostéome mature reste le 

traitement de référence [5,20]. Il s’agit d’une chirurgie d’abord fonctionnelle, 

l’ostéome n’étant parfois pas retiré en entier à partir du moment où il n’affecte plus 

la mise en mouvement du membre [56]. Des POA asymptomatiques, souvent de 

petites tailles, ne sont pas opérés. L’indication chirurgicale varie en fonction de 

l’étiologie, Garland et al. suggèrent une intervention à 6 mois pour les POA 

traumatiques, à 12 mois pour les POAN liées à une lésion médullaire et à 18 mois 

pour les POAN liées à un traumatisme crânien [57,58]. Les complications de la 

chirurgie comprennent principalement la fracture d’un os avoisinant fragilisé et 

l’infection post chirurgicale, dix fois plus fréquentes que lors d’aux autres chirurgies 

de la hanche [56]. Il existe par ailleurs un risque important de récidive, soit 

radiologique, soit clinique [59]. La récurrence radiologique est de l’ordre de 80 à 

100% tandis que la récurrence clinique, symptomatique, est d’environ 6%.  

En conclusion, l’ensemble de ces travaux souligne l’hétérogénéité d’efficacité des 

traitements et prophylaxies existants, et mettent en évidence l’utilisation de la 

mobilisation physique à la suite de l’intervention chirurgicale afin d’obtenir les 

meilleurs gains d’amplitude de mouvement tout en prévenant la récurrence des 

POA. Etant donnée la complexité, le coût et les risques associés à la chirurgie 

d’exérèse, qui reste pourtant le traitement de référence, la nécessité d’une meilleure 

compréhension des mécanismes à l’œuvre dans la pathogenèse des POA est 

cruciale dans l’optique d’identifier de nouveaux leviers prophylactiques et cibles 

thérapeutiques améliorant la prise en charge du patient. 
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3 Mécanismes cellulaires et moléculaires de la 

pathogenèse des paraostéoarthropathies 

3.1 L’ossification endochondrale et intramembranaire 

 La formation de l'os et son métabolisme impliquent de multiples niveaux de 

régulation médiés par de nombreux acteurs cellulaires et moléculaires. Ces 

mécanismes utilisent différents signaux pour le développement et le maintien de 

l’homéostasie osseuse, notamment les BMPs, la signalisation Wnt, des hormones 

ainsi que des facteurs de croissance et cytokines afin d’induire les processus 

ostéogéniques et de minéralisation. 

 L’ossification endochondrale est un type d’ossification primaire se 

développant à partir d’une trame cartilagineuse [60] (Figure 5). Les cellules 

stromales mésenchymateuses (CSM) du tissu embryonnaire mésodermique vont se 

condenser sous l’effet des BMPs et facteurs de transcription tels que SOX5-6-9 puis 

proliférer et engager une différenciation chondrogénique en présence de TGF-β et 

des SOX [61]. Ces chondrocytes vont générer une matrice extracellulaire (MEC) 

composée de collagènes II-IX-XI et de protéoglycanes [62]. Ces cellules vont ensuite 

maturer en chondrocytes hypertrophiques et produire du collagène X, de la 

fibronectine et des métalloprotéinases matricielles (MMPs). Cette étape de 

remodelage permet l’infiltration vasculaire du tissu cartilagineux ainsi que son 

organisation en travées dotée d’une matrice riche en calcium et phosphatases 

alcalines (ALPL). Cette néovascularisation va permettre de recruter des progéniteurs 

ostéogéniques qui, au contact des BMPs, génèreront un centre d’ossification 

primaire, en parallèle de la transdifférenciation des chondrocytes hypertrophiques 

en ostéoblastes. L’ensemble des processus ostéogéniques sont régulés par des 

facteurs de transcription dont OSX, RUNX2 et ATF4 sont les plus fondamentaux. Les 

ostéoblastes vont ensuite sécréter différents collagènes et concentrer le calcium et 

phosphate inorganique afin de convertir la trame chondrogénique en tissu ossifié. 

Leur enchâssement dans cette matrice permettra leur différenciation terminale en 

ostéocyte.  

 En parallèle, l’entrée en apoptose d’une partie des chondrocytes 

hypertrophiques permettra de générer la cavité médullaire ou s’établira la niche 

hématopoïétique. Ainsi, le développement de cette ossification s’opère de 

l’intérieur vers l’extérieur avec un gradient de chondrocytes et ostéoblastes à 

différents stades de maturité permettant la croissance régulière des os longs. 
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Figure 5 : Etapes clés de l’ossification endochondrale 

Figure adaptée de Fu et al. [63] 

 

 A la différence de l’ossification endochondrale, l’ossification 

intramembranaire se caractérise par une absence de matrice cartilagineuse et de 

stade chondrogénique des CSM. Ce processus d’ossification intervient 

principalement dans le développement des os plats et du crâne. A l’instar de 

l’ossification endochondrale, les CSM du tissu conjonctif vont se condenser et 

directement se différencier en ostéoblastes sous la pression de BMP2-4-7 [64]. 

Ceux-ci vont sécréter une matrice composée de protéoglycanes et de collagènes 

capable de lier le calcium et ainsi former des ostéoïdes. Ce processus va se répéter, 

mener à la formation d’une matrice osseuse compacte dans laquelle les 

ostéoblastes pris au piège se différencieront en ostéocytes. La production 

d’ostéoïdes autours des vaisseaux sanguins du tissu conjonctif avoisinant permet la 

vascularisation de ce tissu.  



 

34 

3.2 Etat de l’art sur les différents modèles murins de POA-

POAN 

Afin de décrire au mieux les acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans 

la pathogenèse des POA (Figure 6), il est nécessaire de présenter les différents 

modèles d’étude. On distingue 4 grandes familles de modèles animaux 

développant des POA, listés dans l’ordre croissant de leur pertinence clinique : les 

modèles « exogènes », les modèles transgéniques, les modèles traumatiques et les 

modèles neurogènes. 

 

 

Figure 6 : Illustration des acteurs du processus d’ossification endochondral 

intramusculaire à l’origine des POAN 

Figure adaptée de Shore et al. [65] 

3.2.1 Modèles exogènes 

Les modèles « exogènes », sont les premiers modèles d’ossifications 

ectopiques développés. Ceux-ci consistent à introduire un élément ostéo-inductif 

au sein du muscle ou des tissus mous de l’animal, pouvant prendre plusieurs 

formes telles qu’une greffe de fragments osseux, de moelle osseuse, de 

progéniteurs ostéogéniques ou l’injection de protéine de morphogenèse osseuse 

(BMPs), associée à un hydrogel ou sous vecteur transgénique transitoire [6]. Les 

avantages de ces modèles sont leur relative praticité d’utilisation et leur 

reproductibilité [66]. Toutefois, la pertinence d’introduire un élément ostéo-inductif 

exogène dans l’organisme pour reproduire la complexité de la pathogenèse reste 

discutable, bien que des augmentations d’expression des BMPs aient été observées 

lors de lésions musculaires [67]. 
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3.2.2 Modèles transgéniques 

Ces modèles permettent d’activer de façon constitutive le récepteur ACVR1, 

comme observé dans la FOP. L’expression peut être ubiquitaire ou spécifique d’un 

type de cellule, permettant l’étude des populations cellulaires impliquées dans le 

développement des ossifications ectopiques [68]. L’expression de ce récepteur 

muté (ACVR1R206H) doit être contrôlée dans le temps par un système Cre-Lox car 

elle se trouve être létale pour le développement de l’animal. Ces modèles sont 

principalement utilisés dans l’étude de la FOP [23] et ne permettent pas d’explorer 

la physiopathologie des POA traumatiques. 

3.2.3 Modèles traumatiques 

Les modèles traumatiques combinent dans l’immense majorité des cas deux 

niveaux lésionnels couplant par exemple une lésion musculaire à une période 

d’exercice musculaire intense ou un fraisage de l’os avoisinant [69]. Un des modèles 

les plus utilisé à l’heure actuelle combine une ténotomie du tendon d’Achilles et 

une brûlure d’environ 25% de la surface corporelle afin de générer une POA [8,70]. 

De façon surprenante, la ténotomie seule sur un animal sauvage (WT) semble 

parfois capable d’induire la formation de POA [71]. Ces modèles sont de loin les 

plus pertinents pour l’étude des POA d’origine traumatique puisque générés par 

des facteurs semblables à la pathologie chez l’Homme. 

3.2.4 Modèles neurogènes 

Enfin, la dernière catégorie sont des modèles traumatiques intégrant une 

composante neurologique. Ce sont les modèles les plus pertinent du point de vue 

biologique et clinique pour les POAN. 

Genêt et al. ont ainsi mis au point le premier modèle de POAN en combinant 

une lésion musculaire induite par la cardiotoxine (CDTX) à une section de la moelle 

épinière entre la vertèbre T7 et T8, modèle sur lequel se basera notre étude et qui 

sera détaillé IV - 1.1.3 [32]. Depuis, d’autres modèles de POAN ont été développés, 

Brady et al. ont montré que l’association d’un traumatisme crânien (TC), d’une 

fracture fémorale et d’une lésion musculaire permettait aussi d’induire l’apparition 

de POAN [72]. Ces modèles neurogènes soulignent l’importance de la 

concomitance de la lésion traumatique et neurologique dans le développement des 

POAN, et bien que la composante lésionnelle musculaire ne soit pas requise chez 
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l’Homme, ils constituent à l’heure actuelle la meilleure approche in vivo pour l’étude 

de cette pathologie. 

Le développement de ces différents modèles d’étude a permis d’identifier de 

nombreux acteurs cellulaires et d’élucider les mécanismes moléculaires impliqués 

dans la pathogenèse des POA. Les descriptions des acteurs cellulaires et 

moléculaires suivantes étant dispersées dans ces différents modèles de POA et la 

pathogenèse étant sensiblement différente en fonction de l’origine, il sera précisé, 

lorsque pertinent, le modèle d’étude des travaux mentionnés. 
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3.3 Les progéniteurs myogéniques 

Le muscle squelettique strié possède une matrice extracellulaire maintenant 

l’architecture du tissu. Chaque muscle est enveloppé dans une couche de tissu 

conjonctif : l’épimysium. Puis chaque faisceau musculaire est limité à sa périphérie 

par le périmysium et contient de multiples fibres musculaires ou myofibres, 

entourées chacune de l’endomysium (Figure 7). Les myofibres sont des cellules 

multinucléées contenant les myofibrilles elles-mêmes structurées par un 

enchaînement de sarcomères à l’origine du potentiel de contraction musculaire 

[73]. 

 

Figure 7 : Architecture et organisation du tissu musculaire 

Les faisceaux de fibres musculaires, sont recouverts par le périmysium tandis que les 

fibres musculaires sont recouvertes par l'endomysium.  Figure extraite de “Anatomy & 

Physiology” - Oregon State University [73]. 

3.3.1 Rôle dans la régénération musculaire 

Le renouvellement des fibres musculaires est assuré par les cellules satellites 

(SCs), nommées en raison de leur position anatomique entre la lame basale et le 

sarcolemme des myofibres (Figure 8) [74]. Par ailleurs, de nombreux acteurs 

cellulaires participent au maintien de l’homéostasie musculaire tels que les 

progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs), les cellules endothéliales, ainsi que des 

cellules de l’immunité résidantes comme les macrophages sont aussi impliqués 

dans ce processus complexe (Figure 9) [75]. 



 

38 

Lors d’une lésion musculaire, les myofibres endommagées vont nécroser et 

être éliminées à la suite de l’intervention de macrophages, éosinophiles et 

neutrophiles résidants ou suivant leurs infiltrations dans le tissu musculaire [76,77]. 

Les myofibres sont des cellules différenciées n’étant pas capable de mitose, leur 

renouvellement est donc assuré par les SCs, présentes physiologiquement dans un 

état de quiescence. Cet état dormant est notamment caractérisé par l’expression du 

facteur de transcription Pax7, régulé par la signalisation Notch et médié par les 

contacts cellulaires entre les myofibres et les SCs [78]. 

 

Figure 8 : Dynamique des cellules satellites, progéniteurs myogéniques et 

facteurs de transcription dans la régénération musculaire 

Evolution des SCs et MPs du stade quiescent à la formation de nouvelles myofibres 

via leur activation, prolifération, différenciation et fusion. L’activation des cellules 

satellites entraîne la perte d’expression de Pax7 induisant l’expression de MyoD et 

permettant la prolifération des progéniteurs myogéniques, les MPs vont ensuite 

exprimer Myog et fusionner pour former de nouvelles myofibres. Certains MPs vont 

inverser leur expression de Pax7 et MyoD pour reformer les populations de cellules 

satellites quiescentes [79]. 

Figure extraite de Brzeszczyńska et al. [80]. 

 

A la suite de signaux moléculaires issus de la dégénération des myofibres, de 

leur phagocytose par des macrophages induisant la perte de la signalisation Notch, 

ainsi qu’à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’interleukine-1β 

(IL-1β), l’interleukine-6 (IL-6) ou le facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α), les SCs 

vont s’activer et ré-entrer dans leur cycle cellulaire (Figure 9) [76,77,81]. Elles 

quittent alors leur niche musculaire, se différencient en myoblastes exprimant la 

protéine de détermination myoblastique 1 (MyoD), prolifèrent, et fusionnent pour 

former de nouvelles myofibres caractérisées par l’expression de la myogénine 
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(Myog) [82]. Les myofibres néoformées produisent des chaines de myosine 

permettant la contraction musculaire et vont finalement, en fonction de leur type, 

adopter un métabolisme oxydatif ou glycolytique, points d’orgue de la maturation 

terminale des fibres musculaires. 

 

Figure 9 : Signalisation paracrine entre les cellules satellites, progéniteurs 

myogéniques et acteurs de la régénération musculaire 

Lors d’une lésion musculaire, un environnement cellulaire et moléculaire dynamique 

permet l’activation, la prolifération, la différenciation myogénique et enfin la fusion 

des progéniteurs myogéniques nécessaire à la régénération des myofibres lésées. Les 

cellules impliquées fournissent une réponse coordonnée contrôlée par la sécrétion 

d’une multitude de facteurs. 

Figure extraite de Wosczyna et al. [76]. 

 

Ces 3 stades représentent les différents états de maturation des 

progéniteurs myogéniques :  SCs quiescentes (Pax7+ MyoD- Myog-), myoblastes en 

prolifération/différenciation (Pax7- MyoD+ Myog-) et myofibres fusionnées (Pax7- 

MyoD- Myog+) (Figure 8). Par ailleurs, la régulation des facteurs de transcription 

myogéniques Pax7 et Myog est exclusive mais nécessaire à l’un pour induire l’autre 

[79,83]. De façon synthétique, nous appellerons progéniteurs myogéniques (MPs) 



 

40 

toute population cellulaire qui se trouve dans un de ces stades d’activation et de 

différenciation. Les SCs bénéficient par ailleurs d’une capacité d’auto-

renouvellement par division asymétrique permettant en permanence le maintien 

d’une population souche quiescente [84]. Il convient de noter que les SCs ne sont 

pas les seules cellules disposant d’un potentiel de myogenèse. Les cellules 

interstitielles exprimant PW1, mésoangioblastes, péricytes ou encore cellules 

circulantes CD133+ ont précédemment démontré cette capacité, bien qu’aucune 

d’entre elles ne soit capable de palier à une absence totale de SC dans leur modèle 

respectif [76]. 

Enfin, il est intéressant de noter que les cellules satellites sont aussi 

impliquées dans des processus régénératifs non-myogéniques et contribuent par 

exemple à la régénération osseuse [85]. En effet, lors d’une fracture, cette 

population est capable d’exercer une action paracrine sur les acteurs fibro-

chondro-ostéogéniques du site lésionnel proximal, augmentant localement 

l’expression de facteurs de croissance prolifératifs et ostéogéniques tels que IGF-1, 

FGF2 et des protéines de morphogénèse osseuse (BMPs) [85]. 

3.3.2 Processus de régénération musculaire pathologiques 

Un bouleversement dans la synchronicité et l’équilibre des acteurs impliqués 

dans ce processus complexe entraîne souvent une génération de fibrose, de tissu 

adipeux ou osseux pouvant compromettre une régénération musculaire [86,87]. 

L’âge est un facteur susceptible de perturber cet équilibre. Brack et al. ont en effet 

observé une augmentation de la signalisation Wnt dans les SCs menant à une 

accumulation de tissu fibreux dans les muscles de souris âgées [88]. Cette évolution 

vers un tissu fibreux est médiée par des facteurs systémiques liés à l’âge de l’animal, 

puisqu’il a été démontré à l’aide d’un modèle de parabiose qu’un animal jeune était 

capable de réduire la fibrose musculaire et de restaurer l’activité des SCs chez son 

partenaire plus âgé [89]. Les SCs peuvent aussi se différencier en myofibroblastes 

sous l’influence du facteur de croissance transformant β (TGF-β) exogène, 

notamment sécrété par les macrophages [90]. 

 Les lésions musculaires dans des muscles dystrophiques induisent des 

accumulations de tissu fibreux et adipeux liés à la persistance de la réponse 

inflammatoire [86]. Uezumi et al. ont montré que les myofibres inhibaient 

physiologiquement la différenciation adipogénique FAPs et qu’un dérèglement 

pathologique de la myogenèse était susceptible d’induire la déstabilisation de cette 

boucle de contrôle négative entre néo-myofibres et FAPs menant ultimement à un 

échec de la régénération musculaire [91]. 
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3.3.3 Rôle dans les POA 

Les SCs et plus généralement les MPs ont initialement été incriminés dans le 

développement des POA du fait de leur capacité à se différencier en ostéoblastes 

en réponse à des stimuli ostéogéniques tels que les BMPs [92]. Wu et al. ont 

montré que du sérum de rat brûlé était capable d’induire la prolifération, la 

migration et le potentiel ostéogénique de SCs ex vivo [93]. Des études de traçage 

de lignée ont depuis montré l’absence de contribution de cette population dans la 

mise en place de la pathologie [94,95]. Par ailleurs, nous avons récemment confirmé 

que ces cellules ne contribuaient pas au développement des POAN [96]. En effet, 

les cellules satellites exprimant une protéine fluorescente verte (ZsGreen) sous 

contrôle du promoteur Pax7 étaient absentes du tissu osseux néoformé dans notre 

modèle murin de POAN, 2 et 4 semaines après son induction. D’autre part, le 

développement des ossifications était corrélé à une absence de myofibres en 

régénération, suggérant la nécessité d’une myogenèse compromise pour le 

développement des POAN. Enfin, l’isolement des cellules satellites à partir de 

résidus opératoires musculaires avoisinant l’ostéome chez l’Homme nous a permis 

de montrer leur faible capacité, mais néanmoins existante, à induire la formation 

d’un tissu osseux dans une niche ectopique in vivo [96]. 
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3.4 Les progéniteurs fibro-adipogéniques 

Le processus de régénération musculaire n’est cependant pas uniquement 

dépendant des SCs et demande une coordination entre de nombreux acteurs dont 

une des populations clés sont les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs) [97,98]. 

Les FAPs sont des cellules souches multipotentes non myogéniques capables de se 

différencier en fibroblastes, adipocytes, chondrocytes ou ostéoblastes [91,95,99]. 

Elles se localisent dans l’interstitium des faisceaux musculaires, entre les myofibres, 

à proximité des vaisseaux sanguins [100]. 

Bien que cette définition englobe des sous-populations fonctionnellement 

différentes, les FAPs partagent de nombreuses caractéristiques avec les cellules 

stromales mésenchymateuses (CSM). Elles présentent les mêmes caractéristiques 

d’adhérence au plastique, de différenciation adipocytaire, chondrocytaire et 

ostéogénique ainsi que les marqueurs phénotypiques associés : CD105+ CD73+ 

CD90+ et CD45- CD34- CD14- CD19- HLA-DR-, et y sont donc assimilées [96,97,101]. 

Brièvement, les CSM sont issues du mésenchyme embryonnaire, multipotentes et 

capables d’auto-renouvellement, possèdent des propriétés immunosuppressives et 

pro-angiogéniques tout en étant présentes dans de nombreux tissus tels que la 

moelle osseuse, le tissu adipeux ou encore la pulpe dentaire [102,103]. 

Il est important de noter que l’hétérogénéité des FAPs complexifie leur 

étude, rendant la distinction entre populations interstitielles non-myogéniques et 

sous-populations de FAPs caractérisées par le marqueur PDGFRα+ difficile sans faire 

intervenir des analyses single-cell. Leinroth et al. ont récemment décrit deux 

trajectoires de différenciation cellulaire des FAPs, l’une adipogénique et l’autre 

ostéogénique. Ces sous-populations possédant des capacités variables de 

différenciation en réponse à la lésion musculaire, elles illustrent l’hétérogénéité de 

cette population cellulaire [104]. 

3.4.1 Rôle dans la régénération musculaire 

A la suite d’une lésion musculaire, les éosinophiles, premiers acteurs 

cellulaires, vont sécréter de l’IL-4 et IL-13 induisant la prolifération des FAPs et 

prévenant leur différenciation adipogénique [105]. Cette prolifération va s’effectuer 

en tandem avec les SCs pour atteindre un pic prolifératif 3 jours après la lésion 

(Figure 10). Elles entrent ensuite en apoptose pour retrouver leur niveau basal 7 à 9 

jours après la lésion [106]. Lemos et at. ont démontré que la régulation post 

lésionnelle des FAPs était régie par deux cytokines sécrétées par les 

macrophages et monocytes : le TNF-α induisant l’apoptose et le TGF-β prévenant 
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cette dernière [107]. A la fin de leur cycle prolifératif, les FAPs vont se différencier 

en myofibroblastes et sécréter de la matrice extracellulaire (MEC) et des facteurs 

solubles tels que l’IGF-1 ou l’IL-6, favorisant ainsi la différenciation myogénique des 

SCs [99]. Cette MEC, produite de concert avec les fibroblastes résidants, a pour 

fonction d’assurer un support physique permettant la régénération anatomique du 

muscle lésé mais aussi de contenir une matrice riche en collagènes et autres 

facteurs de croissance pro-myogéniques [108]. Enfin, les FAPs participent à 

l’élimination des débris cellulaires nécrotiques dans un muscle en régénération, en 

étroite collaboration avec les macrophages [105]. 

 

Figure 10 : Evolution des FAPs au décours d’une lésion musculaire 

La laminine (rouge) marque la membrane basale et délimite la périphérie des 

myofibres, les FAPs (vert) résident dans l’interstitium musculaire (J0) et prolifèrent lors 

d’une lésion musculaire (J3) avant d’entrer en apoptose 7 jours après leur activation 

(J7). 

Figure extraite de Wosczyna et al. et Lemos et al. [76,107]. 
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3.4.2 Rôle dans la régénération osseuse physiologique 

La régénération osseuse est un processus complexe orchestré par de 

nombreux acteurs cellulaires et moléculaires. Celle-ci peux se décomposer en 

quatre étapes comprenant la formation d’un hématome primaire à la suite de la 

lésion, la formation d’un cal fibrocartilagineux, son évolution et maturation en cal 

osseux ainsi qu’un remodelage terminal permettant de recouvrer les fonctions et 

propriétés anatomiques et physiologiques de l’os [109]. L’inflammation est un 

acteur majeur de l’initiation de la régénération osseuse et sera détaillée plus 

précisément dans cette introduction. Sous l’influence de BMPs issues de la 

formation d’un tissu de granulation et de la réaction inflammatoire, des 

progéniteurs mésenchymateux vont être recrutés afin de contribuer à la formation 

du cal fibro-cartilagineux via une différenciation fibroblastique et le dépôt de 

protéines matricielles [109]. 

Certains de ces progéniteurs vont parallèlement s’engager dans une 

différenciation chondrocytaire puis sécréter des collagènes permettant 

l’établissement d’un tissu cartilagineux. Cette matrice néoformée va servir de 

support trophique à la différenciation ostéogénique des progéniteurs 

mésenchymateux impliqués dans le dépôt de matrice calcique, favorisant la 

transition vers un cal ossifiant. Ce remplacement du cartilage par le tissu osseux est 

une étape cruciale au processus d’ossification endochondrale. Les différents stades 

de l’ossification endochondrale sont régulés par des facteurs de transcription, parmi 

lesquels RUNX2 et SOX9 dont la cinétique d’expression est indispensable à 

l’initiation et à la maturation de ces processus [110,111]. La périphérie du cal est 

quant à elle caractérisée par un processus d’ossification intramembranaire où les 

progéniteurs mésenchymateux se différencient directement en ostéoblastes, sans 

transition chondrogénique [112]. 

Jusqu’à la découverte du potentiel ostéogénique du tissu musculaire, il a 

longtemps été suggéré que seuls les progéniteurs mésenchymateux de la moelle 

osseuse ou du périoste disposaient nativement de propriétés ostéogéniques [113]. 

Ce sont par ailleurs les principales sources de progéniteurs mésenchymateux 

contribuant aux processus de régénération osseuse [114,115]. Toutefois, Julien et al. 

ont récemment démontré la participation des progéniteurs mésenchymateux 

résidents du muscle dans ce processus régénératif (Figure 11) [116]. Un modèle de 

greffe musculaire ou de périoste allogénique a permis de révéler la capacité des 

FAPs issus du muscle à envahir le site fracturaire et suivre une différenciation ostéo-

chondrogénique, démontrant ainsi le potentiel ostéogénique physiologique des 

FAPs résidents du muscle [116]. 
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Figure 11 : Localisation interstitielle des FAPs et potentiel ostéo-

chondrogénique dans la régénération osseuse 

A gauche, section transversale de muscle indiquant la position dans l’interstitium 

musculaire des FAPs (PRRX1+, vert), de cellules d’origine non mésenchymateuses 

(rouge) et de leurs noyaux (bleu). A droite, les populations cellulaires (rouge) 

provenant d’une greffe de tissu musculaire à proximité du site de fracture, témoigne 

de leur capacité à envahir le cal néoformé et de participer au développement du tissu 

cartilagineux. 

Figure extraite de Julien et al. [116]. 

 

Par ailleurs, une étude comparative entre les progéniteurs mésenchymateux 

issus de la moelle osseuse et ceux du muscle attribue un plus grand potentiel 

ostéo-chondrogénique in vivo à ces derniers, ainsi qu’une trajectoire fibro-

chondrogénique commune avec les progéniteurs issus du périoste, acteurs majeurs 

de la régénération osseuse [117]. En outre, la lésion du tissu musculaire avoisinant 

le site de fracture, telle que lors de polytraumatismes, induit la disruption de la 

régénération osseuse, retardant la formation du cal, du cartilage, du tissu osseux 

ainsi que son remodelage, et entraîne l’accumulation de tissu fibreux menant 

ultimement à un échec de la régénération. Ces observations soulignent le rôle du 

muscle et de ces composantes cellulaires dans les processus ostéogéniques 

physiologiques [116]. 
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3.4.3 Processus pathologiques 

Un échec de la régulation de la prolifération post lésionnelle des FAPs lors 

de lésions musculaires chroniques dystrophiques, ou défaut d’induction 

apoptotique, va entraîner l’accumulation de cette population ainsi que des dépôts 

fibreux et adipeux menant ultimement à une perturbation de l’environnement 

musculaire l’empêchant de parfaire sa régénération (Figure 12) [91,107,118].  

 

 

Figure 12 : Communications intercellulaires et dérive des FAPs du muscle 

physiologique ou pathologique 

A gauche, processus physiologiques de l’activation, de la différenciation en 

myofibroblastes, de la production de MEC et de l’apoptose des FAPs au travers des 

différents acteurs de l’immunité. A droite, différenciation pathologique des FAPs et 

accumulation de tissu fibreux, adipeux ou osseux intramusculaire sous la pression de 

facteurs inflammatoires. 

Figure adaptée de Theret et al. [119]. 

 

Uezumi et al. ont montré que les myofibres exercent un effet inhibiteur sur la 

différenciation adipogénique des FAPs dans un muscle en régénération, suggérant 

un cycle vicieux entre un échec initial de la régénération musculaire et 

l’accumulation de tissu adipeux au sein du tissu musculaire, comme retrouvé dans 

la myopathie de Duchenne [91]. Par ailleurs, dans un modèle de cette même 

dystrophie musculaire, il a été décrit que les FAPs, sous l’influence de TGF-β sécrété 

par les macrophages, étaient responsables d’une accumulation anormale de MEC 

provoquant une fibrose [107]. L’inhibition de cette cytokine et la suractivation de la 
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signalisation du TNF-α permet d’induire l’apoptose des FAPs et de prévenir ce 

processus pathologique. Ces résultats ont montré que les FAPs sont directement 

impliqués dans les processus d’accumulation de tissu adipeux et de fibrose menant 

à l’échec de la régénération musculaire. 

A l’opposé, un défaut dans l’activation des FAPs est délétère pour la 

régénération musculaire. Une déplétion des FAPs provoque une dérégulation de 

l’homéostasie musculaire passant par une réduction du nombre de cellules 

satellites, une perturbation de la jonction neuromusculaire (JNM) et une perte de 

volume des myofibres menant ainsi à une atrophie du muscle (Figure 13) [97]. La 

régénération musculaire d’un muscle dépourvu de FAPs s’en retrouve aussi 

compromise au travers d’un moindre recrutement des macrophages, soulignant 

leur implication dans le maintien de l’homéostasie musculaire et des processus 

régénératifs [119]. 

 

Figure 13 : La déplétion des FAPs conduit à un défaut de la régénération 

musculaire et une atrophie musculaire 

Figure extraite de Theret et al. [119]. 

3.4.4 Rôle dans les POA 

La première hypothèse concernant l’implication de progéniteurs issus du 

muscle dans le développement des POA remonte en 1975 par Chalmers et al. [120]. 

Ils montrèrent que l’injection d’acide chlorhydrique entrainait l’ossification du 

muscle et des fascias mais pas de la rate, du foie ni du rein. Des greffes de fascias 
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dans ces derniers permettaient cependant l’ossification de ces organes. Ils en 

conclurent 3 grandes conditions au développement osseux intramusculaire : la 

présence d’un agent ostéo-inducteur, la présence de cellules ostéogéniques et un 

environnement permissif à l’ostéogenèse. 

L’étude de modèles d’injection de BMP-2 exogène a montré que les FAPs 

participaient à la néoformation de tissu osseux et cartilagineux, comme dans la FOP 

[66,95]. Dans un modèle de POA traumatique associant une ténotomie à une 

brûlure, Agarwal et al. ont observé l’accumulation de FAPs PDGFRα+ exprimant le 

SOX9 au site lésionnel [121]. Ce même groupe a ensuite montré la présence des 

FAPs sur les sites de récidives de POA d’origine traumatique [122]. Dans un modèle 

de parabiose, où un animal sain partage sa circulation sanguine avec un animal 

développant des POA, Loder et al. ont montré, la participation tardive de 

progéniteurs ostéogéniques SOX9+OSX+ circulants dans le développement des POA 

[123]. Cependant ces résultats sont contredits par une autre étude de parabiose qui 

conclue à l’absence de contribution de populations mésenchymateuses circulantes 

dans la genèse des POA [124].  

Plus récemment, nous avons montré que les FAPs jouaient un rôle clé dans 

l’établissement des POAN dans le modèle murin de lésion médullaire 

précédemment décrit [96]. Un traçage des cellules sous contrôle du promoteur 

mésenchymateux Prrx1 a permis d’établir la présence des FAPs au sein des nodules 

d’ossification ainsi que leur colocalisation avec du collagène I et de l’ostéocalcine. 

Lors de la transplantation de FAPs issus de patients POAN dans un biomatériau 

constitué d’hydroxyapatite chez la souris immunodéprimée, cette population 

mésenchymateuse montrait un fort potentiel à générer une matrice osseuse 

pouvant héberger une niche hématopoïétique [96]. Finalement, il est intéressant de 

noter que des populations cellulaires assimilables aux FAPs, qui sont d’origine 

mésenchymateuse, sont présentes dans d’autres organes tels que le poumon ou le 

rein, or ces organes n’étant pas assujettis au développement des POA, 

l’environnement musculaire semble constituer un support permissif au 

développement de ces ossifications ectopiques, comme suggéré par Chalmers et al. 

[95]. 
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3.5 Les macrophages et l’inflammation 

3.5.1 Rôle de l’inflammation dans la régénération musculaire 

Le rôle de l’inflammation est central lors d’une lésion musculaire. De par ses 

capacités à orchestrer la coordination cellulaire via la sécrétion de facteurs solubles 

par les différents acteurs inflammatoires, celle-ci régule dans le temps l’activation 

de populations de la niche musculaire (Figure 14) [75,76,108]. Les macrophages et 

mastocytes résidents sont les cellules de l’immunité les plus abondantes dans un 

muscle sain. Ils assurent la détection précoce des signaux de dommage cellulaire et 

tissulaire (DAMPs) issus de la lésion aiguë [125]. Une fois activées, elles sécrètent 

des facteurs solubles tels que le TNF-α qui permet l’activation des SCs et le 

recrutement de neutrophiles, éosinophiles et granulocytes circulants qui vont 

s’infiltrer dans le tissu musculaire [126]. Ceux-ci vont ensuite entraîner le 

recrutement de monocytes qui se différencieront en macrophages lors de leur 

infiltration dans le muscle (Figure 14). 

La polarisation précoce pro-inflammatoire M1-like des macrophages leur 

permet de réguler l’apoptose des FAPs via la sécrétion de TNF-α tandis que la 

polarisation anti-inflammatoire pro-régénérative M2-like, plus tardive, permet la 

sécrétion de TGF-β (Figure 14 et Figure 15) [127]. Le TGF-β est une cytokine 

pléiotrope ayant ici pour effet d’induire la sécrétion de MEC par les fibroblastes et 

FAPs résidents. Toutefois, il est suggéré que la perturbation de la régénération 

permet l’existence de polarisations intermédiaires sécrétant les deux cytokines, qui 

entraînerait une surproduction et une accumulation de MEC menant à une fibrose 

délétère à la résolution de la lésion [107]. Par ailleurs, un environnement pro-

inflammatoire favorise la prolifération des SCs tout en réduisant leur potentiel de 

différenciation myogénique, à l’opposé d’un environnement anti-inflammatoire 

promouvant la différenciation myogénique (Figure 14) [127]. Il est intéressant de 

noter que les macrophages M1-like se localisent plus souvent à proximité des 

myoblastes en prolifération tandis que les macrophages M2-like se retrouvent 

régulièrement au contact de myocytes fusionnant [128]. Enfin, les macrophages M2 

sont capables de produire et de sécréter du collagène VI et de la fibronectine, 

éléments de la MEC supportant l’auto-renouvellement des SCs [129]. 
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Figure 14 : Rôle de l’inflammation, des progéniteurs fibro-adipogéniques et 

des cellules satellites dans la régénération musculaire 
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La déplétion des macrophages pro-inflammatoires entraîne une persistance 

des débris cellulaires, une augmentation de la fibrose et de formation de tissu 

adipeux conduisant ultimement à un défaut de la régénération musculaire [130] 

(Figure 15). A l’inverse, la déplétion des macrophages anti-inflammatoires retarde 

la maturation des myofibres et entraîne l’émergence de myofibres calcifiées [131]. 

Ces propriétés intrinsèquement liées à la polarisation des macrophages montrent 

l’importance de la cinétique d’intervention des acteurs inflammatoires dans la 

régénération musculaire. 

 

Figure 15 : La perturbation de la réponse inflammatoire médiée par les 

macrophages induit l’échec de la régénération musculaire au travers des FAPs 

Figure extraite de Muñoz-Cánoves et al. [132]. 

3.5.2 Rôle de l’inflammation dans la régénération osseuse 

L’inflammation joue aussi un rôle prépondérant dans le contrôle de 

l’initiation et du déroulement de la régénération osseuse, grâce à des médiateurs 

cellulaires et moléculaires communs entre le système immunitaire et les acteurs 

ostéogéniques (Figure 16). Cette communication passe par le recrutement de 

macrophages sur le site de fracture et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

permettant la prolifération des progéniteurs mésenchymateux, endothéliaux ainsi 
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que la mise en place d’un tissu de granulation et d’une angiogenèse précoce du cal 

néoformé [125]. Les macrophages sont aussi directement impliqués dans la 

différenciation ostéogénique des progéniteurs mésenchymateux, notamment via la 

sécrétion de facteurs pro-ostéogéniques tels que BMP-2 [133]. En outre, l’OSM, l’IL-

10 et l’IL-17 sécrétées par les macrophages favorisent la régénération osseuse 

[134]. Lors du processus régénératif, la polarisation M1/M2 des macrophages est 

impliquée dans la différenciation ostéogénique des CSM, la polarisation M2 

promouvant de surcroît la prolifération des progéniteurs mésenchymateux [135]. 

