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INTRODUCTION 
Au sein de leur environnement, toutes les espèces animales sont continuellement confrontées 

à des agressions. Quelles soient infectieuses ou mécaniques, elles peuvent aboutir à la 

destruction d’un tissu affectant ses fonctions. C’est alors que la capacité à réparer ces lésions 

s’est avéré primordiale pour la survie des espèces au cours de l’évolution. Parmi les 

mécanismes de réparation, la régénération complète du tissu constitue un avantage évolutif 

majeur, permettant aux organismes de surmonter les agressions et de restaurer la structure et 

la fonction des portions affectées. Cette capacité extraordinaire permet aux espèces de 

renouveler leurs tissus, organes voire organisme entier endommagés et de retrouver une 

structure et une fonction identiques à celles présentes avant l’agression. Le phénomène de 

régénération est très répandu parmi les métazoaires1 et est présente chez certains vertébrés2. 

Même si la régénération est un processus qui est observé au sein de différents groupes 

phylogénétiques, toutes les espèces ne possèdent pas les mêmes capacités régénératrices. Il 

est intéressant de noter qu’il existe une corrélation entre la diminution des capacités de 

régénération et l'augmentation de la complexité anatomique chez les différentes espèces3. 

Ainsi, certaines espèces d’invertébrés comme l’hydre (Hydra sp.) et les vers planaires 

(Plathelminthes) sont capables de régénérer un individu entier à partir d’un fragment de leur 

organisme grâce à la prolifération et la différenciation de cellules souches présentes dans tout 

leur organisme4. Également, chez certaines espèces d’amphibiens comme le xénope (Xenopus 

laevis), l’axolotl (Ambystoma mexicanum) ou la salamandre (Salamandra salamandra) la 

capacité de régénérer les pattes est totale après ablation. Enfin, chez les mammifères tels que 

l'Homme (Homo sapiens) et les rongeurs (Rodentia), la capacité de régénération est 

particulièrement remarquable au cours des premiers jours après la naissance5. En effet, sur 

cette période ils sont en mesure de régénérer la dernière phalange des doigts ainsi que l'apex 

du cœur sans formation de tissu cicatriciel. Pourquoi les capacités de régénération restent très 

limitées chez certaines espèces et très développées chez d’autres ? Ce phénomène 

correspond-t-il à l’émergence de certains mécanismes au cours de l’évolution ou bien à un 

processus ancestral commun, peu à peu perdu dans certains phylums ? Toutes ces questions 

demeurent largement ouvertes aujourd’hui.    

Chez le mammifère comme l’homme ou la souris, les capacités de régénération à l’âge adulte 

sont perdues. Néanmoins, quelques tissus ont conservé une certaine capacité à régénérer en 

réponse à des blessures6. C’est le cas du muscle squelettique, qui, malgré la complexité des 

mécanismes qui contrôlent ses diverses fonctions est en mesure de retrouver structure et 

fonction après une blessure. La compréhension des mécanismes qui gouvernent la 

régénération musculaire adulte s’est alors révélée indispensable pour tenter de découvrir un 

moyen de dépasser les limites actuelles de la réparation tissulaire. Bien que les mécanismes 

cellulaires et moléculaires qui contrôlent la régénération musculaire soient très étudiés 

aujourd’hui, ils demeurent encore largement incompris. 

Dans les parties suivantes nous traiterons de la complexité anatomique et fonctionnelle du 

muscle squelettique et détaillerons le rôle des populations cellulaires résidentes qui  
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Figure 1 : Structure et composition cellulaire et acellulaire du faisceau musculaire. 

Image adaptée de 

https://www.researchgate.net/publication/226334977_Skeletal_Muscle_Engineering_The_Need_for_a_Suitable_Ni

che. Représentation schématique d’un faisceau musculaire. La cellule satellite est la seule cellule à se localiser sous 

la lame basale des myofibres. Les autres types cellulaires (FAPs, leucocytes, cellules endothéliales, nerfs, péricytes, 

adipocytes) se situent entre les myofibres. Présence de lipides sous formes de gouttelettes intramyocytaires ou de 

quelques adipocytes intramusculaires, c’est-à-dire sous l’épimysium, dans le périmysium et l’endomysium. 

 

https://www.researchgate.net/publication/226334977_Skeletal_Muscle_Engineering_The_Need_for_a_Suitable_Niche
https://www.researchgate.net/publication/226334977_Skeletal_Muscle_Engineering_The_Need_for_a_Suitable_Niche
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participent à la régénération. Nous discuterons ensuite des changements cellulaires et 

morphologiques qui interviennent dans des situations pathologiques où le muscle ne régénère 

pas efficacement. Enfin nous discuterons d’une communication tissulaire originale entre 

muscle et tissu adipeux par l’intermédiaire d’un échange de cellules progénitrices dans le 

cadre d’une lésion musculaire qui a fait l’objet du sujet de recherche de ce projet de thèse.  

I/ Le muscle squelettique 
Dans ce premier chapitre je vais présenter rapidement l’organisation anatomique et 

histologique du muscle squelettique avant de détailler sa composition cellulaire en condition 

basale, par opposition avec la situation post-lésionnelle qui sera traitée ultérieurement. 

1) Structure et composition cellulaire 

Le corps humain compte plus de 600 muscles squelettiques, qui représentent environ 40 % du 

poids corporel chez les jeunes adultes en bonne santé7. Chaque muscle squelettique est 

constitué de milliers de fibres musculaires organisées en plusieurs faisceaux de fibres (Figure 

1). Ces fibres sont des cellules plurinucléées8 et représentent l’unité contractile du muscle. 

Grâce à la connexion du réseau musculaire squelettique avec le système nerveux central, la 

contraction musculaire est dite volontaire9, permettant ainsi d’assurer la fonction principale 

de mouvement et de maintien postural.  

Outre la partie contractile du muscle constituée de ses fibres, le muscle contient également 

une partie non contractile composée de tissu conjonctif fibreux aussi appelé la matrice 

extracellulaire (MEC). Elle est organisée en différentes couches qui cloisonnent et organisent 

les fibres musculaires. Chaque niveau de structure musculaire (muscle entier, faisceaux, fibre 

unique) est enveloppé par une gaine de MEC. On distingue ainsi, de façon centrifuge (Figure 

1)10 :  

• L'ENDOMYSIUM, « l'intérieur du muscle », est une couche de tissu conjonctif aréolaire 

qui entoure chaque myocyte (fibre musculaire ou cellule musculaire). 

• Le PERIMYSIUM, « autour du muscle », est une gaine de tissu conjonctif qui regroupe 

les fibres musculaires en faisceaux (entre 10 et 100). 

• L’EPIMYSIUM, « sur/ au-dessus du muscle », est l'enveloppe de tissu fibreux la plus 

superficielle qui entoure le muscle squelettique. Il s'agit d'une couche de tissu 

conjonctif dense et irrégulier qui enveloppe l'ensemble du muscle et le protège des 

frottements contre les autres muscles et les os. 

Le prolongement de ces différentes couches de tissu conjonctif aux deux extrémités du muscle 

permet la formation du tendon reliant ainsi le muscle à l’os au niveau de la jonction 

myotendineuse et responsable de la transmission de la force générée par le muscle au réseau 

osseux.  
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Figure 2 : Structure du muscle squelettique et mécanismes moléculaires de la contraction. 

Représentation structurelle d’une myofibrille au repos (panel haut) et au cours de la contraction musculaire 
(panel bas). 

Tableau 1 : Capacités contractiles et métaboliques des différents types de fibres musculaires. 
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Comme tous les tissus, le muscle squelettique comporte deux compartiments cellulaires. Le 

premier, appelé parenchyme, composé des cellules spécifiques qui déterminent la fonction 

globale du tissu. Le second compartiment appelé stroma, représente le tissu de soutien qui 

offre une structure et une organisation essentielles pour maintenir la fonctionnalité 

musculaire. Il n’existe pas de frontière anatomique entre le stroma et le parenchyme mais 

plutôt une étroite communication et une interdépendance que nous allons aborder dans les 

parties suivantes. 

a) Le parenchyme musculaire 

i. La fibre musculaire 

Les fibres musculaires sont des cellules plurinucléées allongées et fusiformes dont les noyaux 

sont situés en périphérie. Leur diamètre excède rarement les 100 µm et leur longueur varie en 

fonction des muscles, allant de quelques millimètres à plusieurs centimètres11. Leur 

membrane plasmique, le sarcolemme, renferme un cytoplasme appelé sarcoplasme. Au sein 

du sarcoplasme on retrouve plusieurs myofilaments caractérisés par des motifs répétitifs 

d'unités fondamentales : le sarcomère (Figure 2).  

Les sarcomères représentent une élégante machinerie moléculaire responsable de la 

contraction musculaire. Ils se composent de deux ensembles principaux alternatifs de 

filaments protéiques : les filaments fins (composés essentiellement d'α-actine) enchevêtrés 

avec les filaments épais (constitués essentiellement de myosine) tous alignés parallèlement à 

l'axe de la fibre musculaire12 (Figure 2). 

Visuellement, le sarcomère est délimité à chaque extrémité par une fine ligne sombre appelée 

disque Z. Chaque disque Z divise la fibre musculaire en deux parties, et chaque partie partage 

une bande I plus claire avec les sarcomères adjacents. Au centre du sarcomère, on trouve une 

bande A dense composée de filaments épais, qui est entourée d'une zone H plus claire. La 

ligne M divise la zone H en deux parties. Les filaments fins sont maintenus ensemble, formant 

un réseau latéral au niveau du disque Z, tandis que la ligne M relie les filaments épais11,12 

(Figure 2). 

Les fibres musculaires présentent une grande diversité et sont classées selon plusieurs 

caractéristiques telles que la couleur (blanche vs rouge)13, la vitesse de contraction (rapide vs 

lente), la fatigabilité (rapide vs endurante), les caractéristiques métaboliques (glycolytique vs 

oxydative) et l'expression des isoformes de la chaîne lourde de myosine (MyHC)11. La 

classification la plus courante se fonde sur l’expression des isoformes de MyHC, comprenant 

les types I, IIa et IIx chez l'homme comme chez la souris. Les fibres de type I sont caractérisées 

par une contraction lente, une résistance à la fatigue et un métabolisme oxydatif, elles sont 

également appelées fibres "rouges" en raison de leur forte vascularisation (Tableau 1). Les 

fibres de type IIa présentent une contraction plus rapide avec des propriétés métaboliques 

mixtes, tendant vers un métabolisme oxydatif. Les fibres de type IIx sont les plus rapides, avec 

un métabolisme fortement glycolytique, une fatigabilité rapide et une production de force   
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maximale11. Moins vascularisées, ces fibres possèdent une appellation de fibres « blanches ». 

Il est également possible que certaines fibres expriment simultanément plusieurs isoformes 

de MyHC, par exemple les types I et IIa, ou les types IIa et IIx14(Tableau 1). La diversité des 

propriétés des fibres musculaires au sein d'un même muscle mais aussi entre les différents 

muscles leur permet d'être utilisées pour différentes fonctions selon les besoins. 

ii. La jonction neuro-musculaire (JNM) 

Le parenchyme musculaire est également doté d’une composante nerveuse. La fonction 

contractile du muscle dépend de cette innervation. Les muscles sont connectés au système 

nerveux central par le biais de nerfs moteurs (motoneurones), on dit alors que la contraction 

du muscule squelettique est volontaire. La transmission de l'influx nerveux entre le 

motoneurone et chaque fibre musculaire se produit au niveau d'une jonction neuromusculaire 

(JNM). La gaine de myéline du motoneurone s’interrompt à la surface de la fibre musculaire, 

lorsque que celui-ci s’arborise lui permettant ainsi d’innerver plusieurs fibres musculaires15. 

Les terminaisons nerveuses sont riches en vésicules renfermant de l’acétylcholine, un 

neurotransmetteur relargué dans la fente synaptique suite à l’influx d’un potentiel d’action 

(PA). Une fois libérée dans la fente synaptique, l’acétylcholine se fixe sur son récepteur post-

synaptique présent à la surface des fibres musculaires. Ces récepteurs sont de type nicotinique 

(nAChR) formés de deux sous-unité α associées à trois sous-unités β, ε et δ formant alors un 

canal cationique16. La fixation de l’acétylcholine entraine l’ouverture du canal et l'entrée de 

Na+ dans le sarcoplasme ce qui conduit à une dépolarisation de la membrane plasmique, 

appelé potentiel de plaque motrice. Ce potentiel provoque la libération de calcium (Ca2+) par 

le réticulum sarcoplasmique, déclenchant ainsi une cascade d’évènements conduisant à la 

contraction musculaire17 que nous détaillerons par la suite. 