Parallèlement, la polarisation M2 semble particulièrement impliquée dans la 

vascularisation du cal ainsi que la diminution des dépôts fibreux au profit d’une 

meilleure formation de tissu osseux [136]. Niu et al. ont décrit trois rôles définis 

dans le temps des macrophages impliqués dans la régénération osseuse : les 

« nettoyeurs » lors de leur activité phagocytaire, les « médiateurs » dictant les 

signaux de migration cellulaire, de vascularisation et de remodelage matricielle, et 

les « instructeurs » induisant la différenciation ostéogénique des progéniteurs 

mésenchymateux (Figure 16) [137]. La perturbation de la dynamique ou de la 

balance entre macrophages pro/anti inflammatoires est susceptible d’entraîner des 

défauts dans les processus de régénération osseuse [138]. Il n’est donc pas anodin 

de retrouver l’inflammation comme élément central de la genèse des POA. 

 

Figure 16 : Rôle de l’inflammation et des macrophages dans la régénération 

osseuse 

Figure extraite de Niu et al. [137]. 
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3.5.3 Rôle dans les POA 

Genêt et al. ont démontré l’importance des macrophages et de 

l’inflammation dans le premier modèle murin de POAN, combinant SCI et lésion 

musculaire [32,139]. La déplétion de cette population à l’aide de liposomes chargés 

de clodronate disodique divisait par 10 la taille des POAN et prévenait totalement 

leur apparition dans certains cas. Il est intéressant de noter que les auteurs ont 

discriminé un effet lié à la perte de l’innervation, puisqu’une injection de CDTX dans 

un muscle innervé en sus-lésionnel permettait aussi l’apparition d’ossifications 

ectopiques, suggérant un mécanisme systémique. De plus, le plasma des souris 

développant des POAN était aussi capable d’induire la minéralisation in vitro de 

FAPs, confortant ainsi cette hypothèse [32]. Par ailleurs le nombre de monocytes 

pro-inflammatoires recrutés sur les sites lésionnels est plus important chez les 

animaux développant des POAN [140]. Enfin, le rôle des macrophages dérivés des 

monocytes dans la différenciation chondrocytaire aberrante des progéniteurs 

mésenchymateux a été confirmé par Sorkin et al., ce groupe avançant un rôle 

prépondérant des macrophages M2 exprimant le TGF-β par rapport aux 

macrophages pro-inflammatoires (Figure 17) [141]. 

3.5.4 Cytokines impliquées dans le développement des POA 

L’oncostatine M (OSM) et l’interleukine-1β stimulent la différenciation 

ostéogénique des FAPs in vitro (Figure 17). Le blocage de ces cytokines et/ou la 

délétion de leur récepteur ont révélé leur implication dans le développement des 

POAN. L’inhibition de leur signalisation permettait en effet de réduire le volume des 

ossifications dans le modèle murin de POAN [15,16]. A contrario le TNF-α  limite le 

volume des ossifications, potentiellement par sa capacité à induire l’apoptose des 

FAPs lors de la régénération musculaire [16]. Des concentrations sériques élevées 

en IL-6, IL-10, et CCL2/MCP-1 sont aussi associées au développement de POA, bien 

qu’il reste à démontrer, via des études fonctionnelles, leur implication dans la 

pathogenèse (Figure 16) [142]. Par ailleurs, de nombreuses études ont montré le 

potentiel rôle du TGF-β dans l’induction de la pathologie, notamment par son rôle 

dans la différenciation chondrogénique, la délétion ou le blocage de la protéine 

prévenant la formation et le développement des POA chez l’animal [21,143]. 

3.5.5 Polarisation pro-inflammatoire M1-like dans les POA 

Calqué sur le modèle de la polarisation lymphocytaire Th1/Th2, la 

classification des macrophages M1 classiquement activés et M2 alternativement 
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activés est caricaturale et ne rend pas compte de la plasticité de ces populations 

cellulaires et de la complexité des phénotypes retrouvés in vivo. Cette classification 

a tout de même pour avantage de conceptualiser simplement et rapidement les 

rôles remplis par ces acteurs majeurs de l’inflammation [144,145]. Caractérisés par 

une forte expression de Ly6C à leur surface, les macrophages M1 se polarisent au 

contact de cytokines pro-inflammatoires de type 1 telles que l’interféron-γ (INF-γ), 

le TNF-α ou encore les lipopolysaccharides (LPS) présents à la surface des bactéries. 

Il existe une grande hétérogénéité des profils de macrophages impliqués dans les 

processus inflammatoires ainsi que le développement des POA [141]. Dube et al. 

ont montré que les macrophages M1 étaient capables de sécréter du BMP-2, tandis 

que Kan et al. ont relevé l’implication de la substance P (SP) dans le développement 

des ossifications ectopiques au travers de la signalisation BMP, suggérant ainsi le 

potentiel rôle de la polarisation M1 dans le développement des POA (Figure 17) 

[146,147]. Enfin, il est intéressant de noter que selon les définitions de Niu et al., les 

cytokines sécrétées par les macrophages M1 correspondent aux cytokines 

ostéoinductrices du rôle « instructeur » de la régénération osseuse, suggérant le 

fort potentiel de cette polarisation dans le développement et la progression 

ostéogénique des POA (Figure 16) [137]. 
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Figure 17 : Rôle des polarisations M1 et M2 des macrophages sur les 

progéniteurs mésenchymateux dans le développement des POA 

Les macrophages activés sécrètent de l'OSM, du TGF-β, des BMPs, de la SP et du 

VEGF-α. Ces molécules vont induire différentes cascades de signalisations, y compris 

SMAD2/3 par le TGF-β et SMAD1/5/8 par les BMPs, induisant conjointement une 

différenciation ostéo-chondrogénique des CSM, l'angiogenèse ainsi que la formation 

d'un microenvironnement musculaire favorable au développement des POA. 

Figure extraite de Huang et al. [143]. 

 

3.5.6 Polarisation anti-inflammatoire M2-like dans les POA 

Physiologiquement, l’activation M2 des macrophages, s’effectue sous la 

pression de cytokines de type 2 telles que l’IL-4, IL-13, IL-10, IL-21 et est 

caractérisée par une faible expression de Ly6C à leur surface [148]. Initialement 

connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires, ils permettent la régulation et la 

diminution de l’activité oxydative et cytotoxique des macrophages M1 et 

neutrophiles nécessaires à la régénération musculaire [149]. Ils sont impliqués dans 
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de multiples processus biologiques tels que l’angiogenèse ou la régénération 

tissulaire, via la sécrétion de facteur de croissance vasculaire-α (VEGF-α) ou de TGF-

β (Figure 16) [150]. Toutefois, une suractivation ou une activation chronique de 

cette population peut conduire à des dérives pathologiques comme des fibroses ou 

des POA [151]. La neutralisation de la signalisation du TGF-β permet ainsi de 

réduire le volume des POA ainsi que l’angiogenèse. Par ailleurs, la suractivation de 

la signalisation du TGF-β est notamment retrouvée chez l’Homme, suggérant 

l’implication de cette sous-population M2 dans le développement des POA (Figure 

17) [152].  

Cette population, qui a été décrite pour son rôle dans la régénération 

osseuse, présente les mêmes caractéristiques phénotypiques que les macrophages 

présents lors du développement de POA dans un modèle BMP-2 exogène [153]. 

Dans un modèle murin de POA traumatique, Sorkin et al. ont mis en évidence la 

colocalisation de macrophages M2 et de progéniteurs mésenchymateux PDGFRα+ 

associés au développement des POA ainsi que l’implication de la signalisation du 

TGF-β [141]. La délétion exclusive de macrophages M2 exprimant TGF-β permettait 

paradoxalement de réduire la réponse inflammatoire des monocytes infiltrants au 

niveau du site lésionnel.  Les souris déficientes en macrophages M2 développaient 

des ossifications ectopiques d’un volume moindre. Enfin, une administration 

systémique d’un peptide d’activation du CD47, prévenant la polarisation M2 des 

macrophages via l’inhibition de la signalisation du TGF-β, inhibait la différenciation 

chondrogénique des progéniteurs mésenchymateux et réduisait le volume des 

ossifications néoformées (Figure 17) [141]. Les points de contrôles immunitaires 

(PCI) sont des récepteurs présents à la surface des cellules immunitaires et gérant 

les transitions entre les étapes clés de la réponse immunitaire par le biais de 

rétrocontrôles positifs et négatifs [154]. Kan et al. ont montré qu’une modulation 

dans les PCI des macrophages permettait d’influer sur l’apparition et la taille des 

POA dans un modèle transgénique associé à une lésion musculaire de la 

pathologie. La neutralisation des PCI inhibiteurs permettait de réduire la génération 

d’ossifications ectopiques en entrainant l’augmentation des cytokines pro-

inflammatoires et un blocage de la polarisation M2 des macrophages. A l’inverse, la 

neutralisation des PCI stimulants induisait une aggravation du volume des POA 

[155]. 

La dichotomie entre le rôle des macrophages pro-inflammatoire M1 et anti-

inflammatoire M2 dans la pathogenèse des POA n’est donc pas encore bien définie, 

ces deux acteurs, malgré leur rôle théoriquement opposé, bien que collaboratif, 

étant en effet tout deux capables d’induire l’apparition de la pathologie. 
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3.5.7 Cas des neutrophiles et lymphocytes 

La délétion des lymphocytes ne modifie pas l’apparition ou la taille des 

POAN [156]. Toutefois, dans un modèle transgénique de POA, la délétion de ces 

acteurs permet la réduction du volume des ossifications développées, bien que 

n’altérant pas leur fréquence d’apparition [6,157]. Ces différences soulignent une 

fois encore l’hétérogénéité des acteurs et des réponses impliquées dans la 

pathogenèse en fonction de l’étiologie et du modèle utilisé. Un rôle des 

neutrophiles a également été écarté, malgré leurs capacités à sécréter des cytokines 

pro-inflammatoires typiques du développement ostéochondral des POA telle que 

l’OSM [158]. 

3.6 Les cellules endothéliales 

3.6.1 Rôle physiologique 

Les cellules endothéliales (ECs) forment la paroi interne des vaisseaux 

sanguins et constituent une barrière entre le sang et les tissus environnants. Par 

leurs propriétés de perméabilité sélective, elles permettent la régulation de 

processus inflammatoires complexes. Les ECs sont des acteurs majeurs de 

l'angiogenèse et les lésions ou les dysfonctionnements des ECs sont une 

caractéristique de nombreuses pathologies minéralisantes, comme par exemple les 

calcifications vasculaires [159]. Ces cellules représentent une barrière perméable 

doublée d’un organe paracrine et endocrine multifonction. Celui-ci est en effet 

impliqué dans la réponse immunitaire, les processus d’hémostase, de coagulation 

ainsi que la régulation de la croissance et de la production d’éléments de la MEC 

[160]. 

3.6.2 Rôle dans les POA 

Lounev et al. avaient originellement identifiés les ECs comme 

potentiellement impliquées dans la genèse des POA en se basant sur des 

expériences de traçage de lignée Tie2+ [94]. Dans un modèle murin d’implantation 

ectopique de matrigel imprégné de BMP-2, ceux-ci avaient démontré l’absence de 

participation des progéniteurs myogéniques au profit de l’implication des ECs aux 

stades fibroprolifératifs, chondrogéniques et ostéogéniques de la pathologie. 

Cependant, Wosczyna et al. ont depuis démontré l’existence d’une population Tie2+ 

d’origine non endothéliale résidant dans l’interstitium musculaire, possédant une 
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importante activité ostéogénique et partageant les marqueurs caractéristiques des 

FAPs [95,99]. Ces résultats furent confirmés par l’absence de contribution aux POA 

des populations CD31+ et VE-Cadhérine+, deux marqueurs des populations 

endothéliales [95]. Enfin leur implication n’a pas été étudiée dans les modèles de 

POAN. 

3.7 Autres populations du muscle et du tendon 

3.7.1 Les cellules souches dérivées du tendon (CSDT) 

Les CSDT, qu’il convient de différencier des ténocytes (qui sont des 

fibroblastes en différenciation terminale logés entre les fibres collagéniques du 

tendon) représentent 95% de sa densité cellulaire et disposent de capacités de 

différenciation ostéo-chondro-tendino-adipogéniques [161]. Les CSDT sont mises 

en cause dans le développement des POA, tout particulièrement lors de la phase 

précoce chondrogénique. Plusieurs études dont une dans un modèle d’ossification 

traumatique du tendon ont montré leur participation dans 40% du cartilage final et 

25% du tissu osseux néoformé [162]. Bien qu’il soit admis que ces cellules ne soient 

pas entièrement responsables des processus d’ossification des POA, leur 

implication à ce jour n'a pas été contredite. Toutefois, il est important de noter que 

la présence de cette population au sein du muscle est encore débattue [161].  

3.7.2 Les péricytes 

Les péricytes sont une population hétérogène de cellules 

mésenchymateuses murales définie par leur localisation anatomique à la périphérie 

des vaisseaux sanguins, enchâssées dans la membrane basale. Bien que NG2 soit 

fréquemment utiliser pour caractériser cette population, aucun marqueur spécifique 

n’a à ce jour été découvert, complexifiant leur étude [66]. Ils sont impliqués dans de 

nombreux processus pathologiques et leur implication dans les POA a été suggérée 

à deux reprises dans des modèles d’ossification ectopique induit par la 

surexpression de BMPs [163,164]. Cependant du fait que les études de traçage de 

lignée évoquées précédemment ne se limitaient pas exclusivement aux péricytes, 

couplé à des publications excluant les péricytes de la formation de POA ainsi qu’à la 

co-expression de marqueurs confondants entre les péricytes et les FAPs, ne 

permettent pas de conclure sur la participation de ces cellules à la pathogenèse 

[66,163].  
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3.8 L’impact des lésions neurologiques 

Un traumatisme sévère du SNC peut entraîner une dérégulation 

endocrinienne ainsi qu’une modification de l’environnement cellulaire et 

moléculaire du muscle. Madaro et al. ont par exemple démontré qu’une lésion 

neurologique, aussi bien périphérique (dénervation) que centrale (lésion 

médullaire), induisait au sein du muscle la production d’IL-6, l'activation de la 

signalisation STAT3, la prolifération anormale des FAPs et l’atrophie musculaire 

[165]. Par ailleurs, les lésions du SNC dérégulent le système neuroendocrinien, 

provoquant la libération systémique anormale de médiateurs pouvant déclencher le 

développement des POAN tels que la substance P (SP) ou le TGF-β [32].  

3.8.1 Effets systémiques d’une lésion médullaire 

La lésion médullaire induit des changements systémiques se répercutant par 

un bouleversement des cascades de signalisations locales. Il est intéressant de noter 

que chez les patients victimes d’une lésion médullaire, les POAN n’apparaissent pas 

exclusivement en zone sous-lésionnelle paraplégique, tandis que l’immobilisation et 

la perte de contraintes mécaniques des patients neurolésés sont traditionnellement 

associées à une perte de masse osseuse [166]. 

A l’échelle cellulaire, nous avons observé dans notre modèle murin de POAN 

la persistance pathologique des FAPs au sein du muscle lésé. Ce phénomène est lié 

à un défaut d’apoptose 3 jours après la lésion musculaire et médullaire couplé à 

une prolifération post lésionnelle plus tardive, rompant avec la dynamique cellulaire 

de la régénération musculaire [96]. Ainsi, nous avons suggéré que ce mécanisme 

soit régulé par la surexpression du récepteur membranaire PDGFRα des FAPs 

contrôlant leur prolifération. 

En parallèle, nous avons aussi décrit une potentialisation de la réponse 

inflammatoire, caractérisée par un recrutement plus important de monocytes et 

macrophages Ly6C+ pro-inflammatoires ainsi que le maintien de l’expression et 

l’accumulation d’OSM [15,140]. Ces résultats concordent avec l’augmentation de la 

réponse inflammatoire systémique observée chez les patients victimes d’une lésion 

médullaire [167,168]. De plus, il a été observé qu’une lésion du SNC induisait une 

augmentation de la concentration plasmatique de substance P tandis que son 

inhibition réduisait le volume des POAN [32,169]. Debaud et al. ont observé des 

niveaux élevés en substance P une heure après l’induction du modèle et le 

relargage d’adrénaline à l’échelle systémique à 24h [170]. Ainsi, l’utilisation 

d’inhibiteurs des catécholamines permettait de réduire le volume des POAN 
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développés, confirmant le lien étroit entre inflammation et lésion médullaire. Enfin, 

le relargage de DAMPs a été décrit lors de lésions du SNC comme un promoteur de 

l’expression des cytokines inflammatoires et BMPs par les macrophages, lui 

suggérant un rôle délétère dans les processus de neuro-inflammation (Figure 18) 

[171]. 

 

Figure 18 : La lésion du système nerveux central perturbe la balance 

cytokinique et exacerbe la réponse inflammatoire 

L’atteinte lésionnelle du SNC induit le relargage de DAMPs altérant le 

microenvironnement local et activant les macrophages de façon exacerbée. 

3.8.2 Effets systémiques d’un traumatisme crânien 

Les traumatismes crâniens induisent aussi un syndrome de réponse 

inflammatoire systémique (SIRS) [172]. Il a été décrit chez les patients TC un 

meilleur potentiel de réparation d’une fracture, suggérant l’existence d’un 

mécanisme ostéogénique neuro-sensible [173]. Cependant, en absence de fracture, 

les TC induisent une perte de volume osseux, soulignant la nécessité du 

traumatisme tissulaire au potentiel ostéoinducteur des TC [174]. Par ailleurs, le 

liquide céphalo-rachidien de patients présentant un TC sévère présente des 

propriétés ostéoinductives sur une lignée d’ostéoblastes humains, sans pour autant 

contenir des concentrations en BMP-2 et -7 plus élevées [12]. En outre, les 

dysfonctionnements hypophysaires induits par les TC sont capables d’altérer le 

relargage d’hormone de croissance impliquée dans des processus ostéogéniques 
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physiologiques et potentiellement impliquée dans le développement des POA 

[175]. Enfin, des pistes concernant cette communication os-cerveau ont récemment 

été décrites au travers de micro-ARNs [176]. Xia et al. ont montré que le potentiel 

ostéoinducteur induit par les TC lors d’une fracture relevait de deux micro-ARNs 

issus de l’hippocampe endommagé, sécrétés dans le plasma dans des vésicules 

extracellulaires et adressés au tissu [176]. Cette étude révèle le mécanisme d’action 

de cette communication longue distance entre le SNC et le squelette et met en 

exergue la complexité des acteurs moléculaires impliqués lors d’une lésion 

neurologique. 

La faible compréhension des mécanismes ostéogéniques induits par les TC, et plus 

globalement les lésions du SNC, restreignent actuellement la capacité à identifier 

de nouvelles cibles thérapeutiques pour développer les prophylaxies et traitements 

efficaces dans le cadre des POAN. Pris de façon globale, ces résultats convergent 

vers l’existence d’un processus neuro-inflammatoire commun impliqué dans la 

pathogenèse des POAN à la suite d’une lésion médullaire ou d’un traumatisme 

crânien qu’il reste à élucider. 

 

3.9 Facteurs additionnels  

3.9.1 Protéines de morphogénèse osseuse (BMPs) 

BMP-2, BMP-4 et BMP-7 ont été étudiés dans la pathogénèse des POA 

[21,177]. Il a été établi qu’ils participent au développement des POA en favorisant la 

prolifération et la différenciation ostéo-chondrogénique des progéniteurs 

mésenchymateux. La transduction du signal est réalisée par la phosphorylation des 

protéines effectrices SMAD 1, 5 et 8, tandis que SMAD 2 et 3 assurent la 

transduction du signal du TGF-β (Figure 19) [178,179]. Peterson et al. ont démontré 

que la modulation de la phosphorylation de SMAD1/5/8, par le biais d'inhibiteurs 

ciblant l'activité tyrosine-kinase du récepteur aux BMPs, atténuait la formation des 

POA, tandis que Agarwal et al. ont montré qu’une stratégie de piégeage des BMPs 

aboutissait à un résultat similaire dans un modèle traumatique de POA [180,181]. 

Ces études d’inhibitions fonctionnelles des BMPs indiquent que cette signalisation 

est essentielle au développement des POA d’origine traumatique.  

D’autre part, les BMPs sont fortement associés aux macrophages et à 

l’inflammation. Plusieurs études ont montré que les macrophages augmentaient 
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l'expression des BMPs par les progéniteurs mésenchymateux et pouvaient eux-

mêmes en sécréter [146,157,182]. Par ailleurs, il est intéressant de noter que les 

BMPs sont impliqués dans la polarisation des macrophages et affectent donc 

directement les stades de la réponse inflammatoire, soulignant une nouvelle fois 

l’intrication entre les composantes inflammatoires et ostéogéniques [183]. 

 

 

Figure 19 : Cascade d’activation du TGF-β et des BMPs et transduction du 

signal par les SMAD des progéniteurs ostéogéniques 

Figure extraite de Zou et al. [184]. 
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3.9.2 Hypoxie et hypervascularisation 

 L’hypoxie est une condition étroitement associée au dommage tissulaire et à 

l’inflammation [185]. Plusieurs études ont montré que l'hypoxie est un facteur 

contribuant au développement des POA génétique ou acquise [121,186]. Celle-ci 

est impliquée dans le développement osseux. Provot et al. ont montré que 

l'agrégation des CSM induisait une hypoxie locale et l’expression du facteur de 

transcription chondrogénique SOX9 [187]. L'hypoxie amplifie la réponse 

inflammatoire, augmentant notamment la sécrétion d’IL-1β et de TNF-α [188,189]. 

Agarwal et al. ont démontré un lien entre l’inflammation et l’hypoxie dans trois 

modèles murins de POA différents [121].  

 Par ailleurs, l’angiogenèse est un évènement nécessaire à la formation de 

tissu osseux, assurant l’apport en oxygène requis à la différenciation ostéogénique 

et au dépôt de matrice calcique minéralisée sur le substrat cartilagineux [190]. La 

relation hypoxie/angiogenèse a été étudiée dans des pathologies inflammatoires 

telles que l’ostéoarthrite, dans laquelle les facteurs inflammatoires induits par 

l’hypoxie tissulaire promeuvent une hypervascularisation du cartilage et in fine la 

formation d’ostéophytes [191]. Par analogie, dans le développement des POA, 

Hwang et al. ont observé une expression aberrante du VEGF-α par les FAPs, tandis 

que l’augmentation du signal en échographie doppler retrouvée chez les patients 

développant des POA est caractéristique d’un tissu hypervascularisé [192,193]. Ce 

soutien trophique de l’angiogenèse au développement des POA conduit à la 

néoformation et à la maturation d’un os hématogène [20]. En outre, l’inhibition des 

processus angiogéniques réduit les volumes de POA dans des modèles par BMP 

exogène et traumatique, soulignant le rôle prépondérant de ce mécanisme dans la 

pathogenèse des POA [192,194].  

L’ensemble de ces études confirment le rôle de l’inflammation, et plus 

particulièrement des macrophages, dans le développement d’un environnement 

hypoxique puis angiogénique via la stabilisation d’HIF-1α, entraînant une cascade 

de signalisation pro-angiogénique et pro-ostéogénique caractéristique du 

développement des POA. 

3.9.3 Mécanotransduction 

 La spasticité musculaire induite par la lésion médullaire pourrait aussi 

contribuer au développement des POA chez l’Homme [195]. Elle entraîne une 

augmentation de la raideur musculaire liée à une hyperactivité des myofibres et 
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pourrait induire un profond changement des cascades de signalisations mécano-

sensibles. L’impact de la rigidité du support dans la différenciation ostéo-

chondrogénique des CSM a été démontrée dans de nombreuses études [196,197]. 

En étudiant des supports de culture de rigidité croissante, Frith et al. ont montré 

que la signalisation mTOR était réduite et induisait en aval des signaux et 

l’expression de micro-ARN mécano-dépendants facilitant la différenciation 

ostéogénique des CSM [196]. De plus, des CSM cultivées in vitro sur substrat rigide 

surexprimaient l’intégrine α-5 (ITGA5) et les marqueurs ostéogéniques ostéocalcine 

et RUNX2 [197]. L’activation aberrante des cascades de mécano-transduction dans 

le développement des POA a aussi été rapportée dans un modèle murin de FOP 

[198]. Par ailleurs, du point de vue clinique, un retard dans la prise en charge et la 

mobilisation du patient neurolésé est corrélé à une occurrence accrue des POAN, 

soulignant l’importance de la gestion du stress mécanique dans un organe 

physiologiquement asservi à la mobilité de l’organisme [54]. Enfin, Salga et al. ont 

observé que le blocage de la jonction neuromusculaire (NMJ) par injection de 

toxine botulique augmentait le volume des POAN, suggérant un effet inducteur de 

la NMJ dans le développement des POAN [199]. 

  

Nous avons vu au fil de cette introduction, que le développement des POA est 

d’origine multifactorielle. Celle-ci implique des acteurs cellulaires tels que les FAPs 

et les macrophages intervenant dans la genèse de processus chondrogéniques, 

ostéogéniques mais aussi myogéniques, angiogéniques et leurs cascades de 

signalisation associées. De cette complexité découle la difficulté à isoler les 

effecteurs spécifiques de la pathologie, celle-ci impliquant de nombreux 

mécanismes semblables à la chondrogenèse ou l’ostéogenèse physiologique aux 

stades précoces de la pathologie. 
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4 Les micro-ARN 

Découverts en 1993 par Lee et al., les micro-ARNs (miARN) sont de courts 

ARN non codants d’une vingtaine de nucléotides [200]. Ce sont des régulateurs 

post-transcriptionnels de l’expression des gènes, qui induisent la dégradation ou le 

blocage traductionnel de leur ARN messager (ARNm) cible [201]. Les miARN sont 

pléiotropes et redondants : chaque miARN interagit avec des centaines de cibles du 

transcriptome cellulaire et chaque transcrit est la cible potentielle de dizaines de 

miARN. Cette architecture de fonctionnement complexe par redondance implique 

donc des difficultés, pour un seul miARN, à moduler le phénotype d’une cellule ou 

d’un organisme [202]. On dénombre entre 2000 et 3000 miARN chez l’Homme. Ils 

sont très conservés au fil de l’évolution, représentent 1 à 2% du transcriptome et 

ciblent probablement la totalité de celui-ci [203,204]. L’expression d’un miARN peut 

être spécifique d’un type cellulaire ou ubiquitaire. 

4.1 Biogenèse des micro-ARN 

 Il existe plusieurs voies de biogénèse par lesquelles les miARN vont être 

transcrits et vont maturer au travers de la voie canonique, prédominante ou d’une 

multitude d’autres voies impliquant différentes combinaisons d’acteurs 

moléculaires. 

4.1.1 Voie canonique 

Dans la cascade canonique, les miARN sont transcrits depuis une séquence 

intronique, intergénique ou polycistronique de l’ADN sous la forme de longs ARN 

« pri-miARN » comportant de nombreuses structures tiges-boucles (Figure 20) 

[205,206]. Ceux-ci vont être clivés une première fois à la base de ces structures tige-

boucles dans le noyau de la cellule par un complexe enzymatique constitué de 

DROSHA et DGCR8, devenant des « pré-miARN » d’une longueur d’environ 70 

nucléotides. Ces nouvelles structures sont ensuite exportées dans le cytoplasme et 

à nouveau élaguées par un complexe composé de DICER et TRPB. En résulte un 

ARN double brin, un duplex de miARN, d’une vingtaine de nucléotides environ 

(Figure 20) [205,206]. 
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4.1.2 Voies non-canoniques 

 Les voies non-canoniques induisent la production des duplexes de miARN 

similaires à ceux vu précédemment, via d’autres acteurs impliqués dans la 

transcription et la maturation de ceux-ci. Brièvement, ils se catégorisent en deux 

grandes voies principales : l’une indépendante de DROSHA, l’autre de DICER [206]. 

La voie indépendante de DROSHA effectue sa maturation en miARN précurseur via 

le splicéosome, servant traditionnellement à la suppression des introns et à 

l’épissage des exons, tandis que la voie indépendante de DICER produit des pré-

miARN trop courts pour cette enzyme et nécessitent l’intervention d’AGO2 pour 

exercer leur potentiel de répression post-transcriptionnelle [206]. La redondance de 

ces voies de biogenèse permet d’assurer une réduction minimale de l’expression 

des miARN en cas de perturbation de l’une d’entre elle. Une déplétion de 90% de 

l’enzyme DICER n’entraîne par exemple que 40% de réduction d’expression des 

miARN [207]. Par ailleurs, certains miARN proviennent aussi de la dégradation et du 

clivage de longs ARN non codants. 

4.1.3 Mécanisme d’action 

 Les miARN agissent en régulant l’expression génique entre la transcription et 

la traduction des gènes. Le miARN va s’assembler à la protéine Argonaute, être 

dénaturé en deux miARN simple brin et perdre le brin « passager » pour ne garder 

que le brin « guide » dans le complexe [205]. Celui-ci va ensuite induire la 

dégradation par des endonucléases ou inhiber la traduction par encombrement 

stérique de leurs transcrits cibles avec lesquels ils s’associent (Figure 20) [206,208]. 

Ce complexe est qualifié de miRISC pour « miRNA induced silencing complex », et 

va s’hybrider, via une région « seed » de 6 à 8 nucléotides du brin « guide », de 

façon complémentaire avec ses ARNm cibles, principalement dans la région 3’UTR 

de ces derniers. La sélection du brin guide dépend de nombreux paramètres dont 

sa stabilité thermodynamique, et peut être différente pour un même miARN en 

fonction de l’environnement et du type cellulaire [205,206]. 

 Les deux miARN simple brin issus du duplex sont appelés 5’ et 3’ en fonction 

de leur position sur le transcrit pri-miARN initial. Le processus d’inhibition post-

transcriptionnel, est dépendant de la complémentarité avec l’ARNm cible. Une plus 

grande complémentarité induit une dégradation par les endonucléases et une 

faible complémentarité un blocage de la traduction par encombrement stérique 

[206,208]. Il est important de noter que l’inhibition terminale des miARN induit 

traditionnellement une baisse de la quantité de protéine d’environ 50% par rapport 
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au niveau basal, suggérant l’implication de mécanismes à effets de seuil plutôt 

qu’une inhibition totale de l’expression de la protéine cible [209,210].  

 Les miARN agissent au sein de la cellule productrice mais peuvent aussi être 

exportés, via des vésicules extracellulaires (VEs) ou associés à des complexes 

protéiques, et avoir un effet paracrine et endocrine sur la modulation de processus 

extracellulaires [176,211,212]. Cependant, l’importance de cette communication 

intercellulaire est remise en cause par certaines études montrant qu’une faible 

partie des VEs contient des miARN, et ce en faible concentration [213,214]. 

 

Figure 20 : Biogenèse, activité et modulation des mécanismes d’action des 

micro-ARNs 

Les miARN sont transcrits sous forme d’ARN non codant composés de tige-boucles 

puis exportés dans le cytoplasme pour y exercer leur activité de suppresseur post-

transcriptionnel après avoir subi différents clivages enzymatiques pour atteindre leur 

forme mature. 

Figure extraite de Rooij et al. [205]. 
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4.2 MiARN : à la fois cibles et effecteurs thérapeutiques 

L’expression aberrante ou la sous-expression d’un ou plusieurs miARNs peut 

être à l’origine de diverses pathologies, leur rôle et leur signature ayant été 

extensivement étudiés dans la pathogenèse des cancers notamment [215]. Dans ces 

pathologies, certains miARN peuvent agir comme des oncogènes ou promouvoir la 

résorption de la tumeur. Cependant, un même miARN peut avoir deux rôles 

différents en fonction de la cellule cible. MiR-222 est par exemple considéré comme 

un oncogène dans le cancer du foie car inhibant PTEN, tandis qu’il inhibe 

l’oncogène c-KIT dans les leucémies, avec donc des propriétés anti-oncogéniques 

[216]. Ces résultats soulignent la complexité de l’étude des miARNs dans un tissu 

composé de nombreuses populations cellulaires différentes, où chaque miARN peut 

posséder un effet biologique différent en fonction de la cellule étudiée. L’étude de 

populations cellulaires isolées permet en partie de palier à ce problème. Le 

potentiel pléiotrope des miARN à cibler différents gènes d’une même cascade de 

signalisation, de voies synergiques ou totalement indépendantes, est une des 

raisons principales de leur potentiel thérapeutique [215]. A l’heure actuelle, deux 

stratégies ont été développées pour agir sur les dérégulations de miARN, utilisables 

à la fois in vitro et in vivo. La première consiste à restaurer la fonction d’un miARN 

pathologiquement sous-exprimé via l’utilisation d’analogues synthétiques 

« mimics » tandis que la seconde se base sur l’inhibition d’un miARN surexprimé via 

des séquences antisens complémentaires « antimiRs » du miARN cible (Figure 20 

et Figure 21) [205,215].  

Les limites d’une approche thérapeutique basée sur les miARN reposent sur 

les progrès qu’il reste à réaliser concernant la méthode de délivrance pour 

maximiser leurs effets tout en réduisant leur toxicité [215,217]. Les paramètres de 

stabilité dans l’organisme sont des éléments bien maitrisés grâce au 

développement de procédés de stabilisation et modifications chimiques tels que 

des squelettes LNA ou phosphorothioates. Bien que différents vecteurs 

d’administration viraux, liposomes ou polymères, aient été développés, les 

méthodes d’adressage à un tissu spécifique sont toujours en cours d’élaboration 

[215]. En outre, la dose administrée est un paramètre essentiel à l’apparition du 

phénotype souhaité lors de l’utilisation de mimics. Khan et al. ont décrit une 

compétition pour le complexe protéique miRISC entre les miARN endogènes et 

administrés in vitro, créant un effet de saturation, et résultant à une perte la 

régulation génique physiologique et une surexpression des miARN endogènes dans 

un effet compensatoire [218]. D’un intérêt croissant, le nombre d’essais cliniques, 

principalement dans le traitement de différents cancers mais aussi de pathologies 
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infectieuses et cardiovasculaires, ne cesse d’augmenter, bien que la plupart en 

soient encore au stade I [217,219]. 

 

Figure 21 : Stratégies de régulation des voies de signalisation par les miARN 

(A) Boucle de rétrocontrôle négative, lorsque le signal déclencheur disparaît, les 

niveaux d’expression des acteurs retournent à un niveau basal, l’activation n’est 

donc que transitoire. Ex : La réponse inflammatoire est contrôlée dans le temps 

par l’inhibition d’NF-κB via miR-9, miR-155 et miR-146a eux même induit par ce 

même facteur de transcription [220]. 

(B) Boucle de rétrocontrôle positive, les niveaux d’expression des acteurs restent 

élevés tant qu’un signal inhibiteur n’est pas déclenché, de plus les acteurs sont 

exprimés ou non de façon synchrone. Ex : L’IL-6 sécrétée lors d’un événement 

inflammatoire induit l’activation de Lin28, un inhibiteur de let-7, lui-même 

inhibiteur de l’IL-6. Cette boucle de rétrocontrôle induit la production prolongée 

d’IL-6 comme démontré par Iliopoulos et al. [221]. 

Figure adaptée de Leung et al. [222]. 
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4.3 MiARN dans l’environnement musculaire 

4.3.1 Les miARN musculaires ou myomiR 

 Plusieurs études ont isolé des miARN spécifiquement exprimés dans le 

muscle (myomiR), et ont suggéré leur rôle dans la régulation de la dynamique, 

plasticité musculaire, prise de masse et type de fibre musculaire exprimée [223,224]. 

Ces myomiR sont exprimés dans les muscles squelettiques striés et cardiaques, 

certains ayant une spécificité d’expression dans les fibres musculaires lentes ou 

rapides [225–227]. Ils participent à la régulation de l’activation, la prolifération, la 

différenciation et la fusion des cellules satellites et des progéniteurs myogéniques. 

MiR-1, miR-133a, miR-206, miR-208, miR-486 et miR-499 sont spécifiques du tissu 

musculaire et qualifiés de myomiR, cependant il est important de souligner que rien 

n’exclut qu’un miARN ubiquitaire puisse être impliqué dans des processus 

myogéniques (Figure 22 et Figure 24) [228,229]. Ces miARN vont avoir pour cibles 

des acteurs du cycle cellulaire tels que CDC25, CCND impliqués dans l’activation et 

la prolifération des progéniteurs myogéniques ou encore des facteurs de 

transcription myogéniques tels que PAX3, PAX7, MYOG et MYOD engagés dans 

l’activation et la différenciation myoblastique. 

 

Figure 22 : Rôle et cibles des miARN dans la myogenèse 

Figure extraite de Fochi et al. [228]. 
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 De nombreux miARN sont vitaux au développement embryonnaire de 

l’organisme. Des études ont montré que la délétion des myomiR, exprimés par les 

myofibres, tels que miR-1 ou miR-133a entraînaient un phénotype cardiaque 

dysfonctionnel, léthal, avec pénétrance complète des individus [230,231]. Certains 

myomiR sont capables d’induire un phénotype musculaire dans des cellules non 

musculaires, comme lors de la transfection de miR-1 dans une lignée HeLa [232]. De 

nombreux miARN induisent la prolifération et/ou l’engagement myogénique de 

progéniteurs musculaires tels que miR-16, miR-24, miR-124, miR-214 et miR-378 

[233,234]. La régulation des miARN musculaires résulte de différents paramètres 

tels que l’activité musculaire, l’âge ou l’état pathologique du muscle [235–237]. 

Toutefois la variation des miARN du muscle dans un contexte de spasticité 

musculaire associé à une lésion neurologique n’a, à ma connaissance, jamais été 

étudiée. 

 Enfin, une délétion conditionnelle des myomiR dans le muscle strié 

n’entraîne aucun phénotype délétère tel qu’une atrophie musculaire ou un 

bouleversement de la répartition des myofibres, contrairement à un muscle en 

régénération, suggérant donc l’implication de ces miARN dans l’embryogenèse et la 

réponse à un stress lésionnel plutôt que dans le maintien de l’homéostasie 

musculaire [224,230]. 

4.3.2 Régénération musculaire 

 La délétion de la biogenèse des miARN dans un muscle lésé induit un défaut 

de régénération, sans pour autant altérer le nombre de cellules satellites PAX7+, 

leur prolifération ou leur différenciation. Cela suggère l’implication des miARN dans 

ce processus physiologique indépendamment des progéniteurs myogéniques [238]. 

Plusieurs études ont ainsi montré que l’injection locale de myomiR, miR-1, miR-133, 

miR-206 et miR-486 permettait d’accélérer les processus régénératifs, en induisant 

l’expression protéique des marqueurs myogéniques MYOD et MYOG in vivo ainsi 

que la fusion des myoblastes in vitro [239,240]. Toutefois, l’étude des miARN est 

dépendante de l’environnement et de la cinétique, Yin et al. ayant par exemple 

montré un effet inverse de miR-133 sur la myogenèse lors de la régénération 

musculaire, celui-ci promouvant alors la différenciation adipogénique des cellules 

satellites (Figure 24) [241]. Certains miARN non spécifiques du muscle tels que 

miR-27 sont aussi capitaux dans l’activation et l’auto-renouvellement des cellules 

satellites, la prolifération des myoblastes et l’accélération de la régénération 

musculaire via l’inhibition de la myostatine, un facteur de croissance limitant la 

croissance du tissu musculaire [242,243]. En outre, miR-27 est un miARN sécrété 
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dans les vésicules extracellulaires de monocytes favorisant la polarisation M2 anti-

inflammatoire et pro-régénérative des macrophages, suggérant l’implication au 

travers des miARN de ces acteurs de l’immunité dans la régénération musculaire 

[244]. Enfin, miR-223 participe à la coordination de la l’inflammation dans ce 

processus régénératif en ciblant l’IL-6 tandis que son inhibition exacerbe 

l’inflammation, la fibrose et détériore l’issue de la régénération musculaire [245].  



 

74 

4.3.3 Processus pathologiques 

 En tant qu’acteurs centraux de la biologie du tissu musculaire, les miARN 

sont aussi naturellement associés à des processus pathologiques lorsque dérégulés. 

Les fibromiR sont une catégorie de miARN impliqués dans les processus de fibrose 

musculaire [246]. Mir-21 et miR-214 sont deux fibromiR impliqués dans la 

dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) [247]. Leur expression augmente les 

dépôts de collagènes I et IV par les FAPs, tandis que leur inhibition allège les 

symptômes de la DMD tels que l’atrophie et la fibrose musculaire tout en 

promouvant la différenciation myogénique des cellules satellites activées. 

 Comme évoqué précédemment, la spasticité musculaire des patients 

neurolésés est à même de modifier les signaux de mécanotransduction au sein du 

tissu musculaire. Une modulation de rigidité du support de culture module d’une 

part la morphologie des CSM et d’autre part leur signature miARN [196,248] 

(Figure 23). Parmi les miARN surexprimés sur un support rigide favorable à la 

différenciation ostéogénique, miR-100 et miR-143 étaient capables d’induire la 

minéralisation des CSM dans un hydrogel en 3D. Ces travaux confirment le rôle des 

miARN dans les voies de signalisation mécano-dépendantes et l’intérêt de leur 

étude dans la spasticité musculaire [196,249].  

 

Figure 23 : Impact de la rigidité du substrat et de la mécanotransduction dans 

la signalisation des miARN et le devenir cellulaire 
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Un substrat rigide induit l’expression de miR-100 et miR-143 ciblant respectivement 

mTOR et RICTOR, régule négativement cette cascade de signalisation et augmente 

l’activité de la GTPase RhoA induisant la différenciation ostéogénique des CSM. A 

l’inverse, un substrat souple favorise la différenciation adipogénique des CSM. 

Figure extraite de Frith et al. [196]. 
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4.4 MiARN dans les processus ostéogéniques 

4.4.1 Ossification endochondrale 

 Des centaines de miARN ont été identifiés dans le développement des tissus 

osseux et cartilagineux [250,251]. Les miARN sont impliqués dès le développement 

squelettique embryonnaire, comme en témoigne les défauts de morphogenèse et 

de croissance du squelette lors de la délétion conditionnelle de DICER dans les 

cellules de crêtes neurales et du tissu mésodermique [252]. 

 Les miARN sont aussi impliqués dans la régulation dans le temps des 

processus ostéo-chondrogéniques. La signalisation canonique Wnt/β-Caténine est 

par exemple typiquement associée à la régulation de la différenciation 

chondrogénique lorsque faiblement activée tandis qu’elle favorise un devenir 

ostéogénique en présence de niveaux élevés de β-Caténine [251]. Or de nombreux 

miARN ciblent des inhibiteurs de cette signalisation tels que miR-27, miR-29 ou 

miR-335 et sont potentiateurs de l’ostéogenèse [253,254]. De façon plus spécifique, 

miR-199a est un inhibiteur de la chondrogenèse et activateur de l’ostéogenèse, 

permettant ainsi la transition d’un tissu cartilagineux à un tissu osseux 

caractéristique de l’ossification endochondrale [255,256]. Un certain nombre de 

miARN anti-ostéogéniques ciblent directement des acteurs de l’ostéogenèse tels 

que RUNX2, ou agissent sur ces processus via l’inhibition d’intermédiaire, comme 

c’est le cas pour miR-214 ciblant ATF4, un facteur de transcription induisant 

l’expression de l’Osterix, promoteur de la différenciation ostéogénique et de la 

maturation des ostéoblastes [257(p4)]. Enfin, plusieurs miARN agissent aussi en 

favorisant la différenciation ostéo-chondrogénique des progéniteurs 

mésenchymateux au travers de l’inhibition des autres voies de différenciation 

comme dans le cas de miR-20a, un inhibiteur de PPARγ responsable de la 

différenciation adipogénique des CSM, qui induit la différenciation ostéogénique de 

ces cellules, au travers de la surexpression de BMP-2 et RUNX2 (Figure 24) [258].  

 Prise dans son intégralité, la régulation post-transcriptionnelle des miARN 

favorise la dégradation de RUNX2 et se comporte physiologiquement comme un 

suppresseur de l’ostéogenèse, Zhang et al. ayant démontré qu’une levée de cette 

inhibition était nécessaire à la différenciation chondrogénique et ostéogénique des 

précurseurs mésenchymateux [259]. La signalisation des BMPs/TGF-β est l’un des 

acteurs de cette levée d’inhibition puisque capable d’inhiber de nombreux miARN 

ciblant en retour RUNX2 (Figure 26) [260,261]. En outre, la délétion de DICER 

entraîne une différenciation hypertrophique des chondrocytes, suggérant un rôle 
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suppressif des miARN sur la maturation hypertrophique de cette population 

cellulaire [262]. 

 

Figure 24 : Régulation des différentes voies d’engagement en différenciation 

des CSM par les miARN 

Les miARN contrôlent le devenir cellulaire des CSM via leur capacité à inhiber de 

nombreux facteurs de transcription. 

Figure extraite de Lian et al. [263]. 

4.4.2 Réparation osseuse 

 La réparation osseuse débute avec la formation d’un hématome, associé à 

une phase inflammatoire et hypoxique. Vient ensuite la migration de progéniteurs 

ostéogéniques de la moelle, du périoste et du tissu musculaire avoisinant 

permettant la formation du cal fibrocartilagineux en parallèle de la mise en place de 

l’angiogenèse. Enfin, le cal va s’ossifier sur les bases du tissu fibreux et cartilagineux 

pour parfaire le processus d’ossification endochondrale au centre du cal avant 

d’être remodelé par les ostéoblastes associés aux ostéoclastes. Etant le processus 

physiologique le plus semblable à la pathogenèse des POA, nous détaillerons 

brièvement ici les principaux miARN décrits dans les processus de régénération 
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osseuse, hormis ceux impliqués dans les processus inflammatoires qui seront 

décrits dans leur propre partie. 

 La phase précoce de la réparation implique l’apparition d’un environnement 

hypoxique favorable à la différenciation ostéogénique. Plusieurs études ont montré 

le rôle de miR-1, miR-21 et miR-199a dans la promotion de l’ostéogenèse en 

condition hypoxique, notamment via leurs propriétés à cibler HIF-1AN et SMAD7, 

respectivement deux inhibiteurs d’HIF-1α et RUNX2, suggérant leur rôle dans la 

mise en place d’un environnement pro-ostéogénique très précoce [264,265]. 

L’hypoxie tissulaire stimule l’angiogenèse. Dans ces événements, miR-26a, miR-126 

et miR-143 jouent un rôle pro-angiogénique. A l’inverse, miR-92, miR-195 et miR-

222 possèdent un effet anti-angiogénique. Le premier groupe agit en augmentant 

l’expression du VEGF-α et de l’Angiopoiétine 1, tandis que le second groupe cible 

directement ces mêmes acteurs ainsi que des MMPs, réduisant le potentiel de 

remodelage de la MEC et interférant avec les capacités d’invasion des CSM et EC 

[266,267]. 

 Comme abordé précédemment, de nombreux miARN sont potentiateurs ou 

inhibiteurs de la différenciation chondrogénique et ostéogénique des précurseurs 

mésenchymateux (Figure 25) [250,251,268]. La chondrogenèse nécessite, sous la 

pression des cytokines du TGF-β et des BMPs, la condensation des progéniteurs 

mésenchymateux, l’expression de SOX9 pour initier le processus, puis de RUNX2 

pour finaliser la différenciation [269]. MiR-34, miR-101 et miR-145 favorisent la 

prolifération et la différenciation en progéniteurs chondrogéniques au début du 

processus tandis que miR-101 et miR-145 inhibent la différenciation terminale, 

soulignant l’importance de la temporalité de ces acteurs de la régulation post-

transcriptionnelle. Enfin, les chondrocytes adoptent, sous le contrôle d’IGF-1, 

RUNX2 et MMP13, un phénotype hypertrophique permettant la sécrétion de 

Collagène X et de matrice minéralisée [270,271]. Cette étape est aussi sous la 

régulation de miARN tels que miR-1 et miR-365. 
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Figure 25 : Tableau récapitulatif du rôle des miARN dans les processus 

ostéogéniques 

Résumé de la littérature sur l’implication ostéo-chondrogénique des miARN, il est 

important de noter que la disparité en fonction des acteurs cellulaires et de 

l’environnement des études peut conduire à des résultats contradictoires. 

Chondrogenèse Ostéogenèse Minéralisation Chondrogenèse Ostéogenèse Minéralisation

let-7 ↑ miR-181a ↑ ↓

let-7f ↑ miR-182 ↓

miR-1 ↓ ↓ miR-186 ↑ ↓

miR-9 ↑ ↑ miR-187 ↑

miR-10 ↓ ↓ miR-188 ↓

miR-10b ↓ miR-193a ↓ ↓

miR-15b ↑ miR-194 ↓

miR-16 ↓ miR-199a ↑ ↑

miR-17 ↓ ↓ miR-200a ↓ ↓

miR-19b ↑ miR-203 ↓

miR-20a ↑ miR-204 ↓

miR-21 ↑ ↑ miR-205 ↓ ↓

miR-22 ↓ miR-206 ↓ ↓

miR-23 ↓ miR-210 ↓

miR-23a ↑ miR-211 ↓

miR-23b ↑ miR-212 ↓

miR-24 ↓ miR-214 ↓ ↓

miR-25 ↑ miR-217 ↓

miR-26a ↑ miR-218 ↑ ↑ ↑

miR-26b ↓ ↓ miR-219 ↑

miR-27a ↑ miR-221 ↑ ↓

miR-29a ↑ ↑ ↑ miR-222 ↓

miR-29b ↑ ↓ miR-223 ↑ ↑

miR-30 ↓ ↓ ↓ miR-224 ↑

miR-31 ↓ miR-296 ↑ ↑

miR-33a ↑ miR-302a ↑

miR-34a ↑ ↓ miR-320a ↓ ↓

miR-34c ↓ ↑ miR-320b ↓

miR-92 ↓ ↑ miR-335 ↑ ↑

miR-93 ↓ miR-337 ↑

miR-98 ↑ miR-342 ↓

miR-99a ↓ miR-346 ↑

miR-100 ↑ miR-363 ↓

miR-101 ↑ ↑ miR-374b ↑

miR-103 ↓ ↓ miR-375 ↓

miR-106 ↓ miR-381 ↓

miR-124 ↓ ↓ miR-383 ↓

miR-125a ↓ miR-384 ↓

miR-125b ↓ ↓ ↓ miR-409 ↑ ↓

miR-126 ↓ ↑ miR-424 ↑

miR-128 ↑ miR-433 ↑

miR-132 ↓ miR-449b ↓

miR-133a ↓ ↓ miR-451 ↑ ↑

miR-133b ↓ miR-486 ↑

miR-135 ↑ miR-496 ↓

miR-135b ↑ ↑ miR-503 ↑ ↑

miR-137 ↑ miR-505 ↓

miR-138 ↓ ↓ miR-532 ↓ ↓

miR-139 ↑ ↓ miR-542 ↓ ↓

miR-140 ↑ ↓ miR-545 ↓

miR-141 ↓ ↓ miR-608 ↓

miR-142 ↑ ↑ miR-637 ↓

miR-143 ↑ miR-664 ↓

miR-144 ↓ miR-765 ↓

miR-145 ↑ ↓ miR-877 ↑

miR-146a ↓ ↓ miR-889 ↓

miR-148a ↓ miR-1271 ↓

miR-149 ↑ miR-3077 ↓

miR-150 ↓ ↑ miR-3648 ↑

miR-151b ↓ miR-3960 ↑

miR-152 ↑ miR-5106 ↑

miR-153 ↓ miR-7025 ↓

miR-155 ↓ ↓ miR-8485 ↑
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 L’étape cruciale de l’ossification endochondrale est la transition d’une 

matrice cartilagineuse à un tissu osseux trabéculaire. La migration des ostéoblastes 

de l’os et du périoste avoisinant ne constitue qu’une partie minoritaire des 

ostéoblastes présents dans le cal lors de la régénération osseuse, 60% des 

ostéoblastes provenant d’une transdifférenciation des chondrocytes 

hypertrophiques [272]. La différenciation ostéogénique est organisée en quatre 

stades : CSM, pré-ostéoblaste, ostéoblaste et ostéocyte tandis que la 

transdifférenciation à partir de chondrocytes hypertrophiques ne comporte que les 

deux derniers. Ces stades sont caractérisés par l’expression de facteurs de 

transcription eux-mêmes régulés par de multiples miARN (Figure 25 et Figure 26) 

[273]. La fixation de RUNX2 sur son élément de réponse déclenche la transcription 

de gènes tels que l’ostéocalcine, l’ostéopontine, le collagène 1 et la phosphatase 

alcaline [274]. Une trentaine de miARN ciblant les trois principaux facteurs de 

transcription RUNX2, Osterix et ATF4 ont à l’heure actuelle été identifiés, 

démontrant la complexité du réseau de régulation entretenu par les miARN. La 

modulation d’acteurs tels que miR-9, miR-26a, miR-92 et miR-222 permettant 

d’améliorer in vivo la différenciation et la régénération osseuse à la suite d’une 

fracture témoigne de leur capacité à moduler l’ostéogenèse [275–277]. Certains 

miARN sécrétés par les macrophages, notamment anti-inflammatoires et pro-

régénératifs M2 ont été décrits pour leurs effets pro-ostéogéniques soulignant le 

potentiel des miARN macrophagiques dans les processus ostéogéniques [268]. 

Enfin, les processus de minéralisation, par les chondrocytes hypertrophiques ou les 

ostéoblastes, peuvent aussi être altérés par les miARN [278,279]. 
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Figure 26 : Rôle des miARN dans la différenciation ostéogénique des CSM 

(A) Les miARN sont impliqués à toutes les étapes de l’ostéogenèse des CSM, dans 

la prolifération, la différenciation, la maturation et leurs capacités de 

minéralisation. 

(B) L’inactivation de DICER, et donc des miARN, dans les ostéoblastes induit la 

surproduction de tissu osseux (droite) par rapport au contrôle (gauche), 

démontrant le rôle anti-ostéogénique de la signalisation globale des miARN. 

Figure extraite de Lian et al. [263]. 

4.4.3 Effecteurs d’une régulation longue distance 

 Nous avons décrit le rôle intracellulaire et paracrine des miARN dans la 

biogenèse et les processus de réparation musculaire et osseux, toutefois de 

nombreux auteurs ont aussi décrit un effet endocrine des miARN [280]. Les miARN 

peuvent être sécrétés et exportés dans des vésicules extracellulaires vers la 

circulation sanguine et adressés à des tissus spécifiques [281]. Au cours des 

dernières années, l’existence d’un axe de régulation entre l’os et l’encéphale a 

émergé [39,282]. Le tissu cérébral sécrète de nombreux facteurs régulant la masse 

osseuse tels que la leptine ou la sérotonine tandis que le tissu osseux adresse en 

retour de l’ostéocalcine nécessaire à la production de neurotransmetteurs 

[283,284]. Une étude de Xia et al. a démontré que cette régulation était en partie 
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médiée par les miARN [176]. Un traumatisme crânien induisait la sécrétion de 

vésicules extracellulaires contenant les miARN pro-ostéogéniques miR-150 et miR-

328 par les neurones lésés (Figure 27). Ces miARN étaient capables d’améliorer in 

vitro la différenciation ostéogénique et la minéralisation d’une lignée de 

précurseurs ostéoblastiques et la réparation de la fracture in vivo. Par ailleurs, les 

auteurs ont montré que ces vésicules co-localisaient avec des marqueurs de 

dommage neuronal et étaient adressées spécifiquement au tissu osseux via la 

surexpression de fibronectine à leur surface (Figure 27) [176]. Ces résultats 

confirment doublement que l’interaction entre le tissu cérébral et osseux est en 

partie médiée par les miARN et qu’une lésion neurologique altère celle-ci, 

soulignant l’émergence de la fonction endocrine des miARN dans la régulation de 

processus physiopathologiques à longue distance. 

 

 

Figure 27 : Le traumatisme crânien améliore la régénération osseuse par la 

sécrétion de miARN ostéogéniques 

Figure extraite de Xia et al. [176]. 
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4.4.4 Processus pathologiques 

 La littérature fait état de nombreuses implications des miARN dans 

différentes pathologies [80,250]. La dérégulation de miR-21, un promoteur de 

l’ostéogenèse, est par exemple impliquée dans la pathogenèse de l’ostéoporose 

tandis que miR-181 est surexprimé dans les articulations de patients atteints d’OA 

et son inhibition permet de limiter les symptômes de cette pathologie [285,286]. En 

outre, miR-378 est aussi un acteur majeur de l’OA, inhibant la chondrogenèse de 

progéniteurs mésenchymateux et l’autophagie des chondrocytes, tandis que miR-

181 est un acteur majeur de la régulation de la différenciation hypertrophique des 

chondrocytes [287,288]. Dans une autre pathologie inflammatoire ossifiante, la 

spondylarthrite ankylosante, Qin et al. ont observé des niveaux anormalement 

élevés de miR-17 dans les fibroblastes des ligaments, son inhibition réduisait leur 

différenciation ostéogénique et le développement des ossifications ectopiques 

[289]. 

 Enfin, trois études ont évalué le rôle des miARN dans le développement des 

POA. Tu et al. ont ainsi démontré que la perte d’expression de miR-203 était 

impliquée dans le développement de POA d’origine traumatique, le sauvetage de 

l’expression de miR-203 permettant de réduire le volume des ossifications 

ectopiques développées [290]. Vasconcellos et al. ont quant à eux montré la 

surexpression de trois myomiR miR-1, miR-133 et miR-206 chez les patients 

développant des POA, tout en démontrant leur potentiel d’induction ostéogénique 

sur des progéniteurs mésenchymateux in vitro au travers du ciblage de SOX9 [291]. 

Toutefois le rôle de ces miARN reste très controversé dans la littérature, suggérant 

parfois un rôle suppresseur et parfois inducteur de l’ostéogenèse. Enfin, Sun et al. 

ont décrit le rôle de miR-630 sur la transition épithélio-mésenchymateuse, avançant 

une origine endothéliale précoce des POA traumatiques [292]. Le rôle des miARN 

dans le développement des POAN n’a cependant jamais été étudié. 

4.5 MiARN et inflammation 

4.5.1 Rôle des miARN dans le contrôle de la réponse inflammatoire 

 L’implication et le rôle des miARN dans les processus de l’immunité innée et 

adaptative ont été extensivement décrits [220]. Ils jouent entre autres un rôle dans 

la différenciation des progéniteurs lymphoïdes, myéloïdes ainsi que dans 

l’activation des macrophages et de l’amplitude de leur réponse aux signaux 

externes [220]. Cette introduction se concentrera uniquement sur leur rôle dans les 
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processus inflammatoires médiés par les macrophages comme étape clé du 

développement des POAN. 

 L’activation de la réponse inflammatoire par les macrophages implique la 

surexpression des miARN anti-inflammatoires miR-21, miR-146a et miR-155 

[293,294]. Cette transcription est notamment induite par TNF-α et INF-γ et la 

cascade NF-κB. Cette activation de miARN anti-inflammatoire permet la régulation 

dans le temps de l’activation des macrophages, et contrôle ainsi la durée d’un 

événement inflammatoire. MiR-146a exerce ses propriétés anti-inflammatoires en 

ciblant des acteurs de la cascade de signalisation induites par les récepteurs de type 

Toll (TLR) tels que des éléments associés aux récepteurs à l’IL-1 (IRAK1 et IRAK2) et 

au TNF-α (TRAF6) [295]. L’inactivation de ces miARN peut induire une surexpression 

de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β [296]. 

 Ces miARN agissent donc comme un compte à rebours et un rétrocontrôle 

négatif de l’inflammation. NF-κB suractive la transcription de miR-155 et miR-146a 

ainsi que d'autres gènes répondant à l'inflammation tels qu’IL-1β et TNF-α (Figure 

28) [297]. Alors que l’expression de ces gènes nécessitent environ 2h pour atteindre 

un pic, le pic d’expression des miARN n’arrive que plus tardivement, autour de 24h 

après l’induction de la réponse inflammatoire [294]. Cela crée donc un délai durant 

lequel la réponse inflammatoire aiguë est n’est pas contrebalancée par ces miARN 

(Figure 28) [222]. Par ailleurs, il est intéressant de noter que certains des ARNm 

cibles de miR-155 et miR-146a sont eux-mêmes des acteurs de la signalisation pro-

inflammatoire, tel que NF-κB formant ainsi une boucle de rétrocontrôle négative de 

ce processus finement régulé (Figure 21) [293,298]. Cette régulation permet de 

contrôler dans le temps la durée de la réponse inflammatoire et de créer une 

tolérance à court terme permettant physiologiquement d’éviter une activation 

continue qui serait délétère aux tissus concernés (Figure 28). 
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Figure 28 : Rôle de miR-146a dans le rétrocontrôle de l’inflammation et de la 

tolérance au stress inflammatoire 

(A) Un stress inflammatoire induit la production et l’accumulation de miR-146a 

qui va agir sur la signalisation NF-κB comme un rétrocontrôle négatif de 

l’inflammation, régulant la durée de la réponse inflammatoire et prévenant 

toute nouvelle réactivation à court terme. 

(B) L’absence de préconditionnement au stress inflammatoire induit une réponse 

inflammatoire exacerbée. 

Figure extraite de Nahid et al. [298]. 

 

4.5.2 MiARN, acteurs de la polarisation des macrophages 

 Au-delà du contrôle direct de la réponse inflammatoire, des miARN 

interviennent dans la polarisation des macrophages [299,300]. MiR-155 est un 

acteur de la polarisation M1, sa délétion entraînant une altération de la polarisation 

pro-inflammatoire tandis que sa surexpression induisait une transition des 

macrophages M2 vers un profil M1 via l’inhibition du récepteur à l’IL-13 [301,302]. 

D’autres miARN possèdent un rôle identique tels que miR-125b et miR-127, par 

ailleurs capables d’induire la surexpression des cytokines pro-inflammatoires IL-1β, 

IL-6 et IL-10 [303,304]. 
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 Parmi les miARN favorisant la polarisation anti-inflammatoire M2, on 

retrouve miR-146a, qui de par ses propriétés à inhiber les gènes pro-

inflammatoires, inhibe l’expression de multiples marqueurs M1 tels que iNOS, 

CD86, TNFα, IL-6 et la surexpression de marqueurs M2 tels que l’arginase (Arg1) et 

CD206 [305]. En outre, miR-214 est aussi capable d’orienter les macrophages vers 

un phénotype M2 anti-inflammatoire en ciblant GSK3B, tout comme miR-223 et 

miR-511 avec leurs propres cibles [299,306]. A défaut d’induire directement la 

polarisation des macrophages, certains miARN peuvent permettre de bloquer l’un 

ou l’autre des phénotypes, comme miR-720 qui induit la dégradation de GATA3, un 

facteur de transcription essentiel à la polarisation M2 [307]. 

4.5.3 Hypoxie et angiogenèse 

 De nombreux miARN sont dérégulés par un environnement hypoxique [308]. 

On retrouve parmi eux miR-17, miR-20a, miR-23, miR-24, miR-26, miR-27, miR-103 

et miR-210, ce dernier étant considéré comme le miARN régulateur principal de la 

réponse à l’hypoxie. Les fonctions contrôlées par les miARN en condition hypoxique 

sont multiples : survie et apoptose, prolifération, inflammation, métabolisme et 

angiogenèse déjà abordés lors de la régénération osseuse. MiR-17 et miR-20a sont 

deux miARN impliqués dans la suppression de l’angiogenèse, leur inhibition 

induisant la formation de vaisseau dans un implant de Matrigel tandis que leur 

surexpression étant capable d’inhiber la migration et la formation d’un réseau 

primitif de cellules endothéliales, en parallèle de leurs effets ostéogéniques 

[309,310]. De façon intéressante, ces deux miARN appartiennent au même cluster 

17~92, impliqué dans la gestion du cycle cellulaire et du métabolisme cellulaire, et 

central dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, auto-immunes et 

neurodégénératives [311]. 

4.5.4 Processus pathologiques 

 De nombreux miARN jouant un rôle dans l’inflammation ont été identifiés 

dans des processus pathologiques tels que l’inflammation synoviale liée à 

l’ostéoarthrite ou des pathologies neurodégénératives [312,313]. Des régulateurs 

du stress oxydatif tels que miR-34a et miR-181a ainsi que des modulateurs de la 

réponse inflammatoire tels que miR-146a, miR-181c, miR-26a et miR-122 

contribuent à la déstabilisation de la membrane synoviale associée au 

développement de l’OA. Le rôle de miR-146a, le miARN le plus abondant du SNC, 

sur le stress oxydatif a par ailleurs été décrit dans la progression de la maladie 

d’Alzheimer dans laquelle la dérégulation de ce miARN induit la production 



 

87 

d’espèces réactives de l’oxygène [314]. Fan et al. ont proposé que la perte 

d’expression de miR-146a était une caractéristique commune aux pathologies 

neurodégénératives, et qu’une restauration des niveaux d’expression permettait 

d’inverser les processus pathologiques via l’inhibition de la réponse inflammatoire 

[313]. 

 De façon surprenante, l’évolution de l’expression de miR-146a lors d’une 

lésion liée à un TC ou une SCI est inverse. Dans le premier cas, on assiste à une 

augmentation de l’expression systémique du miARN corrélé à une réduction des 

cytokines pro-inflammatoires [315]. Dans le second, l’expression de miR-146a 

diminue aux temps précoces avant d’être surexprimé plus tardivement, suggérant 

que ce retard de l’inhibition de la cascade inflammatoire pourrait être à l’origine de 

l’amplification de la réponse inflammatoire bien connue et décrite à la suite d’une 

SCI [316,317]. 

 

Comme abordé au fil de cette 4ème et dernière partie de l’introduction, les miARN 

sont des régulateurs post-transcriptionnels pléiotropes et redondants, intervenant 

dans tous les tissus de l’organisme, tous les types cellulaires et impactant de 

nombreux processus physiologiques tels que la myogenèse, l’ostéogenèse ainsi que 

l’inflammation. Leur dérégulation dans de multiples pathologies en fait des acteurs 

de choix pour décrypter les différents processus impliqués et des candidats 

thérapeutiques émergents de par leur capacité à réguler simultanément différentes 

cascades de signalisation, parfois même au sein de processus drastiquement 

différents. 
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II -  Objectifs de la thèse 

 Depuis l’identification de l’inflammation comme protagoniste majeur de la 

pathogenèse des POAN, l’impact de la lésion neurologique sur les modifications 

profondes du paysage cellulaire et moléculaire impliquées dans le développement 

des POAN reste mal compris. Par ailleurs, la nécessité d’améliorer notre 

compréhension de la pathologie afin de mettre en place de nouvelles stratégies 

thérapeutiques et d’améliorer la prise en charge des patients reste d’un intérêt 

premier en vue de s’affranchir in fine d’une intervention chirurgicale lourde et 

complexe. 

 Le microenvironnement musculaire physiologique résulte d’interactions 

complexes entre les différents acteurs impliqués dans l’homéostasie et la 

régénération musculaire, mais aussi osseuse, au travers de contacts focaux, de 

sécrétions de facteurs solubles, miARN ou de protéines de la matrice extracellulaire. 

Les FAPs sont les cellules à l’origine du développement des POAN, sous l ‘effet de 

stimuli notamment inflammatoires. Les miARN sont des molécules impliquées dans 

de nombreux processus physiologiques au sein du muscle et leur implication dans 

la pathogenèse des POAN a été suggérée.  

 Les objectifs de ces travaux de thèse ont ainsi consisté à identifier les 

mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la pathogenèse des POAN, 

tout particulièrement au travers de l’étude de la régulation des miARN. Cette étude 

est axée sur trois objectifs : 

- Identifier les miARN dont l’expression est altérée précocement au cours du 

développement des POAN dans le modèle murin 

- Etudier leur expression dans les FAPs et MPs  

- Etudier l’effet fonctionnel d’une modulation de ces miARN sur le potentiel 

ostéogénique des FAPs humains  

 Nous avons décrit ces régulations en se basant sur une analyse, dans notre 

modèle de POAN, du miRnome et des transcrits du muscle pathologique puis de 

miARN sélectionnés dans les FAPs, MPs et macrophages. Les cibles ont fait l’objet 

d’analyses fonctionnelles ostéogéniques, myogéniques et inflammatoires avec des 

FAPs et MPs de patients, afin d’apprécier leur implication dans la pathogenèse des 

POAN.  
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III -  Démarche expérimentale 

 Afin de répondre à nos objectifs, nous avons établi une démarche 

expérimentale autour de l’utilisation du modèle murin de POAN combinant une 

injection intramusculaire de cardiotoxine (CDTX) ainsi qu’une section de la moelle 

épinière (SCI) ou leur contrôles respectifs (injection de PBS et chirurgie SHAM) 

(Figure 30). Nous avons décliné une série d’analyses histologiques, 

immunohistochimiques ainsi qu’un criblage des miARN et des marqueurs 

ostéogéniques, myogéniques et inflammatoires sur le muscle entier (Figure 29). 

 Nous avons ensuite isolé les cellules impliquées dans la pathogenèse des 

POAN afin d’identifier séparément les dérégulations pathologiques des miARN et 

ARNm. Nous avons aussi isolé les progéniteurs musculaires, FAPs et MPs, du muscle 

avoisinant l’ostéome chez les patients POAN afin de confirmer nos observations 

précédentes. Nous avons caractérisé le potentiel ostéogénique des FAPs ainsi que 

la cinétique d’expression des transcrits ostéogénique lors d’une induction en 

présence de milieux conditionnés de macrophages pro-inflammatoires. De plus, 

nous avons réalisé des analyses fonctionnelles via la surexpression ou l’inhibition 

des miARN précédemment identifiés sur les FAPs et les MPs tout en évaluant leur 

potentiel de différenciation ostéogénique et myogénique. 

 Nous avons finalement caractérisé la régulation ARNm et miARN des 

macrophages du modèle murin de POAN en parallèle des milieux conditionnés de 

macrophages. Les propriétés ostéo-chondrogéniques de ces derniers ont ensuite 

été évaluées. Enfin, le potentiel des miARN à réguler les processus inflammatoires a 

été étudié à travers la stimulation des FAPs aux LPS ou de la coculture de ces 

derniers avec des macrophages préalablement transfectés. 
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Figure 29 : Etapes clés de la démarche expérimentale développées autour du 

modèle murin et des cellules de patients POAN 
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IV -  Matériels et méthodes 

1.1 Modèles expérimentaux 

1.1.1 Progéniteurs musculaires issus des POAN humains 

1.1.1.1 Isolement et culture 

 Les chirurgies d’exérèse des POAN génèrent des résidus opératoires de tissu 

musculaire se localisant en périphérie de l’ostéome excisé. Avec l’accord des 

patients, l’approbation du Comité de protection des personnes (CPP n°09025, 

BANKHO) et de la Commission nationale de l’informatique et des libertés (CNIL n° 

Eyo1066211J), les résidus opératoires sont récupérés à l’Hôpital Raymond-Poincaré 

à la suite des chirurgies de POAN de patient souffrant de traumatisme crânien, 

lésion médullaire ou d'accidents vasculaires cérébraux. Ces fragments musculaires 

sont séparés des tissus fibreux et adipeux puis émincés mécaniquement avant de 

subir une digestion enzymatique à la pronase (P5147, 1g, Sigma-Aldrich) à 

1,5mg/ml dans un milieu α-MEM (01-042-1A, Biological Industries) sans sérum de 

veau fœtal (SVF) au bain-marie à 37°C pendant 45 min. La réaction enzymatique est 

stoppée par l’ajout de milieu α-MEM, 10% SVF décomplémenté (56°C au bain-

marie, 30 min, SV30160.03, Hyclone), 1% Pénicilline/Streptomycine (P/S) (15140-

122, ThermoFisher). La suspension cellulaire est ensuite passée sur des tamis 100 

µm puis 40 µm puis les cellules sont ensemencées à 4000 cellules/cm2 et amplifiées 

dans un milieu α-MEM, 15% SVF décomplémenté, 1% P/S à 37°C et 5% CO2. Le 

lendemain, les cellules sont lavées au PBS afin d’éliminer les cellules non-

adhérentes et le milieu est renouvelé et supplémenté de bFGF à 10 ng/mL de milieu 

(233-FB/CF 25 µg, R&D Systems). Le milieu de culture des progéniteurs musculaires 

adhérents est par la suite renouvelé tous les 2-3 jours et les cellules sont passées 

par un traitement de 5 min à la trypsine (15400-054, ThermoFisher) lorsqu’elles 

atteignent 70 à 80% de confluence. Une fois amplifiées, ces cultures primaires sont 

directement triées ou congelées entre 1.106 et 2.106 cellules/mL dans leur milieu de 

culture avec une concentration finale en DMSO à 10% (D2650-100mL, Sigma-

Aldrich) et stockées à l’azote liquide. Les progéniteurs musculaires d’un donneur 

sain opéré pour une ligamentoplastie du ligament croisé antérieur (LCA) ont aussi 

été récupérés en suivant ce protocole afin de servir de contrôles. 
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1.1.1.2 Tri cellulaire 

 La stratégie de tri se base sur l’expression du récepteur A du facteur de 

croissance dérivé des plaquettes PDGFRα et de la molécule d'adhésion des cellules 

neuronales CD56/NCAM respectivement exprimés par les FAPs et MPs. Les cellules 

sont sélectionnées selon un rapport de taille, leur singularité, leur viabilité et enfin 

leur capacité à exprimer PDGFRα ou CD56. 