Ayant ainsi exploré les différentes composantes cellulaires du parenchyme musculaire à l’état 

physiologique, nous allons maintenant nous tourner vers la description des cellules de soutien 

qui constituent le stroma. 

b) Le stroma musculaire 

Le stroma joue un rôle de soutien, de régulation et de maintien de l’environnement nécessaire 

au bon fonctionnement des cellules parenchymateuses. De nombreuses technologies allant 

de la cytométrie en flux à l’immunofluorescence ont permis de réaliser une description 

détaillée des différents composants cellulaires du stroma musculaire. Avec l’avènement d’une 

technologie plus puissante d’analyse de l’expression génomique en cellule unique, nous avons 

aujourd’hui une idée plus précise des rôles et des quantités relatives de chacune de ces 

populations cellulaires. Dans cette partie descriptive du compartiment stromal, j’ai choisi de 

classifier chaque type cellulaire par ordre de proportion décroissante. Je commencerai donc 

par décrire les cellules endothéliales (44%), les cellules stromales mésenchymateuses (26%), 

les progéniteurs myogéniques (18%) puis les cellules immunitaires (6%) et les péricytes (6%)18. 

Enfin, nous nous intéresserons à un type cellulaire inattendu et peu documenté en tant que 

composant du stroma musculaire à l’état basal, l’adipocyte.   
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i. Les cellules endothéliales 

Comme pour tous les tissus de l’organisme, le muscle squelettique a besoin d’un apport 

constant en nutriments et en oxygène. Cet apport est réalisé par l’intermédiaire de la 

circulation sanguine, acheminée vers les muscles par un réseau vasculaire très bien développé 

au sein du tissu conjonctif musculaire (Figure 1). Les capillaires sanguins représentent la plus 

petite unité du réseau vasculaire et un ensemble de capillaires, appelé module, irrigue un 

volume localisé de tissu musculaire. Cette organisation précise permet ainsi à chaque fibre 

musculaire d’être entourée de trois à six capillaires19 et fait des cellules endothéliales les 

cellules les plus présentes dans le stroma musculaire. En plus de leur fonction transport pour 

les nutriments, les cellules endothéliales microvasculaires du muscle (CEMM) régulent le 

recrutement des cellules immunitaires dans les processus inflammatoires19. Pour permettre 

une transition des cellules immunitaires et des nutriments, les CEMM forment une 

monocouche cellulaire interconnectée grâce à des jonctions serrées et adhérentes20. Les 

propriétés adhésives du marqueur CD31 (ou PECAM-1), une protéine exprimée à la surface de 

la membrane des CEMM, leur permet en partie de créer des interactions cellules/cellules via 

des adhésions CD31/CD31 formant ainsi un endothélium vasculaire. Les CEMM sont 

identifiables par l’expression de ce marqueur de surface et représentent entre 35% et 45% des 

cellules du stroma musculaire21.  

Les muscles squelettiques sont aussi drainés par une circulation lymphatique, également 

formée par un ensemble de cellules endothéliales, dont les rôles sont différents de ceux 

assurés par la circulation sanguine22,23. Néanmoins, l’utilisation seule du marqueur CD31 ne 

permet pas la distinction entre les cellules endothéliales du réseau vasculaire sanguin de celles 

du réseau lymphatique. Les marqueurs endothéliaux lymphatiques tels que le récepteur 3 du 

facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR-3), le récepteur 1 de l'acide hyaluronique 

endothélial des vaisseaux lymphatiques (LYVE-1) et la podoplanine24 sont largement utilisés 

dans la détection spécifique de la lymphangiogénèse et des vaisseaux lymphatiques. Plutôt 

qu’un rôle d’apport d’oxygène et de nutriments, le système lymphatique a d’abord été décrit 

pour ses fonctions de drainage et d’évacuation des liquides et déchets métaboliques hors du 

muscle squelettique22. Il lui a ensuite été attribué un rôle important dans la circulation des 

cellules immunitaires dont l’infiltration dans le muscle est importante dans la réponse à des 

agents infectieux par exemple23,25.  Contrairement à la circulation sanguine, le système 

lymphatique ne comporte pas d’organe jouant le rôle de pompe (cœur). En conséquence, 

lorsque le muscle squelettique se contracte, les vaisseaux lymphatiques se compriment et 

propulsent le liquide, la structure valvulaire des capillaires lymphatiques permettant 

uniquement un flux unidirectionnel de la lymphe22. 

ii. Les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs) 

Le stroma musculaire renferme également un type de cellules progénitrices appartenant à la 

famille des cellules stromales mésenchymateuses (MSCs), les progéniteurs fibro-

adipogéniques (FAPs) qui représentent une population centrale dans ce manuscrit et que nous 

allons aborder maintenant. 
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Contexte et découverte des FAPs 

Le début des années 2000 marque un fort intérêt de la population scientifique à déterminer 

l’origine cellulaire de l’infiltration fibro-adipeuse observée au cours de la dégénérescence 

musculaire. Initialement, plusieurs études ont suspecté les cellules satellites (CS) d’être 

responsables de cette double infiltration en se différenciant à la fois en fibroblastes26 et en 

adipocytes27,28. Les méthodes expérimentales d’isolement des CS à cette époque reposaient 

sur l’utilisation de l’immunophénotype CD11-/CD31-/CD45- ainsi que la capacité d’adhésion 

des cellules sur fond plastique in vitro. Seulement, l'utilisation d'un nombre restreint de 

marqueurs ainsi qu’un tri cellulaire seulement réalisé à partir de marqueurs non exprimés à la 

surface des CS laisse penser que cette population cellulaire était en réalité mélangée à une 

autre population cellulaire d’origine mésenchymateuse également CD11-/CD31-/CD45- et qui 

possède aussi des capacités d’adhésion sur fond plastique.  

En parallèle, les thérapies cellulaires pour traiter les pathologies du muscle souffraient encore 

du manque de caractérisation des populations de cellules ré-injectables et différentes équipes 

cherchaient à qualifier la population au plus fort potentiel myogénique. C’est dans ce contexte, 

qu’en 2009 et 2010, les équipes du Pr. Jean-Thomas Vilquin et du Dr. Christian Dani ont identifié 

au sein du muscle squelettique humain en parallèle d’une population au fort potentiel 

myogénique CD31-/CD45-/CD34-/CD56+, la présence de cellules progénitrices au potentiel 

adipogénique29,30. Ces dernières, caractérisées par  l’immunophénotype CD45-/CD31-/CD56-

/CD34+, partagent des caractéristiques communes avec une population de MSCs de la moelle 

osseuse29,30. En effet, même si leur valence fibroblastique n’a pas été testée in vitro ou in vivo 

dans ces études, elles possèdent de fortes capacités de différenciation en adipocytes une fois 

réinjectées dans un muscle murin après lésion. Ces résultats ont permis de mettre en évidence 

pour la première fois la présence de deux types de progéniteurs distincts dans le muscle : une 

population de progéniteurs hautement myogéniques CD56+ et une population de progéniteurs 

adipogéniques CD34+ situés dans l’endomysium, entre les fibres musculaires.  

Chez la souris, en 2010 deux groupes ont décrit la présence d’une population progénitrice 

similaire avec des intentions expérimentales légèrement différentes. Les travaux du Dr. 

Kunihiro Tsuchida cherchaient à déterminer l’origine de l’infiltration fibro-adipeuse observée 

dans de nombreuses pathologies musculaires31 tandis que les travaux du Dr. Fabio Rossi 

avaient pour intention de caractériser un nouvel acteur cellulaire capable d’influencer la 

différenciation des progéniteurs myogéniques32. Ces progéniteurs, nommés par les auteurs 

progéniteurs fibro-adipeux (FAPs), résident à proximité du réseau vasculaire dans l’espace inter 

fibrillaire de tissu conjonctif appelé interstitium (Endomysium, périmysium, Figure 1)31,32. 

L’utilisation d’un modèle murin exprimant la protéine fluorescente YFP sous le contrôle d’un 

promoteur myogénique connu, Myf5, leur a permis de montrer que ces progéniteurs ne sont 

pas des progéniteurs myogéniques puisqu’ils ne sont pas responsables de la formation de 

nouvelles fibres musculaires à la fois in vivo et in vitro32.  En revanche, les FAPs se différencient 

en adipocytes une fois réinjectées in vivo dans un muscle murin lésé ou en milieux de culture 

in vitro. L’ensemble de ces travaux ont démontré la bivalence fibroblastique et adipocytaire, in 
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vivo et in vitro, et les auteurs ont alors proposé l’appellation de progéniteurs fibro-

adipogéniques (FAPs) pour ces cellules.  

Caractéristiques immunophénotypiques 

Ces deux travaux princeps ont initialement présenté une combinaison de marqueurs différente 

pour caractériser les FAPs: CD45-/CD31-/ PDGFRα+ dans travaux du Dr. Kunihiro Tsuchida31 et 

CD45-/CD31-/Sca-1+/CD34+32 les travaux du Dr. Fabio Rossi. Par la suite, bien que 

l’immunophénotype attribué aux FAPs varie en fonction des espèces et des stratégies 

d’isolement, un certain consensus semble s’être installé autour de l’expression du récepteur 

alpha du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRα) chez l’homme comme chez la 

souris (Figure 3). Néanmoins, la seule expression de ce marqueur ne permet pas l’identification 

spécifique de la population de FAPs puisque celui-ci est également exprimé par d’autres 

populations cellulaires comme par exemple des sous-populations de marcrophages33. A ce 

jour, seule une combinaison de marqueurs permet d’identifier les FAPs de manière précise. 

Chez l’homme comme chez la souris les marqueurs d’exclusion de la lignée hématopoïétique 

(CD45) et endothéliaux (CD31) sont utilisés pour l’identification de cette population cellulaire. 

Les FAPs murins expriment aussi les marqueurs de surfaces suivant : PDGFRα, Sca-1, CD90, 

CD105, CD73, CD34, HIC1 et ADAM1232,34,35 (Figure 3). Chez l’homme, on observe la majorité 

de ces marqueurs à l’exception du Sca-136–38 (Figure 3). A l’aide de ces marqueurs et par des 

approches de cytométrie en flux, il a pu ainsi être établi chez l’homme et la souris que les FAPs 

représentent environ 10-15% des cellules mononuclées du muscle32,39. Cette proportion est 

largement inférieure à celle déterminée par des approches récentes de séquençage en cellule 

unique (26%) pour le même type cellulaire. On peut expliquer cette différence par le fait que 

la cytométrie en flux représente une approche avec à priori puisqu’elle nécessite le choix de 

certains marqueurs et donc restreint le nombre de cellules à ces marqueurs. De l’autre côté, 

les approches d’analyses en cellule unique sont sans à priori puisqu’elles ne requièrent pas de 

choix à faire avant analyse et prennent en compte l’ensemble des marqueurs, et donc un 

nombre plus étendu de cellules.  
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Figure 3 : Caractéristiques immunophénotypiques, sécrétoires et de différenciation des 

FAPs. A gauche de l’image sont classés les marqueurs non exprimés à la surface des MSCs en rouge et exprimés 

en vert. Les marqueurs sont ordonnés des plus couramment aux moins utilisés dans la littérature et résumé 

dans Contreras et al. (2021). (h) signifie qu’il est utilisé chez l’homme et (s) chez la souris. 
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Compétence souche mésenchymateuse 

La caractérisation immunophénotypique de la population de FAPs a permis d’établir un 

rapprochement avec les MSCs de la moelle osseuse initialement décrite en 1974 par 

Friedenstein 40 . Les critères qui définissent les MSCs, en plus de leur immunophénotype, 

sont41,42 :  

• Leur multipotence : ces cellules sont capables de se différencier dans plusieurs types 

de cellulaire du lignage mésenchymateux (adipocytes, ostéocytes et chondrocytes) à la 

fois in vitro et in vivo (Figure 3).  

• Leur capacité d’adhérence au plastique. 

• Leur capacité à former des colonies de fibroblastes : si ensemencés à faible densité, 

des clones indépendants issus d’une seule cellule appelée CFU-F (colony-forming unit 

fibroblast) sont détectables.  

Comme nous l’avons vu précédemment, les travaux des équipes de Tsuchida et Rossi ont 

démontré les capacités de différenciation en adipocytes des FAPs murines et humaines à la 

fois in vivo et in vitro31,32,43. Ensuite, des études ont prouvé l'existence d'une sous-population 

de FAPs ayant la capacité de se différencier en ostéocytes et chondrocytes in vitro et in vivo 

suite à une stimulation BMP2, entraînant la formation de dépôts ectopiques d'os et de 

cartilage dans un muscle murin44 et humain45. Enfin, des FAPs cultivés sur support plastique 

ont montré une activité clonogénique CFU-f46. La somme de ces différentes observations a 

permis de valider la caractérisation des FAPs en tant que MSC résidantes du muscle 

squelettique. 