 Après amplification ou décongélation, les progéniteurs musculaires sont 

incubés 30 min dans un tampon PBS, 2% SVF décomplémenté, 2mM EDTA (E-0270, 

Sigma Aldrich), en présence des anticorps anti-CD56 PE (20 µL par 106 cellules, 

clone B159, 555516, BD Pharmigen) et anti-PDGFRFα biotinylé (4 µL par 106 cellules, 

BAF322, R&D Systems). Après lavage, la suspension cellulaire est à nouveau incubée 

30 min avec une streptavidine APC/Cy7 (au 1:200, 262040, ICyt) et le marqueur de 

viabilité 7-AAD (2 µL par 106 cellules, 2702020, Sony) avant d’être filtrée à 30 µm 

(Sysmex 04-004-2326). Les cellules sont ensuite séparées et triées au FACS 

(FACSAria III SORP, BD Biosciences). Les contrôles isotypiques utilisant une IgG1 PE 

(A07796, Beckman Coulter) et une IgG biotinylée (BAF108, R&D Systems) ont été 

réalisés parallèlement en suivant les mêmes étapes du protocole. Les populations 

isolées de MPs CD56+ PDGFRα- et FAPs CD56- PDGFRα+ sont ensuite ensemencées 

à 3000 cellules/cm2 dans un milieu α-MEM 20% SVF décomplémenté, 1% P/S et 

amplifiées pendant deux semaines. 

1.1.2 Progéniteurs mésenchymateux issus des ostéomes humains 

 Des résidus opératoires d’ostéomes ont été récupérés à la suite de la 

chirurgie d’exérèse des POAN. Les pièces d’os trabéculaire sont découpées en 

morceaux de quelques centimètres puis flushées dans une flasque avec du milieu 

α-MEM, 10% SVF décomplémenté, 1% P/S. Le milieu est changé dès le lendemain 

avec de nombreux lavages pour éliminer les gouttelettes lipidiques et érythrocytes 

et permettre la sortie par explant des CSM de moelle (MO). A sous confluence, les 

MO, adhérentes au plastique, sont ensuite passées par un traitement à la trypsine et 

ensemencées à 4000 cellules/cm2 dans ce même milieu de culture. Des CSM issues 

de moelle osseuse aspiré et cultivées dans les mêmes conditions ont été utilisées 

comme contrôles. 
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1.1.3 Modèle murin de POAN 

 Les expérimentations animales ont été réalisées à l’animalerie de l’UMS33 

(Hôpital Paul Brousse, Villejuif) et ont été approuvées par le Ministère de 

l’Enseignement Supérieur et de la Recherche via l’autorisation de projet #25901-

2020060515467494, comité d’éthique n°26. En amont de chaque session, les 

animaux ont été acclimatés aux locaux et habitués au personnel et à la nourriture 

deux semaines avant les premières expérimentations. Les chirurgies sous anesthésie 

ont été réalisées en plaçant la souris sur un tapis chauffant pour éviter 

l’hypothermie et du gel oculaire a été appliqué sur les yeux pour prévenir leur 

dessèchement. En aval des chirurgies, un enrichissement adapté à la condition 

physique particulière des animaux a été mis en place dans les cages afin d’améliorer 

leur bien-être tout au long des différentes sessions.  

 Ce modèle murin de POAN est basé sur le modèle développé par Genêt et 

al. associant une lésion médullaire (SCI) à une lésion musculaire par injection de 

cardiotoxine (CDTX) [32]. La concomitance de ces deux opérations induit alors la 

formation de POAN dans le muscle lésé. Nous avons cependant procédé à un 

changement de groupe musculaire injecté à la CDTX initialement réalisée dans les 

muscles ischio-jambiers de la cuisse. Nous avons fait le choix de léser le muscle 

gastrocnémien (MG) du mollet. Il permet un meilleur rendement cellulaire ainsi 

qu’une meilleure reproductibilité dans l’injection de la CDTX, celui-ci ne comportant 

que deux chefs musculaires au lieu de trois pour les ischio-jambiers. En outre, les 

possibilités de mobilisation musculaires sont plus répandues pour le MG que le TA, 

rendant toute étude ultérieure sur l’impact de la mobilisation dans le 

développement des POAN plus aisée à mettre en place. Les souris femelles C57/Bl6 

sauvages âgées de 6 à 8 semaines, là où le métabolisme osseux est le plus stable, 

ont été fournis par Janvier tandis que la cardiotoxine est issue des élevages de 

Latoxan (L8102). 

1.1.3.1 Induction chirurgicale des POAN 

 Les animaux sont placés sous anesthésie transitoire à l’isoflurane (2% dans 

98% d’air) afin de réaliser une injection intrapéritonéale de kétamine (Virbac France, 

75 mg/kg) et médétomidine (Domitor, 0,5 mg/kg) pour induire une anesthésie 

profonde ainsi que l’injection sous cutanée d’analgésique (Buprénorphine, 0,05 

mg/kg) en prémédication et sans réaliser de contention vigile. Le temps que cette 

prémédication et que les anesthésiants fassent effet, le dos et les pattes 

postérieures des souris sont rasés et désinfectés. 
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 La procédure chirurgicale débute avec une incision dorsale à la base du cou 

à la première gibbosité, les tissus sous-cutanées sont décollés et la graisse brune 

refoulée vers la tête de l’animal. Les muscles spinaux sont ensuite incisés 

latéralement, parallèlement à la moelle épinière, pour permettre la saisie de cette 

dernière. Le corps vertébré est ensuite recouvert d’anesthésique (Lidor, 4 mg/kg) 

pendant 2 min avant de procéder à une incision perpendiculaire de celui-ci entre 

les vertèbres T11 et T12. Une deuxième incision permet de sectionner la moelle 

épinière alors exposée. Les saignements sont résorbés avec un coton tige stérile 

tandis que les muscles spinaux sont suturés avec du fil résorbable 4/0. Les éléments 

graisseux et cutanées sont alors remis en place et suturés avec du fil 4/0. Les 

animaux contrôles « SHAM » subissent les mêmes gestes chirurgicaux à l’exception 

de l’incision des vertèbres et de la moelle épinière. 

 La procédure expérimentale est complétée par l’injection de 75 µL de CDTX 

dans chaque chef du MG droit, soit 150 µL par patte, la patte opposée servant de 

contrôle et étant injecté avec du PBS (diluent de la cardiotoxine) dans les mêmes 

volumes. La procédure se conclut par l’injection intrapéritonéale d’atipamezole 

(Antisedan, 1 mg/kg), un inhibiteur de la médétomidine. La surveillance se poursuit 

jusqu’au réveil de l’animal. Le soir même les souris reçoivent une injection sous-

cutanée d’antibiotique (Baytril, 10 mg/kg) et de 300 µL d’une solution NaCl. 

1.1.3.2 Suivi de l’animal 

 Chaque jour, le suivi des animaux est effectué par le biais d’une feuille de 

score permettant d’apprécier l’état physique et comportemental des animaux 

(Annexe 0). Celle-ci comprend entre autres la pesée des souris permettant de suivre 

une perte de poids trop sévère mais aussi l’évaluation de leur comportement social 

vis-à-vis des autres animaux ou encore la complétion de la paralysie des membres 

postérieurs. Les animaux dont la section médullaire n'est que partielle ont été 

exclus des différents groupes d’analyses. Enfin, ce score permet de déterminer le 

seuil critique d’un animal en souffrance, tout score de 3 dans une catégorie ou un 

score général supérieur à 10/18 entraînant une euthanasie précoce de ce dernier. 

Par ailleurs les animaux spinalisés nécessitent deux vidanges vésicales par jour, le 

matin à 8h et le soir à 18h jusqu’à leur euthanasie à J2, J4 ou J7 post induction. La 

technique de miction utilisée est semblable à la manœuvre de Crédé, où l’opérateur 

exerce une pression manuelle et constante sur la vessie. Ces visites bijournalières 

permettent aussi l’injection d’analgésique (Buprénorphine, 0,05 mg/kg) le matin et 

d’antibiotique (Baytril, 10 mg/kg) et NaCl (300 µL) matin comme soir, afin de 

faciliter la réhydratation des animaux. La réhydratation passe aussi par l’ajout dans 

les cages d’hydrogels riches en nutriments. 
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1.1.3.3 Euthanasie et prélèvements biologiques 

 L’euthanasie de l’animal est réalisée par surdosage de pentobarbital 

(Dolethal, 1 mL/kg) sous anesthésie transitoire à l’isoflurane. Les MG sont prélevés 

par sections des tendons puis plongés et congelés instantanément dans 

l’isopentane refroidi à l’azote liquide pour les analyses histologiques et moléculaires 

sur muscle total. Pour le tri des populations cellulaires du muscle, les MG récupérés 

ont été brièvement conservés dans du PBS à 4°C avant la procédure expérimentale 

d’isolement. 

 

 

Figure 30 : Modèle murin de POAN et démarche expérimentale associée 
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1.1.3.4 Isolement des populations d’intérêt 

 Le protocole d’isolement des FAPs, MPs, macrophages et ECs est adapté de 

la publication de Latroche et al. [318]. Celui-ci consiste en l’élimination des tissus 

tendineux résiduels, le broyage mécanique du tissu musculaire et sa digestion par la 

collagénase B (10 mg/mL, 11 088 831 001, Roche) et la dispase II (2,4 U/mL, 

17101015, Gibco) à 37°C pendant 30 min. La réaction est arrêtée par l’ajout 

d’αMEM, 50% SVF, et la suspension cellulaire est filtrée sur tamis 70 µm et reprise 

dans un tampon FACS (PBS, 2% SVF, 2 mM EDTA). Les érythrocytes sont lysés avec 

un tampon industriel (130-094-183, Miltenyi). La suspension cellulaire est numérée 

puis incubée pendant 30 min avec un bloqueur des récepteurs Fc (130-092-575, 

Miltenyi) et enfin en présence des anticorps ou isotypes aux concentrations décrites 

dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). Après incubation, les cellules sont lavées et 

filtrées sur tamis 30 µm en amont du tri. 

 

Tableau 1 : Anticorps utilisés pour l’isolement et le tri des différents acteurs de 

la régénération musculaire 

 

 La stratégie de tri se base sur l’utilisation de 7 fluorochromes différents, 

nécessitant les contrôles appropriés : isotypes contrôles puis chaque fluorochrome 

seul et enfin tous les fluorochromes moins un, répété pour chacun. Les populations 

Isotypes Fournisseur Référence mi [c]i mf Vf 

Rat IgG2a Isotype FITC Invitrogen 11-4321-80 25 µg 0,5 µg/µL 1,25 µg 2,5 µL 

Rat IgG2b Isotype PE Invitrogen 12-4031-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,1 µg 0,5 µL 

Rat IgG2b Isotype eFluor 450 Invitrogen 48-4031-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,1 µg 0,5 µL 

Rat IgG2a Isotype PerCP-Cy5-5 Invitrogen 45-4321-80 25 µg 0,2 µg/µL 0,1 µg 0,5 µL 

Rat IgG2a Isotype APC-eFluor 780 Invitrogen 47-4321-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,25 µg 1,25 µL 

Rat IgG2a Isotype PE-Cy7 Invitrogen 25-4321-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,6 µg 3 µL 

Rat IgG2B  Isotype Alexa Fluor 647  Biotechne IC013R 200 tests 5 µL/106 cells NA 1 µL 

Anticorps Fournisseur Référence mi [c]i mf Vf 

Anti CD34-FITC Invitrogen 11-0341-82 100 µg 0,5 µg/µL 1,25 µg 2,5 µL 

Anti CD45-PE Invitrogen 12-0451-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,1 µg 0,5 µL 

Anti CD31-eFluor450 Invitrogen 48-0311-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,1 µg 0,5 µL 

Anti Sca1-PerCP-Cy5.5 Invitrogen 45-5981-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,1 µg 0,5 µL 

Anti F4/80 APC-eFluor780 Invitrogen 47-4801-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,25 µg 1,25 µL 

Anti CD140a PE-Cy7 Invitrogen 25-1401-82 100 µg 0,2 µg/µL 0,6 µg 3 µL 

Anti α7 integrin-647 Biotechne FAB3518R 100 µg 0,2 µg/µL 2,5 µg 12,5 µL 
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d’intérêt sont ensuite isolées suivant les marqueurs phénotypiques indiqués ci-

dessous, en tenant compte des paramètres de taille et de singularité abordés 

précédemment (Tableau 2). 

Population cellulaire Marqueurs 

Macrophages CD45+ F4/80+ 

Cellules endothéliales CD45- F4/80- Sca1+ CD31+ CD34+ 

Cellules satellites CD45- F4/80- Sca1- CD31- CD34low α7intégrine+ 

Progéniteurs Fibro-Adipogéniques CD45- F4/80- Sca1+ CD31- CD34+ CD140+ 

Tableau 2 : Récapitulatif de la stratégie d’isolement et tri des différents 

acteurs de la régénération musculaire 

 

 Une première étape permet de séparer les macrophages avec le marqueur 

de la lignée hématopoïétique CD45 et monocytaire/macrophagique F4/80. Les 

FAPs, MPs et ECs sont ensuite séparées en fonction de leur expression de Sca-1, 

non exprimé par les MPs, et du CD31, un marqueur des cellules endothéliales. 

L’isolement de ces populations est ensuite confirmé par l’expression du CD34, du 

PDGFRα ou de l’intégrine α7. A la fin du tri, les suspensions cellulaires sont 

centrifugées et reprises dans 700 µL de réactif de lyse QIAzol (79306, Qiagen) pour 

l’extraction des ARNm et miARN. 
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1.2 Modèles fonctionnels 

1.2.1 Isolement de monocytes et macrophages CD14+ et production de 

milieux conditionnés 

 Les couches leuco-plaquettaires provenant de filtres de déleucocytation 

issus de dons de sang totaux sont récupérés au service de préparation du centre de 

transfusion sanguine des armées et centrifugées sur un gradient Ficoll (Pancoll, 

Pan-Biotech) (Figure 31). Les PBMC sont dénombrés puis les monocytes et 

macrophages sont triés des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) via 

une incubation et marquage par un anticorps anti-CD14 (130-050-201, Miltenyi 

Biotec). Ce dernier est couplé avec des billes magnétiques et va être retenu lors du 

passage dans une colonne de rétention MicroBeads sur aimant (130-042-401, 

Miltenyi Biotec) et élué avec un tampon PBS, 2 mM EDTA, 20% albumine. Les 

monocytes et macrophages CD14+ ainsi retenus puis élués sont ensemencés à 

1,25.106 cellules/mL en plaque 48 puits, puis cultivés en milieu α-MEM à 10% SVF 

décomplémenté, 1% P/S et stimulés ou non aux lipopolysaccharides (LPS) (100 

ng/mL, L6529, Sigma). Les surnageants sont centrifugés après 3 jours d’incubation 

et congelés à -80°C [319]. Ils seront par la suite présentés sous la dénomination MC 

LPS- et MC LPS+, regroupés et utilisés au 1:10 lors de la réalisation de tests de 

différenciation ostéogénique. 

 

Figure 31 : Stratégie de tri et d’activation des CD14+ isolés à partir de PBMC 

de dons de sang 

 

1.2.2 Transfection 

 Les transfections des oligonucléotides d’intérêts ont été effectuées sur 

populations cellulaires entre 70 et 80 % de confluence via l’utilisation d’inhibiteurs 

(miRCURY LNA Power Inhibitors, 339121, Qiagen) et d’analogues « mimics » 
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(miRCURY LNA Mimics, 339173, Qiagen) de miARN. Les concentrations utilisées ont 

fait l’objet d’une mise au point afin d’éviter une saturation des complexes RISC 

comme décrit par Khan et al. et ont été déterminées à 10 nM pour les inhibiteurs et 

1 nM pour les mimics [218]. La procédure expérimentale consiste à incuber les 

oligonucléotides avec un vecteur lipidique (Lipofectamine RNAimax, 13778075, 

ThermoFisher) à raison de 1,5 µL/mL final dans de l’α-MEM dépourvu de SVF et 

antibiotiques. Pour se faire, 5 nmol d’oligonucléotides sont resuspendus dans 75 µL 

d’eau stérile à une concentration de 66,6 µM puis 5 µL de cette solution sont dilués 

pour atteindre une concentration de 10 µM prête à l’emploi (10X). Pour chaque 

condition, les oligonucléotides et la lipofectamine doivent être respectivement 

diluées dans 25 µM d’α-MEM avant d’être ajouté l’un dans l’autre. Cette solution 

est ensuite incubée pendant 5 min à température ambiante afin de charger les 

complexes lipidiques avec les oligonucléotides, puis elle est ajoutée aux 

populations cellulaires d’intérêt en culture depuis 24h. Après 48h de transfection, le 

milieu contenant le vecteur et les oligonucléotides est remplacé par un nouveau 

milieu d’intérêt en fonction de la procédure voulue. L’efficacité de transfection est 

évaluée via l’utilisation d’oligonucléotides contrôles fluorescents en cytométrie en 

flux. 

1.2.3 Test de différenciation ostéogénique 

 Les différentes populations de progéniteurs musculaires isolées du muscle et 

CSM de moelle osseuse sont ensemencées à 6300 cellules/cm2 en milieu α-MEM à 

10% SVF décomplémenté, 1% P/S dans des plaques 24 puits. Après 3 jours 

d’incubation, le milieu est remplacé par un milieu d’induction ostéogénique 

composé d’α-MEM à 10% SVF décomplémenté, 1% P/S, 0,052 µg/mL de 

dexaméthasone (D-1159, 50mg, Sigma), 12,8 µg/mL d’acide ascorbique (A-8960, 

5g, Sigma) et 2,15 mg/mL de β-glycérophosphate (G-9422, 10g, Sigma) ou du 

milieu contrôle (α-MEM, 10% SVF décomplémenté, 1% P/S). Les cellules sont 

cultivées pendant 14 jours avec deux renouvellements de milieu par semaine par 

renversement [320]. Les milieux conditionnés de macrophages sont utilisés au 1:10 

à chaque changement de milieu pour les conditions concernées. En fin d’induction 

ostéoblastique, les cellules sont lavées trois fois au PBS puis fixées à l’éthanol 70%. 

Elles sont ensuite lavées à l’eau distillée et incubées 5 min en présence d’une 

solution de rouge alizarine à 20 g/L, préfiltrée et tamponnée à pH 4,2 (A5533-25G, 

Sigma-Aldrich). Le colorant en excès est éliminé par 3 lavages à l’eau distillée. Le 

colorant fixé à la matrice calcique minéralisée, typique de la différenciation 

ostéogénique, a ensuite été extrait avec une solution d’acide chlorhydrique à 0,5N à 
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5% SDS et dosé en fonction d’une gamme étalon de 10 à 200 mg/L de rouge 

alizarine [321]. L’absorbance à 415 nm est mesurée sur un lecteur de plaque. 

1.2.4 Modèle de coculture FAPs et macrophages 

 Les FAPs sont ensemencées à 6300 cellules/cm2 en milieu α-MEM à 10% SVF 

décomplémenté, 1% P/S dans des plaques 24 puits. En parallèle, les CD14+ isolées 

de PBMC sont ensemencées à 1,14.106 cellules/cm2 dans des transwell 1,0 µm avec 

ce même milieu de culture (MCRP24H48, Miltenyi). Les transfections CD14+ sont 

ensuite réalisées comme décrit en 1.2.2 puis celle-ci sont activés 72h aux 

lipopolysaccharides (LPS) (100 ng/mL, L6529, Sigma). Les surnageants de culture 

sont récupérés et congelés à -80°C tandis que les transwell sont ajoutés aux puits 

de culture de FAPs préalablement induits en différenciation ostéogénique tel que 

décrit en 1.2.3. pour 14 jours avant révélation au rouge alizarine. 

1.2.5 Test de différenciation adipogénique 

 Les FAPs sont ensemencées à 4000 cellules/cm2 dans des plaques 24 puits. A 

la confluence des cellules, quatre cycles d’induction adipogéniques sont induits par 

alternance entre un milieu de maintenance, DMEM high glucose (Gibco), 10 % de 

SVF, 1% P/S et insuline à 0,01 mg/mL (Sigma), et d’un milieu d’induction 

adipogénique, DMEM high glucose, 10 % SVF, 1% P/S, insuline à 0,01 mg/mL, 

dexaméthasone 1 µmol/L, indométacine 0,2 mmol/L (Sigma) et IBMX 0,5 mmol/L 

(Sigma). Lors des trois premiers cycles (lundi-jeudi, vendredi-lundi, mardi-vendredi), 

les cellules alternent entre milieu d’induction et milieu de maintenance. Lors du 

dernier cycle (lundi-vendredi), le milieu est changé pour du milieu de maintenance 

uniquement. Un puit contrôle est traité en milieu de maintenance pendant toute la 

durée de l’expérimentation. Au bout des quatre cycles, à 21 jours, les cellules sont 

fixées à l’éthanol et marquées à l’Oil Red O afin de visualiser la formation de 

gouttelettes lipidiques typique de la différenciation adipocytaire (kit Cayman 

Chemical). 

1.2.6 Test de différenciation chondrogénique 

 Les FAPs sont placées en suspension dans un tube de 15 mL à raison de 

250 000 cellules par tube afin de former des sphéroïdes. Après centrifugation douce 

pendant 5 min sans frein, le culot cellulaire est repris dans du milieu 

chondrogénique incomplet, DMEM high glucose, 10 % SVF, 1% P/S, 0,1 µM de 
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dexaméthasone, 0,35 mM de L-proline (Sigma), ITS 1X (Sigma), acide linoléique à 

5,3 µg/mL (Fluka), acide ascorbique à 0,17 mmol/L (Sigma) et 1,25 mg/mL 

d’albumine, puis remis en centrifugation douce pendant 5 min sans frein. Le culot 

cellulaire est repris dans 1mL de milieu chondrogénique complet, milieu incomplet 

supplémenté de 0,01 µg/mL de TGF-β3 (Sigma) ou incomplet pour les contrôles. 

Chaque tube est enfin remis en centrifugation douce pendant 5 min sans frein. 

Ceux-ci sont incubés à 37°C avec le bouchon entrouvert pour permettre les 

échanges gazeux. Le milieu est changé tous les deux ou trois jours avec 500 µL de 

milieu complet ou incomplet. Après 21 jours de culture, les chondrocytes forment 

alors des sphéroïdes qui sont fixées au formol et incluses en paraffine. Une 

coloration au bleu alcian est alors réalisée sur des coupes de 5 µm afin de mettre 

en évidence la matrice de glycosaminoglycane typique de la différenciation 

chondrogénique. 

 Pour les tests de transdifférenciation chondro-ostéogénique, les FAPs sont 

ensemencées à 6300 cellules/cm2 en milieu α-MEM à 10% SVF décomplémenté, 1% 

P/S dans des plaques 24 puits. Après 3 jours, elles sont passées en milieu de 

différenciation chondrogénique DMEM high glucose, 10 % SVF, 1% P/S, 0,1 µM de 

dexaméthasone, 0,35 mM de L-proline (Sigma), ITS 1X (Sigma), acide linoléique à 

5,3 µg/mL (Fluka), acide ascorbique à 0,17 mmol/L (Sigma), 1,25 mg/mL d’albumine 

et 0,01 µg/mL de TGF-β3 (Sigma) ou milieu contrôle puis incubées dans une 

chambre à hypoxie à 5 % O2. Le milieu est renouvelé au bout de 3 jours puis celui-ci 

est changé pour un milieu de différenciation ostéogénique décrit en 1.2.3 renouvelé 

tous les 3 jours pendant une semaine. Les milieux conditionnés de macrophages 

sont utilisés au 1:10 à chaque changement de milieu pour les conditions 

concernées. 
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1.3 Caractérisations cellulaires et tissulaires 

1.3.1 Cytométrie en flux et phénotypage 

 Pour chaque donneur et chaque marquage APC/PE, 100 000 cellules sont 

resuspendues dans 18 µL de tampon FACS, PBS 1X w/o Ca2+ Mg2+, albumine 2% 

(56446995, LFB), IgGh humaines à 2mg/mL (1-001-A, R&D Systems). Les cellules 

sont incubées avec 2 µL d’anticorps primaires pendant 20 min à 4°C (Tableau 3). La 

suspension cellulaire est centrifugée à 400 g pendant 2 min à 4°C puis les culots 

sont lavés deux fois au PBS avant d’être repris dans 200 µL de PBS 1% formol. Les 

cellules sont ensuite phénotypées par cytométrie en flux (Cytoflex, Beckman 

Coulter). L’analyse des résultats est effectuée avec FlowJo. La stratégie pour évaluer 

les cellules positives à un marqueur est établie par rapport aux contrôles 

isotypiques négatifs après présélection de la population d’intérêt selon les mêmes 

critères de taille, viabilité et singularité décrits lors de l’isolement des CSM. 

 

Tableau 3 : Anticorps utilisés pour le phénotypage des progéniteurs 

musculaires, FAPs et MPs, issus de muscle de patient POAN 

 

1.3.2 Extraction des ARNm et miARN 

 Les ARN totaux ont été extraits des MG entiers de souris POAN, des 

populations isolées de MG ou de progéniteurs musculaires cultivés en utilisant le 

réactif de lyse QIAzol (79306, Qiagen) et une extraction au chloroforme dans un 

ratio de 5:1 (C2432, Sigma-Aldrich). Après forte agitation, une centrifugation à 

12 000 g à 4°C pendant 15 min permet de séparer la phase aqueuse de la phase 

Anticorps Fournisseur Référence Clone [c] 

Anti CD31-PE BD Pharmingen 555446 WM59 1:10 

Anti CD34-APC Beckman Coulter IM2472 581 1:10 

Anti CD45-APC Beckman Coulter IM2473 J33 1:10 

Anti CD56-PE BD Pharmingen 555516 B159 1:10 

Anti CD73-PE BD Pharmingen 550257 AD2 1:10 

Anti CD90-APC BD Pharmingen 561971 5E10 1:10 

Anti CD105-PE Beckman Coulter AO7414 Poly 1:10 

Anti PDGFRα-Biotine R&D Systems BAF322 Poly 1:10 
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organique. Cette dernière est délicatement récupérée puis les ARN sont précipités à 

l’isopropanol (34965, Sigma-Aldrich) en présence de glycogène coprécipitant 

permettant la visualisation des culots (GlycoBlue, AM9515, Ambion) pendant 20 min 

à -20°C. Les culots ainsi formés à la suite d’une centrifugation à 12 000 g pendant 

10 min à 4°C sont lavés deux fois à l’éthanol 75 % (20824.321, BDH Chemicals) 

avant d'être remis en suspension dans de l'eau stérile. La concentration et la pureté 

de l'ARN total ont été quantifiés par NanoDrop (ThermoFisher), pré-diluée à 20 

ng/µL pour l’évaluation des ARNm et/ou 5 ng/µL pour les miARN puis stockée à -

80°C. 

 En amont de l’extraction, les coupes de MG entiers ont été lysées 

mécaniquement par l’utilisation de billes de céramiques dans un TissueLyser II 

(Qiagen), 2 min à 30 aller-retour/sec à froid. Par ailleurs, l’extraction des ARN totaux 

en solution aqueuse a été réalisée avec du Trizol LS (10296010, ThermoFisher) au 

ratio 1:4 puis en suivant les mêmes étapes décrites ci-dessus. 

1.3.3 RT et RT-qPCR 

 Pour les ARNm, les transcriptions inverses ont été réalisées avec le kit 

QuantiTect Reverse Transcription Kit (205311, Qiagen). L’ADN génomique de 100 

ng d’échantillon ARN extraits est dégradé avec 2 µL de tampon gDNA Wipeout PCR 

pendant 2 min à 42°C puits incubé sur glace. Le mix réactionnel composé de 1 µL 

de transcriptase inverse (TR), 4 µL de tampon Quantiscript contenant les 

nucléotides et 1 µL d’amorces pour la TR est ajouté à chaque condition et incubé 30 

min à 42°C pour générer l’ADNc, puis inactivée 3 min à 95°C. Les ADNc post-RT ont 

été dilués au 1:80 avant l'amplification par RT-qPCR à l'aide des kits QuantiTect 

SYBR Green RT-PCR (204243, Qiagen). Brièvement, 2 µL d’ADNc sont mis en contact 

de 5 µL de mix réactionnel SYBR Green, 1 µL de mix d’amorce sens et anti-sens et 2 

µL d’eau stérile. Les réactions subissent ensuite une activation de la polymérase 

pendant 15 min à 95°C puis 45 cycles décomposés en 15 sec de dénaturation à 

94°C, 25 sec d’hybridation à 55°C et 20 sec d’extension à 72°C. En fin de réaction, 

une montée en température progressive jusqu’à 95°C permettra de libérer le SYBR 

Green incorporé et de confirmer la taille et la spécificité de tous les produits formés. 

 Pour les miARN, les transcriptions inverses ont été réalisées avec le kit 

miRCURY LNA RT (339340, Qiagen). 10 ng d’échantillon ARN extraits est ajouté au 

mix réactionnel composé de 1 µL de transcriptase inverse (TR), 2 µL de tampon 

miRCURY contenant les nucléotides et 5 µL d’eau stérile puis incubé 60 min à 42°C 

pour générer l’ADNc, et enfin inactivée 5 min à 95°C. Les ADNc post-RT ont été 

dilués au 1:20 avant l'amplification par RT-qPCR à l'aide des kits miRCURY LNA 



 

104 

SYBR Green (339345, Qiagen). Brièvement, 4 µL d’ADNc sont ajoutés à 5 µL de mix 

réactionnel SYBR Green et 1 µL de mix d’amorce 5’ ou 3’. Les réactions subissent 

ensuite une activation de la polymérase pendant 2 min à 95°C puis 45 cycles 

décomposés en 10 sec de dénaturation à 95°C, et 60 sec d’hybridation et 

d’extension combinés à 56°C. En fin de réaction, une montée en température 

progressive jusqu’à 95°C permettra de libérer le SYBR Green incorporé et de 

confirmer la taille et la spécificité de tous les produits formés. Enfin, le criblage des 

miARN des souris POAN a été réalisé à l'aide du panel miRNome Mouse&Rat I+II 

(V5, 339322, Qiagen). 

 Des contrôles négatifs de RT ont été réalisés en remplaçant l’ARN extrait par 

de l’eau stérile et de façon similaire pour les PCR en remplaçant l’ADNc par de l’eau 

stérile. Ces deux contrôles permettant de valider la RT-qPCR en l’absence de tout 

signal. 

1.3.4 Méthode de normalisation 

 Pour chaque modèle expérimental, plusieurs gènes ou miARN de références 

ont été mesurés, les plus stables ont été sélectionnés à l'aide du logiciel Genorm 

(v3.4) utilisé pour la normalisation [322]. Les échantillons ont ainsi pu être 

normalisés en adaptant la méthode de Livak via la réalisation d’une moyenne 

géométrique de 1,9^(ΔCt par rapport au gène de référence) des trois gènes ou 

miARN de référence.  

Les gènes de référence suivants ont été utilisés dans leurs modèles expérimentaux 

respectifs : 

- Criblage muscle total, FAPs, MPs et macrophages isolés du modèle murin de 

POAN (in vivo) : Hprt, Rplp0, Ppia 

- Progéniteurs musculaires (FAPs et MPs) isolés de muscle de patient POAN 

(in vitro) : FGFR1, ITGA1, BGN 

Les miARN de référence suivants ont été utilisés dans leurs modèles expérimentaux 

respectifs : 

- Criblage muscle total POAN : hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-

125b-5p 

- FAPs et MPs du modèle murin POAN : hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-

miR-125b-5p 

- Macrophages modèle murin POAN : hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-

miR-27b-3p 
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- Progéniteurs musculaires in vitro : hsa-miR-24-3p, hsa-miR-103a-3p, hsa-

miR-143-3p 

Toutes les séquences utilisées sont disponibles dans la section VIII - 1.6 des 

annexes. 

1.3.5 ELISA 

 Les concentrations protéiques en solution ont été dosées via des kit ELISA 

Duoset de chez R&D Systems, IL-1β (DY501), IL-1α (DY200), IL-1RA (DY280), IL-6 

(DY206), IL-6R (DY227), TNF-α (DY510). 

1.3.6 Extraction protéique 

 Les tapis cellulaires sont lavés du milieu de culture précédant contenant du 

SVF au PBS et incubés 10 min sur glace en présence de tampon de lyse protéique à 

raison de 8 µL/cm², PBS, 1 % de NP40 (Sigma), 1 % Triton X-100 (Prolabo), 0,1% de 

SDS (Fluka), et 5 mg/mL d’acide désoxycholique (Sigma). Un cocktail d’inhibiteur 

des protéases (11697498001, Roche) et des phosphatases 1 et 2 (Sigma) est ajouté 

extemporanément. Le tapis cellulaire est ensuite récupéré au râteau pendant 1 min 

afin de lyser mécaniquement les cellules puis incubé 20 min sur glace dans le 

tampon de lyse protéique avant une centrifugation de 13 000 g pendant 15 min à 

4°C. Chaque échantillon est ensuite congelé à -80°C ou directement dosé par 

l’utilisation d’un kit BCA ((23252, ThermoFisher). 

1.3.7 Western Blots 

 Des gels StainFree de polyacrylamide à 10 % en présence de sodium 

dodécylsulfate sont préparés (SDS-PAGE). Le gel de concentration, la partie 

supérieure, est produit à partir de l’addition des solutions de concentrations A et B 

au ratio 1:1 (1610183, BioRad), supplémenté de 0,5 % d’APS (Biorad) et 0,05 % de 

Temed (Biorad). Le gel de résolution, la partie inférieure, est réalisée à partir de 

l’addition des solutions de résolution A et B au ratio 1:1, supplémenté de 0,5 % 

d’APS et 0,05 % de Temed. Les gels coulés par ce kit incorporent des groupement 

trihalo permettant le marquage des groupements tryptophane et ainsi de 

l’ensemble du protéasome via la fluorescence présente sur chaque bande et ainsi 

quantifier les protéines d’intérêt sur celui-ci plutôt que sur une seule protéine de 

référence. 
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 Les échantillons issus des extractions protéiques sont placés sur glace et 

dilués avec un tampon Laemmli, eau distillée, 1 % de SDS (Invitrogen), 5 % de β-

mercaptoéthanol (Sigma), 0,05 mol/L de TRIS base (Sigma), 20 % Glycérol (Sigma), 

et 0,025 % de bleu de bromophénol (SERVA) en respectant un ratio 1:1. Une 

incubation de 3 min à 95°C est réalisée pour dénaturer les protéines avant d’être 

incubées sur glace. 40 µg de protéine par échantillon et le marqueur de poids 

(BioRad) sont déposés dans les puits des gels et leur migration est initiée dans du 

tampon de migration, eau distillée, 24,8 mmol/L de Tris base, 152 mmol/L de 

Glycine (Sigma), 0,1 % de SDS, pH 8,3, sous 200V de tension jusqu’à l’arrivée du 

front de migration en bas du gel. 

 A la fin de la migration, une activation des groupements trihalo contenus par 

le gel StainFree est nécessaire afin de les lier de façon covalente aux groupements 

tryptophane des protéines ayant migrées. Celle-ci est réalisée par une exposition de 

45 sec aux UV sur un imageur BioRad. Les protéines sont ensuite transférées sur 

une membrane de PVDF dans du tampon de transfert, eau distillée, 24,8 mmol/L de 

Tris base, 152 mmol/L de Glycine et 5 % de méthanol, sous 25V de tension et 1,25 A 

d’intensité pendant 10 min (Trans-Blot Turbo, BioRad). A la fin du transfert, la 

qualité de ce dernier est vérifiée sur l’imageur ChemiDoc, une photo est prise 

pendant 1 min d’exposition et permettra par la suite la normalisation des protéines 

d’intérêt entre les différents échantillons.  

 La membrane de PVDF est ensuite découpée au niveau des protéines 

d’intérêt. Après un rinçage de la membrane à l’eau distillée, la membrane est 

incubée dans du tampon de blocage, PBS à 5% de protéines de lait, sous agitation 

et à température ambiante pendant deux heures. Les anticorps primaires sont 

dilués à leur concentration d’utilisation dans du tampon de blocage puis les 

membranes sont incubées à 4°C sur la nuit (Tableau 4).  

 Le lendemain, les membranes sont lavées avec du tampon PBS contenant 

2 % de Tween 20, pendant trois cycles de 10 min sous agitation. Les membranes 

sont ensuite incubées avec l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à l’HRP 

(ab205718, Abcam) dilué dans du tampon de blocage pendant 1 heure. Les 

membranes sont ensuite lavées dans du tampon de lavage pendant trois cycles de 

10 min sous agitation. La révélation est réalisée par l’addition d’ECL (170–5061, 

BioRad) et le signal de chimiluminescence est acquis sur l’imageur ChemiDoc. Les 

données sont finalement analysées à l’aide du logiciel Image Lab et la densité de 

chaque bande est normalisée sur l’intensité totale de sa piste. 
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Tableau 4 : Anticorps utilisés en Western Blot 

 

1.3.8 Dosage de l’activité de la phosphatase alcaline 

 L’activité de la phosphatase alcaline (PAL) a été dosée en suivant les 

instructions du fournisseur (AP0100, Sigma). Brièvement, le tapis cellulaire est 

récupéré de façon similaire à la réalisation de Western Blot détaillée 

précédemment. Après dosage des protéines totales, les échantillons sont mis en 

présence d’un substrat de la PAL, le pNPP, qui va être hydrolysé par l’enzyme et 

générer une augmentation de l’absorbance à 405 nm. La mesure de cette 

absorbance en fonction de la concentration en protéine totale permet de 

déterminer l’activité enzymatique de la PAL. 

1.3.9 Contrôle de la viabilité cellulaire 

 Afin de déterminer la viabilité cellulaire à la suite des transfections, les 

cellules transfectées ont été marquées par du DAPI à 5 µg/mL pendant 5 min. La 

fluorescence témoignant de l’incorporation de DAPI et donc de mortalité cellulaire 

a par la suite été quantifiée en cytométrie en flux (CytoFLEX, Beckman Coulter). 

1.3.10 Histologie et immunohistochimie 

 Les marquages histologiques ont été réalisés sur des cryosections de 8 µm 

séchées puis colorées à l'hématoxyline-phloxine safran (HPS) (Dako). Pour la 

coloration Von Kossa, ces cryosections ont été incubées dans 1% de nitrate 

d'argent 30 min à température ambiante dans l'obscurité, suivis de 15 min 

d'incubation dans une chambre UV et d'une contre-coloration au rouge nucléaire. 

Toutes les sections ont été analysées à l'aide d'un scanner de lames Pannoramic 

Midi II sur le logiciel Case Viewer (3D HISTECH Ltd.). 

Anticorps Fournisseur Référence [c] 

HRP Abcam 

 

ab205718 

 

1:200000 

OSX/SP7 Abcam 

 

ab209484 

 

1:500 

SOX9 Abcam 

 

ab185966 

 

1:1000 

RUNX2 Abcam 

 

ab192256 

 

1:1000 

MTOR CST #29785 

 

1:1000 

ATF4 CST #25177 1:1000 
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 Pour les colorations immunohistochimiques, les cryosections ont été fixées 

au paraformaldéhyde (PFA) à 4 % pendant 10 min, puis perméabilisées 15 min dans 

du PBS-Triton 0,5 % et enfin pendant 1h dans du PBS-BSA 1 % à température 

ambiante. Les sections des MG ont été incubées avec des anticorps polyclonaux de 

lapin anti-laminine, anti-ostéocalcine ou anti-collagène III dans du PBS-BSA 1% 

pendant la nuit à 4°C (Tableau 5). Une IgG polyclonale de lapin correspondante a 

été utilisée comme contrôle négatif. Les coupes ont été lavées avec du PBS puis 

incubées avec des anticorps secondaire anti-lapin Alexa Fluor 594 ou anti-lapin 

Alexa Fluor 488 dans du PBS-BSA 1% 1h à RT. Les lames ont finalement été 

montées avec une solution Vectashield antifade et DAPI (Vector). Toutes les 

sections ont été analysées à l'aide d'un microscope à fluorescence inversée (DMi8, 

Leica) et du logiciel Fiji (ImageJ). 

 

Tableau 5 : Anticorps utilisés pour les analyses histologiques et 

immunohistochimiques 

 

  

Anticorps Fournisseur Référence [c] 

Anti-Laminine ab11575 

 

Abcam 

 

1:200 

 Anti-Ostéocalcine ab93876 

 

Abcam 

 

1:100 

 Anti-Collagène III ab7778 

 

Abcam 

 

1:500 

 Anti-lapin Alexa Fluor 594 R37119 

 

ThermoFis-

her 

 

1:500 

 Anti-lapin Alexa Fluor 488 A-11008 

 

ThermoFis-

her 

 

1:500 

 IgG de lapin ab-105-c 

 

Biotechne 

 

1:300 
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1.4 Statistiques 

 Les graphiques et analyses statistiques ont été réalisées sous la version 9.1.1 

de Graphpad Prism. Tous les histogrammes représentent la moyenne des jeux de 

données tandis que les barres d’erreurs représentent les écarts types (SD) des 

différents échantillons biologiques. Les différences statistiques ont été calculées à 

l'aide du test U de Wilcoxon-Mann-Whitney non paramétrique pour les 

comparaisons simples en absence de distribution normale ou avec le t test de 

Student et le test de correction de Welch lorsque l’égalité des variances n’a pu être 

vérifiée. Pour les comparaisons multiples, un test non paramétrique de Friedman 

pour les mesures appareillées corrigé par le test post-hoc de Dunn ou des ANOVA 

une voie avec correction post hoc de Tukey ont été réalisées. Enfin des ANOVA 

deux voies avec correction post hoc de Tukey ou de Šidák ont été respectivement 

réalisées pour les comparaisons multiples intra-groupes ou inter-groupes. Dans 

tous les cas, la valeur-p est indiquée directement ou en fonction de la 

nomenclature suivante : *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001. 
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V -  Résultats 

1 Chapitre 1 : Caractérisation du microenvironnement 

musculaire des POAN 

1.1 Introduction 

 Nous avons dans un premier temps choisi de caractériser l’environnement 

musculaire précoce dans le modèle murin de POAN [32]. Ce premier chapitre va 

permettre d’introduire ce modèle au travers d’une description histologique et 

immunohistochimique complétée par une caractérisation des acteurs 

transcriptomiques du tissu musculaire où se développent les POAN. Nous avons 

ensuite réalisé un criblage des miARN dans le muscle squelettique entier. 

 Les objectifs de ce chapitre sont d’établir un profil de miARN dérégulés 

positivement ou négativement aux temps précoces de la pathogenèse ainsi que 

leur évolution, et d’identifier les différents acteurs moléculaires impliqués dans ces 

processus d’ossification du tissu musculaire. 

 Nous avons prélevé le muscle gastrocnémien (MG) à 2, 4 et 7 jours après 

induction des POAN dans 4 groupes expérimentaux : PBS+SHAM, injection de PBS 

et chirurgie contrôle ; PBS+SCI, injection de PBS et spinalisation de l’animal ; 

CDTX+SHAM, injection de cardiotoxine et chirurgie contrôle ; CDTX+SCI, injection 

de cardiotoxine et spinalisation de l’animal (Figure 32). Ces muscles ont été 

rapidement congelés entiers dans l’isopentane glacial avant de réaliser des 

cryosections transversales ou d’en extraire les ARN. 

 

Figure 32 : Représentation schématique du modèle murin de POAN combinant 

lésion musculaire et neurologique pour l’étude du muscle entier 
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1.2 Résultats 

1.2.1 Développement des POAN dans le muscle endommagé chez la 

souris neurolésée 

 Nous avons tout d’abord réalisé un marquage Hématoxyline Phloxine Safran 

(HPS) marquant les noyaux en violet, les cytoplasmes en rose et les fibres de 

collagènes en rose orangé (Figure 33). La nécrose des myofibres associée à une 

importante infiltration de cellules mononuclées observées à J2 et J4 dans les 

conditions CDTX témoigne du succès de la lésion musculaire et de la mise en place 

des acteurs de la régénération musculaire. Par ailleurs, l’apparition de myofibres 

néoformées dans la condition CDTX+SHAM à J7, et dans une moindre mesure 

CDTX+SCI, est caractéristique de ce processus de régénération. Les surfaces de 

section de fibres n’ont pas été quantifiées, mais comme attendu, le diamètre des 

myofibres issues des muscles PBS+SCI semblait réduit, suggérant une atrophie 

musculaire induite par la SCI. La coloration de Von Kossa, révélant les dépôts 

calciques en noir, permet de constater que les trois premières conditions 

expérimentales n’ont pas généré de minéralisation intra-musculaire, a contrario de 

la condition CDTX+SCI, pour laquelle les dépôts noirs témoignent de la présence de 

myofibres calcifiées dès 2 jours après l’induction des POAN. La formation de 

matrice et nodules calcifiés à J7 et de signes de défauts de myogenèse observés en 

coloration HPS confirment la mise en place des processus de minéralisation (Figure 

33). 

 

 

 

 

↓ Figure 33 : Histologie du muscle gastrocnémien dans le modèle de POAN  

Colorations histologiques HPS et Von Kossa dans quatre conditions 

expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à trois temps 

post-induction (J2, J4 et J7). Cryocoupes transversales de MG, la ligne noire délimite 

les zones d’apparition intramusculaires de nodules calcifiés (grossissement 10X, barre 

d’échelle = 100 µm). 
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 Afin d’évaluer la qualité des fibres musculaire et plus globalement l’aspect 

du tissu musculaire, nous avons réalisé différents immunomarquages 7 jours après 

l’induction du modèle (Figure 34). Un premier marquage des laminines (marquant 

la membrane basale) a permis de confirmer l’aspect atrophique du muscle des 

souris neurolésées (A). Par ailleurs, les différences histologiques entre un muscle 

CDTX+SHAM et CDTX+SCI soulignaient l’échec de la myogenèse, caractérisée par 

une accumulation de cellules mononuclées et l’absence de néoformation de fibres 

musculaires (B). Par ailleurs, un marquage de l’ostéocalcine, produite et sécrétée 

par les ostéoblastes matures, révélait la présence de cet élément de la matrice 

calcique ostéogénique chez les souris neurolésées. Enfin, un marquage du 

collagène III, un composant structurel de la matrice extracellulaire (MEC), 

témoignait de l’accumulation anormale de MEC au sein du muscle CDTX+SCI 

(Figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

↓ Figure 34 : Immunomarquages du MG dans le modèle de POAN 

Marquages IHC de la laminine (A et B), de l’ostéocalcine et du collagène III (B) dans 

quatre conditions expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et CDTX+SCI), 

7 jours après induction du modèle. Cryocoupes transversales de muscle 

gastrocnémien, les noyaux sont marqués en bleus, la flèche reflète l’effet de la lésion 

médullaire (SCI) (grossissement 20X pour la laminine et le collagène III et 10X pour 

l’ostéocalcine, barre d’échelle = 100 µm). 
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1.2.2 Dérégulation des ARNm du muscle POAN 

 Nous avons dans un premier temps étudié le profil d’expression de 

marqueurs ostéogéniques, chondrogéniques, inflammatoires et matriciels du 

muscle total à J2, J4 et J7 des quatre conditions expérimentales (Figure 35). 

 Nous avons observé l’augmentation de l’expression de Runx2, Sox9, Col10a1 

et Sp7 dans les muscles lésés à la CDTX par rapport aux muscles sains, 

indépendemment de la lésion médullaire (Figure 35). Tous ces facteurs ostéo-

chondrogéniques étaient surexprimés dans les muscles en régénération des 

animaux neurolésés (CDTX+SCI) par rapport aux contrôles de régénération 

(CDTX+SHAM). En effet, l’expression du régulateur de la chondrogenèse Sox9 

augmentait dès 2 jours après induction tandis que les niveaux d’expression de 

Runx2, régulateur principal de l’ostéogenèse, Col10a1, marqueur de l’hypertrophie 

des chondrocytes et Sp7, codant pour l’ostérix, augmentaient en réponse à la lésion 

médullaire au bout de 7 jours. A contrario, l’expression de Bmp2, un acteur 

extensivement décrit dans l’apparition des POA, ne semblait pas modulée à l’échelle 

transcriptionnelle dans notre modèle. Nous avons également observé un 

éffondrement de l’expression de la phosphatase alcaline (Alpl) et du Vegfα lors de 

la lésion musculaire et/ou de la lésion neurologique, à contrepried de leurs rôles 

respectifs dans les processus de minéralisation et d’angiogenèse post-lésionnel. 

 L’inflammation étant un élément central de la pathogenèse des POAN, nous 

avons recherché la potentielle modulation par les conditions expérimentales de 

facteurs inflammatoires tels que l’oncostatine M (Osm) ou le Tgfβ1 (Figure 35). 

Nous avons observé l’augmentation de leur expression dans le muscle lésé. 

Cependant leurs niveaux d’expression persistaient après 4 jours dans la condition 

CDTX+SCI comparés aux muscles CDTX+SHAM où l’expression se résorbait à J7, 

suggérant un délai dans l’activation et une persistance de la réponse inflammatoire 

chez les animaux neurolésés. De façon intéressante, cette surexpression de Tgfβ1 

coïncidait avec le dépôt abérrant de collagène de type III 7 jours après l’induction 

des POAN. Similairement, l’expression de l’Il-1β était augmentée dans les deux 

conditions CDTX avec à nouveau une tendance accrue chez les animaux SCI, tandis 

que les niveaux d’expression d’Atf4, un facteur de transcription ostéogénique, 

restaient inchangés (données non affichées). 
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Figure 35 : Expression des ARNm codant pour des facteurs de transcription 

ostéogéniques, chondrogéniques, inflammatoires et matriciels du muscle 

entier 

Abondance relative des ARNm mesurée en RT-qPCR du MG entier dans quatre 

conditions expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à trois 

temps post-induction (J2, J4 et J7) et regroupés par profils d’expression. Les 

histogrammes représentent la moyenne d’échantillons biologiques indépendants et 

les barres d’erreurs l’écart type, n=3. Les différences statistiques ont été calculées avec 

une ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Tukey (*=p<0.05, **=p<0.01, 

***=p<0.001). 

 Enfin, les analyses histologiques et immunohistochimiques précédentes 

ayant montré un défaut de régénération musculaire, nous avons cherché à décrire 

le profil d’expression des principaux acteurs de la myogenèse (Figure 36). Myod1, 

Myf5 et Myog sont trois facteurs de transcription impliqués dans les processus de 
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différenciation et de fusion des progéniteurs myogéniques (MPs). Les niveaux 

d’expression de Myod1 et Myf5 dans le muscle entier ne semblaient pas 

sensiblement modulés par la lésion musculaire et/ou neurologique. Cependant, 

nous avons observé une augmentation de l’expression de la myogénine à J7, plus 

marquée chez les animaux neurolésés, en parallèle d’une diminution de l’expression 

de Pax7 dans ces mêmes conditions (Figure 36). 

 

Figure 36 : Expression des ARNm codant pour des facteurs de transcription 

myogéniques du muscle entier 

Abondance relative des ARNm mesurée en RT-qPCR du MG entier dans quatre 

conditions expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à trois 

temps post-induction (J2, J4 et J7). Les histogrammes représentent la moyenne 

d’échantillons biologiques indépendants et les barres d’erreurs l’écart type, n=3. Les 

différences statistiques ont été calculées avec une ANOVA 2 voies et corrigées par le 

test post-hoc de Tukey (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). 
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1.2.3 Criblage des miARN du muscle POAN 

 Nous avons ensuite caractérisé les miRnomes de muscles entiers aux temps 

J2 et J4 des quatre conditions expérimentales PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM 

et CDTX+SCI (Figure 37). Plus de 752 miARN ont été criblés par RT-qPCR et 

regroupés en fonction de leur profil d’expression (Annexe VIII - 1.5). Nous avons 

identifié les miARN les plus exprimés et dérégulés par la lésion musculaire (A) et 

par la lésion médullaire dans un contexte de muscle endommagé (B) aux temps J2 

et J4 post-induction. Par l’interrogation des bases de données miRTarBase, KEGG, 

des analyses d’enrichissement des cibles (MIENTURNET [323]) et une étude 

minutieuse de la littérature associée, nous avons présélectionné les miARN 

impliqués dans les processus ostéo-chondrogéniques, myogéniques et 

inflammatoires les plus impactés par les conditions expérimentales (C). 

 La SCI induit la surexpression concomitante de miARN ostéogéniques : miR-

21-5p, miR-20a-5p, miR-199a-5p, ostéo-chondrosuppressifs : miR-142-3p, miR-

223-3p, miR-17-5p, miR-214-3p, et anti-inflammatoires : miR-146b-5p, à J2 et J4 

post-induction (Figure 37 A). Par ailleurs, la lésion musculaire induisait aussi la 

perte d’expression de nombreux miARN spécifiques des myofibres (myomiR) tels 

que miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-206 et miR-378a-3p ; de par la destruction de 

celles-ci et un relargage du contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire. De 

façon intéressante, nous avons principalement observé une perte d’expression des 

miARN ostéo-chondrosuppressifs et anti-inflammatoires lors de la lésion 

neurologique à J2 et J4, notamment miR-142-3p, miR-146b-5p, miR-199a-3p, miR-

574-3p et miR-214-3p (Figure 37 B). L’implication de ces miARN et de leurs cibles 

dans des processus ostéo-chondrogéniques, myogéniques et inflammatoires a par 

ailleurs été confirmée via la prédiction des bases de données Reactome et 

WikiPathways (Figure 37 C et données non affichées). Des cascades de 

signalisation impliquant différentes interleukines, le TGF-β, la signalisation du TLR4, 

le VEGF-α ou le facteur de transcription ostéogénique RUNX2 ont ainsi été mises en 

évidence. 
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Figure 37 : Criblage des miARN dans le muscle entier 

Evolution relative de l’abondance des 20 miARN les plus dérégulés mesurée en RT-

qPCR du MG entier (A) CDTX+SHAM comparé à PBS+SHAM et (B) CDTX+SCI 

comparé à CDTX+SHAM à J2 et J4. Les miARN impliqués dans des processus ostéo-

chondrogéniques, myogéniques et/ou inflammatoires sont identifiés en rouge 

(surexprimés) et bleus (sous-exprimés), exempts des miARN exprimés >32 Cp, n=1 

regroupement de trois muscles dans chaque condition expérimentale. (C) 

Représentation des cascades de signalisations et processus biologiques identifiés par 

Reactome. 
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 Le criblage étant réalisé sur des pools d’échantillons, nous avons ensuite 

mesuré les miARN d’intérêt sur les échantillons individuels dans les 4 conditions 

expérimentales (Figure 38). Nous avons observé une surexpression globale des 

miARN ostéo-suppressifs miR-17-5p, miR-142-3p, miR-146a-5p, miR-199a-3p, miR-

214-3p et miR-223-3p dans les muscles lésés comparés aux muscles PBS. Toutefois, 

miR-199a-3p et miR-214-3p étaient régulés négativement à J4 par la condition 

CDTX+SCI par rapport à la seule injection de CDTX tandis que miR-17-5p, miR-142-

3p et miR-223-3p étaient régulés positivement. De plus, l’expression de miR-30e-

5p, et dans une moindre mesure miR-143-3p, étaient toutes deux inhibées par la 

SCI, indépendamment de toute lésion musculaire. Enfin, les miARN anti-

inflammatoires miR-146a/b étaient surexprimés par la CDTX et miR-146b-5p était 

sous-exprimé en condition SCI-CDTX (Figure 38). 

 

Figure 38 : Expression des miARN ostéo-chondrosuppressifs et anti-

inflammatoires du muscle entier 

Abondance relative des miARN ostéo-chondrosuppressifs et anti-inflammatoires 

mesurée en RT-qPCR du MG entier dans quatre conditions 
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expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à trois temps 

post-induction (J2, J4 et J7) et regroupés par profils d’expression. Les histogrammes 

représentent la moyenne d’échantillons biologiques indépendants et les barres 

d’erreurs l’écart type, n=3. Les différences statistiques ont été calculées avec une 

ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Tukey (*=p<0.05, **=p<0.01, 

***=p<0.001). 

 

 Les miARN ostéogéniques étaient surexprimés dans le muscle lésé à la CDTX 

(Figure 39). La lésion médullaire exacerbait cette expression à J4 pour miR-20a-5p, 

miR-21-5p et à J7 pour miR-21-5p et miR-199a-5p. MiR-20a-5p était par ailleurs 

aussi surexprimé par la lésion médullaire dans le muscle non lésé. De façon plus 

globale, la régulation des miARN ostéo-suppressifs semble retardée dans le temps 

tandis que la réponse des miARN ostéogéniques semble persister en condition 

CDTX+SCI comparée à la lésion musculaire seule (Figure 38 et Figure 39). 

 

Figure 39 : Expression des miARN ostéogéniques du muscle entier 

Abondance relative des miARN ostéogéniques mesurée en RT-qPCR du MG entier 

dans quatre conditions expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et 

CDTX+SCI) à trois temps post-induction (J2, J4 et J7). Les histogrammes représentent 

la moyenne d’échantillons biologiques indépendants et les barres d’erreurs l’écart 

type, n=3. Les différences statistiques ont été calculées avec une ANOVA 2 voies et 

corrigées par le test post-hoc de Tukey (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). 

 

 Enfin, nous avons quantifié l’expression des myomiR (Figure 40). Outre la 

perte d’expression à J2 et J4 induite par la destruction des myofibres, la lésion 

médullaire augmentait l’expression de miR-206 à J4 tandis qu’elle inhibait 

l’expression en muscle sain de miR-1-3p à J4 et de miR-378a-3p en muscle lésé à 
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J7. Ces myomiR interviennent dans les processus de régénération musculaire via 

leur action sur l’activation des cellules satellites de par leur capacité à cibler Pax7 

pour miR-1-3p et miR-206 ou leur propriété à moduler la néo angiogenèse post 

lésionnelle du muscle pour miR-378a-3p. 

 

Figure 40 : Expression des myomiR du muscle entier 

Abondance relative des myomiR mesurée en RT-qPCR du MG entier dans quatre 

conditions expérimentales (PBS+SHAM, PBS+SCI, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à trois 

temps post-induction (J2, J4 et J7). Les histogrammes représentent la moyenne 

d’échantillons biologiques indépendants et les barres d’erreurs l’écart type, n=3. Les 

différences statistiques ont été calculées avec une ANOVA 2 voies et corrigées par le 

test post-hoc de Tukey (*=p<0.05, **=p<0.01). 
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1.3 Synthèse et discussion 

 Ce premier chapitre nous a permis de caractériser le modèle murin de POAN 

tant du point de vue histologique, immunohistochimique que de l’étude des 

transcrits et du miRnome. Nous avons mis en évidence que : 

I. Le développement des POAN est caractérisé par le dépôt précoce d’une 

matrice calcique et collagénique associée à un échec de la régénération 

musculaire. 

II. La lésion neurologique induit la surexpression des marqueurs ostéo-

chondrogéniques Runx2, Sox9, Col10a1 et inflammatoires Tgfβ1 et Osm dans 

le muscle endommagé. 

III. La lésion musculaire induit l’expression de miARN ostéogéniques et ostéo-

chondrosuppressifs tandis que la combinaison des deux lésions entraîne la 

surexpression des premiers, tout en altérant l’expression de suppresseurs 

ostéo-chondrogéniques. 

 

 Dans cette première partie, nous avons décrit la cinétique d’apparition des 

POAN aux temps précoces J2, J4 et J7. Nous avons sélectionné pour la suite l’étude 

les temps J2 et J4, les processus ostéogéniques étant déjà mis en place à ces deux 

temps. Comme attendu, nous avons observé l’apparition d’un phénotype 

atrophique du muscle lors de la SCI seule, phénomène impliquant la signalisation 

STAT3 des FAPs qui sécrètent alors de l’IL-6 de façon aberrante [165]. Il est 

intéressant de noter que cette dérégulation peut mener à une fibrose du tissu 

musculaire ainsi qu’une perte des propriétés pro-myogéniques des FAPs. La SCI 

provoque ainsi une accumulation des FAPs résultant dans une production anormale 

de MEC. Nous avons montré une surexpression du Tgfβ1 concomitante à une 

accumulation de collagène III. Cette cytokine joue un rôle dans la production 

d’éléments de la MEC ainsi que dans la différenciation fibroblastique des FAPs 

[324–326]. Cette étape pourrait permettre le dépôt d’une matrice collagénique 

facilitant la mise en place des processus ostéogéniques permettant la formation de 

nodules calcifiés à J7, le collagène III étant impliqué dans les premiers instants de 

l’ossification endochondrale [327]. 

 Nous avons aussi observé la surexpression des facteurs de transcription 

ostéogéniques et chondrogéniques Runx2, Sox9 impliqués dans l’ossification 

endochondrale et Col10a1, produit par les chondrocytes hypertrophiques, tout 

particulièrement durant la transition d’une matrice collagénique à une matrice 

calcique lors de la transdifférenciation chondro-ostéogénique [328,329]. De façon 
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intéressante, la surexpression de Sox9 survient dès J2 tandis que la surexpression de 

Runx2 et Col10a1 est plus tardive à J7. Par ailleurs, Runx2 est un régulateur positif 

de Col10a1 et du phénotype hypertrophique des chondrocytes, suggérant une 

cinétique d’expression Sox9 > Runx2 > Col10a1 par les progéniteurs responsables 

du dépôt de matrice calcique [330,331]. Toutefois, il est intéressant de noter que 

l’augmentation de l’expression des facteurs de transcription ostéogéniques est 

tardive (≈J7) comparée à la cinétique d’apparition de minéralisation intramusculaire 

observée histologiquement (≈J2), et correspond avec la surexpression de Sox9. Cela 

suggère la coexistence précoce de phénomènes chondrocytaires et minéralisants, 

tandis que les processus ostéogéniques semblent impliqués dans la maturation plus 

tardive en tissu osseux caractérisé par l’expression d’ostéocalcine à J7. Par ailleurs 

nous avons également identifié l’inhibition de l’expression de l’ALPL et du VEGFα 

dans le muscle intact chez l’animal neurolésé. La sous-expression du VEGF-α a été 

observée dans un modèle de dénervation musculaire [332]. L’évolution de 

l’expression d’ALPL n’a jamais été décrite, elle pourrait être liée à la perte de masse 

musculaire associée à la neurolésion, comme c’est le cas lors du dosage de son 

activité enzymatique [333]. 

 Comme la lésion médullaire exacerbe les réponses inflammatoires, nous 

avons mesuré l’expression de différentes cytokines au sein du muscle [167,334]. 

Nous avons observé que la lésion neurologique modulait cette réponse, tout 

particulièrement pour le Tgfβ1 et l’Osm. Le rôle de ces cytokines est pléiotrope, les 

deux étant capables d’influencer positivement la différenciation ostéogénique en 

parallèle de leur rôle direct sur les processus inflammatoires [335,336]. Leur action 

sur l’ostéogenèse est commune, différents auteurs ont démontré que l’OSM 

inhibait l’expression de protéine de la MEC induite par le Tgfβ1 et décrit une 

production de l’OSM par les ostéoblastes, suggérant un potentiel rôle de cette 

dernière dans la transition de la production d’une matrice collagénique à une 

matrice calcique [337,338]. Enfin, il est important de noter que ces cytokines sont 

aussi sécrétées par les macrophages recrutés sur le site lésionnel, et qu’elles sont 

impliquées dans le développement des POA et POAN [15,21,141,339]. L’IL-1β, 

cytokine pro-inflammatoire dont nous avons démontré le rôle dans le 

développement des POAN, était trop faiblement exprimée au niveau 

transcriptionnel pour être quantifiée [16]. 

 Afin de caractériser succinctement l’échec de la myogenèse à l’échelle du 

muscle entier, nous avons quantifié différents facteurs de transcription 

myogéniques. D’une part, l’absence d’augmentation de l’expression de Pax7 après 

7 jours de régénération musculaire combinée à la lésion neurologique suggère un 

défaut dans le retour en quiescence post activation des MPs [340]. D’autre part, la 
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surexpression de Myog en condition CDTX+SCI suggère une accumulation 

anormale des MPs, dont le pic de prolifération se situe physiologiquement 3 jours 

après la lésion musculaire [341]. Ces indicateurs témoignent d’une perturbation de 

l’homéostasie du muscle en régénération pouvant mener à une accumulation des 

MPs et conduisant à un défaut de la régénération musculaire [78,342]. Toutefois, il 

est important de remettre en perspectives que cette caractérisation porte sur les 

transcrits, et de considérer que de nombreux facteurs sont régulés de façon post-

traductionnelle, tel qu’Atf4, un facteur de transcription ostéogénique induisant 

l’expression de l’ostéocalcine, pour lequel aucune variation d’expression n’a été 

mesurée dans les conditions expérimentales tandis que la protéine en aval est 

différentiellement régulée par la lésion neurologique associée à la lésion musculaire 

[343]. 

 L’étude à l’échelle du tissu entier nous a permis d’identifier des séries de 

miARN décrits dans la littérature comme ostéogéniques, chondrogéniques, ostéo-

chondrosuppressifs, myogéniques et inflammatoires les plus altérés en réponse aux 

conditions expérimentales. La lésion musculaire déclenche l'expression de miARN 

ostéogéniques tandis que la lésion médullaire altère et retarde la réponse des 

miARN ostéo-chondrosuppressifs, parmi lesquels miR-214-3p et miR-199a-3p. Ces 

deux miARN sont impliqués dans l’inhibition des processus ostéogéniques en 

ciblant des facteurs de transcription tels qu’Atf4 ou l’enzyme Kdm3a [257,344]. Par 

ailleurs, les niveaux d’expression des miARN ostéogéniques miR-20a-5p, miR-21-

5p, miR-199a-5p, sont augmentés par la même condition CDTX+SCI que Runx2 ou 

Sp7. Ceux-ci sont activés par ces miARN suggérant leur implication dans la 

promotion des processus ostéogéniques en réponse à la lésion neurologique 

[255,260,345]. 

 En émettant l’hypothèse que la lésion médullaire pouvait induire une 

altération du microenvironnement musculaire favorable à la différenciation ostéo-

chondrogénique, nous avons étudié les niveaux d'expression des miRs dérégulés 

impliqués dans l'activation, la prolifération, la différenciation ou la fusion des MPs. 

Nous avons observé une régulation à la baisse de miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-206 

et miR-378a-3p dans le tissu musculaire 2 jours après la lésion musculaire. Par 

ailleurs, miR-1-3p et miR-378a-3p étaient régulés à la baisse par la lésion 

médullaire seule à respectivement J4 et J7, tandis que miR-206 était surexprimé. De 

façon intéressante, parmi les deux myomiR dérégulés par la lésion neurologique 

dans un muscle lésé miR-206, surexprimé, cible directement Pax7, dont la 

régulation est perturbée dans cette même condition expérimentale, et suggère un 

lien direct entre la modulation de ce myomiR par la lésion médullaire et la 

perturbation de la régénération musculaire [346,347]. La perte d’expression plus 
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tardive de miR-378a-3p pourrait quant à elle entraîner des conséquences sur la 

coordination des acteurs cellulaires suite à une lésion, Krist et al. ont récemment 

démontré qu’une délétion de celui-ci entraînait un recrutement aberrant de 

macrophages et une réduction de la néovascularisation in vivo à la suite d’une 

lésion ischémique du muscle [348].  

 Enfin, nous avons retrouvé parmi les miARN les plus altérés par la lésion 

médullaire un miARN principalement décrit dans les processus inflammatoire, miR-

146b-5p. Ce miARN inhibe la réponse inflammatoire en réduisant l’expression de 

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β ou de leur récepteur comme TRAF6 

pour le TNFα [349,293,350]. La perte d’expression de ce miARN au temps aussi 

précoce que J2 suggère son rôle dans l’aggravation de la réponse inflammatoires 

en réponse à la SCI ainsi qu’un potentiel défaut dans l’activation de la boucle de 

rétrocontrôle négative de l’inflammation, menant par exemple à la surexpression 

des cytokines Tgfβ1 et Osm précédemment identifiées. Plus récemment, Pan et al. 

ont démontré le rôle de miR-146b-5p dans la suppression de la polarisation M1 des 

macrophages, suggérant ainsi qu’une perte de son expression pourrait être 

responsable d’une réponse inflammatoire aberrante aux temps précoces de la 

pathogenèse [351]. 

 Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que l’expression des miARN 

dans le muscle squelettique est profondément modifiée en réponse aux dommages 

musculaires et que la SCI modifie de manière significative l'équilibre entre les 

miARN myogéniques, inflammatoires, ostéogéniques et ostéo-suppressifs dans le 

muscle en régénération. Toutefois, il est important de noter que les rôles des 

miARN sont multiples et complexes, cette étude ayant pris le parti de les 

catégoriser selon un seul rôle pour en faciliter sa compréhension. En effet, de 

nombreux miARN tels que miR-199a-3p ont une double capacité à inhiber les 

processus ostéogéniques et améliorer la régénération musculaire, son inhibition par 

la lésion médullaire ayant donc un effet double sur le phénotype du muscle 

traumatisé [352]. Cependant, l’étude du miRnome d’un tissu entier ne permet pas 

de tenir compte des bouleversements impliqués dans chaque population cellulaire. 

Les modulations au niveau tissulaire sont parfois le simple reflet d’un changement 

dans la répartition des acteurs cellulaires engagés, comme on l’imagine aisément 

dans le cas d’un muscle sain ou en régénération. Se limiter à l’étude de l’expression 

des miARN à l’échelle tissulaire expose donc au risque d’interpréter une 

augmentation de miARN par la simple augmentation d’une population cellulaire 

exprimant un niveau basal plus élevé de ce miARN [322]. 
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2 Chapitre 2 : Caractérisation et analyse fonctionnelle 

des progéniteurs du muscle POAN 

2.1 Introduction 

 L’étude d’un tissu entier trouve ses limites dès lors que la répartition 

cellulaire est altérée. Afin de pallier ce problème, nous avons mis en place une 

stratégie de tri visant à isoler les cellules impliquées dans la pathologie. Ainsi, les 

FAPs, MPs, ECs et macrophages ont été isolés puis les acteurs moléculaires et 

miARN ont été mesurés. La minéralisation apparaissant dès J2 et des progéniteurs 

ostéogéniques étant présents à J7, nous avons choisi de poursuivre avec l’étude de 

ces populations cellulaires aux temps précoces J2 et J4 (Figure 41). 

 Afin de confirmer ces résultats, nous avons caractérisé les progéniteurs du 

muscle avoisinant les POAN chez l’Homme. Nous avons exploré les miARN et 

ARNm identifiés dans le modèle murin puis les miARN dérégulés par les conditions 

expérimentales in vivo ont fait l’objet d’une validation fonctionnelle in vitro sur les 

FAPs et MPs de muscles de patients. Enfin, nous avons évalué le potentiel 

ostéogénique de ces deux populations et la capacité des myomiR à moduler le 

devenir cellulaire des progéniteurs myogéniques. 

 Synthétiquement, nous avons eu pour ambition dans ce deuxième chapitre, 

d’identifier in vivo et d’évaluer in vitro les miARN et ARNm impliqués dans la dérive 

pathologique ostéogénique des FAPs ou entraînant un défaut de myogenèse des 

MPs. 
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Figure 41 : Représentation schématique de la stratégie d’isolement cellulaire, 

d’identification in vivo puis d’évaluation in vitro des miARN sur les 

populations musculaires. 
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2.2 Résultats 

2.2.1 Isolement des populations musculaires 

Les macrophages, FAPs, MPs et ECs ont été triés suivant un protocole plus 

amplement décrit en section IV - 1.1.3.4 [318]. Brièvement, après digestion 

enzymatique les macrophages ont été triés sur l’expression des marqueurs CD45 et 

F4/80. Les populations cellulaires restantes ont toutes été présélectionnées sur leur 

absence de marquage au CD45 et F4/80 (Figure 42 A). Les FAPs ont été triés sur 

leur négativité au marqueur endothélial CD31 puis leur positivité aux marqueurs 

Sca1, CD34, CD140/PDGFRα tandis que les MPs ont été isolés sur l’absence 

d’expression de CD31 et Sca1 et la présence du CD34 et de l’intégrine α7. Enfin, les 

cellules endothéliales CD31+ Sca1+ CD34+ ont aussi été isolées mais les contraintes 

temporelles inhérentes à ce projet n’ont pas permis l’inclusion de la caractérisation 

de cette population à cette étude. 