Rôle et hétérogénéité des FAPs dans le muscle à l’état basal 

Le rôle des FAPs dans le muscle à l’état basal a été démontré par des approches in vivo 

d’ablation conditionnelle de cette population cellulaire dans des modèles murins. Ces 

expériences ont révélé l'importance des FAPs dans la fonction musculaire. A l’état basal, la 

diminution des FAPs induite par l'administration de toxine diphtérique (DTX) à des souris 

transgéniques contenant le gène Fap-α (protéine d'activation des fibroblastes-α) avec 

l'insertion du récepteur DTX a entraîné une réduction de la masse musculaire et de la taille des 

fibres musculaires trois semaines après l’injection47. De même, la diminution des FAPs induite 

par l'injection de tamoxifène chez les souris PDGFRα.creER-DTX provoque une atrophie 

musculaire réduisant aussi la force musculaire, pendant plus de 9 mois après l’injection44. Ces 

résultats indiquent que les FAPs sont nécessaires au maintien fonctionnel à long terme et 

soulignent l’existence d’un dialogue entre les FAPs et les composants cellulaires du 

parenchyme musculaire permettant ainsi d’assurer la fonction contractile du muscle en 

maintenant le pool de progéniteurs musculaires ainsi que la taille des fibres musculaires44 

positivement corrélée à la force de contraction48. 

L’étude de la fonction de FAPs a depuis été enrichie par les différents travaux portant sur la 

description de leur hétérogénéité. Plusieurs études récentes explorant cette diversité des 

approches de séquençage ARN en cellule unique, permettent ainsi une analyse précise de   
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Tableau 2 : Liste des gènes définis par scRNAseq et exprimés par chaque sous-populations 

de FAPs et ASCs murines et humaines. En gras, les marqueurs choisis par les auteurs pour 

définir l’appellation de la sous-population cellulaire. Les gènes soulignés sont communs aux 

différentes études. 
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l'expression génique propre à chaque type cellulaire présent dans le muscle. À l'aide d'analyses 

basées sur l'ontologie génique (Gene Ontology - GO), il a été possible de prédire les fonctions 

de ces différents types cellulaires en se basant sur l'expression relative des gènes fortement 

exprimés dans chacune d’elles. Depuis 2018, une vingtaine d’études fondées sur des analyses 

omics sur cellule unique ont documenté l’hétérogénéité de la population de FAPs à l’état basal, 

triée ou non à l’aide des marqueurs immunophénotypique des FAPs décrits précédemment 

(Tableau 2). De manière générale, ces études de transcriptomique permettent de clusteriser 

différentes sous-populations cellulaires en fonction de leur expression génique.  

Chez la souris, Malecova et al. ont d’abord rapporté l’existence de deux populations 

caractérisées par les marqueurs Tie2 et Vcam1 ; la forte expression de Vcam1 étant 

préférentiellement associée à un profil pro-fibrotique (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2)49. Par 

la suite, d’autres études ont également décrit la présence de deux populations différentes de 

FAPs50–53 : i) une population de progéniteurs multipotents ayant pour marqueurs dpp4+, fbn1+ 

et cd55+ et ii) une population cxcl14+, lum+, exprimant des gènes impliqués dans le remodelage 

de la MEC (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Le sécrétome « virtuel » proposé par Negroni et 

al. soutient le rôle fonctionnel de ces 2 sous-populations de FAPs dans l’organisation 

structurelle de la MEC54.  

Chez l’homme, la première description de l’hétérogénéité des FAPs a été réalisée par 

Rubenstein et al. dans une étude qui inclut de jeunes individus sains52. Dans ce travail, ils 

rapportent la présence de deux populations de FAPs similaires à celles identifiées chez la 

souris, i.e. une population FAPs lum+ et une autre fbn1+ (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Par 

ailleurs, un atlas représentatif de toutes les populations cellulaires retrouvées au sein du 

muscle squelettique chez l’homme a été publié55 et a permis de confirmer ces sous-

populations de FAPs (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Récemment, Fitzgerald et ses 

collaborateurs identifient une population supplémentaire de FAPs, exprimant le marqueur 

Mme+, présentant un profil pro-adipogénique (Ligne FAPs quiescents, Tableau 2). Dans cette 

même étude, des approches in vitro ont démontré le fort potentiel adipogénique des FAPs 

Mme+ en comparaison aux FAPs Mme- validant fonctionnellement le potentiel de cette sous-

population cellulaire. En conclusion, dans le muscle à l’état basal, la population de FAPs 

présente une certaine hétérogénéité avec des potentialités variées, alliant des cellules au profil 

immature, mais aussi des cellules plus engagées dans la voie adipogénique ou la sécrétion de 

MEC.  

iii. Les cellules satellites (CS) 

Les CS sont exclusivement retrouvées dans le muscle squelettique et représentent un acteur 

central du stroma musculaire. Elles représentent la fraction cellulaire unique de progéniteurs 

musculaires capables de former de nouvelles fibres musculaires. Elles ont été découvertes 

initialement chez la grenouille par des approches de microscopie électronique en 1961 par 

Alexander Mauro56. Il a pu décrire une localisation anatomique unique positionnée entre la 

lame basale et le sarcolemme. En 1965, la description de ces cellules chez le mammifère 

(souris) a été réalisée décrivant des cellules enrichies en hétérochromatine avec un  
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Figure 4 : Influence de la niche sur le maintien de la cellule satellite en quiescence. La cellule 

satellite est maintenu par contact direct à la fibre musculaire et à la lame basale. Elle reçoit également des signaux 

moléculaires qui traversent la lame basale. 
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cytoplasme appauvri en mitochondrie ainsi qu’un réticulum endoplasmique faiblement 

développé57,58, témoins d’une faible activité métabolique et transcriptionnelle.  

Depuis, la caractérisation de ces cellules s’est affinée avec la description de marqueurs 

présents à leur surface comme le CD34, le c-Met, les syndécans 3 et 4, les intégrines α7 et β1, 

les molécules d'adhésion des cellules neurales et vasculaires, les cadhérines neurales et 

musculaires (N-CADH et M-CADH), le récepteur 4 de la chimiokine à motif C-X-C, le CALCR et 

la calveoline 159–61. Néanmoins, l’ensemble de ces marqueurs est aussi partagé avec d’autres 

types cellulaires ne permettant donc pas l’identification spécifique des cellules satellites par 

l’utilisation d’un seul et unique marqueur. En revanche, le tri de cette population cellulaire par 

des approches de cytométrie en flux (FACS) est rendu possible par l’utilisation d’une 

combinaison de marqueurs exprimés ou non à leur surface couramment utilisée 

aujourd’hui31,32,62. Parmi les marqueurs exprimés, on observe fréquemment l'utilisation de 

l'intégrine α7 et du CD34, aussi bien chez l'homme que chez la souris63. En revanche, le 

marqueur CD56 est spécifiquement utilisé chez l'homme21,64 et le Sca-1 chez la souris. Tout 

comme les FAPs, les CS n’expriment pas les marqueurs CD45 et CD3121,63. 

Les cellules satellites sont aussi caractérisées par l’expression spécifique d’un facteur de 

transcription, Paired box 7 (Pax7), découvert par l’équipe de M. Rudnicki65. A l’aide de ce 

marqueur, le génération de lignée murine exprimant des gènes rapporteurs comme LacZ ou la 

protéine fluorescente GFP sous le contrôle de son promoteur a permis de déterminer que les 

CS représentent environ 3% des cellules mononuclées du muscle66,67. Ce marqueur est 

indispensable à la survie des CS puisque sa délétion empêche le renouvellement de cette 

population et conduit la CS à la différenciation myogénique68. Pax-7 est donc un régulateur clé 

des CS et de leur progression vers le lignage myogénique en permettant le maintien de cette 

population cellulaire dans un état dit quiescent, c’est-à-dire bloqué en phase G0 du cycle 

cellulaire. Le facteur de transcription Pax-3 est également exprimé par les CS quiescentes69. Ce 

facteur est présent tout au long du développement embryonnaire et fœtal et permet de 

maintenir les progéniteurs dans un état prolifératif. La perte de fonction de Pax-3 à l’état 

embryonnaire chez la souris entraine des défauts de formation d’une partie de la musculature 

chez l’adulte même si certains muscles du tronc se forment correctement70. Ce résultat a été 

expliqué par une redondance fonctionnelle avec son paralogue Pax-7 puisque le 

remplacement du gène Pax-3 par Pax-7 chez la souris est capable d’assurer la plupart des 

fonctions de Pax-3 dans le tronc71. 

La quiescence des CS, observée dans un muscle à l’état basal reste un processus actif et 

complexe, régulé par différentes voies de signalisation72,73. On distingue des voies activées par 

contacts cellulaires de celles activées par des signaux paracrines (Figure 4) : 

• La position spécifique des CS le long des fibres musculaires, sous la lame basale, permet 

le contact direct entre la face apicale de la CS avec la fibre musculaire via les molécules 

M-cadhérine et N-cadhérine. La déplétion génétique de ces deux molécules aboutit à 

l’entrée en différenciation des CS73. Le rôle de la signalisation Notch dans le maintien 
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de la quiescence des MSCs est bien caractérisé (Figure 4)74. Le ligand Delta-like 1 situé 

sur les fibres musculaires peut se lier aux récepteurs Notch1-3 exprimés par les CS, ce 

qui entraîne la translocation du domaine intracellulaire de Notch vers le noyau, où il 

régule l'expression des gènes liés à la quiescence (par exemple, les gènes de la famille 

Hes/Hey)75. L'interférence de la signalisation Notch peut nuire à l'auto-renouvellement 

des CS, provoquant ainsi une différenciation spontanée et un appauvrissement du pool 

de cellules souches76. La CS fixée à la fibre musculaire est logée sous la lame basale, 

une MEC dense qui est composée notamment de laminine. Les intégrines α7 et β1 

présentes à la surface des CS se lient à la laminine et permettent d'ancrer leur 

cytosquelette d'actine à la MEC (Figure 4). Ces interactions physiques sont cruciales 

pour maintenir les CS en quiescence77.  

• La régulation paracrine joue aussi un rôle important dans le maintien des CS au stade 

quiescent. En effet, l’expression du récepteur Tie-2 par les cellules satellites leur 

permet la fixation de l’angiopoïétine 1 (Figure 4), sécrétée en majorité par les cellules 

endothéliales, et le blocage en phase G0 du cycle cellulaire. La surexpression de Tie-2 

dans les CS représente un frein à la différenciation cellulaire et permet l’augmentation 

du nombre de CS quiescente78. Aussi, des essais de transplantation cellulaire ont 

montré que l’oncostatine M, une cytokine sécrétée par les fibres musculaire, permet le 

maintien des CS et protège leur caractère « souche »79. 

iv. Les cellules immunitaires résidentes  

A l’état basal chez l’homme et la souris, les cellules immunitaires représentent environ 6% du 

stroma musculaire18,21. Chez l’Homme comme chez la souris, ces cellules sont identifiables à 

l’aide du marqueur de la ligné hématopoïétique CD4580. Tout comme les FAPs, ces cellules sont 

localisées au sein du tissu matriciel qui entoure chaque fibre musculaire81. Parmi les cellules 

CD45+ on distingue différents types cellulaires avec des fonctions différentes.  

Des approches de cytométrie en flux ont pu identifier une population de lymphocytes, 

mastocytes et cellules dendritiques minoritaires impliquées dans la reconnaissance de 

pathogènes et dans l’induction de mort cellulaire18,82 et une population majoritaire de 

macrophages CD11b+ / F4/80+ qui représentent environ 3-5% des cellules mononucléés du 

muscle à l’état basal chez l’homme et la souris21,81. Les macrophages résidents possèdent deux 

origines distinctes : un premier pool de macrophages est établi avant la naissance à partir de 

progéniteurs embryonnaires tandis qu’un second pool dérive d’une hématopoïèses adulte au 

sein de la moelle osseuse puis leur infiltration dans le muscle81,83. Des approches 

transcriptomiques en cellule unique ont pu mettre en évidence l’hétérogénéité au sein de 

cette population cellulaire avec la présence d’au moins trois clusters de macrophages à l’état 

basal dans des muscles murins81 et humains84. Chaque cluster semble avoir une fonction 

différente déduite de son expression génique : une population de macrophages proliférateurs 

présentant de fortes similitudes avec les populations de monocytes circulants immatures et 

donc probablement impliqués dans le maintien du pool de macrophages résidents, une 

population exprimant de nombreux gènes impliqués dans la reconnaissance de pathogènes et 
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enfin un cluster impliqué dans le remodelage matriciel84. Une étude a par ailleurs comparé les 

transcriptomes des macrophages résidents de différents types de muscles squelettiques 

(muscle quadriceps vs. diaphragme) avec des macrophages résidents d’autres tissus comme 

les poumons et le péritoine81. Les macrophages résidents dans les différents types de muscles 

squelettiques sont très similaires les uns aux autres mais se distinguent des macrophages des 

autres tissus. Comparés aux macrophages du péritoine et des alvéoles pulmonaires, les 

macrophages résidents du muscle squelettique expriment un niveau relativement plus élevé 

de gènes impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire et de la croissance 

musculaire81. Le muscle squelettique subissant une force mécanique constante et, par 

conséquent, étant soumis à une fréquence plus élevée de micro dommages tissulaires les 

auteurs proposent que les lésions tissulaires pourraient générer un microenvironnement qui 

stimule l'activité accrue des macrophages résidents dans l'élimination des micro dommages, 

le maintien de l'homéostasie tissulaire et la promotion de la croissance musculaire. 