Nous nous sommes intéressés à la répartition cellulaire à la suite des lésion 

musculaires et neurologiques. Lors de la régénération musculaire physiologique 

(CDTX+SHAM), nous avons observé dès J2 le recrutement des macrophages et le 

maintien de cette population dans le tissu lésé à J4 (Figure 42 B). A l’opposé, nous 

avons observé une baisse drastique du nombre d’ECs 2 et 4 jours après la lésion 

musculaire, probablement associée à la destruction partielle du réseau vasculaire du 

muscle. En outre, la proportion du nombre de FAPs semblait augmentée tandis que 

celle des MPs ne semblait pas sensiblement différente. 
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Figure 42 : Stratégie d’isolement cellulaire du modèle murin de POAN et 

répartition des populations résidentes du muscle 

(A) Stratégie de gating pour l’isolement des FAPs, MPs, macrophages et ECs depuis les 

MG d’animaux naïfs (J0), CDTX+SHAM ou CDTX+SCI à J2 et J4 et (B) répartition des 

populations cellulaires en ratio dans ces conditions expérimentales. n=4-5 

 

Afin de préciser ces observations, nous avons étudié la répartition de chaque 

population cellulaire en fonction du nombre de cellules totales pour les 

macrophages ou du nombre de cellules CD45-F4/80- pour les FAPs, MPs et ECs 

(Figure 43). Les macrophages (A) étaient recrutés à 2 et 4 jours après la lésion 

musculaire. Par ailleurs le nombre de macrophages recrutés semblait inférieur dans 
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la condition CDTX+SCI par rapport à la lésion musculaire seule. A J2, la répartition 

des FAPs (B) n’était pas altérée tandis que leur nombre semblait plus important à J4 

dans le groupe CDTX+SCI. A l’inverse, la lésion musculaire induisait une réduction 

du nombre de MPs (C) à J2 et une prolifération de ces derniers à J4. La neurolésion 

avait tendance à amplifier cette baisse du nombre de MPs à J2. Enfin, la proportion 

des ECs à J2 et J4 était fortement diminué par la lésion musculaire, sans impact 

apparent de la neurolésion (Figure 43). Ainsi, nous avons observé que les 

populations CD45-F4/80- et CD45+F4/80+ représentaient 90% des acteurs cellulaires 

d’un muscle intact tandis qu’elles ne représentaient que 20 à 30% lors de la lésion 

musculaire, suggérant le recrutement de nombreux autres acteurs de l’inflammation 

tels que les neutrophiles ou les granulocytes en parallèle des macrophages. 

 

Figure 43 : Evolution des populations de macrophages, FAPs, MPs et ECs 

isolées en fonction de la condition expérimentale 

Représentation en % des (A) macrophages dans la totalité des cellules uniques 

vivantes, et des (B) FAPs, (C) MPs et (D) ECs parmi les cellules CD45- F4/80- dans les 

MG naïfs (J0), CDTX+SHAM ou CDTX+SCI à J2 et J4 post-induction. Les différences 

statistiques ont été calculées avec un test U de Mann-Whitney, n=4-5 
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2.2.2 Caractérisation des transcrits ostéo-chondrogéniques et du 

miRnome des FAPs du muscle POAN 

 Ces différents isolements cellulaires de muscles naïfs et en régénération avec 

ou sans lésion neurologique nous ont permis de quantifier individuellement les 

modifications induites par ces conditions sur la régulation des transcrits et miARN 

dans les populations d’intérêt (Figure 44). Nous avons dans un premier temps 

observé l’évolution des transcrits ostéo-chondrogéniques des FAPs dans le muscle 

sain (naïf), CDTX+SHAM et CDTX+SCI. De façon intéressante, la lésion musculaire 

réduisait les niveaux d’expression d’Alpl, Bmp2 et Vegfα après 2 et 4 jours post-

lésionnel tandis qu’elle augmentait l’expression de Runx2, Sox9 et Tgfβ1 comme 

dans le muscle total. Par ailleurs, la lésion neurologique réhaussait les niveaux 

d’expression précédement réduits de l’Alpl et dans une moindre mesure Bmp2 

tandis qu’elle n’avait pas d’impact sur l’expression de Runx2, Sox9 ou Vegfα. Enfin 

l’expression de Tgfβ1 semblait augmenter lors de la concomitance des deux lésions, 

suggérant une dérive fibroblastique de ces progéniteurs résidents du muscle. 

 

Figure 44 : Expression des transcrits ostéogéniques, chondrogéniques, 

matriciels et endothéliaux des FAPs 

Abondance relative des ARNm mesurée dans les FAPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux temps post-

induction (J2 et J4), n=4-5. Les différences statistiques ont été calculées avec une 

ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Šidák (*=p<0.05). 

 Nous avons ensuite étudié la régulation des miARN dans les FAPs issus des 

muscles naïfs, CDTX+SHAM et CDTX+SCI (Figure 45). La totalité des miARN 
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possédant des propriétés suppressives des processus ostéo-chondrogéniques 

identifiés lors du criblage sur muscle entier, à savoir miR-16-5p, miR-17-5p, miR-93-

5p, miR-199a-3p, miR-206, miR-214-3p, miR-223-3p, miR-328-3p, miR-378a-3p et 

miR-574-3p étaient activés en réponse au dommage musculaire à la CDTX. De plus, 

nous avons identifié une réduction systématique des niveaux d’expression de ces 

miARN 2 jours après la double lésion musculaire et neurologique, suggérant une 

perte des mécanismes ostéo-chondro-suppresseurs par la lésion médullaire. De 

façon intéressante, la double lésion CDTX+SCI induisait une stagnation des niveaux 

d’expression des miARN ostéo-chondro-suppressifs aux niveaux basaux du muscle 

naïf. Enfin, les miARN impliqués dans la régulation de processus inflammatoires, 

miR-146a/b-5p, étaient également activés en réponse à la lésion musculaire tandis 

que la lésion neurologique ne semblait pas impacter leur expression (Figure 45). 

 

Figure 45 : Expression des miARN ostéo-chondrosuppressifs et anti-

inflammatoires des FAPs 

Abondance relative des miARN mesurée dans les FAPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux temps post-

induction (J2 et J4), n=4-5. Les différences statistiques ont été calculées avec une 

ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Šidák (*=p<0.05, **=p<0.01). 

 Concernant les miARN ostéogéniques identifiés dans le premier chapitre de 

cette étude, l’expression de miR-20a-5p, miR-21-5p et miR-199a-5p était activée 
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par la lésion musculaire alors que la lésion neurologique bloquait en partie cette 

augmentation à J2 (Figure 46). La régulation de miR-143-3p était quant à elle 

indépendante de la lésion aigüe du muscle et ses niveaux d’expression étaient 

augmentés dans le muscle lésé chez les animaux spinalisés. Dans l’ensemble, la 

régulation des miARN des FAPs semblait suivre une régulation globale où le 

dommage musculaire associé à la lésion à la CDTX induit l’activation de nombreux 

miARN ostéogéniques et ostéo-chondro-suppressifs tandis que la lésion 

neurologique semble prévenir cette activation, tout particulièrement 2 jours après 

l’induction et coïncidant avec l’apparition de minéralisation ectopique 

intramusculaire. 

 

Figure 46 : Impact des lésions musculaire et neurologique sur les miARN 

ostéogéniques des FAPs 

Abondance relative des miARN mesurée dans les FAPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux temps post-

induction (J2 et J4), n=4-5. Les différences statistiques ont été calculées avec une 

ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Šidák (*=p<0.05, **=p<0.01). 
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2.2.3 Caractérisation des transcrits myogéniques et du miRnome des 

MPs du muscle POAN 

 Le développement des POAN étant associé à un défaut de myogenèse et 

une compromission de la régénération musculaire, nous nous sommes intéressés à 

la régulation des transcrits et miARN myogéniques et ostéo-chondrogéniques des 

progéniteurs myogéniques (MPs) du muscle naïf, CDTX+SHAM et CDTX+SCI à 2 et 

4 jours après l’induction. Concernant les acteurs ostéo-chondrogéniques, nous 

avons observé l’inhibition d’Alpl et Bmp2 et la surexpression de Runx2 et Sox9 par 

les MPs issus de muscle en régénération (CDTX+SHAM et CDTX+SCI) par rapport 

au muscle naïf (Figure 47). Par ailleurs, la lésion neurologique induisait une levée 

partielle de l’inhibition d’Alpl et Bmp2 à J2 ainsi qu’une surexpression de Sox9 à J4 

en condition CDTX+SCI, suggérant une potentielle dérive ostéo-chondrogénique 

des MPs. Les niveaux d’expression de Runx2 n’étaient toutefois pas impactés par la 

lésion médullaire.  

 Afin d’évaluer les différents niveaux d’activation et d’engagement dans les 

processus de différenciation myogénique, nous avons étudié la régulation de 

facteurs de transcription myogéniques. Nous avons observé une baisse de 

l’expression de Pax7 et Myf5 dans les MPs isolés de muscles CDTX+SCI à J2. Par 

ailleurs les niveaux des facteurs de transcription Myod1 et Myog étaient induits dans 

les MPs du muscle endommagé, tout particulièrement à J2 pour Myod1 et J4 pour 

Myog. Enfin, l’activation de Myog codant pour la myogénine était inhibée par la 

concomitance des deux lésions musculaire et médullaire, suggérant potentiellement 

un défaut dans les processus de différenciation et de fusion des myoblastes dans le 

muscle développant des POAN (Figure 47). 
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Figure 47 : Expression des transcrits ostéogéniques, chondrogéniques et 

myogéniques des MPs 

Abondance relative des ARNm mesurée dans les MPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux temps post-

induction (J2 et J4), n=3-5. Encadré vert : facteurs de transcription myogéniques. Les 

différences statistiques ont été calculées avec une ANOVA 2 voies et corrigées par le 

test post-hoc de Šidák (*=p<0.05, ***=p<0.01). 

 

 Nous avons ensuite mesuré l’expression des miARN identifiés lors du 

criblage sur muscle total (Figure 48). Nous avons observé une surexpression des 

miARN ostéogéniques miR-20a-5p et miR-21-5p des MPs du muscle lésé à partir 

de J2 (encadré rouge) tandis que les miARN anti-ostéogéniques miR-199a-3p et 

miR-214-3p étaient activés à J4 (encadré bleu). Par ailleurs, l’activation de miR-

199a-3p, miR-21-5p et dans une moindre mesure miR-214-3p était amoindrie dans 

les MPs CDTX+SCI tandis que l’expression du miARN ostéogénique miR-20a-5p 

restait inchangée. Nous retrouvons ainsi le profil identifié dans les FAPs, où la lésion 

musculaire induit l’activation d’une réponse miARN de façon globale tandis que la 

lésion neurologique inhibe cette réponse. En outre, l’expression des miARN des 

MPs semble décalée dans le temps entre l’induction des miARN ostéogéniques à J2 

et anti-ostéogéniques à J4. 
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 Concernant les miARN impliqués dans les processus myogéniques, nous 

avons identifié la surexpression de miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-206 et miR-378a-

3p par les MPs en réponse à la lésion musculaire (encadré vert). Par ailleurs, cette 

activation était notamment réduite pour miR-1-3p et miR-378a-3p lors de la double 

lésion musculaire/neurologique, suggérant un potentiel de différenciation 

myogénique moindre des MPs issus de muscle POAN (Figure 48). 

 

Figure 48 : Expression des miARN ostéo-chondrosuppressifs et myogéniques 

des MPs 

Abondance relative des miARN mesurée dans les MPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux temps post-

induction (J2 et J4), n=3-5. Encadré bleu : miARN ostéo-chondro-suppressifs, encadré 

rouge : miARN ostéogéniques, encadré vert : myomiR. Les différences statistiques ont 

été calculées avec une ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Šidák 

(*=p<0.05, **=p<0.01). 
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2.2.4 Caractérisation des progéniteurs musculaires avoisinant les POAN 

chez l’Homme 

2.2.4.1 Tri et évaluation de la multipotence des progéniteurs musculaires  

 Afin d’évaluer le potentiel fonctionnel des miARN précédemment identifiés 

et leur pertinence dans les FAPs et MPs humains, nous avons isolé ces deux 

populations de progéniteurs CD56+ pour les MPs ou PDGFRα+ pour les FAPs.  La 

stratégie de tri est présentée dans la Figure 49. 

 

 

Figure 49 : Stratégie d’isolement cellulaire des muscles avoisinant l’ostéome 

des patients POAN 

Les progéniteurs musculaires sont isolés de muscle avoisinant le(s) ostéome(s) de 

patient POAN après digestion, amplification et tri cellulaire. Les CSM de moelle 

d’ostéome (BMSC NHO) sont obtenues par culture d’explants d’ostéomes. 

  

 Nous avons dans un premier temps validé le caractère multipotent de ces 

cellules en évaluant leur capacité à s’engager en différenciation ostéogénique, 

adipogénique et chondrogénique (Figure 50 A). Nous avons observé que les FAPs 

CD56-PDGFRα+ et MPs CD56+PDGFRα- issus de muscle avoisinant l’ostéome étaient 

tous deux capables de se différencier en ostéoblastes et de produire une matrice 

minéralisée mise en évidence par la coloration rouge Alizarine. Cependant, 

contrairement aux FAPs, les MPs n’étaient pas capables d’adipogenèse et leur 

différenciation chondrogénique était réduite (Figure 50 A et résultats de 

collaborateurs non affichés). Nous avons aussi évalué le potentiel de différenciation 

ostéogénique de progéniteurs mésenchymateux issues de plusieurs sources : 
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moelle osseuse aspirée (BMSC), moelle d’ostéome de patient POAN (BMSC NHO), 

FAPs isolées de muscle sain (FAPs) et de muscle avoisinant les POAN (FAPs NHO). 

Les cellules ont été incubées dans un milieu de différenciation ostéogénique (OB) 

supplémenté ou non de lipopolysaccharides (OB+LPS) pour simuler le contexte 

inflammatoire des POAN (Figure 50 B). La quantification de la minéralisation à 1, 3, 

7 et 14 jours a montré un plus fort potentiel ostéogénique des BMSC NHO par 

rapport aux BMSC, disposant elles-mêmes d’un plus fort potentiel que les FAPs de 

muscle sain ou POAN. Enfin, l’addition de LPS augmentait légèrement le potentiel 

ostéogénique des BMSC et BMSC NHO tandis que celui des FAPs (sain et NHO) 

était augmenté de façon plus importante à J14 (effet condition LPS ; p=0,0152), 

confirmant le potentiel de la condition inflammatoire à induire la différenciation 

ostéogénique. 
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Figure 50 : Evaluation des capacités de différentiations des progéniteurs 

musculaires et comparaison du potentiel ostéogénique en fonction des 

sources de CSM 

(A) Différenciation ostéogénique (500 µm), adipogénique (500 µm) et 

chondrogénique (50 µm) des FAPs CD56-PDGFRα+ et MPs CD56+PDGFRα- et 

colorations rouge alizarine, oil red O et bleu alcian/rouge nucléaire. (B) Potentiel de 

différenciation ostéogénique des CSM de moelle aspirée (BMSC), de moelle POAN 

(BMSC NHO), FAPs de muscle sain (FAPs) et de muscle POAN (FAPs NHO) 1, 3, 7 et 

14 jours après l’induction de la différenciation en milieu ostéogénique (OB) ou 

ostéogénique supplémenté de LPS (OB+LPS), n=1-3. 
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2.2.4.2 Cinétique d’expression des transcrits et miARN des FAPs en condition 

ostéogénique et inflammatoire 

 Nous avons mesuré l’expression des acteurs ostéogéniques et miARN 

identifiés dans le modèle de POAN murin. Afin de reproduire le contexte 

inflammatoire des POAN, nous avons utilisé des milieux conditionnés de 

macrophages stimulés au LPS (CM+) dont les propriétés seront plus amplement 

décrites en section 3.2.2 du 3ème chapitre de cette étude. Nous avons effectué un 

premier criblage des marqueurs ostéo-chondrogéniques sur des pools 

d’échantillons en milieu de différenciation ostéogénique (OB) ou milieu OB 

supplémenté de CM+ (OB+CM+) puis nous avons confirmé les gènes d’intérêt 

identifiés sur les échantillons individuels après 1, 3, 7 et 10 jours de culture (Figure 

51). Nous avons observé une augmentation croissante au cours du temps de 

l’expression des marqueurs ostéogéniques BMP2, RUNX2 et ATF4 lors de la 

différenciation ostéogénique en condition OB+CM+. Cette condition induisait un 

pic d’expression d’ALPL à J3. En outre, le facteur de transcription chondrogénique 

SOX9 était inhibé lors de la culture en milieu OB et d’autant plus en milieu 

OB+CM+, à l’identique de COMP, protéine de la matrice cartilagineuse. A l’inverse, 

COL10A1, marqueur de l’hypertrophie des chondrocytes était plus exprimé. Les 

niveaux d’expression de VEGFA, HIF1A, SOCS1, SMAD2 et TWIST1 étaient 

augmentés par la condition inflammatoire tandis que l’expression de BGLAP, TGFB2 

et FN1 restaient inchangés ou modulés uniquement par la condition OB. Par 

ailleurs, l’expression d’ACVR1 impliqué dans le développement de la FOP, forme 

génétique de la pathologie, était inchangée. Ces résultats témoignent de la capacité 

des FAPs à répondre au stimulus pro-inflammatoire des CM+ et de leur capacité à 

induire l’expression de gènes ostéogéniques, angiogéniques et hypoxiques tout en 

réduisant l’expression des gènes chondrogéniques (Figure 51). 
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Figure 51 : Impact de la différenciation ostéogénique en milieu inflammatoire 

sur les transcrits ostéogéniques, chondrogéniques, matriciels et endothéliaux 

des FAPs 

Abondance relative des ARNm mesurée dans les FAPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (milieu contrôle Ø, milieu de différenciation ostéogénique 

OB et milieu OB supplémenté de milieu conditionné de macrophage OB+CM+) à 

quatre temps post-induction (J1, J3, J7 et J10), n=5. Les différences statistiques ont été 

calculées avec une ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Tukey 

(*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001 comparé au contrôle Ø et #, ##, ### comparé 

au milieu OB). 
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 Les miARN dérégulés et pré-identifiés dans le modèle ont aussi fait l’objet 

d’une étude chez les FAPs de muscle de patients POAN avoisinant l’ostéome 

(Figure 52). Le miARN ostéogénique miR-20a-5p était le seul miARN 

significativement activé par la différenciation ostéogénique seule. De surcroit, nous 

avons identifié une activation globale de la signalisation miARN en condition 

OB+CM+ aussi bien pour les miARN anti-ostéogéniques miR-17-5p, miR-30e-5p, 

miR-93-5p, miR-199a-3p, miR-210-3p, miR-214-3p, ostéogéniques miR-20a-5p, 

miR-21-5p, miR-34c-5p, miR-199a-5p ou anti/pro-inflammatoires miR-146a-5p et 

miR-155-5p. Ces résultats confirment la surexpression généralisée des miARN par 

les FAPs en condition inflammatoire, comme retrouvée dans le muscle en réponse à 

une lésion à la CDTX, ainsi que la pertinence de l’étude de cette population 

cellulaire isolée des patients POAN et des milieux conditionnés de macrophages 

pour l’étude des mécanismes ostéogéniques associés aux POAN in vitro. 

 

 

Figure 52 : Impact de la différenciation ostéogénique en milieu inflammatoire 

sur l’expression des miARN des FAPs 

Abondance relative des miARN mesurée dans les FAPs isolés en RT-qPCR dans trois 

conditions expérimentales (milieu contrôle Ø, milieu de différenciation ostéogénique 

OB et milieu OB supplémenté de milieu conditionné de macrophage OB+CM+) à 
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quatre temps post-induction (J1, J3, J7 et J10), n=5. Les différences statistiques ont été 

calculées avec une ANOVA 2 voies et corrigées par le test post-hoc de Tukey 

(*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001 comparé au contrôle Ø et #, ##, ### comparé 

au milieu OB). 
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2.2.5 Etude fonctionnelle des miARN dans la modulation du potentiel de 

différenciation des FAPs et MPs 

2.2.5.1 Effet des miARN sur le potentiel ostéogénique des FAPs 

 Dans le but de valider l’intérêt et le rôle des miARN identifiés dans le 

développement des POAN, nous avons réalisé des transfections des miARN 

candidats dans des FAPs de patients POAN avant l’induction en différenciation 

ostéogénique. Pour ces études fonctionnelles, nous avons réalisé différentes mises 

au point afin d’obtenir le meilleur compromis entre répression ou surexpression des 

transcrits cibles (directs ou indirects), disponibilité du miARN analogue ou de son 

inhibiteur au long des processus de différenciation et impact du protocole 

expérimental et de la modulation des miARN sur la viabilité cellulaire (Figure 53). 

Une gamme de dose croissante de 0,1 pmol à 10 pmol de miARN contrôle 

fluorescent a été réalisée et nous avons observé une augmentation de la 

fluorescence intracellulaire dès 1 pmol d’oligonucléotide utilisé (A). Des miARN 

analogues (mimics) et inhibiteurs de miARN (anti-miR) spécifiques de miR-20a-5p 

et miR-214-3p nous ont ensuite permis d’évaluer la cytotoxicité des 

oligonucléotides et du vecteur, des liposomes, utilisés lors de la transfection (B). 

Aucun effet sur la viabilité des cellules n’a été observé avec la concentration la plus 

élevée en analogues et inhibiteurs. Nous avons ensuite évalué l’effet de ces 

oligonucléotides sur l’expression des miARN candidats (C). A la dose la plus élevée, 

10 pmol d’antimiR-20a-5p était capable de réduire de 50% les niveaux de miR-20a-

5p tandis que la transfection d’analogue de miR-214-3p permettait d’obtenir des 

niveaux 70 fois plus élevés par rapport aux cellules transfectées avec les 

oligonucléotides contrôles, et ce à la dose la plus faible de 1 pmol. Par ailleurs, 

aucun effet n’a été observé sur la régulation d’autres miARN (résultats non affichés). 

Enfin, nous avons évalué l’expression de cibles directes de miR-214-3p et miR-20a-

5p (Figure 53 D et E). Nous avons observé une tendance à l’augmentation de 

l’expression de CSF1, lors de l’inhibition de miR-214-3p et une tendance à une 

diminution de son expression lors de l’utilisation d’analogues (D). L’utilisation 

d’inhibiteurs de miR-20a-5p a permis de réduire les niveaux de RUNX2, tandis que 

PPARγ, pourtant cible directe du miARN, était aussi sous-exprimé, soulignant ainsi 

la complexité et le faible recul des régulations médiées par les miARN (E). N’ayant 

pas d’impact sur la viabilité cellulaire et obtenant une modulation suffisante des 

transcrits cibles, nous avons utilisé les doses de 10 pmol pour les inhibiteurs et 1 

pmol pour les analogues de miARN dans les analyses fonctionnelles suivantes. 
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Figure 53 : Effet des miARN et du vecteur sur la viabilité, l’abondance des 

miARN intracellulaires et la modulation des transcrits cibles. 

(A) Evolution de la fluorescence intracellulaire évaluée en cytométrie après 

l’intégration d’un miARN contrôle couplé à la GFP aux doses 1, 3 et 10 pmol. (B) 

Evolution de la viabilité cellulaire par incorporation de DAPI lors des transfections à 

10 pmol pour les antimiRs et 1 pmol pour les analogues ou du vecteur seul. (C) 

Abondance relative des miARN mesurés dans les FAPs après 3 jours de transfection, 

en RT-qPCR, n=4-6. Evaluation de (D) la surexpression de miR-214-3p et de (E) 
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l’inhibition de miR-20a-5p sur la modulation des transcrits. Les différences 

statistiques ont été calculées avec un test de Mann-Whitney (*=p<0.05, **=p<0.01). 

 

 En se basant sur les résultats de criblages de miARN de FAPs croisés avec la 

littérature, nous avons retenu une dizaine de miARN candidats pour les études 

fonctionnelles. Ainsi, nous avons observé que la transfection d’inhibiteurs des 

miARN ostéogéniques miR-20a-5p, miR-199a-5p ainsi que d’analogues des miARN 

ostéo-suppressifs miR-146a-5p et miR-214-3p étaient capables de réduire la 

différenciation ostéogénique et les processus de minéralisation des FAPs humains 

(Figure 54 A). La transfection de l’ensemble de ces oligonucléotides permettait de 

réduire la minéralisation d’environ 50% comparée aux oligonucléotides contrôles. 

En outre, miR-17-5p, miR-21-5p, miR-126-3p, miR-133a-3p, miR-150-5p, miR-199a-

3p, miR-204-5p, miR-206 et miR-424-3p mimics et inhibiteurs ont été évalués sans 

pour autant obtenir une modulation significative de la différenciation ostéogénique 

des FAPs (résultats non affichés). Nous avons souhaité confirmer la réduction du 

potentiel ostéogénique des FAPs par l’évaluation de marqueurs protéiques de ce 

processus (Figure 54 B et C).  Nous avons observé la diminution de l’expression 

protéique de MTOR et RUNX2 lors de l’inhibition de miR-20a-5p (B) tandis que les 

analogues de miR-214-3p inhibaient OSX, SOX9 ainsi que RUNX2 (C). 
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Figure 54 : Effet des miARN sur la différenciation ostéogénique des FAPs et la 

modulation des marqueurs ostéogéniques 

(A) Quantification de la minéralisation calcique après 14 jours d’induction 

ostéogénique des FAPs transfectés en présence de 10 pmol d’inhibiteurs de miARN ou 

1 pmol de miARN analogues, n=12-25, test de Student non appareillé avec correction 

de Welch. (B et C) Modulation des niveaux protéiques après 7 jours d’induction 

ostéogénique normalisés sur la totalité des protéines transférées sur la membrane, 

n=4-7, (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). 
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 Enfin, nous avons validé la spécificité de ces résultats en réalisant des 

transfections en miroir des précédentes, c’est-à-dire en utilisant des analogues de 

miR-20a-5p et des inhibiteurs de miR-214-3p, où nous n’avons retrouvé aucune 

modification significative (Figure 55 A). Par ailleurs, afin d’étudier les processus de 

compétition entre les analogues, le nombre de complexe RISC nécessaires à la 

régulation des ARNm par les miARN étant limité, nous avons réalisé des 

transfections combinant des analogues ostéogéniques de miR-20a-5p ainsi 

qu’ostéo-suppressifs de miR-214-3p comme observé précédemment (Figure 55 B). 

Nous avons observé une tendance à la réduction de la différenciation ostéogénique 

des FAPs toutefois inférieure à l’inhibition médiée par miR-214-3p seul, et 

possiblement impactée par la moindre disponibilité des complexes permettant la 

fonctionnalisation de miR-214-3p. 

 

Figure 55 : Validation de la spécificité de l’effet biologique à la séquence des 

miARN et de la compétition de deux miARN au rôle antagoniste 

(A) Quantification de la minéralisation calcique après 14 jours d’induction 

ostéogénique des FAPs transfectés en présence de 10 pmol d’inhibiteurs de miARN ou 

1 pmol de miARN analogues, n=5-15. (B) Quantification de la minéralisation 

calcique lors de la transfection en compétition d’un miARN ostéogénique, miR-20a-5p 

et ostéo-suppresseur, miR-214-3p. 

 

2.2.5.2 Effet des miARN sur le potentiel ostéogénique des MPs 

 Bien que les cellules satellites ne contribuent pas au développement des 

POAN à 2 et 4 semaines post-induction, aucuns travaux n’a permis d’exclure la 

participation précoce des MPs, qui disposent de propriétés ostéogéniques in vitro. 

L’apparition de ces ossifications s’effectuant dans des zones d’accumulation de tissu 

fibreux, nous avons suggéré un lien plus précoce avec une myogenèse compromise. 
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Par ailleurs, nous avons précédemment observé une diminution de l’expression des 

myomiR des MPs à J2 et J4. Or ces miARN jouent un rôle dans les processus 

ostéogéniques des progéniteurs mésenchymateux et nous avons donc évalué leur 

capacité à favoriser un tel engagement cellulaire (Figure 56). Nous avons observé 

une importante réduction de la minéralisation et du potentiel de différenciation 

ostéogénique des MPs par la transfection d’inhibiteurs de miR-133a-3p, 

classiquement étudié pour son implication dans les processus de prolifération et de 

différenciation myoblastique. A l’inverse, sa surexpression, tout comme celle de 

miR-206 ou son inhibition, favorisait la différenciation des MPs en ostéoblastes 

(Figure 56). En outre, la modulation de miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-21-5p, miR-

146a-5p, miR-155, miR-199a-5p et miR-214-3p ne modifiait pas le potentiel 

ostéogénique des MPs (résultats non affichés). Ces résultats soulignent le potentiel 

des myomiR dans la différenciation ostéogénique et la nécessité de ne pas se 

limiter uniquement à leurs rôles traditionnellement attribués aux processus 

myogéniques de MPs. 

 L’ensemble de ces travaux ont mené à la soumission d’un article. Celui-ci 

retrace notre étude de l’impact de la lésion neurologique sur la régulation des 

miARN des FAPs et MPs dans le développement précoce des POAN ainsi que les 

études fonctionnelles permettant la modulation du potentiel ostéogénique des 

FAPs. Celui-ci est accessible sous sa forme non révisée en annexe VIII - 1.2.1. 

 

Figure 56 : Effet des miARN sur la différenciation ostéogénique des MPs 

Quantification de la minéralisation calcique après 14 jours d’induction ostéogénique 

des MPs transfectés en présence de 10 pmol d’inhibiteurs de miARN ou 1 pmol de 

miARN analogues, n=5, test U de Mann-Whitney (**=p<0.01). 
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2.3 Synthèse et discussion 

 Dans ce second chapitre, nous avons démontré que plusieurs miARN dont 

l’expression est altérée dans le muscle développant des POAN sont sous-exprimés 

par les FAPs et les MPs, suggérant une levée de l’inhibition de processus anti-

ostéogéniques et un défaut des processus myogéniques. Par ailleurs, les miARN 

sont régulés de façon semblable dans les FAPs du modèle murin de POAN que lors 

de la culture en condition inflammatoire de FAPs de patients POAN. Enfin, ces 

miARN sont capables de moduler le potentiel de différenciation ostéogénique des 

FAPs et des MPs in vitro. 

 Synthétiquement, nous avons mis en évidence au cours de ce chapitre les 

résultats suivants : 

I. Le muscle développant des POAN semble contenir une moindre proportion 

de macrophages et MPs 2 jours après induction, tandis que celle des FAPs 

semble supérieure à J4. 

II. La lésion musculaire induit l’expression par les FAPs de Runx2 et Sox9 tandis 

que les niveaux de Tgfβ1 et d’Alpl sont augmentés dans le muscle POAN. Par 

analogie, les MPs de muscle POAN surexpriment Sox9 et disposent de 

niveaux de Myog réduits, suggérant une participation de ces deux acteurs 

dans les processus ostéo-chondrogéniques. 

III. Les miARN ostéogéniques et ostéo-chondro-suppressifs des FAPs sont 

uniformément activés en réponse au dommage musculaire et la lésion 

neurologique prévient cette activation. En outre, les myomiR des MPs sont 

négativement régulés lors de la concomitance des deux lésions musculaire 

et neurologique. 

IV. Les profils d’expression des acteurs ostéogéniques et miARN en réponse au 

stimulus inflammatoire sont similaires entre les FAPs de muscle POAN murin 

et les FAPs de muscle de patient POAN. 

V. L’inhibition de miR-20a-5p, miR-199a-5p et la surexpression de miR-146a-

5p et miR-214-3p permet de réduire le potentiel de différenciation 

ostéogénique des FAPs. Par ailleurs, l’inhibition du myomiR-133a-3p 

permettait ce même effet sur les MPs. 

 

 L’étude des populations cellulaires isolées nous a permis de décrire la 

répartition des acteurs impliqués dans la régénération musculaire physiologique et 

son altération lors du développement des POAN. Ainsi, nous avons observé une 

diminution de la proportion des MPs à J2 et des ECs à J2 et J4 lors de la lésion 
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musculaire, témoignant d’une surmortalité cellulaire ainsi qu’une perte du réseau 

vasculaire comme décrit précedemment [96]. Toutefois nous n’avons pas retrouvé 

de nette augmentation de la proportion des FAPs et macrophages dans les muscles 

POAN, au contraire, le recrutement des macrophages ainsi que le nombre de MPs, 

semble réduit par rapport à un muscle en régénération, suggérant l’impact de la 

lésion neurologique sur ces populations. Ces bouleversements pourraient 

engendrer une perte de coordination cellulaire et une réponse inflammatoire 

exacerbée, caractéristique des lésions neurologiques comme évoqué par Madaro et 

al. dans l’étude de la dérive fibrogénique des FAPs lors de la dénervation du muscle 

[165].  

 Nous avons ensuite mesuré des transcrits des FAPs et MPs du muscle en 

régénération ou développant des POAN. Nous avons observé une surexpression de 

Runx2 et Sox9 lors d’une simple lésion musculaire n’entraînant pourtant pas de 

POAN, une régulation de la forme protéique de ces acteurs pourrait prévenir un 

engagement ostéo-chondrogénique lors de la régénération musculaire. L’étude des 

miARN a démontré que la lésion musculaire induit une surexpression globale des 

miARN ostéogéniques mais aussi ostéo-chondro-suppressifs et myogéniques et 

révélant ainsi l’existence d’une réponse des miARN activée lors de ce processus 

régénératif. Cependant, avec la double lésion, cette activation est restreinte, 

maintenant les niveaux d’expression de certains miARN proche des niveaux du 

muscle naïf. Or, il a été démontré que la délétion de DICER, et donc de la biogenèse 

globale des miARN dans les ostéoblastes, augmente la prise de volume osseux in 

vivo, suggérant un rôle ostéo-suppressif de la signalisation miARN dans ces 

conditions [353]. De plus cette inhibition pourrait ne pas être entièrement révélée 

par les analyses transcriptomiques car les miARN peuvent bloquer la traduction 

d’un transcrit sans pour autant le dégrader [206,354]. Ainsi, les miARN joueraient un 

rôle permettant de prévenir l’engagement ostéogénique de ces progéniteurs lors 

de la régénération musculaire, qui serait aboli lors d’un dommage neurologique par 

un processus encore non identifié. 

 Par ailleurs, bien qu’il ait été démontré que les FAPs soient une source 

paracrine de VEGF-α, et qu’un environnement hypoxique favorise le 

développement des POAN, l’expression de ce facteur par les FAPs n’est pas affectée 

par la neurolésion aux temps étudiés [98]. Toutefois, la surexpression du Tgfβ1 par 

les FAPs issus de muscle POAN suggère un phénotype fibroblastique 

potentiellement à l’origine d’une compromission des processus de régénération 

musculaire à l’image du profil des FAPs dans les dystrophies et myopathies 

[98,355,356]. De façon intéressante, Sox9 est surexprimé par les MPs de muscle 

POAN, suggérant son potentiel rôle sur la chondrogenèse des MPs mais aussi sur le 
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défaut de myogenèse, celui-ci étant en effet capable d’inhiber la production de 

sarcoglycanes impliqués dans les processus myogéniques [357]. Par ailleurs, cette 

surexpression s’effectue en parallèle d’une moindre expression de la myogénine.  

L’expression de miR-378a-3p est réduite lors du développement des POAN, or 

celui-ci régule la signalisation du TGF-β et favorise la différenciation myogénique, 

tout comme miR-1-3p dont l’expression est aussi altérée par la lésion neurologique 

[358–360]. Enfin, à l’inverse de Runx2 et Sox9, Alpl et Bmp2 sont régulés 

négativement par la lésion musculaire dans les FAPs et les MPs. De plus, la lésion 

neurologique semble lever partiellement l’inhibition de ces deux facteurs, 

témoignant une nouvelle fois de la levée d’inhibitions de l’ostéogenèse dans le 

muscle POAN. 

 Avant de procéder aux analyses fonctionnelles, nous avons caractérisé les 

FAPs de patients POAN. Nous avons observé qu’ils possèdent toutes les 

caractéristiques des CSM, ainsi qu’un potentiel de différenciation ostéogénique 

identique aux CSM de moelle osseuse en milieu inflammatoire. De plus, en 

présence de milieu conditionné de macrophages pro-inflammatoires (CM+), les 

FAPs surexpriment au cours du temps ALPL, BMP2, RUNX2 et ATF4. La condition 

inflammatoire réduit l’expression de SOX9 et COMP, tout en activant l’expression du 

COL10A1 caractéristique des chondrocytes hypertrophiques [361]. De plus, SMAD1-

5-8, effecteurs de la transduction du signal BMP n’étaient pas altérés par nos 

conditions expérimentales tandis que SMAD2, plus exprimé en condition 

inflammatoire est un effecteur de la cascade du TGF-β, suggérant potentiellement 

une plus forte implication de cette cascade de signalisation [362]. Les FAPs 

partagent de nombreuses caractéristiques avec les progéniteurs ostéogéniques du 

périoste, et sont capables d’engager une différenciation fibroblastique, 

chondrogénique puis ostéogénique lors des processus de réparation osseuse 

[116,117]. Enfin, l’ensemble de ces résultats confirme le potentiel de la condition 

inflammatoire in vitro à induire l’expression de gènes ostéogéniques, tel qu’observé 

in vivo lors de l’activation de la réponse inflammatoire suite à une lésion musculaire.  

 Nous avons ensuite évalué les différents miARN identifiés dans le muscle 

développant des POAN ainsi que les FAPs et MPs humains. L’inhibition de miR-20a-

5p, miR-199a-5p et la surexpression de miR-146a-5p et miR-214-3p permettent de 

réduire le potentiel de différenciation ostéogénique des FAPs. MiR-20a-5p et miR-

199a-5p sont décrits pour leurs rôles dans la différenciation ostéogénique des CSM 

de moelle osseuse, ciblant respectivement la signalisation des BMP et d’HIF-1α 

[255,260,310]. Par ailleurs, miR-146a-5p et miR-214-3p sont capables de réguler 

négativement les processus ostéogéniques en inhibant respectivement ATF4 et 

SIRT1 [257,363,364]. De plus, l’inhibition du myomiR miR-133a-3p est aussi capable 
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de prévenir la différenciation ostéogénique des MPs. Enfin, nous avons observé que 

la régulation induite par les miARN sur la forme protéique des acteurs ostéo-

chondrogéniques semble plus importante que celle appliquée aux transcrits. Ces 

résultats pourraient s’expliquer par une dégradation partielle et/ou un blocage de 

la traduction des ARNm cibles par les miARN, ces derniers restant alors mesurables 

en RT-qPCR, et soulignent l’importance d’évaluer les niveaux protéiques des acteurs 

d’intérêt. 

 Nous avons ainsi décrit dans ce second chapitre un potentiel mécanisme 

d’action de la lésion neurologique sur l’induction ostéogénique des FAPs et MPs, au 

travers d’une perturbation de l’équilibre de la réponse des miARN induite par le 

dommage musculaire. Les processus inflammatoires induisent la surexpression des 

marqueurs ostéogéniques et miARN tandis que la lésion neurologique maintient 

l’expression de ces marqueurs mais inhibe l’activation de la réponse miARN, 

induisant l’engagement ostéogénique des FAPs. Une des hypothèses avancée 

menant à cette perturbation de la balance miARN serait la suractivation de la 

réponse inflammatoire classiquement décrite lors d’un trauma neurologique 

provoquant une altération de la coordination cellulaire au sein du muscle [167,334]. 
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3 Chapitre 3 : Rôle de l’inflammation sur les 

propriétés ostéo-chondrogéniques des FAPs 

3.1 Introduction 

 Dans ce troisième et dernier chapitre, nous avons investigué et caractérisé 

l’expression des transcrits et miARN des macrophages isolés de muscle POAN. Les 

CSM, et par extension les FAPs, possèdent des propriétés immunomodulatrices et 

sont capables de réguler la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 

le TNFα ou l’IFNγ par les cellules de l’immunité [365]. Ces dernières années, les 

miARN ont été décrits comme des acteurs de la polarisation des macrophages M1 

ou M2 [299,366,367]. Afin d’évaluer leur implication et leurs capacités d’immuno-

modulation, nous avons développé un modèle de coculture des FAPs de patients et 

macrophages préalablement stimulés ou non au LPS. Ainsi, nous avons pu évaluer 

le potentiel du blocage ou de la surexpression des miARN inflammatoires 

précédemment identifiés. Ces résultats ont en parallèle été confirmés par une 

stimulation plus directe au LPS ou via l’utilisation de milieu conditionné de 

macrophages naïfs ou stimulés au LPS (CM- et CM+). 
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3.2 Résultats 

3.2.1 Caractérisation des transcrits inflammatoires, ostéo-inducteurs et 

du miRnome des macrophages du muscle POAN 

 Basé sur les isolements cellulaires de muscles naïfs, CDTX+SHAM ou 

CDTX+SCI, nous avons étudié les conséquences sur l’activation et la polarisation 

des macrophages [368]. Nous avons observé une augmentation de l’expression des 

marqueurs pro-inflammatoires (encadré rouge) Nos2 (iNos), Il1b et Osm par les 

macrophages lors de la lésion musculaire, tandis que l’expression de Cd86 était 

réduite (Figure 57). Toutefois, nous n’avons pas observé de différence entre le 

muscle lésé et le muscle POAN pour aucun des marqueurs cités. Concernant les 

marqueurs anti-inflammatoires (encadré bleu), Arg1 était surexprimé par les 

macrophages du muscle lésé tandis que l’expression de Mrc1 (CD206) s’en trouvait 

diminuée. Les macrophages de muscle POAN surexprimaient Arg1 et Tgfb1 à 

respectivement J2 et J4 tandis que l’expression de Cd84 et de Vegfa était 

inchangée. Ces résultats, bien que suggérant une polarisation M2 anti-

inflammatoire, pro-régénérative, ne permettent pas de déterminer un phénotype 

classique des macrophages du muscle POAN. Par ailleurs, l’expression de Runx2, 

était activée dans les macrophages de muscle lésé et singulièrement augmentée 

dans ceux issus de muscle POAN à J4 (Figure 57). 
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Figure 57 : Expression des marqueurs pro- et anti-inflammatoires des 

macrophages 

Abondance relative des ARNm mesurée dans les macrophages isolés en RT-qPCR 

dans trois conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux 

temps post-induction (J2 et J4), n=4-5. Encadré rouge : marqueurs M1, encadré bleu : 

marqueurs M2. Les différences statistiques ont été calculées avec une ANOVA 2 voies 

et corrigées par le test post-hoc de Šidák (*=p<0.05, **=p<0.01). 

 

 Nous avons ensuite étudié les modulations de 25 miARN sur la base des 

criblages réalisés sur les muscles POAN et de la littérature sur le rôle de ces miARN 

dans l’activation ou la polarisation des macrophages [299,366,367]. Parmi les 

miARN modulés par une ou plusieurs conditions expérimentales, 3 miARN 

impliqués dans des processus de polarisation M1 (encadré rouge) et 9 miARN 

impliqués dans les mécanismes de polarisation M2 (encadré bleu) ont été identifiés 

(Figure 58). Nous avons observé l’augmentation de l’expression des miARN pro-M1 

miR-20a-5p, miR-21-5p et miR-221-5p par les macrophages à J2. Par ailleurs, miR-

21-5p et miR-221-5p étaient respectivement surexprimés à J2 et J4 par les 

macrophages de muscle POAN par rapport au muscle lésé. L’expression de tous les 

miARN pro-M2 était réduite par la lésion musculaire à J2 et J4, à l’exception de 

miR-210-3p. De plus, miR-16-5p, miR-125a-5p, miR-133a-3p, miR-146b-5p, miR-

199a-3p et dans une moindre mesure miR-103a-3p, miR-142-3p, miR-210-3p et 

miR-214-3p étaient surexprimés par les macrophages de muscle POAN par rapport 

au muscle lésé (Figure 58). Ces résultats suggèrent une expression précoce plus 

élevée des miARN décrits dans les processus de polarisation des macrophages, 

particulièrement M2, ainsi qu’un maintien à J4 du miARN impliqué dans les 

transitions M2 vers M1 des macrophages, miR-221-5p, dans le muscle POAN par 

rapport au muscle en régénération. 
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Figure 58 : Expression des miARN impliqués dans les processus d’activation et 

de polarisation des macrophages 

Abondance relative des miARN mesurée dans les macrophages isolés en RT-qPCR 

dans trois conditions expérimentales (Naïve, CDTX+SHAM et CDTX+SCI) à deux 

temps post-induction (J2 et J4), n=4-5, Encadré rouge : miARN impliqués dans des 

processus de polarisation M1, encadré bleu : miARN impliqués dans des processus de 

polarisation M2. Les différences statistiques ont été calculées avec une ANOVA 2 voies 

et corrigées par le test post-hoc de Šidák (*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001). 
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3.2.2 Caractérisation des propriétés ostéoinductrices et chondro-

suppressives des milieux conditionnés de macrophages  

 Nous avons exploré les propriétés ostéogéniques et chondrogéniques des 

milieux conditionnés de macrophages pro-inflammatoires (CM+) sur le devenir des 

FAPs (Figure 59). Après 14 jours d’induction ostéogénique (OB), nous avons 

observé une augmentation de la minéralisation induite par les CM+ ainsi qu’une 

augmentation de l’expression des protéines OSX et RUNX2 dès 7 jours (A et B). 

L’activité de la phosphatase alcaline était augmentée lors de la culture des FAPs en 

présence de CM+ (C).  

 Pour évaluer la chondrogenèse, les FAPs ont été placés en hypoxie 5 % O2 

puis ont été incubés dans un premier temps avec du milieu contrôle, OB ou 

chondrogénique (CB) avec ou sans CM+ (Figure 59 D). Après une semaine, les FAPs 

ont été passés en milieu OB avec ou sans CM+ afin d’évaluer le potentiel de 

transdifférenciation en conditions inflammatoires. Nous avons observé une 

minéralisation plus importante en condition CB➝OB par rapport à CT➝OB. Le 

potentiel de différenciation de la condition CB➝OB était tout aussi importante 

qu’en OB➝OB en l’absence de CM+, suggérant une capacité de transdifférenciation 

chondro-ostéogénique des FAPs. Toutefois, en présence de CM+, bien que les 

niveaux globaux de minéralisation étaient plus élevés, les FAPs en CB➝OB 

présentaient des niveaux de minéralisation à 14 jours similaires aux FAPs en 

CT➝OB, suggérant une réduction du potentiel chondrogénique et/ou de 

transdifférenciation des FAPs par les CM+ (D). Enfin, lors de l’induction en 

différenciation chondrogénique en sphéroïdes, les FAPs mis en présence de CM+ 

présentaient une moindre coloration au bleu alcian ainsi qu’une réduction des 

immunomarquages de l’agrécane, du collagène II et de SOX9, révélateurs d’une 

matrice cartilagineuse moins développée et plus globalement d’un potentiel 

chondrogénique réduit (E). 

 Ainsi, ces résultats confirment le potentiel ostéo-inducteur et chondro-

suppressif des CM+ identifiées au travers de la modulation des marqueurs ostéo-

chondrogéniques en partie 2.2.4.2 du chapitre 2. 
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Figure 59 : Caractérisation des propriétés ostéogéniques et chondro-

suppressives des CM+ 

(A) Potentiel de différenciation ostéogénique des FAPs de muscle POAN 14 jours 

après l’induction de la différenciation en milieu ostéogénique (OB), supplémenté ou 

non de milieu conditionné de macrophage ± LPS (CM- et CM+), n=8-15. (B) 

Modulation des niveaux protéiques après 7 jours d’induction ostéogénique ± CM+ 
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normalisés sur la totalité des protéines transférées sur la membrane, n=3-5. (C) 

Dosage de l’activité de la phosphatase alcaline après 7 jours d’induction OB ± CM+, 

n=5. (D) Evaluation par quantification du rouge alizarine de l’effet des CM+ sur la 

transdifférenciation contrôle (CT) ou chondrogénique (CB) - ostéogénique (OB) des 

FAPs. (E) Colorations histologiques au bleu alcian/rouge nucléaire, et 

immunomarquages de l’agrécane, du collagène II et de SOX9 de FAPs en 

différenciation CT ou CB ± CM+ (50µm). Toutes les différences statistiques ont été 

évaluées avec le test non paramétrique de Mann-Whitney (*=p<0.05, **=p<0.01). 

 

 Nous avons ensuite évalué l’effet de l’activation des macrophages aux LPS 

sur la signalisation des miARN, au niveau intracellulaire et sécrétés dans le milieu de 

culture (Figure 60). De façon surprenante, nous n’avons pas observé de modulation 

des miARN d’intérêts dans les macrophages issus de PBMC ou d’une lignée THP-1, 

y compris pour miR-146a-5p pourtant impliqué dans le rétrocontrôle des processus 

pro-inflammatoires (Figure 60 A et données non affichées). MiR-199a-5p et miR-

214-3p n’étaient pas exprimé, tandis que la transfection d’analogue des deux 

miARN permettait d’observer leur expression. Nous avons mesuré les miARN 

sécrétés dans le milieu lors de l’activation des macrophages (Figure 60 B). Contre 

toute attente, miR-199a-5p et miR-214-3p étaient présents dans les milieux, et à 

des niveaux plus faibles en condition LPS. Par ailleurs, les niveaux de miR-20a-5p 

étaient stables tandis que ceux de miR-146a-5p semblaient augmentés lors de 

l’activation des macrophages.  

 Ces résultats, à la vue du faible nombre d’échantillons et de l’importante 

dispersion, complexifie toute conclusion sur une similarité entre les profils 

d’expression des miARN par les macrophages issus de muscle POAN et ceux des 

macrophages issus de PBMC et stimulés aux LPS. 
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Figure 60 : Impact de l’activation aux LPS des macrophages sur les miARN 

intracellulaires et sécrétés 

Abondance relative des miARN (A) intracellulaires et (B) sécrétés des macrophages 

issus de PBMC mesurée en RT-qPCR 3 jours après l’activation aux LPS, n=3. L les 

différences statistiques ont été évaluées avec le test non paramétrique de Mann-

Whitney. 
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3.2.3 Potentiel des miARN à moduler la réponse des FAPs et 

macrophages au stimulus inflammatoire 

 Nous avons ensuite réalisé une étude fonctionnelle des miARN sur la 

différenciation ostéogénique de FAPs en environnement inflammatoire. Nous avons 

induit une différenciation ostéogénique supplémentée de LPS chez des FAPs 

préalablement transfectés avec des inhibiteurs ou mimics de miARN (Figure 61 A). 

Nous avons observé que la surexpression de miR-146a-5p et dans une moindre 

mesure miR-214-3p tendait à diminuer l’induction ostéogénique (A). L’activation 

aux LPS étant capable de moduler l’expression des miARN par les macrophages et 

leurs milieux conditionnés (CM+), nous avons par la suite développé un modèle de 

coculture indirecte entre les FAPs et macrophages (B). Les macrophages étaient 

ainsi transfectés avec les miARN candidats, puis activés aux LPS avant que les 

transwell ne soient ajoutés aux puits de culture des FAPs en induction ostéogénique 

afin d’explorer un potentiel rôle paracrine de miRNA de macrophages. Cependant, 

nous n’avons pas observé de modulation du potentiel ostéogénique des FAPs lors 

de la transfection d’analogues de miR-146a-5p et miR-214-3p chez les 

macrophages (C). Les transfections des miARN impliqués dans les processus 

inflammatoires miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-21-5p, miR-133a-3p, miR-155-5p, 

miR-199a-5p et miR-214-3p ou de leurs inhibiteurs ont été réalisées, sans pour 

autant mettre en évidence de modifications du potentiel ostéogénique des FAPs en 

condition inflammatoire (résultats non affichés). Toutefois, en plus de la 

surexpression de TRAF6, IRAK1 et ATF4 par les macrophages stimulés aux LPS, 

l’expression des cibles directes de miR-146a-5p, TRAF6 et IRAK1, et de miR-214-3p, 

ATF4, semblait en partie réduite lors de la surexpression respective de ces miARN 

(D). 
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Figure 61 : Evaluation du potentiel des miARN à moduler la réponse des FAPs 

et macrophages au stimulus inflammatoire 

(A) Potentiel de différenciation ostéogénique des FAPs de muscle POAN 14 jours 

après l’induction de la différenciation en milieu ostéogénique (OB), supplémenté de 

LPS, n=3. (B) Schéma du modèle de coculture des FAPs et macrophages 

préalablement transfectés. (C) Potentiel de différenciation ostéogénique des FAPs en 

coculture indirecte avec des macrophages transfectés avec miR-146a-5p ou miR-214-

3p, n=3. (D) Abondance relative des ARNm des macrophages mesurée en RT-qPCR 7 

jours après transfection, n=3. Les différences statistiques ont été calculées avec le test 

non paramétrique de Friedman pour les mesures appareillées et corrigées par le test 

post-hoc de Dunn (*=p<0.05). 
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3.3 Synthèse et discussion 

 Dans ce dernier chapitre, nous avons décrit la modulation des miARN 

des macrophages. De plus, nous avons caractérisé le potentiel ostéogénique et 

chondrogénique des milieux conditionnés de macrophages (CM+) et la capacité des 

miARN à altérer la réponse des FAPs et macrophages au stimulus inflammatoire. 

Ainsi, nous avons mis en évidence les points suivants : 

I. Les macrophages de muscle POAN ne présentent pas un phénotype 

classiquement décrit bien que surexprimant des marqueurs de la 

polarisation M2 tels que l’arginase (Arg1) à J2 et le Tgfβ à J4. 

II. Ces macrophages expriment des miARN associés à la fois aux polarisations 

M1 et M2 dès 2 jours après la double lésion musculaire et neurologique. 

III. Les CM+ potentialisent la différenciation ostéogénique des FAPs et inhibent 

leur différenciation chondrogénique. 

IV. L’activation aux LPS altère la régulation miARN des macrophages tandis que 

miR-146a-5p prévient partiellement la différenciation ostéogénique des 

FAPs en milieu inflammatoire. 

 

 Nos2 (iNos), Cd86 et les cytokines pro-inflammatoires Il-1β et OSM sont des 

marqueurs caractéristiques des populations pro-inflammatoires M1 tandis que 

Arg1, Cd84, Tgfb1, Mrc1 (CD206) et Vegfa sont classiquement exprimés par les 

macrophages anti-inflammatoires M2 [368,369]. Toutefois, dans le modèle murin, 

nous n’avons pas observé de phénotype assimilable à un profil M1 ou M2, ces 

résultats semblant plutôt être le reflet d’une polarisation hybride ou d’un défaut de 

cette dernière. Ainsi, il sera nécessaire de caractériser les macrophages de muscle 

POAN en cytométrie pour identifier les différents profils pathogéniques de ces 

acteurs de l’immunité. La polarisation M2 peut être actrice de processus 

pathologiques d’accumulation matricielle tels que les fibroses [151,370,371]. Ces 

résultats se rapprochent avec ceux décrits par Sorkin et al. dans un modèle de POA 

traumatique combinant brûlure et section du tendon [141]. Leur étude a démontré 

que l’expression du TGF-β par les macrophages contribuait à un phénotype 

pathologique et était en partie responsable du développement des POA. Par 

ailleurs, un traitement avec un peptide d’activation du CD47 permettait de diminuer 

l’expression du TGF-β par les macrophages, de réduire l’expression d’Arg1 et 

Mrc1/Cd206 et in fine de limiter la polarisation M2 classiquement décrite comme 

pro-cicatrisante [141]. Patel et al. ont récemment mis en évidence l’implication de 

cette signalisation dans le développement des POA traumatiques [339]. Par ailleurs, 
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une étude a montré que l’expression tissulaire d’Arg1 était augmentée en condition 

inflammatoire lors de pathologies neurologiques ou auto-immunes, tandis que son 

inhibition permettait de réduire la réponse inflammatoire et le rétablissement des 

animaux, suggérant le rôle de ces macrophages M2, transitoires et d’une extrême 

plasticité, dans ces processus inflammatoires [372]. Enfin, l’expression de Runx2 par 

ces populations a été identifiée comme un acteur de leur fusion puis de la 

différenciation ostéoclastique [373]. Nous mesurons une augmentation de Runx2 

dans le muscle POAN à J4, pouvant ainsi refléter la mise en place de ce processus 

de la résorption osseuse en parallèle de l’engagement ostéogénique des FAPs. Ces 

observations seront à confirmer en étudiant d’autres marqueurs de la 

différenciation ostéoclastique tels que RANK, ainsi qu’en confirmant la présence de 

ces acteurs par des marquages IHC du muscle développant des POAN. 

 Nous avons ensuite étudié l’expression des miARN des macrophages de 

muscle POAN, ces acteurs moléculaires jouant un rôle dans l’activation et la 

polarisation des macrophages [299,366,367]. Parmi les miARN dont l’expression 

était altérée par la lésion musculaire et neurologique, 3 miARN impliqués dans les 

processus « M1 » et 9 dans les processus « M2 » ont été identifiés. Les miARN 

« M1 » étaient surexprimés lors de la lésion musculaire tandis que les miARN 

« M2 » étaient sous-exprimés dans cette même condition comparée aux 

macrophages résidents du muscle naïf, témoignant de l’activation précoce de 

profils pro-inflammatoires. MiR-20a-5p et miR-21-5p, plus exprimés dans les 

macrophages de muscles POAN, contrôlent respectivement la régulation de CSF1R 

et de PGE2, la réduction de leur expression limite le potentiel de polarisation M2 

des macrophages [374,375]. En outre, miR-221-3p influe sur la transition M2 vers 

M1 via l’inhibition de la signalisation JAK/STAT. Sa surexpression plus tardive à J4 

dans le muscle POAN pourrait traduire un bouleversement de la balance M1/M2 

[376]. 

 Concernant les miARN pro-M2, nous avons identifié la surexpression de 

miR-16, un inhibiteur de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le 

TNF-α [377,378]. Par ailleurs, miR-103a-3p, ciblant STAT1 et prévenant la 

différenciation M1 [379], miR-142-3p, réduisant le potentiel de réponse aux LPS 

[380], miR-125a-5p, favorisant la polarisation M2 via l’induction de l’IL-4 [381] et 

miR-133a-3p, contrôlant l’expression du GM-CSF et inhibant ainsi la polarisation 

M1 [382], étaient surexprimés dans le muscle doublement lésé. MiR-146a/b-5p sont 

induits par les processus inflammatoires, et sont surexprimés dans le muscle POAN 

[383,384]. MiR-199a-3p réduit le profil pro-inflammatoire des macrophages tandis 

que miR-210-3p est surexprimé en condition hypoxique et favorise un devenir pro-

fibrotique des macrophages [385,386]. Enfin, nous avons aussi retrouvé la 
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surexpression de miR-214-3p, inducteur de la polarisation M2 des macrophages via 

la dégradation de GSK3B, par les macrophages de muscle POAN [306]. Ainsi, 

l’ensemble de nos résultats suggère une perturbation de la polarisation des 

macrophages. De façon intéressante, les miARN promouvant une polarisation pro-

inflammatoire jouent aussi un rôle ostéogénique dans différent tissus et 

populations cellulaires tandis que les miARN impliqués dans des processus anti-

inflammatoires sont généralement décrits pour leurs rôles ostéo-suppressif, 

témoignant de l’étroit lien entre ces deux processus au travers d’une voie commune 

de miARN. Toutefois, la caractérisation des miARN des macrophages ne permet pas 

de déterminer s’ils sont le simple reflet de l’état de polarisation ou de réels 

déterminants de cette dernière. 

 Afin d’évaluer le rôle de l’inflammation sur la différenciation ostéo-

chondrogénique des FAPs et la modulation des miARN par les macrophages, nous 

avons produit des milieux conditionnés de macrophages stimulés aux LPS (CM+). 

Comme classiquement décrit, ces CM+ sont capables d’induire la différenciation 

ostéogénique des FAPs [15,319]. Toutefois, le potentiel de chondrogenèse, de 

production de matrice cartilagineuse et de transdifférenciation chondro-

ostéogénique était réduit. Ils sont toutefois capables d’induire une différenciation 

terminale des chondrocytes hypertrophiques tandis que nous avons observé la 

surexpression de COL10A1 par les FAPs lors de leur induction ostéogénique en 

présence de CM+ [387]. Ces CM+ ont précédemment été décrits pour leur activité 

chondro-suppressives, notamment dans l’ostéoarthrite où les processus 

inflammatoires médiés par les macrophages sont à l’origine d’une dégradation de 

la matrice cartilagineuse et d’une ossification progressive de cette dernière, via 

l’apoptose et la maturation hypertrophique des chondrocytes [388,389]. De plus, il 

est intéressant de noter dans notre modèle murin de POAN, malgré la 

surexpression des marqueurs chondrogéniques, aucune différenciation 

chondrogénique initiale ne semble intervenir. Ceci évoque donc plus un processus 

d’ossification intramembranaire, contrairement à la pathologie humaine où 

l’ossification endochondrale est avérée. Par ailleurs, l’expression de nombreux 

miARN a été évaluée dans ces conditions expérimentales, l’augmentation globale 

de l’expression des miARN identifiés in vivo n’est pas retrouvée, suggérant un profil 

sensiblement différent entre les macrophages du muscle POAN et les macrophages 

stimulés aux LPS in vitro. 

 Finalement, nous avons évalué l’impact de miR-146a-5p et miR-214-3p sur 

le potentiel de différenciation ostéogénique des FAPs en condition inflammatoire. 

Nous avons observé une diminution de la minéralisation de FAPs lorsque ces 

derniers surexprimaient miR-146a-5p, suggérant le rôle de ces derniers dans la 
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réponse au stimulus inflammatoire [390]. De plus, miR-146a-5p peut moduler le 

phénotype inflammatoire des CSM, sa surexpression induisant une réponse 

amoindrie aux stimuli inflammatoires [391,392]. Nous avons alors proposé miR-

146a-5p comme candidat pour prévenir la différenciation ostéogénique en 

condition inflammatoire. Nous avons investigué son potentiel dans la régulation de 

l’activation des macrophages aux LPS et de leur potentiel inflammatoire. Toutefois, 

la surexpression de ce miARN ne semblait pas réduire la surexpression d’IRAK1 et 

TRAF6, ni prévenir l’effet ostéogénique des macrophages sur la différenciation des 

FAPs. Ces observations pourraient être expliquées par l’induction aux LPS d’un 

profil macrophagique pro-inflammatoire trop caricatural, ne permettant pas à un 

simple miARN de moduler le devenir de cette population cellulaire dans nos 

conditions expérimentales. 

 Dans ce dernier chapitre, nous avons observé au travers des transcrits 

et miARN macrophagiques, les modulations induites par la lésion neurologique sur 

la répartition et la polarisation de ces acteurs impliqués dans les processus 

inflammatoires et régénératifs. Par ailleurs, nous avons identifié miR-146a-5p pour 

son potentiel à atténuer la réponse des FAPs aux processus inflammatoires dont 

l’amplitude et la cinétique sont altérées par des modifications profondes de 

l’équilibre et de la coordination des acteurs cellulaires du muscle développant des 

POAN. 
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VI -  Discussion et perspectives 

1.1 Discussion générale 

1.1.1 Les progéniteurs myogéniques et myofibres, entre initiateurs et 

témoins du développement des POAN 

  Le rôle prédominant des FAPs dans le développement endochondral 

des POA et POAN est maintenant bien établi [95,96,326,393]. Pour autant, il est 

difficile d’affirmer catégoriquement que seules ces cellules participent à cette 

pathogenèse dans un tissu aussi complexe que le muscle. Les MPs, tout aussi 

abondants, disposent de propriétés ostéogéniques importantes et participent 

même sous certaines conditions aux processus de régénération osseuse [92,394]. 

Ainsi, bien que le développement des POAN chez l’homme ne soit pas conditionné 

à une lésion musculaire aiguë et que ces cellules soient absentes des zones de 

minéralisations chez l’animal, l’implication précoce des MPs ne devrait pas être 

complètement exclue. Schmidt et al. ont par exemple démontré que la 

surexpression de SOX9 inhibe la différenciation myogénique et l’expression de la 

myogénine, des facteurs communs que nous avons identifié chez les MPs issus de 

muscle développant des POAN [395]. Ces observations confortent ainsi la 

corrélation entre un défaut des processus myogéniques et l’engagement 

intramusculaire de processus d’ossification. 

 De façon intéressante, dans le muscle intact des animaux spinalisés, les 

myomiR miR-1-3p et miR-206 étaient respectivement sous-exprimés et 

surexprimés. Ces miARN favorisent les processus myogéniques tels que l’activation, 

la prolifération ou la différenciation des SC/myoblastes en ciblant HDAC4 [360,396]. 

La littérature suggère un rôle anti-ostéogénique de ces deux miARN sur les CSM 

[397,398]. Lors des études fonctionnelles, nous avons montré que la surexpression 

de miR-206 augmentait de près de 7 fois le potentiel de minéralisation des MPs 

humains, suggérant un rôle différent de ce miARN entre MPs et FAPs pourtant 

phénotypiquement proches. Parallèlement, l’inhibition de miR-133a-3p réduisait la 

différenciation ostéogénique des MPs, dont le rôle a pourtant été décrit comme 

inhibiteur du potentiel ostéogénique des CSM, soulignant le rôle ambivalent des 

miARN [399,400]. Nous avons identifié la sous-expression du myomiR ostéo-

suppressif miR-1 dans les MPs de muscle POAN, soulignant l’impact de la lésion 

neurologique sur la régulation des miARN musculaires, et ce même dans des 

muscles intacts. 
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1.1.2 Influence de la lésion neurologique sur la signalisation des miARN 

 Les observations cliniques des effets positifs des traumatismes crâniens (TC) 

et lésions médullaires (LM) sur les processus de consolidation osseuse ont 

longtemps posé question [173,401]. Des premiers travaux ont montré que le sérum 

des patients TC était vecteur de facteurs ostéogéniques tels que SP7 ou RUNX2, 

deux cibles respectivement directes et indirectes de miR-214-3p [11,402]. Des 

études ont depuis montré que les TC provoquaient une modulation de l’expression 

des miARN dans la région de l’hippocampe et relargués dans le plasma [403,404]. 

Ainsi, deux études du même groupe ont montré le rôle de miR-26a-5p et miR-92a-

3p, surexprimés lors d’un TC, dans la différenciation ostéogénique, l’augmentation 

de l’activité des ostéoblastes et la régénération osseuse [405,406]. Par ailleurs, Xia et 

al. ont montré que le relargage par les neurones de l’hippocampe lésés du miARN 

ostéogéniques miR-328a-3p dans des vésicules extracellulaires adressées aux 

progéniteurs ostéogéniques améliorait les processus de régénération osseuse [176]. 

Ces travaux décrivent pour la première fois le lien entre neurolésion, miARN et 

régénération osseuse au travers de l’adressage des miARN aux cellules cibles 

exprimant FN1. Nous avons observé que l’expression de FN1 était augmentée dans 

les FAPs de muscle de patient POAN lors de leur exposition à un stimulus 

inflammatoire et Arrighi et al. ont montré que l’inhibition de miR-214-3p, 

augmentait l’expression de FN1 [247]. Ainsi le relargage systémique des miARN lors 

de ces différentes lésions pourrait être une piste à explorer. Dans ce contexte, il est 

intéressant de noter que nos résultats recoupent avec le faible nombre d’études 

abordant le rôle des miARN lors d’une neurolésion, en rapportant la levée de freins 

ostéo-suppressifs lors d’une lésion neurologique associée à un traumatisme 

tissulaire, qu’il soit musculaire ou osseux. Ainsi, un mécanisme d’action commun à 

ces processus pourrait être à l’œuvre dans l’amélioration de la régénération osseuse 

et le développement des POAN chez les patients neurolésés. 

 

1.1.3 Rôle des miARN sur le devenir cellulaire 

 Nous avons observé la surexpression de nombreux miARN impliqués dans 

l’inhibition de l’ostéogenèse lors de la lésion musculaire, surexpression bloquée par 

la lésion neurologique concomitante. Kobayashi et al. ont démontré que la délétion 

de DICER, protéine clé de la biogenèse des miARN, entraîne l’hypertrophie des 

chondrocytes des plaques de croissances, attribuant à l’ensemble de la régulation 

des miARN un rôle dans la maturation des chondrocytes [262]. De même, la 
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délétion des miARN dans les progéniteurs ostéogéniques, entraîne la surexpression 

des marqueurs ostéogéniques et le développement incontrôlé de la masse osseuse 

[353]. Enfin, la sous-expression de l’entièreté de la signalisation des miARN est 

souvent retrouvée dans différentes pathologies conduisant à l’acquisition de 

propriétés de prolifération, différenciation et migration aberrante, tel que certains 

cancers [407]. Ces résultats confortent nos observations sur la dérive ostéo-

chondrogénique des progéniteurs du muscle lors de la levée de l’inhibition des 

miARN et de la surexpression des marqueurs ostéo-chondrogéniques RUNX2, 

SOX9, COL10A1 des FAPs et MPs issus de muscle développant des POAN. 

 La surexpression de miR-20a-5p et miR-17-5p (faisant parti du même cluster 

miR-17~92), a été décrite lors de lésions médullaires (Figure 62) [408,409]. Dans ce 

cadre, ils induisent la dégradation de Ngn1, un facteur de transcription impliqué 

dans la survie cellulaire, les processus d’auto-renouvellement et la neurogenèse, et 

sont responsables du déclenchement d’événements secondaires délétères de la 

neurolésion tels que l’apoptose des motoneurones et la neuro-inflammation [410]. 

Ainsi la modulation de miR-20a-5p chez les patients SCI permettrait à la fois de 

contrer ses propriétés ostéoinductrices et d’améliorer les déficits fonctionnels 

induits par sa surexpression [409]. Cependant, miR-20a-5p n’est pas le seul miARN 

à posséder des propriétés biologiques ambivalentes. Plus récemment, une étude a 

montré le rôle de miR-214-3p dans l’induction du profil fibrotique des FAPs sous 

contrôle du TGF-β, or cette étape est nécessaire aux processus régénératifs du 

muscle. La sous-expression identifiée dans notre étude suggère un potentiel 

fibrogénique moindre et détourné en faveur d’un engagement ostéogénique des 

FAPs du muscle en régénération lors de la lésion neurologique [247,257]. La 

signalisation JAK/STAT transduit le signal OSM produit par les macrophages 

menant à la formation des POAN [140]. Or miR-214-3p est capable de cibler JAK1 

et pourrait donc être un inhibiteur du développement des POAN en inhibant cette 

signalisation en parallèle de son rôle plus direct sur l’inhibition d’ATF4 [411,412].  

 Finalement, miR-214-3p a aussi un rôle dans l’ostéoarthrite [413]. Cao et al. 

ont montré qu’il était sous-exprimé dans les chondrocytes de cartilage 

ostéoarthritique, son inhibition aggravant le modèle. L’injection in vivo d’analogues 

permettait au contraire de prévenir la minéralisation du cartilage [414]. 

L’ostéoarthrite fait partie des pathologies pour lesquelles le rôle des miARN a été 

extensivement décrit, avec d’autres candidats tels que miR-146a-5p, miR-17-5p ou 

encore miR-210-3p [415,416]. Enfin, dans une dernière pathologie caractérisée par 

des phases inflammatoires chroniques, l’athérosclérose, miR-146a-5p a également 

été mis en avant pour ses propriétés à réduire les calcifications vasculaires [417]. 

Ces résultats concordent avec le rôle des miARN identifiés dans la pathogenèse des 
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POAN, ceux-ci induisant dans tous les cas la conversion de tissus pourtant 

initialement très différents en tissu osseux (Figure 62). 

 

 

Figure 62 : Cibles ostéogéniques et inflammatoires des principaux miARN 

identifiés dans la pathogenèse des POAN 

 

1.1.4 Altération des processus inflammatoires lors des lésions 

neurologiques et propriétés de modulation de l’inflammation des 

miARN 

 Au cours de cette étude, nous avons vu que le profil des macrophages 

impliqués dans le développement des POAN était contrasté, et se définissait 

probablement plus au travers de profils de transition associés à une perte de 

coordination de la réponse inflammatoire caractéristique de la lésion neurologique 

(Figure 63) [418]. Lors d’un TC la perturbation de l’axe hypothalamo-hypophysaire 

provoque un dérèglement de la réponse anti-inflammatoire compensatoire [419]. 