Outre leurs rôles à l’état basal, les cellules immunitaires musculaires remplissent aussi des 

fonctions importantes en réponse à des agressions que nous traiterons dans le chapitre 

dédié à la régénération musculaire. 

v. Les cellules périvasculaires  

Enfin, le stroma musculaire renferme un groupe cellulaire hétérogène en position 

périvasculaire. Différentes études18,51,55,85 indiquent que les cellules périvasculaires sont 

composées d'au moins trois populations de cellules transcriptionnellement distinctes : les 

péricytes, les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les cellules de type 

myofibroblastes multipotents.   

• Les péricytes sont présents en abondance dans tous les organes vascularisés (Figure 1), 

où ils régulent plusieurs fonctions telles que la croissance des vaisseaux, leur 

perméabilité et leur contractilité86. Les aspects fonctionnels de ces cellules ont été 

abordés par des approches in vitro, de co-culture avec des cellules endothéliales, mais 

aussi des approches de déplétion in vivo. Les expériences de co-culture entre péricytes 

et cellules endothéliales ont démontré un rôle bénéfique des péricytes sur la 

prolifération, la survie et l’organisation des cellules endothéliales87. Il est également 

connu que les péricytes contribuent au maintien de la fonction microvasculaire, car la 

perte de péricytes in vivo est associée à une dysfonction microvasculaire diminuant le 

débit sanguin basal 88. Plus récemment, il a été déterminé que le rôle de ces cellules 

s’entendait au-delà d’un dialogue avec les cellules endothéliales mais pouvait 

également stabiliser le pool de CS dans le muscle. En effet, il a été démontré que les 

péricytes musculaires favorisent la quiescence des CS grâce à la sécrétion d'Ang1 et 

d'IGF189. L'ablation des cellules périvasculaires NG2+ dans un modèle murin 

expérimental a considérablement altéré la quiescence des CS et a entraîné une 

augmentation importante des cellules progénitrices myogéniques Pax7+ en 

prolifération à court terme89. Tout comme les FAPs, une multitude de marqueurs 

moléculaires ont été suggérés dans le but d’identifier et isoler ces cellules90,91. Les 
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marqueurs de péricytes largement reconnus comprennent le récepteur bêta du facteur 

de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRβ), NG2 (protéoglycane 4 du sulfate de 

chondroïtine), CD13, l’actine alpha des muscles lisses (αSMA), desmine et CD146. Enfin, 

l'expression de CD34 a également été utilisée dans l'identification et l'isolement des 

péricytes92. Néanmoins, l’utilisation du CD34 pour le tri des péricytes reste sujet à 

débat puisque des études ont rapporté par des approches d’imagerie in situ chez 

l’homme que les cellules périvasculaires NG2+ ne coexpriment pas le CD3493. En réalité, 

les péricytes partagent un immunophénotype quasi-identique avec les MSCs, avec 

l’expression commune de plusieurs marqueurs de surface dont CD29, CD44, CD73, 

CD90 et CD105. Crisan et al. ont isolé des cellules périvasculaires humaines provenant 

de plusieurs organes, y compris le muscle. Ces cellules périvasculaires, principalement 

des péricytes, identifiées par une forte expression de CD146, NG2 et une absence 

d'expression de CD45 (marqueur hématopoïétique), CD56 (marqueur myogénique) et 

CD31 (marqueur endothéliale) ont démontré des capacités de différenciation dans 

différents lignages mésenchymateux : adipocytes, chondrocytes et ostéocytes en 

culture94. L’ensemble de ces résultats peut néanmoins être critiqué puisque bon 

nombre de leurs marqueurs sont aussi partagés avec les populations de MSCs. Il est 

donc possible d’imaginer que la population de péricytes était en fait contaminée par 

des MSCs.  

• Les CMVL sont les seconds représentants de ce groupe de cellules périvasculaires. Avec 

les péricytes, elles sont généralement regroupées sous le terme de cellules "murales" 

et sont enrichies en marqueurs péricytaires tels que rgs5 et cspg4 (NG2)18,51. Les CMLV 

expriment sélectivement des gènes associés aux fonctions contractiles, tels que la 

chaîne lourde de myosine 11 (myh11), l'actine alpha des muscles lisses (α-SMA ; Acta2) 

et la transgéline (TAGLN ; Tagln), et sont situées dans la tunica media en soutien des 

artères et des veines.  

• La troisième population de cellules périvasculaires est représentée par des cellules de 

type fibroblastes multipotents, caractérisés par l’expression de gènes de la MEC. Chez 

la souris, cette population se caractérise par un enrichissement de l'expression de 

pdgfra et Ly6a, codant pour la protéine Sca-1, deux marqueurs également utilisés dans 

l’identification des FAPs. A ce jour, l'identité de ces fibroblastes est tout aussi débattue 

que celle des péricytes étant donné que ces deux populations cellulaires partagent de 

nombreux marqueurs communs avec les MSCs. deux hypothèses sont proposées : (i) 

ces fibroblastes seraient le résultat d'un événement de choix de lignée et 

représenteraient un état de différenciation terminale d'une lignée spécifique, ou (ii) ils 

représenteraient un état fonctionnel réversible acquis par plusieurs types de MSCs95. Il 

existe également une ambiguïté quant à la définition du terme « myo »fibroblaste qui 

doit remplir plusieurs critères pour être considéré comme tel96 : la présence de 

faisceaux actine-myosine, (appelés fibres de stress in vitro), la capacité contractile et la 

production de collagène. Les cellules fibroblastiques produisant de grandes quantités 

de collagène en l'absence de caractéristiques contractiles ne sont pas des 
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myofibroblastes mais des fibroblastes, bien qu'il soit admis que de tels phénotypes 

représentent souvent des états de transition dans le spectre d'activation des 

myofibroblastes96. Ainsi, les premières stratégies d'identification des myofibroblastes 

dans les tissus se sont concentrées sur la détection des caractéristiques contractiles. 

Pour cela, l’utilisation de marqueurs anti α-SMA dans les fibres de stress, nécessaires à 

la contraction des myofibroblastes, a été utilisé97,98. S'ajoutant à la complexité de leur 

identification, d'autres cellules, telles que les cellules musculaires lisses ou les péricytes 

peuvent également exprimer l'α-SMA99.  

L’absence de marqueurs uniques spécifiques des cellules périvasculaires et des FAPs ainsi 

qu’une possible localisation anatomique commune peut conduire à une confusion importante 

et à une surestimation de l’hétérogénéité de ces populations cellulaires. 

 

vi. Les adipocytes intramusculaires  

Le stroma musculaire renferme enfin un type cellulaire inattendu et peu documenté, 

l’adipocyte. Ces cellules se logent entre les fibres musculaires ou les faisceaux de fibres (Figure 

1). Bien que proportionnellement anecdotique à l’état physiologique, ce type cellulaire devient 

abondant dans différentes situations pathologiques que nous détaillerons plus loin. La 

présence d’un dépôt adipeux intramusculaire (IMAT) chez la souris normopondérée a été 

décrite pour la première fois en 1976 100,101.  Ces adipocytes intramusculaires, véritables 

entités cellulaires par opposition aux vésicules lipidiques intramyocytaires, sont qualifiés 

d’ectopiques, du grec ε κ́ τ ο π ο ς « éloigné, déplacé » c’est-à-dire hors de leur localisation 

habituelle (le tissu adipeux) faisant alors référence à une anomalie. En effet, l’accumulation 

d’IMAT est aujourd’hui presque exclusivement étudiée et corrélée à des conditions 

pathologiques associée à une diminution de la masse musculaire comme l’obésité102, le 

diabète de type 2103, le sujet âgé atteint de sarcopénie104,105 ou encore chez des patients 

présentant des dysfonctions musculaires dues à une anomalie génétique comme la myopathie 

de Duchenne106,107. Néanmoins, la présence de ces adipocytes est également observée en plus 

faible quantité dans les muscles squelettiques, c’est-à-dire sous l’épymisium, de patients 

jeunes ne présentant aucune de ces pathologies (Figure 1)108. Il semblerait alors que les 

adipocytes intramusculaires représentent une composante cellulaire distincte au sein d’un 

muscle sain. Dans ces conditions physiologiques, les propriétés moléculaires, cellulaires et 

fonctionnelle de l’IMAT restent très faiblement étudiées. 

Au cours de la dernière décennie, de nombreuses méthodes d’imagerie ont été utilisées et 

adaptées pour quantifier de manière non invasive la présence des dépôts adipeux sur petit 

animal in vivo, notamment les rongeurs109. Celles-ci incluent la densitométrie à rayons X (DXA, 

PIXImus DXA), la tomodensitométrie (CT) ainsi que l’imagerie par résonance magnétique (IRM, 

μMRI). Bien que ces méthodes offrent la possibilité de quantifier masse grasse et masse maigre 

à l’échelle de l’organisme entier, elles présentent cependant une faible capacité à distinguer 

les lipides contenus sous formes de gouttelettes intramyocytaires de ceux présents sous 

formes de véritables adipocytes. Dans cet objectif, d’autres méthodes d’imagerie plus fines 

ont été développées chez la souris. Ainsi, la localisation anatomique de l’IMAT a pu être validée 
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par des approches histologiques par simple marquage hématoxyline/éosine sur coupe 

transversale de muscle110 ou par l’utilisation de différents colorants, fluorescents ou non, 

comme le RedOil111, le Nile Red112 ou le Bodipy113 ayant tous une affinité pour les lipides, en 

particulier les lipides neutres comme les triglycérides, contenus dans les gouttelettes lipidiques 

intracellulaires. Aujourd’hui, la réalisation de marquages à l’aide d’anticorps dirigés contre des 

protéines de structure membranaire des gouttelettes lipidiques permet de mieux différencier 

les lipides intramyocytaires de ceux contenus au sein des adipocytes. Par exemple, les 

isoformes un à cinq des périlipines (PLIN1-5)114 sont les plus décrites et utilisées pour identifier 

les gouttelettes contenues dans les adipocytes tandis que seulement les isoformes deux à cinq 

sont exprimées à la surface des gouttelettes intramyocytaires115. La périlipine 1 (PLIN1) 

apparait alors comme un marqueur de choix pour distinguer les adipocytes des micro 

gouttelettes intramyocytaires116. Néanmoins, ces approches réalisées sur coupe fine (8 µm) ne 

permettent pas d’établir de quantification précise du nombre et de l’organisation des 

adipocytes (dont la taille s’échelonne de 50 à 100 µm117) au sein d’un muscle murin entier 

(environ 1cm de long pour un muscle quadriceps). 

Chez l’homme, la présence d’IMAT est principalement quantifiée de façon indirecte par 

tomodensitométrie informatisée (CT-scan)118 ou de façon directe par imagerie à résonnance 

magnétique (IRM)119,120. L’IMAT a alors été décrit comme un tissu adipeux intercalé entre et 

autour des fibres musculaires ou des groupes de tissus musculaires. Les adipocytes 

intramusculaires représentent entre 5% et 8% de l’aire musculaire totale réalisée par des 

approches de marquage Red Oil, imagerie DEXA ou CT-Scan sur des biopsies humaines à l’état 

basal121–124. 

Fonctionnellement, les premières études basées sur une quantification biochimique des 

triglycérides totaux extraits de biopsies musculaires humaines à l’état physiologique ont révélé 

une diminution des triglycérides après un exercice prolongé, proposant alors un rôle de 

soutient énergétique de l’IMAT125,126. En revanche, de nombreuses études ont aussi démontré 

l’inverse, c’est-à-dire un contenu en triglycérides inchangé après exercice physique127. On peut 

expliquer cette disparité des résultats probablement par des facteurs expérimentaux tels que 

la contamination des biopsies musculaires par des adipocytes intermusculaires, c’est-à-dire 

autour du muscle, pouvant masquer les différences du contenu en triglycérides 

intramusculaires après l’exercice128 . Il est aussi possible d’imaginer que les acides gras libres 

plasmatiques peuvent reconstituer les réserves de triglycérides intramusculaires après 

l’exercice. La cinétique de prélèvement de la biopsie post-exercice est alors un élément crucial 

du plan expérimental pas toujours identique entre les études. D’autres études utilisant des 

méthodologies de traçage isotopique129 et de spectroscopie par résonance magnétique 

protonique (MRS)130 ont permis de réellement démontrer que les triglycérides 

intramusculaires sont utilisés comme source d’énergie par le muscle en exercice. Il est 

également établi que la lipase sensible aux hormones (HSL) du muscle squelettique peut être 

activée par la contraction musculaire131, et que l’expression de la lipase des triglycérides 

adipeux (ATGL) est activée par l’entraînement132, deux lipases impliquées dans la lipolyse des 



               P a g e  31 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

triglycérides en acide gras. Ces données fournissent ainsi un soutien supplémentaire à 

l’observation selon laquelle les acides gras provenant des gouttelettes lipidiques sont utilisés 

en tant que source d’énergie pour le muscle en exercice. 

En situation physiologique, des études menées chez le rongeur ont aussi permis de proposer 

un rôle aux adipocytes intramusculaires en tant que fournisseurs énergétique nécessaire à la 

contraction musculaire au cours d’un exercice physique. Par exemple, chez des cobayes ayant 

suivi trois mois d’exercice physique la quantité de lipides intramusculaires est inférieure à celle 

quantifiée avant exercice alors que l’absorption du glucose par l’IMAT reste inchangée133. Les 

auteurs proposent que l’exercice physique entraine la libération des lipides contenus dans le 

muscle qui serviront de substrat énergétique nécessaire à la contraction musculaire. En plus, 

chez les mêmes animaux, les quantités de lipides contenues dans l’IMAT diminuent fortement 

après l’exercice physique, suggérant un approvisionnement local en lipides aux fibres 

adjacentes nécessaires à leur contraction. Pour appuyer cette idée, une étude menée sur des 

adipocytes isolés de multiples dépôts adipeux différents chez le cochon d’inde a révélé que 

l’IMAT présente les taux de lipolyse les plus bas à l’état basal mais est capable de s’activer plus 

rapidement en réponse à une stimulation à la noradrénaline134, un neurotransmetteur 

relargué au niveau musculaire pendant la contraction et dont le rôle d’activateur de la 

lipolyse135 est bien connu. 

c) La matrice extracellulaire (MEC) 

Les fibres musculaires et les cellules du stroma musculaire sont organisées dans une structure 

tridimensionnelle composée de diverses protéines communément appelé matrice 

extracellulaire (MEC). Selon les études, le nom qui lui est attribué peut varier : on retrouve 

généralement les appellations « tissu interstitiel », « interstitium », « tissu conjonctif », « 

fascia » pour désigner le réseau matriciel au sein duquel se loge l’ensemble des composants 

cellulaires du muscle. 

La MEC intramusculaire est structurée en différentes couches d’épimysium, périmysium et 

endomysium extrêmement dynamique composée de (Figure 5) :  

Collagènes. Ce sont les composants prédominants de la MEC. Ils peuvent être sécrétés 

par trois types de cellules : fibroblastes , FAPs et  progéniteurs musculaires136. La famille 

des collagènes est composée de vingt-huit isoformes137. Chacun possède une structure 

hélicoïdale formée, par l’association de 3 chaines polypeptidiques, qui diffère selon 

l’isoforme. Chaque isoforme est présent dans des proportions différentes dans le 

muscle squelettique à l’état basal et présente des fonctions différentes. Pour n’en citer 

que quelques-uns, les collagènes de type I et III sont les plus abondants dans les 

péri/épi/endo-mysium du muscle et représentent environ 75% des collagènes totaux 

(Figure 5)138. Ils possèdent de bonnes performances biomécaniques de résistance à 

l’étirement. Le collagène de type IV est le composant majeur de la lame basale (Figure 

5), plus proche des CS, et favorise la différenciation et la fusion des myoblastes. La perte 

de fonction de l’hélice α1 dans un modèle murin Col4α1 déficient entraine une  



               P a g e  32 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

 

  

Figure 5 : Composition des différents tissus conjonctifs du muscle squelettique. Le périmysium 

et l’endomysium ayant des compositions similaires, l’endomysium n’est pas représenté sur le schéma. Inspiré de 

Zhang et al. (2021) 
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infiltration anormale de dépôts matriciels intramusculaire qui conduit à une atrophie 

musculaire à long terme139 démontrant le rôle majeur de ce composant de la MEC dans 

l’homéostasie musculaire. 

• Protéoglycanes.  Ils sont un composés d’un axe protéique et de plusieurs chaines de 

glycosaminoglycanes140. Ils incluent les fibromodulines, les héparines sulfate 

glycosamynoglycanes (HSPG). Ils permettent de connecter le cytosquelette cellulaire 

aux autres composants de la MEC créant ainsi des interactions cellules/MEC et sont 

essentiellement présents dans la lame basale (Figure 5)141,142. Les HSPG ont été 

identifiées comme jouant un rôle dans la balance différenciation / auto-

renouvellement de la CS puisque l’injection intramusculaire de chlorate entrainant la 

dégradation des HSPG  entraine un retard de prolifération des CS suite à une 

stimulation proliférative de type lésionnelle143. 

• Glycoprotéines. Ce sont des macromolécules qui aident à stabiliser les liaisons entre 

les collagènes et les protéoglycanes140. La fibronectine et la lamine sont les deux 

principales glycoprotéines. La fibronectine est retrouvée au niveau de l’épi/peri/endo-

mysium144. Elle est essentiellement sécrétée par des cellules de type fibroblastes/FAPs 

et induite par la signalisation TGFβ dans le muscle squelettique à l’état basal145. Elle 

favorise la différenciation et la fusion des CS. Par exemple, dans un modèle murin 

déficient en fibronectine, il a été montré une perte de fonction des CS,  restaurée 

lorsque les niveaux de fibronectine sont récupérés146. La laminine est un composant 

essentiel de la lame basale (Figure 5) composée de 3 chaines α, β, et γ. Il existe 16 

hétérodimères de laminine147. La laminine-1 favorise les adhésions entre la fibre 

musculaire et la lame basale permettant de maintenir cette matrice proche de la fibre 

et favorisant ainsi la prolifération et la migration des myoblastes. L’injection de 

laminine dans un modèle murin déficient dystrophique permet de stabiliser la lame 

basale et de ralentir l’apparition d’une atrophie musculaire148. 

Alors qu’on l’a longtemps crue relativement inerte, les recherches actuelles révèlent que la 

MEC est impliquée dans de nombreux processus physiologiques importants du muscle 

squelettique. Au-delà de sa fonction initiale de support architectural des composants 

musculaires149 ce réseau matriciel présente un rôle majeur mécanique dans la transmission de 

la force150. Le modèle traditionnel de transmission de force qui était considéré avant la 

description de la MEC décrivait des forces générées longitudinalement le long des fibres 

musculaires puis transmises aux tendons au niveau des jonctions myotendineuses151. Suite aux 

descriptions précises et détaillées de la fonction et structure de la MEC ce modèle a été 

revisité. On sait aujourd’hui que la MEC permet d’appliquer des forces latérales, 

perpendiculaires à celles des fibres musculaires, autorisant un meilleur alignement des fibres 

musculaire et une optimisation de la transmission longitudinale137.   
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2) Les fonctions principales du muscle squelettique 

Après avoir examiné les différentes catégories cellulaires présentes dans le muscle 

squelettique à l’état basal, nous allons à présent nous concentrer sur les fonctions assurées 

par ce tissu. Nous allons ainsi explorer quatre fonctions essentielles du muscle : contraction 

musculaire, fonction métabolique, thermogénèse et fonction sécrétoire. 

a) La contraction musculaire 

La contraction est la fonction fondamentale des muscles striés squelettiques, responsable du 

maintien, de l’évolution de la posture ainsi que des mouvements du squelette. Le processus 

de contraction est déclenché par une stimulation en provenance du système nerveux central, 

caractérisant ainsi une contraction volontaire liée à un système d'apport énergétique qui 

convertit l'énergie chimique en énergie mécanique. 

La contraction du muscle squelettique débute au niveau de la jonction neuromusculaire (JNM), 

qui est la synapse entre un motoneurone et une fibre musculaire. La propagation des 

potentiels d'action de l’axone du motoneurone vers la JNM entraine la dépolarisation de la 

membrane nerveuse permettant ainsi l’ouverture de canaux calciques (Ca2+) voltage-

dépendants de la membrane présynaptique. L'entrée de Ca2+ dans la terminaison axonale 

provoque la libération d'acétylcholine (ACh) dans la fente synaptique, qui se diffuse vers la 

membrane postsynaptique de la fibre musculaire, également appelée plaque motrice (Figure 

2). L'ACh se lie aux récepteurs nicotiniques situés sur la plaque motrice. Cette fixation conduit 

à l’ouverture des canaux qui à leur tour provoque l’entrée d’ions sodium dans le sarcoplasme. 

Ce processus entraine la dépolarisation de la fibre musculaire initiant ainsi la propagation de 

potentiels d'actions le long de la membrane de la fibre musculaire. On parle alors de 

conversion d’énergie électrique en énergie chimique. Ensuite, le phénomène de couplage 

excitation-contraction, est responsable de la conversion de l’énergie chimique en énergie 

mécanique. La synchronisation de la contraction musculaire le long de la fibre est réalisée via 

les tubules T, ou tubules transverses.  

Sur le plan moléculaire, la génération de force se produit en plusieurs étapes : suite à l’influx 

nerveux, les ions Ca2+ qui sont libérés dans le sarcoplasme entraînent un changement de 

conformation de la troponine, révélant les sites de liaison de la myosine sur les filaments 

d'actine. La tête de la myosine pivote vers le filament mince d’actine. L'adénosine tri 

phosphate (ATP) disponible se lie à la myosine, dissociant brièvement la myosine de l'actine. 

L'activité ATPase de la myosine hydrolyse l'ATP en ADP (adénosine diphosphate) et Pi 

(phosphate inorganique) ce qui permet au filament de myosine de se relier à l'actine avec un 

angle plus important (Figure 2). La libération de Pi déclenche le coup de force. La tête de 

myosine tourne sur sa charnière, poussant le filament d'actine devant elle, en direction de la 

bande M, permettant un raccourcissement du sarcomère. À la fin du processus de contraction, 

la tête de myosine libère l'ADP et retrouve sa conformation initiale. 
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b) Régulations métaboliques 

Outre ses capacités contractiles, le muscle squelettique représente un site majeur de maintien 

de l’homéostasie énergétique de l’organisme. Il est responsable de 80% de l’absorption 

postprandiale du glucose dans la circulation152. Le transport du glucose à travers le 

sarcolemme s’effectue par le transporteur GLUT4 sensible à l’insuline153. Le métabolisme du 

glucose permet de satisfaire les besoins en ATP nécessaires à la contraction musculaire. Il peut 

se faire de manière aérobie lors d’un exercice physique peu intense comme la marche, ou de 

manière anaérobie dans un muscle en exercice intense et de courte durée comme un sprint. 

Au cours des différentes étapes de la glycolyse anaérobie, deux molécules d’ATP sont générées 

à partir d’une molécule de glucose et la dernière étape de la glycolyse anaérobie entraine la 

conversion du pyruvate en lactate par la lactate déshydrogénase (LDHA/LDHB) permettant une 

production rapide d’énergie et de resynthétiser du NAD+ nécessaire pour soutenir la glycolyse 

en continu154. Au cours de la glycolyse aérobie, le pyruvate est converti en acétyl CoA via le 

complexe de la pyruvate déshydrogénase (PDHA), et sera utilisé par le cycle de Krebs pour 

générer de l'ATP dans la matrice mitochondriale154. Ce dernier permet de générer davantage 

d’ATP que le métabolisme anaérobie mais de manière plus lente, et donc caractéristique des 

fibres lentes contrairement au métabolisme anaérobie caractéristique des fibres rapides de 

type IIx (Tableau 1)155. 

Les lipides représentent aussi une source de substrats qui alimente le métabolisme oxydatif 

pour répondre aux besoins énergétiques soutenu par l’oxydation aérobie. Les lipides pénètrent 

principalement dans la cellule musculaire par l'intermédiaire de transporteurs d'acides gras 

tels que les translocases (par exemple, CD36) et de protéine de liaison associé à la membrane 

plasmique (par exemple, FABP3). La dégradation des lipides dans le muscle se produit 

principalement par le processus de β-oxydation des acides gras qui a principalement lieu dans 

mitochondries des fibres de type I et IIa (Tableau 1)156. Elle commence par un processus 

d’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres (et glycérol), appelé lipolyse, par 

l'intermédiaire de trois lipases successives : l’ATGL157 (adipose triglycéride lipase), la LHS158 

(hormone sensitive lipase) et la MGL159 (monoacylglycerol lipase) responsables 

respectivement de l’hydrolyse des triglycérides en diacylglycérol puis en monoacylglycérol, 

libérant à chaque étape un acide gras libre. Un groupe CoA est ensuite ajouté à chaque acide 

gras par l’acyl-CoA synthase formant ainsi de l’acyl-CoA à longue chaine. L’acyl-CoA entre alors 

dans la voie de la β-oxydation pour former (1) de l’acétyl-CoA qui sera utilisé dans le cycle de 

Krebs pour produire de l’énergie sous forme d’ATP de la même manière que décrite 

précédemment pour le métabolisme du glucose aérobie et (2) du FADH et du NADH dont les 

électrons alimentent la chaine respiratoire mitochondriale aboutissant également à la 

formation d’ATP152. Le métabolisme oxydatif basé sur les β-oxydations des acides gras est 

considéré comme un métabolisme lent qui produit de grosses quantités d’énergie nécessaires 

pour la contraction des fibres de type I lors d’effort long et peu intenses. 
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c) La thermogénèse 

En plus d'être une machine contractile et métabolique, le muscle squelettique joue un rôle 

central dans la régulation homéostasique de la température corporelle résultant de la balance 

entre la thermogénèse et la thermolyse. La thermogénèse peut prendre deux formes 

différentes: la thermogénèse de frisson160 et la thermogénèse de non frisson161. 