Par ailleurs, lors d’une SCI, une inflammation systémique est observée avec la 

persistance de l’expression de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1 ou le 

TNF-α pendant plusieurs semaines [168]. Lors de la lésion neurologique, nous 

avons observé le maintien ou l’augmentation de l’expression de marqueurs M1 à J4 

tandis que la cinétique traditionnellement observée lors de la régénération 

musculaire est caractérisée par une diminution du nombre de macrophages pro-

inflammatoires trois jours après la lésion [420]. Dans le modèle POAN, la 

persistance à J4 des macrophages M1 a par ailleurs été retrouvée [140]. A l’opposé, 

la surexpression du Tgfb1 à J4 suggère la présence de macrophages impliqués dans 
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les processus de remodelage des tissus [421,422]. Ces résultats suggèrent un 

mécanisme d’action commun entre l’établissement des POAN et POA chez l’animal, 

Sorkin et al. et Patel et al. ayant récemment décrit le rôle de macrophages M2 et 

leur production de TGF-β dans le développement des POA traumatiques [141,339]. 

De façon intéressante, nous avons retrouvé la surexpression du Tgfb1 par les 

macrophages mais aussi par les FAPs de muscle POAN, suggérant l’implication de 

cette signalisation dans la pathologie. En outre, l’induction de la signalisation du 

TGF-β lors de la régénération du tendon a révélé un effet pro-ostéogénique 

induisant le développement des POA, et confirmant ainsi les précédentes 

observations [423]. Toutefois, il est important de rappeler que ces classifications 

M1/M2 restent caricaturales du continuum d’états d’activation simultanément 

présents dans les tissus en régénération. 

 Chez l’Homme, dans le contexte inflammatoire systémique et chronique 

intrinsèquement lié à la lésion neurologique ainsi que face aux risques infectieux 

accrus, il est capital d’améliorer notre compréhension des processus inflammatoires 

impliqués dans la pathogenèse des POAN. D’abord décrites pour leurs propriétés 

immunorégulatrices, les CSM sont capables d’altérer leur phénotype en fonction de 

leur environnement [424]. La modulation de leur réponse aux stimuli inflammatoires 

pourrait être un axe de recherche prometteur. Les miARN, par leur capacité à cibler 

des transducteurs du signal inflammatoire, tels que le TLR4 et TRAF6 pour miR-

146a/b-5p [417,425], ou à favoriser les polarisations M1/M2 des macrophages sont 

des acteurs idéaux pour exercer cette modulation [299,426]. Peng et al. ont 

démontré que miR-214-3p était capable d’induire la polarisation macrophagique 

anti-inflammatoire M2 tout comme miR-146a-5p [305,306]. Leur potentiel a par 

ailleurs été démontré dans la physiopathologie des TC. MiR-146a-5p, exprimé dans 

le plasma à la suite d’un TC, réduit la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires 

dans l’encéphale via l’inhibition de la signalisation NF-κB (Figure 62) [427]. Enfin, 

miR-221-3p promeut la transition de M2 à M1, ciblant JAK3 et induisant 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires tout en diminuant la production d’IL-

10 [376]. L’ensemble de ces résultats convergent ainsi vers une dérégulation des 

acteurs de l’inflammation lors des processus régénératifs faisant suite à une lésion 

neurogène et conduisant au développement des POAN. 
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Figure 63 : Recrutement et coordination des acteurs inflammatoires lors d’une 

lésion musculaire traumatique ou d’une lésion médullaire 

Figure extraite de Gensel et al. [418]. 

 

1.1.5 Rôle de la mécanotransduction sur l’expression des miARN et le 

devenir cellulaire 

 Une lésion médullaire provoque très souvent une spasticité musculaire, 

modifiant les contraintes mécaniques. L’étude de la jonction neuromusculaire (JNM) 

a permis de mettre en évidence le rôle de ces contraintes dans le développement 

des POAN. Salga et al. ont montré qu’un blocage des JNM par injection locale de 

toxine botulique augmentait le volume des POAN [199].  Par ailleurs, les FAPs sont 

capables de répondre à une perte de fonction de la JNM, de nombreuses études 

ayant démontré la dérive pathologique de cette population, dans des pathologies 

neurodégénératives telles que l’amyotrophie spinale ou la sclérose latérale 

amyotrophique [165,428,429]. L’effet de la lésion neurologique sur la pathogenèse 

des POAN dépasserait ainsi l’effet systémique sur l’exacerbation des processus 

inflammatoires. L’altération de l’environnement mécanique musculaire peut être 

responsable de la modulation de l’expression de miARN mécanosensibles [430]. 
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L’expression de la majorité des miARN étudiés au cours de notre travail, tels que 

miR-20a-5p, miR-146a-5p ou miR-214-3p, est dépendante de la rigidité du tissu ou 

du substrat [248,431–433]. Ainsi, l’altération des miARN ostéogéniques et ostéo-

suppressifs des muscles POAN pourrait être liée à un changement de spasticité 

musculaire induite par le traumatisme neurologique. Wang et al. ont montré la 

surexpression de miR-214-3p en l’absence de stress mécanique d’un membre et sa 

contribution à la une perte de masse osseuse et du potentiel ostéogénique des 

ostéoblastes [257]. A l’inverse l’exercice physique diminue l’expression de miR-214-

3p et prévient la perte osseuse en absence de contrainte mécanique [434]. Nous 

avançons alors l’hypothèse selon laquelle l’hyperactivité musculaire du muscle 

spastique à la suite d’une lésion neurologique inhiberait l’expression de miR-214-

3p, de concert avec de multiples miARN ostéo-suppressifs identifiés dans notre 

modèle de POAN, et induirait, en convergence avec les facteurs inflammatoires, le 

devenir ostéogénique des FAPs. 

 A l’échelle des modalités de prise en charge des patients risquant de 

développer des POAN, l’étude de la mobilisation des articulations ou tissus 

périarticulaires par kinésithérapie est d’un intérêt majeur. Daud et al. ont montré 

qu’une mobilisation articulaire tardive chez les patients, c’est-à-dire supérieure à 7 

jours après lésion médullaire, était corrélée à une augmentation du risque de 

développer des POAN [54]. Une adaptation des protocoles incluant une 

mobilisation articulaire passive précoce pourrait être une piste à explorer. 

 

1.1.6 Limitations inhérentes à l’utilisation du modèle murin de POAN 

 Notre modèle de POA est le seul qui inclue une lésion médullaire. Il existe 

cependant une divergence dans les mécanismes physiopathologiques entre 

l’Homme et notre modèle. En effet, ce dernier se caractérise par une ossification 

intramembranaire avec l’absence histologique de chondrocytes et de matrice 

cartilagineuse, tandis que la pathologie chez l’Homme se développe au travers d’un 

processus d’ossification endochondrale [16,18,96]. Ce phénomène pourrait 

s’expliquer par la combinaison de la nécrose musculaire et section de moelle 

épinière, avec une phase hyper-inflammatoire, probablement caricaturale des 

processus inflammatoires retrouvés chez l’Homme. Toutefois, ces observations 

restent cohérentes avec les résultats obtenus sur les milieux conditionnés de 

macrophages et leur potentiel à amplifier la différenciation ostéogénique tout en 

inhibant les marqueurs et la différenciation chondrogénique. De façon intéressante, 

ce mécanisme concorde avec les études décrivant le rôle chondro-suppressif et 



 

177 

ostéo-inducteur de milieux pro-inflammatoires riches en macrophages M1, tels que 

les liquides synoviaux d’articulation sujette à un développement ostéoarthritique 

[388,435]. L’hyper-inflammation liée à la double lésion provoquerait ainsi 

l’inhibition de la chondrogenèse et une différenciation directe des FAPs en 

ostéoblastes, caractéristique de l’ossification intramembranaire. Les temps 

d’apparition sont aussi très différents, en quelques heures seulement dans le 

modèle murin de POAN contre plusieurs semaines chez l’Homme, soulignant le 

caractère extrême du modèle animal. 

 

1.1.7 Vers un essor de l’utilisation des miARN dans les thérapies 

géniques ? 

 L’intérêt pour la modulation des miARN à des fins thérapeutiques n’a fait 

que croitre ces 10 dernières années [215,416]. De nombreuses stratégies utilisant 

des analogues ou des inhibiteurs de miARN sont en cours d’évaluation [219,436]. A 

l’heure actuelle, la quasi-totalité des essais sont en phase préclinique ou en phase I. 

Le Miravirsen, un anti-sens de miR-122-5p utilisé pour traiter l’infection au virus de 

l’hépatite C et à l’évaluation depuis 2013, est le premier à être entré en phase II. 

Cependant, bien que le nombre d’articles promouvant l’utilisation d’un miARN pour 

contrecarrer une pathologie donnée soit en constante augmentation, le dogme du 

« 1 miARN = 1 pathologie » semble incomplet et utopique, en particulier à cause 

de la redondance de ces acteurs moléculaires. 

 L’intérêt de l’utilisation des miARN en traitements prophylactiques, le plus 

pertinent dans le cadre d’une hypothétique utilisation dans la prévention des 

POAN, a déjà été démontré [437]. Ainsi, la surexpression de miR-214-3p dans des 

processus délétères à l’ostéogenèse tels que l’absence de stress mécanique ou 

l’ostéoporose [257,434], en parallèle de sa sous-expression dans des processus 

ostéogéniques tels que l’ostéoarthrite ou notre modèle de POAN [413,416], font de 

ce miARN un candidat particulièrement intéressant. D’autre part, miR-146a/b-5p est 

un suppresseur des processus inflammatoires, sa surexpression pourrait permettre 

d’altérer la réponse aux stimuli inflammatoires retrouvés dans de nombreuses 

pathologies. Des nanoparticules chargées de miR-146a-5p permettent de réduire 

l’inflammation des macrophages alvéolaires lors de la respiration artificielle [438]. 

Par ailleurs, miR-146a-5p améliore la phase inflammatoire associée à la SCI, et 

atténue la dégradation du cartilage dans un modèle d’OA [317,439]. Ces résultats 

soulignent une fois de plus le rôle pléiotrope de ces miARN, et donnent des 
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arguments pour l’utilisation de miR-214-3p et miR-146a-5p pour leurs doubles 

actions sur les processus ostéogéniques et inflammatoires des POAN. 

 Toutefois, la majorité des travaux s’intéresse à la régulation des miARN 

surexprimés dans les processus pathologiques, en cherchant à en réduire l’activité, 

et porte un intérêt moindre aux miARN sous-exprimés pourtant potentiellement 

tout aussi importants. Un des avantages à utiliser une stratégie d’inhibition plutôt 

que de surexpression est lié une meilleure spécificité d’action. Khan et al. et Jin et al. 

ont en effet démontré que le phénotype observé lors de l’utilisation d’analogues 

des miARN était souvent lié à une dérégulation profonde et aspécifique de la 

régulation des ARNm, le nombre de complexes RISC permettant l’activité des 

miARN sur leur cibles étant limité. Ainsi, l’addition d’un grand nombre 

d’oligonucléotides entraîne une compétition avec les miARN endogènes [218,440]. 

De plus, les inhibiteurs, simples brins, ne nécessitent pas forcément l’utilisation de 

vecteur pour intégrer le cytoplasme cellulaire contrairement au analogues, 

bicaténaires [441]. L’utilisation de séquences inhibitrices des miARN permet alors 

de s’affranchir de ces limites. Cependant, de nombreux paramètres sont à définir 

pour l’administration de miARN, notamment les méthodes virales, de systèmes 

lipidiques, polymériques, inorganiques ou de VE. L’administration, systémique ou 

spécifique d’un tissu grâce à un adressage utilisant des saccharides, des anticorps, 

des peptides ou des protéines sont autant de facteurs à prendre en compte dans 

l’élaboration de ces nouvelles stratégies thérapeutiques [442,443]. Par ailleurs, la 

biodisponibilité du miARN dans l’organisme, sa stabilité et les potentiels effets 

aspécifiques devront être évalués [444]. 
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1.2 Perspectives 

 Ces travaux nous ont permis de décrire le rôle des miARN dans la 

physiopathologie des POAN et d’identifier des candidats impliqués dans les 

processus ostéogéniques et inflammatoires. Cependant, bien que nos 

connaissances de la pathogenèse s’accumulent de jour en jour, l’absence d’un 

certain nombre d’éléments viennent obscurcir notre compréhension des POAN. 

 Dans un premier temps, il sera essentiel de valider les candidats identifiés 

sur le modèle murin de POAN, principalement dans le cas de miR-146a-5p et miR-

214-3p pour leur rôle dans la suppression des mécanismes de l’ostéogenèse et de 

l’inflammation, et ainsi évaluer leur capacité à moduler le devenir des FAPs et 

prévenir de développement des POAN in vivo. A cette fin, deux choix dans le 

protocole d’injections multiples s’offre au nous, en injection prophylactique ou 

post-lésionnelle. Afin de se rapprocher au maximum d’une logique clinique, le choix 

d’injections combinées en amont de l’induction du modèle semble tout désigné, 

avec 3 injections intramusculaires espacées de 2 jours avant l’initiation de la 

procédure expérimentale basée sur les travaux de Wang et al. [257]. Le choix du 

vecteur et la dose d’oligonucléotides utilisés seront également des paramètres à 

évaluer dans la mise en place du modèle. 

 Ensuite, et afin de décrire plus précisément le rôle de miR-146a-5p dans la 

régulation des processus inflammatoires, il sera intéressant d’élaborer une nouvelle 

stratégie d’activation des macrophages. Les LPS activant les macrophages comme 

lors de leur contact avec un agent pathogène externe, et bien que les patients 

POAN présentent un risque infectieux élevé, cette activation pourrait être trop 

caricaturale des phénomènes inflammatoires rencontrés lors d’une lésion 

neurologique. L’utilisation de DAMPs, tel qu’HMGB1 ou un broyat de tissu 

musculaire, nous permettrait de nous rapprocher des conditions pathologiques 

retrouvées chez l’homme et de plus finement évaluer l’impact de miR-146a-5p sur 

le phénotype des macrophages [445,446]. La quantification des DAMPs lors de 

l’utilisation ultérieure du modèle murin de POAN sera aussi nécessaire afin 

d’identifier le rôle de la lésion neurologique dans le relargage de ces derniers. En 

outre, l’étude du rôle du TGF-β sécrété par les macrophages activés sur la 

prolifération, la survie et la différenciation ostéogénique des FAPs sera importante 

pour valider l’implication de cette voie de signalisation dans la pathogenèse et 

l’évolution des POAN. 

 Les résultats développés dans ce manuscrit se basent sur les temps très 

précoces à 2 et 4 jours après l’induction du modèle de POAN. La présence de 
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minéralisation intramusculaire est déjà observable à 2 jours, et la caractérisation des 

bouleversements de la signalisation des FAPs, MPs et macrophages dans les 

premières heures de la pathogenèse sera grandement bénéfique à l’identification 

d'un point de bascule phénotypique. Les macrophages sont d’un intérêt tout 

particulier puisque qu’initiateurs du devenir pathologique des FAPs. Ainsi, la 

caractérisation précoce de leur pathogénicité et hétérogénéité, au travers 

d’analyses single cell, RNA-seq ou ATAC-seq combinées à des marquages iNOS et 

CD206 dans le tissu musculaire développant des POAN permettrait de compléter 

les résultats déjà accumulés sur la perturbation de la réponse inflammatoire. De 

plus, l’isolement des macrophages de muscles sains ou POAN permettront 

d’identifier les cascades de signalisation préférentiellement activées lors de la 

neurolésion par ces acteurs de l’immunité dans les premières heures du 

développement des POAN. 

 Madaro et al. ont décrit un rôle délétère des FAPs de muscle dénervé sur la 

myogenèse [165]. La mise en place d’un modèle de coculture entre les FAPs et les 

MPs afin d’évaluer le potentiel d’induction de la myogenèse par les FAPs de muscle 

sain ou POAN permettrait d’évaluer l’impact de la neurolésion sur les propriétés de 

ces acteurs de la régénération musculaire. L’ischémie tissulaire étant un élément clé 

de la pathogenèse des POA d’origine traumatique, l’évaluation de la dérégulation 

des miARN et des transcrits des cellules endothéliales permettrait de tirer des 

conclusions quant à l’implication commune de l’hypoxie comme facteur favorisant 

entre les deux origines de la pathologie [447]. De plus, l’étude fonctionnelle des 

cellules endothéliales dans un modèle de vascularisation 3D permettrait mettre en 

évidence un potentiel défaut dans les processus de vascularisation lors d’une lésion 

neurologique. En parallèle, l’étude du potentiel de différenciation chondrogénique 

précoce des FAPs de muscle sain ou de patients POAN pourra être évalué dans le 

modèle de niche ectopique sur biomatériaux présenté en partie 0 qui permet le 

développement d’une ossification ectopique à l’inverse du modèle de POAN. 

 Afin d’évaluer l’implication des contraintes mécaniques notamment 

associées à la spasticité musculaire chez les patients neurolésés, nous avons 

entrepris le développement d’un modèle de culture 3D des FAPs pouvant être 

soumis à des contraintes mécaniques de type étirement uniaxial. Ce modèle 

permettra ainsi d’étudier la réponse des FAPs aux différents protocoles d’étirement, 

en condition inflammatoire ou non et d’identifier l’activation de voies de 

mécanotransduction. Les variations d’expression des miARN mécanosensibles 

seront également étudiées dans le temps en fonction de l’intensité appliquée. Ce 

travail s’effectue avec le Dr Etienne François, responsable de la plateforme de 
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mécanobiologie de l’UMR-S 1124 " Environmental Toxicity, Therapeutic Targets, 

cellular Signaling and Biomarkers – T3S" de Université Paris Descartes. 

 Finalement, tous ces résultats expérimentaux pourront s’appuyer sur l’étude 

clinique BENTHOS, une étude prospective menée par le Dr Marjorie SALGA visant à 

identifier les facteurs biologiques et cliniques prédictifs du développement des 

POAN dans une cohorte de patients blessés médullaires. Les résultats ainsi acquis 

en recherche pourront être mis en regard des marqueurs identifiés par cette 

banque de données chez les patients POAN, renforçant ainsi la pertinence des 

observations expérimentales et les interactions entre la recherche et la clinique 

toujours dans l’objectif d’améliorer la prise en charge des patients. 
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VII -  Conclusion 

 En dépit de l’amélioration de la prise en charge des patients, la résection 

chirurgicale, traitement de référence des POAN, reste associée à des risques per-

opératoires et de récidive. Afin de développer de nouvelles solutions 

thérapeutiques, une meilleure compréhension des mécanismes pathologiques est 

nécessaire. Dans ces travaux, nous avons successivement caractérisé le 

microenvironnement musculaire développant des POAN, le rôle des progéniteurs 

du muscle et des miARN sur leurs propriétés ostéogéniques ainsi que l’impact de 

l’inflammation sur le potentiel de différenciation des FAPs. 

 A l’échelle du muscle entier, nous avons mis en évidence la surexpression de 

marqueurs et miARN ostéo-chondrogéniques associée à un défaut de myogenèse 

dans les muscles développant des POAN. L’expression des myomiR par les MPs 

était réduite lors de la lésion neurologique. En caractérisant les FAPs, nous avons 

observé l’activation de signalisations ostéo-chondrogéniques lors de la phase 

inflammatoire aigüe associée au muscle en régénération, toutefois compensée par 

la surexpression parallèle de miARN ostéo-suppressifs. Cependant, lors de la 

concomitance de la phase inflammatoire et d’un traumatisme neurologique, les 

miARN des FAPs étaient sous-exprimés tandis que l’expression des marqueurs 

ostéo-chondrogéniques persistaient. De plus, la modulation des miARN identifiés 

permettait de réduire le potentiel ostéogénique des FAPs isolés de muscle de 

patients POAN, confirmant ainsi leur rôle dans le maintien du phénotype 

physiologique des FAPs. Enfin, nous avons observé la surexpression et la 

persistance de marqueurs associés à une polarisation plutôt anti-inflammatoire des 

macrophages de muscle POAN tandis que la modulation de certains miARN 

permettait de réduire la réponse ostéogénique des FAPs aux processus 

inflammatoires. 

 Pris dans leur ensemble, ces résultats identifient un mécanisme ostéo-

suppressif des miARN des FAPs, activé lors de la réponse inflammatoire et inhibé 

lors de la lésion neurologique. Nous avons également mis en évidence le rôle 

central de miR-146a-5p et miR-214-3p dans la régulation des processus 

inflammatoires et ostéogéniques à l’origine de la pathologie. Ces travaux étayent 

notre compréhension des mécanismes physiopathologiques, fournissent de 

nouvelles pistes de réflexion sur les dynamiques cellulaires impliquées dans la 

pathogenèse et ouvrent la voie à des options thérapeutiques innovantes. 
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1.2.1 Article de thèse : Rôle des miARN dans le développement des 

POAN 

 Cet article en soumission reprend les éléments clés décrits extensivement 

dans le chapitre 1 et 2 des résultats de ce manuscrit. 

 En résumé, ces travaux, au travers de l’utilisation d’un modèle murin de 

POAN, ont permis de montrer que le muscle lésé surexprimait simultanément des 

acteurs ostéo-chondrogéniques tels que RUNX2 et SOX9 ainsi que des miARN 

ostéogéniques et ostéo-suppressifs lors de la régénération musculaire. De façon 

intéressante, lors de l’addition d’une lésion neurologique, les processus de 

régénération musculaires s’en retrouvaient compromis tandis que l’activation de 

plusieurs miARN ostéo-chondrosuppressifs était inhibée, perturbant ainsi l’équilibre 

entre ces derniers et les miARN ostéo-chondrogéniques. L’étude détaillée des 

progéniteurs musculaires FAPs et MPs a ensuite confirmé la surexpression des 

acteurs ostéo-chondrogéniques couplée à l’inhibition des miARN ostéo-

chondrosuppressifs. En outre les niveaux d’expression des myomiR et de Myog dans 

les MPs étaient réduits par la lésion neurologique lors de la régénération 

musculaire. Enfin, nous avons montré que la surexpression des miARN lors de la 

lésion musculaire était retrouvée lors de l’induction ostéogénique en milieu 

inflammatoire de FAPs de patients. De plus, l’inhibition de miR-20a-5p, miR-199a-

5p et la surexpression de miR-146a-5p, miR-214-3p permettait de réduire le 

potentiel ostéogénique et l’expression de marqueurs ostéogéniques des FAPs 

humains. 

 Pris dans leur globalité, ces résultats suggèrent que la lésion neurologique 

perturbe l’équilibre de la réponse des miARN en prévenant l’activation de miARN 

ostéo-chondrosuppressifs lors de la lésion musculaire, permettant ainsi 

l’engagement ostéogénique des FAPs du muscle en régénération. 
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1.2.2 Article de revue : Les paraostéoarthropathies neurogènes sont 

caractérisées par le développement d’une niche hématopoïétique 

intramusculaire fonctionnelle  

 Dans cette revue de la littérature, nous avons synthétisé le rôle et l’origine 

des acteurs cellulaires et moléculaires intervenant dans la genèse des POAN. Nous 

avons ainsi pu mettre en avant le caractère unique des POAN dans la néoformation 

d’une niche hématopoïétique fonctionnelle chez l’adulte. 

 Les interactions entre l’os et l'hématopoïèse sont impliquées dans diverses 

pathologies et processus physiologiques. La caractérisation des POAN a montré la 

présence d'une moelle hématopoïétique composée de cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) en quiescence et maintenues par tous les acteurs d’un 

microenvironnement stromal physiologique [15]. De façon similaire à la moelle 

osseuse présente au sein des os longs et plats chez l’adulte, le microenvironnement 

créé par les POAN favorise le maintien, la prolifération et la différenciation des CSH 

de concert avec les CSM et les EC, via contacts focaux ou la sécrétion de facteurs de 

croissance, hormones et protéines de la MEC. Par ailleurs, ces processus impliquent 

la participation du système nerveux, des macrophages et de cytokines 

inflammatoires telles que l’OSM ou le TGF-β, instigatrices de la pathogenèse des 

POAN, soulignant ainsi l’intrication complexe entre les mécanismes neurologiques, 

inflammatoires et hématopoïétiques. En outre, la localisation intramusculaire des 

POAN suggère également un lien entre les populations de progéniteurs 

musculaires et les processus conduisant à la formation d’une niche 

hématopoïétique, tout particulièrement en absence de toute croissance chez 

l’adulte. Les similitudes entre les POAN et le développement osseux fœtal font de 

cette pathologie un nouveau modèle pour l’étude de l'établissement de 

l'hématopoïèse de la moelle osseuse chez l’adulte. Enfin, l'identification de facteurs 

spécifiques aux différents stades du développement de l’hématopoïèse au cours du 

développement fœtal pourrait permettre à l’avenir d’éclaircir les processus 

impliqués dans la pathogenèse des POAN. 
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1.2.3 Article annexe 1 : Implication et évaluation des caractéristiques et 

propriétés ostéogéniques des FAPs et MPs dans le développement 

des POAN 

 Le muscle comprend deux populations importantes de progéniteurs, les MPs 

et les FAPs, toutes deux capables de différenciation ostéogénique. Depuis la mise 

en évidence de l’implication des FAPs dans le développement d’ossifications 

ectopiques d’origine exogène [95], l’origine cellulaire du pendant neurogène de la 

pathologie est restée en suspens. De multiples études exploitant des traçages de 

lignées dans la pathogenèse de la FOP ont suggéré l’absence de participation des 

progéniteurs endothéliaux et des MPs [124,448]. 

 Nous avons cherché à identifier les cellules responsables de la formation des 

POAN à l’aide du modèle animal POAN et des progéniteurs musculaires isolés du 

de patients. Ce travail a fait l’objet d’une publication commune dans Bone Research 

avec l’équipe australienne du Pr. Jean-Pierre Lévesque du Mater Research Institute 

[96].  

 Nos collaborateurs ont induit la formation de POAN dans deux souches 

murines exprimant la protéine fluorescente ZsGreen sous le contrôle du promoteur 

Pax7 ou Prrx1, respectivement spécifiques des cellules satellites et des progéniteurs 

mésenchymateux. Ils ont pu observer la contribution des FAPs Prrx1+ et l’absence 

de cellules satellites Pax7+ aux sites développant des POAN à 2 et 4 semaines post-

induction.  

 Nous avons ensuite montré que les FAPs et les MPs isolés du muscle de 

patients POAN présentaient un phénotype caractéristique des cellules stromales 

mésenchymateuses (CD31-CD45-CD73+CD90+CD105+) [101], mais que seuls les MPs 

exprimaient des facteurs de transcription myogéniques. Ces dernières disposaient 

aussi d’un moindre potentiel de différenciation ostéogénique in vitro comparé aux 

FAPs. Enfin, en utilisant un modèle de niche ectopique, via l’insertion sous cutanée 

chez des souris immunodéficientes d’un biomatériau d’hydroxyapatite, avec des 

FAPs ou MPs et du plasma, nous avons montré que les FAPs possédaient un 

potentiel ostéogénique très supérieur à celui des MPs. 
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1.2.4 Article annexe 2 : Rôle de l’IL-1 dans le développement des POAN 

 Le rôle des macrophages et de l’inflammation est central dans le 

développement des POAN [15,32,141]. Dans l’optique d’identifier de nouvelles 

cibles et acteurs moléculaires, nous avons investigué le rôle de la SCI sur les 

médiateurs de la réponse inflammatoire dans le modèle murin de POAN. Ces 

travaux, réalisés en collaboration avec l’équipe du Pr. Jean-Pierre Lévesque au 

Mater Research Institute, ont fait l’objet d’une publication commune dans Journal of 

Bone and Mineral Research [16]. 

 En émettant l’hypothèse que la réponse inflammatoire était altérée en 

intensité et dans le temps, ces derniers ont réalisé un criblage des différentes 

signalisations clés impliquées dans les processus inflammatoires. IL-1, OSM, IL-6, 

TNFα et CSF-1 étaient surexprimés dans les muscles développant des POAN. 

Toutefois, seule l’inhibition fonctionnelle de la signalisation de l’IL-1, via l’utilisation 

d’anticorps bloquants anti-IL-1α/β et de souris KO, permettait d’inhiber la taille des 

POAN développés.  

 Nous avons ensuite confirmé ces résultats sur les FAPs de patients POAN. 

L’utilisation de milieux conditionnés de macrophages (CM+) permettait d’induire la 

différenciation ostéogénique tandis que l’inhibition de l’IL-1α et β contenue dans 

ces milieux par anticorps neutralisants ou blocage du récepteur IL-1R par un 

antagoniste compétitif (IL-1RA), permettait de réduire le potentiel ostéogénique 

des FAPs et l’expression de RUNX2. Enfin, des analyses en IHC ont permis de révéler 

la colocalisation entre l’expression de la cytokine et les macrophages résidents du 

tissu sur des biopsies de d’ostéomes de patients POAN. 

 Cette étude a mis en évidence le rôle majeur de l’IL-1 dans la pathogenèse 

des POAN soulignant une nouvelle fois le rôle prépondérant de l’inflammation dans 

la pathogenèse et ouvrant la voie vers un ciblage prophylactique de cette cytokine 

afin de palier à l’utilisation aspécifique d’AINS. 
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1.4 Feuille de suivi de la procédure expérimentale POAN 
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1.5 Clustergramme du criblage miRnome sur muscle entier 
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1.6 Liste des amorces criblage miRnome 
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Titre : Rôle du microenvironnement musculaire et des micro-ARN dans le développement des 

paraostéoarthropathies neurogènes 
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Résumé : Les Paraostéoarthropathies Neurogènes 

(POAN) sont des formations osseuses extra-

squelettiques ectopiques survenant après une lésion 

du système nerveux central telle qu’une lésion de la 

moelle épinière, un traumatisme crânien ou lors 

d’un accident vasculaire cérébral. Les POAN se 

développent aux dépens du tissu musculaire, se 

localisent autour des articulations et peuvent 

considérablement altérer la mobilité des patients. 

Les POAN provoquent des compressions vasculaires 

et nerveuses induisant des douleurs aiguës ainsi 

qu’une perte de l’amplitude articulaire pouvant aller 

jusqu’à l’ankylose complète. La chirurgie d’exérèse, 

bien qu’exposant à de nombreuses complications, 

reste actuellement le seul traitement curatif efficace. 

Environ 30 % des patients souffrant d'une lésion 

médullaire et 20 % des patients souffrant d'un 

traumatisme crânien développent des POAN, 

entraînant ainsi de lourdes comorbidités et 

compromettant la réadaptation des patients. Le 

développement des POAN implique un processus 

d'ossification endochondrale et conduit à la 

formation d’un os mature caractérisé par une niche 

hématopoïétique fonctionnelle. Les progéniteurs 

fibro-adipogéniques (FAPs) sont des cellules 

stromales mésenchymateuses présentes dans 

l'interstitium musculaire. Les FAPs soutiennent 

physiologiquement les fonctions des progéniteurs 

myogéniques (MPs) et sont les acteurs cellulaires 

majeurs du développement des POAN. La 

pathogenèse implique aussi l’activation de 

l’inflammation par la lésion neurologique via les 

macrophages et la production de cytokines 

inflammatoires poussant les FAPs à s’engager dans 

des processus ostéogéniques. En dépit des 

recherches menées ces dernières années, certains 

aspects de la pathogenèse des POAN ne sont 

toujours pas définis, tel que l'impact et le rôle de la 

lésion neurologique sur la signalisation et le destin 

des progéniteurs du muscle. 

Les miARN sont de petits ARN non codants simple 

brin qui régulent de manière post-

transcriptionnelle l'expression des gènes en se 

liant à leur ARNm cible. De nombreux miARN sont 

physiologiquement impliqués dans les processus 

du développement ou de la régénération osseuse, 

régulant alors la prolifération et la différenciation 

des ostéoblastes ou la maturation hypertrophique 

des chondrocytes en ciblant les acteurs 

moléculaires clés de ces processus. Alors que les 

acteurs cellulaires et de nombreuses cytokines ont 

été décrits dans les POAN, l'implication potentielle 

des miARN n'a jamais été étudiée. Nous avons 

donc émis l'hypothèse que les miARN pourraient 

participer à la formation des POAN. Nous avons 

étudié leur expression dans notre modèle murin 

de POAN, combinant une lésion neurologique 

associée à une lésion musculaire aiguë, ainsi que 

dans les FAPs isolés de muscles de patients POAN. 

Pour comprendre pourquoi les muscles lésés ne 

parviennent pas à régénérer et s'engagent dans 

des processus ostéo-chondrogéniques, nous 

avons réalisé un criblage des miARN du tissu 

musculaire et des progéniteurs du muscle aux 

stades précoces. Les miARN dérégulés ont ensuite 

été étudiés in vitro, et des tests fonctionnels ont 

été réalisés afin de valider leur capacité à moduler 

la différenciation ostéogénique des FAPs et des 

MPs issus de patients POAN. Dans cette étude, 

nous avons identifié une dérégulation précoce des 

miARN ostéo-suppressifs des FAPs en parallèle 

d’une perte d’expression des miARN myogéniques 

des MPs dans le modèle murin de POAN. Nous 

avons également confirmé que la surexpression 

des miARN ostéo-suppressifs miR-146a-5p et 

miR-214-3p ainsi que l'inhibition du miARN 

ostéogénique miR-20a-5p pouvaient atténuer la 

minéralisation et l'expression des marqueurs 

ostéogéniques des FAPs humains, identifiant ainsi 

de nouveaux acteurs de la pathogenèse des 

POAN. 
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Title : Role of muscle microenvironment and microRNAs in the development of neurogenic heterotopic 

ossification 

Keywords : Spinal cord injury, miRNA, neurogenic heterotopic ossifications, skeletal muscle 

Abstract : Neurogenic Heterotopic Ossifications 

(NHOs) are ectopic extra-skeletal bone formations, 

that occur after central nervous system injury, 

primarily spinal cord injury, traumatic brain injury 

and stroke. NHOs develop at the expense of skeletal 

muscle tissue, are located around major joints and 

can significantly impair limb mobility. NHOs induce 

acute pain, nervous and vascular compressions and 

can cause severe joint ankylosis. Surgical resection, 

although complex and unsatisfying, is currently the 

most efficient and reliable treatment. Up to 30% of 

SCI and 20% of TBI patients develop NHOs, leading 

to comorbidities and compromising patient’s 

rehabilitation. NHOs development involves a 

process of endochondral ossification and can lead 

to a mature bone containing a functional 

hematopoietic niche. Fibro-adipogenic progenitors 

(FAPs) are muscle interstitium resident mesenchymal 

stromal cells that physiologically support myogenic 

progenitors (MPs) function and are major cellular 

actors in ectopic ossification development and 

specifically in NHOs. Pro-inflammatory cytokines 

and macrophages are involved and mandatory to 

drive FAPs towards an osteogenic fate with 

neurological injury triggering local and systemic 

inflammatory response. Despite all previous studies, 

several aspects of NHOs pathogenesis remain 

unclear, specifically the impact of the CNS lesion on 

muscular progenitors signaling and fate. MiRNAs 

are small non-coding single stranded RNA that 

post-transcriptionally regulate gene expression by 

binding and silencing their mRNA target. 

Numerous miRNAs are physiologically involved in 

bone development and repair processes, they 

regulate osteoblast proliferation/differentiation or 

hypertrophic maturation of chondrocytes by 

targeting key molecular actors. While cellular 

actors and numerous cytokines have been studied 

in NHOs, the potential involvement of miRNAs has 

never been investigated. We hypothesized that 

miRNAs could participate to NHOs formation and 

studied their expression in our NHOs mouse 

model combining spinal cord injury and acute 

cardiotoxin muscle injury and in patient’s FAPs 

isolated from muscle surrounding NHOs. To 

understand why injured muscle fails to regenerate 

and engages into osteo-chondrogenic processes 

following neurological injury, we performed a 

large miRNAs profiling in skeletal muscle tissue 

and muscular progenitor cells at early stages. 

Dysregulated and most relevant miRNAs were 

further studied in vitro, and functional assays were 

performed on human FAPs and MPs. 

In this study, we identified early osteo-suppressive 

miRNAs downregulation in FAPs concomitant to 

myogenic miRNAs downregulation in MPs in the 

NHOs mouse model. We also confirmed that 

overexpression of osteo-suppressive miR-146a-5p 

and miR-214-3p as well as miR-20a-5p inhibition 

could attenuate mineralization and osteogenic 

markers expression from human FAPs, uncovering 

new molecular actors in NHOs pathogenesis. 

 

 

 