Le muscle squelettique est considéré comme un centre majeur de la thermogénèse et utilise 

ses capacités de contraction et métaboliques dans un objectif de production de chaleur que 

nous allons décrire maintenant. Dans un objectif de production de chaleur, l’organisme 

déclenche de manière spontanée et involontaire des contractions musculaires répétées de 

faibles intensité. Le mécanisme est similaire à celui de la contraction musculaire en puisant 

dans les réserves locales glycolytiques et lipidiques et en dissipant l’énergie sous forme de 

chaleur160. 

Le « mécanisme classique » de la thermogénèse de non-frisson est principalement décrit dans 

le tissu adipeux brun et implique la protéine découplante UCP1 exprimée au niveau du feuillet 

interne de la membrane mitochondriale. Elle assure le découplage entre la chaîne respiratoire 

mitochondriale et la phosphorylation oxydative, et permet une oxydation très active du 

glucose et des acides gras pour générer de la chaleur 162. Dans le muscle, la thermogenèse sans 

frisson est un processus métabolique indépendant d’UCP1. Les myocytes expriment 

l’homologue d’UCP1, UCP3 qui est capable de découpler la phosphorylation oxydative des 

mitochondries mais la démonstration directe de son implication dans la production de chaleur 

reste à ce jour controversée163. Par ailleurs, le muscle squelettique peut produire de la chaleur 

via un cycle « futile » de calcium. Une sortie de calcium du réticulum sarcoplasmique est 

provoquée par l’ouverture des récepteurs à la ryanodine (RyR)164. Pour maintenir les niveaux 

de Ca2+ cytosoliques stable il est observé l’activation d'une protéine appelée SERCA 

(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase), située à la membrane du réticulum 

sarcoplasmique et qui propulse le Ca2+ à l’intérieur du réticulum sous l’effet de l’hydrolyse de 

l’ATP produisant ainsi de la chaleur161. Ce phénomène appelé « glissement de Ca2+ »  est un 

processus régulé par une protéine appelée SLN (Sarcolipine), un activateur endogène de la 

SERCA165. Ce mécanisme permet au muscle de générer de la chaleur instantanément en 

réponse au froid et de maintenir la température corporelle sans provoquer de tremblements 

musculaires visibles. 

d) Fonctions sécrétoires 

Nous allons maintenant terminer ce chapitre par la description d’une quatrième fonction du 

tissu musculaire en s’attardant sur ses capacités sécrétoires et leurs actions à différents 

niveaux de l’organisme.  

Il est maintenant établi que les fibres musculaires mais aussi les différents acteurs du stroma 

musculaire possèdent des capacités de sécrétion comprenant un large éventail de cytokines 

et de peptides appelés myokines, qui exercent des effets locaux et à distance permettant le 
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bon fonctionnement du muscle mais aussi établissant un dialogue avec d’autres tissus/organes 

à distance166. On distingue alors :  

• Les sécrétions locales qui agissent de manière auto/para-crine pour réguler la 

fonction musculaire. Par exemple, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) 

est un membre de la famille des neurotrophines, fortement exprimé dans le cerveau 

et plus faiblement dans le muscle squelettique167. Les niveaux de BDNF augmentent 

dans le muscle squelettique en réponse à l'exercice, contribuant ainsi à une oxydation 

accrue des acide gras en activant l'AMPK168. Cependant, le BDNF musculaire n’est pas 

retrouvé dans la circulation sanguine après exercice chez l’homme, ce qui indique que 

le BDNF agit principalement de manière autocrine et/ou paracrine. En plus des effets 

sur les propriétés métaboliques oxydatives, les sécrétions de BDNF musculaire 

s'étendent à la myogenèse, en favorisant la prolifération des CS in vivo169. En effet, dans 

un modèle murin pour lequel l’expression génique de BDNF musculaire est réprimée il 

a été observé une diminution du nombre de CS Pax-7+169. D’autres sécrétions locales, 

dites paracrines permettent d’établir une communication avec le stroma. En réponse 

à l’activité physique, les niveaux intramusculaires de follistatine augmentent 

rapidement170. Plusieurs types cellulaires sont capables de la sécréter, dont les 

fibroblastes/FAPs54,171. La follistatine agit comme un antagoniste de l'activine A, 

supprimant ainsi les effets de l'activine A sur SMAD2/3, inhibant l’entrée du glucose 

dans les fibres musculaires régulant ainsi le métabolisme glycolytique du muscle170. De 

plus, la follistatine induit la différenciation en adipocytes et régule le métabolisme 

énergétique dans des culture primaires de fibroblastes embryonnaires murins172. 

• Les sécrétions endocrines, libérées dans la circulation sanguine agissent comme des 

médiateurs permettant d’établir une communication avec d’autres organes. Par 

exemple, la myostatine (MSTN, un membre de la superfamille des TGF-β) sécrétée par 

les cellules musculaires, joue un rôle de régulation du développement de la masse 

musculaire puisque les souris déficientes pour MSTN présentent une hypertrophie et 

hyperplasie des fibres musculaires déterminé par des approches histologiques173. Ces 

premiers résultats décrivent un rôle auto/paracrine de la MSTN, néanmoins, il a été 

démontré chez les mêmes animaux déficients une réduction de la masse grasse des 

différents dépôts adipeux murins, suggérant alors un effet endocrinien de la MSTN. Des 

approches in vitro ont également démontré une inhibition de la différenciation des 

préadipocytes 3T3-L1 ainsi qu’une diminution de l’expression des différents marqueurs 

adipogéniques tels que le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes γ 

(PPARγ), la protéine CCAAT-enhancer-binding α (C/EBPα), la protéine adipocytaire 2 

(aP2) et la leptine174.  

Ces myokines exercent des effets autocrines, paracrines et/ou endocrines, conférant ainsi au 

muscle squelettique le statut d'organe endocrinien175.  

Ayant exploré les différentes structures et fonctions du tissu musculaire dans un état 

physiologique dans ce premier chapitre, nous allons maintenant explorer les modifications de 
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ces divers paramètres observées lors du processus de régénération musculaire physiologique, 

induit par une lésion. 

Le tissu musculaire à l’état basal :  

- Le parenchyme du muscle squelettique est formé de fibres musculaires organisées en 

faisceaux et séparées par des tissus matriciels qui renferment la plupart des cellules du stroma 

musculaire. 

- Les FAPs constituent une population de MSCs résidentes du stroma musculaire qui présente 

une certaine hétérogénéité et dont chaque sous-population semble avoir une fonction 

déterminée. 

- Il n’existe pas de marqueur unique et spécifique de la population de FAPs qui permettrait de 

les distinguer des autres types cellulaires du stroma, il est donc nécessaire d’utiliser une 

combinaison de marqueurs de surface pour les identifier.  

- On observe au sein du muscle la présence d’adipocytes intramusculaires, dits ectopiques, 

dont l’origine et la fonction physiologique sont encore discutées aujourd’hui. 

 

II/ La régénération physiologique du muscle 

Dans le fonctionnement normal du muscle squelettique, les forces mécaniques générées par 

les contractions constantes exposent le tissu à des lésions. Chez l’homme, une classification 

des différents types de lésions musculaires a été décrite dans le livre « Muscle traumatique et 

mécanique » par A. Durey et J. Rodineau selon plusieurs études réalisées chez des sportifs. Les 

lésions musculaires sont alors classées par ordre croissant de gravité, fondé sur des critères 

histologiques (nombre de fibres musculaires impactées / atteinte du tissu conjonctif / 

présence d’un hématome) déterminés par échographie et/ou IRM :  

• Stade 0 : atteinte réversible de la fibre musculaire sans atteinte du tissu conjonctif de 

soutien – récupération totale en quelques heures 

• Stade 1 : atteinte irréversible de quelques fibres musculaires aboutissant à leur nécrose 

sans atteinte du tissu conjonctif de soutien – récupération totale en quelques jours 

• Stade 2 : atteinte irréversible d’un nombre réduit de fibres musculaires et atteinte 

minime du tissu conjonctif de soutien (élongation) – récupération qui peut être 

obtenue en une dizaine de jours 

• Stade 3 : atteinte irréversible de nombreuses fibres musculaires, atteinte marquée du 

tissu conjonctif de soutien et formation d’un hématome intramusculaire localisé 

(déchirure/ claquage) – récupération en 4 à 12 semaines 

• Stade 4 : rupture ou désinsertion musculaire complète récupération longue mais 

variable selon le muscle touché – récupération en plusieurs mois 
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Quel que soit le type de blessure, une récupération fonctionnelle du muscle a lieu dans des 

délais qui peuvent varier en fonction du degré d’atteinte. Contrairement à de nombreux autres 

tissus, le muscle possède une capacité unique à se réparer complètement par un processus de 

régénération. La régénération musculaire implique une interaction complexe entre les 

composants du parenchyme et du stroma qui sont modifiés suite à une lésion. Malgré les 

nombreuses études menées sur ce sujet, la compréhension de cette collaboration reste encore 

incomplète. Dans le but de mieux comprendre les mécanismes qui contrôlent la régénération 

et d’identifier les verrous qui sont mis en place dans les cas de dégénérescences 

pathologiques, des modèles expérimentaux ont été développés. 

Dans ce chapitre nous commencerons par détailler les différents modèles de lésions 

musculaires murins qui ont été développés dans le but de mimer le processus de régénération 

puis nous aborderons les différents acteurs cellulaires et acellulaires du muscle impliqués dans 

ce processus. 

1) Les modèles de régénération 

Tous les modèles de lésions ont en commun une destruction de la fibre musculaire mais se 

différencient sur les atteintes des autres structures, comme la JNM et la lame basale (LB). Ces 

différences peuvent conduire à des processus de régénération différents que nous allons 

détailler dans cette partie. On distingue différents types de modèles (Tableau 3) :  

• Lésions musculaires aigues provoquées par injection de myotoxines ; elles agissent 

sur des cibles structurelles différentes (Tableau 3). Par exemple, la taipoxine (TPX), la 

toxine botulique A (BTX/A) ou la cardiotoxine (CTX) se fixent au niveau des jonctions 

neuromusculaires (JNM). Cette fixation peut entrainer une inhibition du relargage des 

neurotransmetteurs dans la fente synaptique (cas de la BTX/A) et ne conduit pas 

directement à la destruction des fibres. Ou alors, elle conduit à une dépolarisation 

membranaire induite par un influx calcique activant un phénomène d’autophagie à la 

fois des cellules nerveuses et musculaires (cas de la TPX, NTX et CTX). Ensuite, selon la 

myotoxine utilisée, la nature et la cinétique des cellules impliquées dans le processus 

de régénération peut varier. Plusieurs études comparatives ont été réalisées dans le 

but de déterminer les différences observées dans le processus de régénération de ces 

différents modèles116,176–179 (Tableau 3). Dans l’ensemble, ces études chez la souris 

s’accordent sur le fait d’une récupération fonctionnelle et morphologique du muscle 

autour du 28ième jour après la lésion (jpl) pour l’utilisation des modèles CTX, NTX et TPX.  
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Tableau 3 : Les différents modèles de lésions musculaires.  
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En revanche, le modèle BTX/A présente une cinétique de régénération musculaire 

beaucoup plus lente puisqu’à 28 jpl la taille des fibres musculaires reste largement 

inférieure à celle observée pour les modèles CTX ou NTX180.  Un mois après une lésion 

provoquée par l’injection de NTX, les nombres de vaisseaux sanguin et de cellules 

immunitaires intramusculaires sont largement supérieures à ceux observés pour une 

lésion CTX176,181, suggérant des mécanismes de régénération différents en réponse à 

des cibles moléculaires différentes (la CTX est un inhibiteur de protéines kinases C 

tandis que la NTX ou la TPX sont des phospholipases) (Tableau 3).  

• Lésions musculaires par injection d’agents chimiques. Parmi ces modèles, les deux 

plus couramment utilisés sont l’injection de glycérol ou de BaCl2 (Tableau 3). Le 

glycérol provoque un choc osmotique qui entraine une augmentation brutale de la 

pression intramusculaire entrainant à la fois une rupture du sarcolemme des fibres 

musculaires et de la lame basale (LB)182. Le BaCl2 interfère avec les canaux calciques 

présents à la surface du sarcolemme entrainant une surcharge intra cytosolique de 

calcium et une rupture des membranes. En revanche ce type d’injection n’affecte pas 

la LB. En terme de cinétique de régénération, ces deux modèles sont comparables avec 

ce qui est retrouvé pour les lésions utilisant des myotoxines : une régénération 

morphologique et fonctionnelle qui s’effectue autour de 28jpl176,178,183. En revanche, la 

nature des cellules impliquées semble être différente (Tableau 3). En effet, une lésion 

provoquée par l’utilisation de cardiotoxine (CTX) entraine la formation de dépôts 

fibrotiques transitoires autour de 7 jpl176,184 tandis qu’il est rapporté la présence de 

dépôts adipeux suite à une lésion par injection de glycérol110,116,178. Une lésion 

provoquée par l’injection de BaCl2 est comparable avec une lésion CTX : il a été observé 

une prolifération de CS, de cellules immunitaires et endothéliales identiques à 18 

heures, 2, 4, 30 jpl dans les deux modèles176 (Tableau 3). 

• Lésions musculaires par induction mécanique englobent différents types de blessures 

qui peuvent affecter soit directement les fibres musculaires par l’exertion d’une force 

mécanique extérieure, soit la réalisation d’un exercice physique prolongé. Parmi les 

modèles qui agissent directement sur les fibres musculaires, on trouve les lésions par 

pincement et les lacérations, qui entraînent une destruction importante des fibres ainsi 

qu’une rupture de la LB. Dans ces cas, la récupération de la morphologie initiale des 

fibres est lente et la fonction contractile du muscle n’est pas pleinement récupérée 

même 1 mois après la lésion185,186 (Tableau 3). Dans le cas d’un exercice physique 

chronique intense (55 min de course sur tapis à 18m/min chez la souris et 40 min à 

60% VO2max chez l’homme), des études montrent une apparition de dommages au 

niveau des sarcomères dès 30 minutes après le début de l’exercice, sans atteinte de la 

LB ni de la JNM177,187. Ces dommages sont quantifiés par immunofluorescence à l’aide 

d’un marquage anti-Filamin C, une protéine structurelle de la fibre musculaire qui 

s’accumule localement au niveau des ruptures membranaires. Dès 48 heures après  
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l’arrêt de l’exercice, il a été observé une diminution d’un facteur 3 du marquage Filamin 

C.  

• Lésion musculaire par ischémie. Elle consiste à ligaturer une artère qui irrigue un 

muscle pendant quelques heures (généralement 3 heures)188,189 afin de limiter 

transitoirement l’apport en oxygène et nutriments dans le muscle et induire une mort 

cellulaire par nécrose. Ces modèles induisent de gros dommages et affectent toutes les 

cellules i.e à la fois les fibres musculaires, les JNM et les cellules qui sécrètent la LB 

(fibroblastes/FAPs et progéniteurs musculaires). La régénération est très lente, à 56 jpl 

la récupération fonctionnelle du muscle n’a toujours pas été effectuée188,189 (Tableau 

3). C’est pour cette raison que les modèle d’ischémie ne sont pas autant utilisés que 

les modèles d’injections de myotoxines ou d’agents chimiques dans la littérature. 

• Lésions musculaires par induction thermique ou cryolésion. Par l’utilisation d’une 

lame de scalpel refroidie à l’azote liquide, les cyolésions ont un effet sur l'ensemble des 

cellules présentes dans la zone touchée, lame basale comprise (fibres musculaires et 

cellules mononucléés). Ce type de lésion entraîne une régénération efficace en 28 

jours, comparable à l'utilisation d'agents chimiques et toxines (Tableau 3). Cependant, 

le processus de régénération semble différent. On observe la formation d'un front de 

régénération principalement constitué de cellules immunitaires qui progressent de la 

périphérie vers le centre de la zone lésée176. De plus, les phases très précoces de la 

régénération semblent décalées, avec un retard de prolifération des CS et une 

revascularisation plus tardive176.  

Une critique majeure concernant l'ensemble des modèles de lésions musculaires utilisés 

aujourd'hui réside dans leur caractère extrême et leur éloignement par rapport aux lésions 

que l'on observe chez l’homme et que nous avons énuméré au début de ce chapitre. 

Cependant, certaines études ont tenté de pallier ces limites en proposant de reproduire des 

microlésions chez la souris (Tableau 3). C’est le cas des études menées par Pessina et al. (2014) 

et Roman et al. (2021) qui ont provoqué des micro lésions induites par l'exercice chronique 

chez la souris177,187. Grâce à ces modèles, ils ont pu observer des cinétiques et des mécanismes 

de régénération supplémentaires à ceux décrits précédemment. En effet, ils ont décrit un 

mécanisme de régénération indépendant de l'activation des CS, mais reposant plutôt sur la 

migration des noyaux des fibres musculaires elles-mêmes vers le site lésé. Le blocage de cette 

migration nucléaire entraîne un retard dans le processus de régénération, soulignant ainsi 

l'importance de ce mécanisme pour la réparation des microlésions. De même, en 2021, Roman 

et al. ont développé un modèle de lésions de fibres musculaires unique ex vivo par l’utilisation 

d’un laser187. A l’aide de ce modèle, ils ont également observé une migration nucléaire 

essentielle au processus de régénération. Plus récemment, un modèle de lésion musculaire 

par cycles répétés de contractions musculaires induite électriquement a été développé190. Ce 

modèle présente l’avantage de reproduire les contractions musculaires violentes présentes 

lors d’un exercice physique tout en évitant les contraintes des modèles d’exercices physique 

chez les rongeurs. Au sein de ce modèle ils ont observé les premières lésions des fibres 

musculaires par immunofluorescence à partir de 2 jpl et une régénération complète du muscle 
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à 7 jpl. Le processus de régénération est donc plus rapide que les modèles d’injection de 

myotoxines ou d’agents chimiques.   

Maintenant que nous avons passé en revue l’ensemble des modèles de lésions développés 

chez la souris et décrit leurs spécificités, nous allons aborder le rôle des différentes populations 

cellulaires impliquées dans le processus de régénération physiologique. 

2) Les acteurs de la régénération musculaire 
Nous commencerons cette partie en décrivant le rôle des cellules souches du muscle au cours 

du processus de régénération et nous détaillerons ensuite l’implication des chaque autre 

acteurs cellulaires ou acellulaire en mettant en avant le dialogue de chacun d’eux avec la CS.   

a) Le rôle central des cellules satellites 
La CS est l’unique progéniteur musculaire responsable de la formation de nouvelles fibres 

musculaire au cours du processus de régénération. Ce processus repose des phénomènes 

séquentiels intervenant au fur et à mesure du processus de myogenèse avec en premier lieu 

l’activation des progéniteurs, leur différenciation puis leur fusion.  

Activation et prolifération des cellules satellites 

Une lésion musculaire entrainant la rupture de la fibre, induit la sortie des CS de leur état 

quiescent, elles sont alors activées et prêtes à proliférer. Ces mécanismes d’activation et 

prolifération des CS s’effectuent en réponse à des signaux, structurels et chimiques, émis suite 

au changement de leur environnement.   

Les changements conformationnels engendrés par la lésion perturbent l’adhésion des CS au 

sein de leur niche dès les premières heures après la lésion. Plus particulièrement, la rupture 

des jonctions N-cadhérines et M-cadhérines responsables de l’adhésion des CS à la fibre 

musculaire régule la transition quiescence/activation des CS suite à une lésion (Figure 4)191. 

On pourrait alors penser qu’en fonction du type de lésion et donc de la structure affectée il 

puisse y avoir des réponses prolifératives différentes des CS. Par exemple, une lésion par 

injection de glycérol entraine la rupture à la fois de la lame basale et de la membrane 

plasmique de la fibre musculaire (Tableau 3) entre lesquelles se situent les CS. A contrario, une 

lésion par injection de CTX entraine uniquement une rupture de la membrane plasmique des 

fibres (Tableau 3). Or, l’activation et la prolifération des CS qui suit ces deux types de lésions 

ne présente aucune différence au cours des 21 jours qui suivent la lésion116. Ces travaux 

permettent d’en déduire que la fixation de la CS du côté de la membrane plasmique de la fibre 

joue bien un rôle dans cette activation mais que les signaux mécaniques ne sont pas les seuls 

responsables de la transition quiescence/activation des CS.  

Effectivement, plusieurs facteurs sécrétés ont été identifiés in vivo et in vitro comme étant 

impliqués dans l’activation et la prolifération des CS. C’est le cas de nombreux facteurs de 

croissance comme le facteur de croissance de l’hépatocyte (HGF)192,193, les facteurs de 

croissance à l’insuline (IGF)194 et les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF)195 (Figure 4).  
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Figure 6 : Régulations intrinsèques et extrinsèques de l’entrée dans le programme myogénique 

des cellules satellites au cours du temps post-lésion musculaire. Les compartiments immunitaires 

(rose), myogéniques (bleu), mésenchymateux (jaune) et sanguin (rouge) sont représentés et les populations 

cellulaires de chacun figurent au cours du temps après la lésion musculaire. Les flèches vertes correspondent à des 

sécrétions activatrices tandis dans les flèches rouges sont inhibitrices. Les flèches noires désignent des sécrétions 

à l’origine du recrutement des monocytes circulants. Inspiré de Molina et al. (2021) 
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Ces derniers, notamment les FGF2 (ou bFGF) et FGF6 sont par exemple aujourd’hui largement 

utilisés dans les milieux de culture pour maintenir la prolifération des CS. Pour permettre leur 

cascade d’activation, ces facteurs nécessitent la présence de co-facteurs tels que les héparanes 

sulfates pour se fixer au récepteur FGFR exprimé à la surface des cellules satellites. Une fois 

fixés, ils permettent l’activation de différentes voies de signalisation dont la voie PI3K-Akt196 

conduisant à l’expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. 

Au cours de leur prolifération, les CS peuvent réaliser deux types de division cellulaire 

différentes : une division symétrique aboutissant à la formation de deux cellules filles 

identiques et une division asymétrique menant à la formation d’une nouvelle cellules souche 

ainsi qu’une autre cellule destinée à se différencier en cellule musculaire mature197. Ce type 

de division permet de maintenir le pool de CS souche à l’état quiescent tout en conservant les 

capacités de différenciations nécessaires au processus de régénération.  

Différenciation et fusion des cellules satellites 
Après plusieurs cycles de divisions, les CS sortent du cycle cellulaire et entament leur 

différenciation. En culture les CS ont besoin d’une quantité importante de sérum pour 

maintenir leur prolifération et la privation en sérum constitue un signal clé pour l’entrée des 

CS en différenciation. Des approches in vitro et in vivo chez la souris et chez l’Homme, ont 

permis d’établir différents niveaux de régulation de l’activité de la CS aboutissant à leur 

différenciation en myoblastes :  

- Régulation transcriptionnelle ; au cours du processus de régénération, les CS 

expriment de manière séquentielle différents gènes régulant la différenciation 

myogénique (MRF). Notamment, les facteurs transcriptionnels Myf5, MyoD, Mrf4 et la 

myogénine, déterminent le contrôle séquentiel du développement myogénique 

(Figure 6)198. A l’état quiescent, les SC expriment Pax-7 sans exprimer les MRFs. Lorsque 

les SC sont activées et prolifèrent, l'expression de Pax-7 diminue et les MRF 

commencent à être exprimés. Lorsque la prolifération laisse place à la différenciation, 

les premiers myoblastes formés expriment MyoD et Myf5 dès 48h après la lésion193, 

tandis que Pax-7 est faiblement exprimé72,199. Entre 4 et 5 jpl, les myoblastes se 

différencient en myocytes exprimant à la fois la myogénine et  MRF4200, avant de 

fusionner vers 7 jpl pour former des myotubes multinucléés et restaurer les fibres 

musculaires affectées par la lésion (Figure 6, compartiment myogénique). Des analyses 

génomiques ont permis de révéler les cibles géniques des MRFs et ont montré que 

MyoD permet l’expression à la fois de l’actine et la myosine201,202, deux protéines 

structurant les sarcomères et nécessaires à la fonction contractile. La perte génétique 

de ces différents MRFs perturbe drastiquement la différenciation des CS à la fois in vitro 

et in vivo68,203,204, soulignant ainsi leur importance dans la régulation du programme 

myogénique.  

- Régulation métabolique ; de façon originale, des travaux récents chez la souris ont 

identifié l’importance de l’accumulation de lipides sous forme de micro gouttelettes au 

sein des CS corrélée à leur pouvoir régénératif205. Dans cette étude, les auteurs ont 

favorisé l’accumulation des lipides spécifiquement dans les CS en inhibant le 
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catabolisme lipidique, par l’inhibition in vivo de l’ATGL dans un modèle murin 

Pax7CreERT2;Pnpla2flox/flox avec lequel ils ont pu montrer un épuisement du pool de CS 

quiescentes. En revanche, l’inhibition pharmacologique de la biogénèse des 

gouttelettes lipidiques bloque leur engagement dans le programme myogénique 

représentant un frein pour la régénération musculaire205. Les CS qui accumulent 

faiblement ces gouttelettes lipidiques correspondent aux cellules restant dans un état 

de quiescence et celles qui en accumulent fortement s’engagent dans la 

différenciation, soulignant ainsi l’importance de l’accumulation lipidique sous forme de 

microgouttelettes dans le processus de régénération. 

- Régulation par les sécrétions de l’environnement ; le microenvironnement de la CS, 

aussi appelé niche, joue un rôle majeur dans la régulation de son activité206. Les 

interactions physiques ainsi que les signaux moléculaires provenant de la niche jouent 

un rôle essentiel pour une régénération efficace206,207. De plus, des études récentes 

suggèrent que les CS ne sont pas uniquement des récepteurs passifs des signaux de la 

niche, mais qu'elles émettent également des signaux actifs qui régulent les cellules 

avoisinantes208. 

Lors des étapes de fusion, les interactions cellules-cellules via les molécules d’adhésion M-

cadhérines et N-cadhérines contrôlent l’alignement par contact des myoblastes209,210. Les 

protéines myomaker et myomixer ont été identifiées comme responsables de l’initiation de la 

fusion et la formation du pore membranaire nécessaire à la fusion des myoblastes211. L’ablation 

génétique de ces gènes conduit à une absence de fusion des cellules myogénique de la lignée 

C2C12 en culture et un défaut de formation musculaire chez le poisson zèbre212, soulignant 

ainsi l’importance de ces protéines dans le processus de fusion des myoblastes au cours de la 

formation de fibres musculaires.  

Sur un plan histologique, lorsque les myocytes fusionnent entre eux ou avec une fibre 

musculaire, leurs noyaux se localisent au centre de la cellule plurinucléée. L’observation de 

fibres centronucléées est donc caractéristique d’évènements de fusion cellulaire. Par la suite, 

les noyaux rejoignent la périphérie de la fibre musculaire et intervient ensuite la phase de 

maturation qui conduit à une récupération morphologique de la taille des fibres182,213. Ainsi, la 

proportion de fibres centronuclées et la taille des fibres sont des critères essentiels pour 

évaluer l’efficacité de la régénération musculaire.  

Dans les sections suivantes, nous explorerons les différentes interactions entre les CS et les 

éléments de la niche pendant le processus de régénération musculaire. 

a) La fibre musculaire et la MEC 

Le maintien physique de la CS au sein de sa niche est contrôlé par des adhésions via les 

cadhérines191 permettant sa fixation sur la fibre musculaire. La perturbation de ces interactions 

entre les cellules souches et leur niche, provoquée par une lésion et la rupture membranaire 

de la fibre, est un mécanisme clé de la transition de la quiescence à l'activation191 comme cité 

précédemment. Par exemple, le facteur Wnt4, sécrété par les fibres musculaires lésées par 
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injection de BaCl2, entraîne chez la souris une rigidification mécanique des CS. Wnt4, en se 

fixant sur son récepteur Frizzled à la surface de la CS permet l’activation de la GTPase RhoA 

impliquée dans le changement conformationnel du cytosquelette d'actine. Ce changement de 

structure inhibe la translocation nucléaire et l'activité transcriptionnelle de YAP214. YAP est un 

mécano transducteur cellulaire impliqué dans la régénération tissulaire, et il a été démontré 

qu'il est nécessaire pour l'activation des CS215. De plus, l’activation de la voie Wnt permet la 

transition prolifération/différenciation des CS puisque son inhibition sur des cellules en culture 

entraine une diminution du nombre de fibres matures tout en conservant un nombre 

important de CS immatures216. 

Nous avons précédemment évoqué l’importance de l’interaction directe entre la CS et la MEC 

dans leur maintien au stade quiescent. Plusieurs études ont démontré des boucles de 

régulation entre les CS et leur microenvironnement avec une participation active des CS dans 

ce processus. Lorsque les CS s’activent, elles sécrètent de la laminine α1 et α5 au niveau de la 

lame basale, à l’origine d’un processus de division cellulaire asymétrique favorisant l’expansion 

et l’auto-renouvellement des CS au cours de la régénération dans un modèle murin de lésion 

CTX217. Des études de transplantation cellulaire ont également démontré que les CS peuvent 

modifier la composition de leur microenvironnement en déposant des protéines de la MEC 

telles que la ténascine C, la fibronectine et le collagène VI favorisant à leur tour l’expansion des 

CS218. La nature ainsi que la proportion des composants de la MEC sont d’une importance clé 

pour la régénération. En effet, la sécrétion de collagène VI durant les premiers jours après une 

lésion permet de réguler les propriétés élastiques de la MEC en adéquation avec une 

régénération efficace alors que l’inhibition de cette sécrétion compromet la régénération en 

augmentant la rigidité de la matrice219. 

b) Les cellules immunitaires  

Suite à une blessure, les fibres musculaires endommagées libèrent divers composés présents 

à l’intérieur de leur cytoplasme, tels que des fragments d’ADN ou des protéines comme la 

créatine kinase (CK), des protéines heat-shock (HSP) et des protéines associées à la chromatine 

comme HMGB1. Ces éléments relâchés dans le milieu extracellulaire agissent comme des 

signaux de danger appelés motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP). Ils sont 

détectés par les cellules immunitaires résidentes qui expriment des récepteurs à 

reconnaissance de motifs, comme les récepteurs Toll-like (TLR). Cette reconnaissance entraîne 

rapidement la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose 

tumorale-alpha (TNF-α) et le ligand chimiotactique 2 (CCL2), favorisant ainsi le recrutement 

rapide de leucocytes circulants (Figure 6, compartiment immunitaire) 220–222. Parmi ces cellules 

immunitaires résidentes, les mastocytes jouent un rôle particulièrement important dans les 

premiers stades de la réaction inflammatoire. Ils ont la capacité de libérer des facteurs 

préformés stockés dans leurs granules, tels que le TNF-α et l’histamine. De plus, les mastocytes 

sont capables de produire de nouvelles cytokines, comme l’interleukine-6 (IL-6) et l’IL-1β223. 

En plus de leur implication dans le recrutement des leucocytes circulants, ces différentes 

cytokines favorisent l’activation et la prolifération des myoblastes (Figure 6)220,224. En effet, il a 
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été observé in vitro que le milieu de culture conditionné par des mastocytes murins stimule la 

prolifération des myoblastes, tandis qu’in vivo, l’inhibition des mastocytes perturbe le 

recrutement des leucocytes et la récupération musculaire à long terme225. Ainsi, l’initiation de 

l’inflammation est directement liée à l’activation des cellules myogéniques. 

Les granulocytes jouent également un rôle dans la libération de cytokines qui influencent le 

déroulement de l’inflammation par le recrutement rapide de monocytes sanguins226. Chez 

l’homme, il existe deux catégories de monocytes caractérisés par l’expression de différents 

marqueurs de surface : les monocytes classiques CD14+CD16- (homologues des monocytes 

murin Ly6C+CCR2+) et les monocytes CD14lowCD16+ (homologues des monocytes murins Ly6C- 

CCR2-)227. Ces deux types de monocytes ont des fonctions et des propriétés différentes. Les 

monocytes Ly6C- patrouillent au sein des vaisseaux sanguins dans les tissus sains, tandis que 

les monocytes Ly6C+ infiltrent les tissus endommagés à l’aide de leur récepteur CCR2227–229. 

Les souris présentant une déficience en CCR2 montrent une altération importante de 

l’infiltration des monocytes (alors que la migration des neutrophiles et des lymphocytes est 

normale) et une régénération musculaire significativement retardée230. De manière 

intéressante, la régénération musculaire est entièrement restaurée lorsque les souris CCR2-KO 

reçoivent une greffe de moelle osseuse provenant de souris non déficientes pour ce récepteur 

avant la lésion, ce qui met en évidence l’importance du recrutement des monocytes CCR2+ 

dans l’amorce de la régénération musculaire231. Par ailleurs, les souris déficientes en CCL2, le 

ligand de CCR2, présentent un défaut de régénération musculaire moins prononcé après une 

lésion musculaire par rapport aux souris CCR2-KO230. Cela suggère que CCL2 n’est pas essentiel 

et que d’autres ligands de CCR2 tels que CCL7 et CCL12, ou d’autres petites molécules, 

pourraient participer l’attraction des cellules immunitaires au cours de la régénération 

musculaire230,232. 

Une fois infiltrés dans le tissu, les monocytes Ly6C+ maturent en macrophages Ly6C+. Autour 

du 2ième jour après la blessure, les cellules immunitaires CD45+ représentent environ 60-70% 

des cellules mononucléés du muscle dans un modèle murin de lésion BaCl2
233 et les 

macrophages Ly6C+ sont les cellules prédominantes parmi celles-ci. L’accumulation de ces 

macrophages dans le tissu lésé peut aussi être due à une prolifération locale234. Les 

macrophages Ly6C+ sont considérés comme pro-inflammatoires car ils sécrètent des quantités 

élevées de cytokines pro-inflammatoires telles que le IL-6, TNF-α et l’IL-1β228. En plus de 

favoriser le recrutement des leucocytes, ces macrophages participent à la clairance des débris 

nécrotiques par phagocytose et influencent les cellules myogéniques par leurs sécrétions en 

favorisant la prolifération des myoblastes et en inhibant leur différenciation(Figure 6, 

compartiment immunitaire)228. En effet, une suppression des macrophages in vivo chez le rat 

est associée à la persistance de débris tissulaires, à une accumulation de tissu fibreux et 

adipeux, ainsi qu’à une diminution de la prolifération des cellules myogéniques235. Par 

conséquent, une accumulation transitoire et contrôlée de leucocytes pro-inflammatoires est 

nécessaire pour coordonner efficacement l’activité des cellules myogéniques et permettre une 

régénération musculaire optimale. Par la suite, autour 7 jpl236,237, les macrophages Ly6C- 

deviennent la population majoritaire238. Il a été démontré que l’accumulation de ces 
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macrophages provient principalement de la maturation des macrophages Ly6C+, induite 

notamment par la phagocytose de neutrophiles apoptotiques ou de débris cellulaires228. Ce 

changement de phénotype des macrophages est crucial, car ces deux populations ont des 

effets différents. Contrairement aux macrophages Ly6C+, les macrophages Ly6C- expriment des 

niveaux plus faibles de cytokines pro-inflammatoires. En revanche, ils produisent des quantités 

élevées de molécules anti-inflammatoires et de facteurs de croissance tels que l’IL-10, l’IL-4 

et le TGF-β (Tumor Growth Factor β)228 dont le rôle est de réduire l’infiltration des leucocytes 

(Figure 6, compartiment immunitaire). De plus, les macrophages anti-inflammatoires ont un 

impact différent sur les cellules myogéniques. Ils inhibent la prolifération des myoblastes tout 

en stimulant leur différenciation et leur fusion en myotubes grâce à la sécrétion de cytokines 

anti-inflammatoires telles que l'IL-4. De plus, la sécrétion de facteurs de croissance tel que IGF-

1 (Insulin Growth Factor 1) par les macrophages anti-inflammatoires stimule la croissance et 

la maturation des fibres musculaires en favorisant la synthèse protéique et réduisant la 

dégradation des protéines via la voie de signalisation Akt (Figure 6, compartiment 

immunitaire)239. Dans un modèle de souris transgéniques dans lequel la transition des 

macrophages vers le phénotype anti-inflammatoire est bloquée, il a été observé que 

l'élimination des débris tissulaires n'est pas altérée, mais que la différenciation des myoblastes 

et la croissance des fibres musculaires sont déficientes240. In vitro, une augmentation de la 

différenciation des myoblastes a été observée en coculture avec des macrophages préactivés 

par l'IL-10, favorisant leur polarisation vers le phénotype anti-inflammatoire241. 

Il convient de noter que les phases pro-inflammatoires et anti-inflammatoires peuvent se 

chevaucher, ce qui signifie que différentes sous-populations de macrophages peuvent 

coexister dans la même zone de régénération à un moment donné242. Chez l'Homme, il a été 

observé que les zones régénératives d'un muscle contenant des myoblastes en phase de 

prolifération présentent principalement des macrophages pro-inflammatoires. En revanche, 

les zones régénératives du même muscle où les myocytes sont différenciés contiennent 

principalement des macrophages anti-inflammatoires243. Cette proximité entre les deux types 

cellulaires renforce l'hypothèse selon laquelle les macrophages exercent un effet paracrine sur 

les cellules myogéniques régulé dans l’espace et dans le temps au cours de la 

régénération236,237,243,244. 

c) Le contrôle nerveux 

Le maintien de la fonction contractile des muscles squelettiques dépend de l'innervation 

motrice au niveau des jonctions neuromusculaires (JNM). Suite aux lésions musculaires qui 

endommagent la JNM, bien que de nombreux mécanismes participent à la réparation et à 

l'entretien des JNM, le rôle des CS dans ces processus est considéré comme limité et restent  
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Figure 7 : Evolution de l’hétérogénéité des FAPs au cours de la régénération musculaire chez 

la souris. La courbe bleue correspond à l’évolution de la quantité de FAPs en situation post-lésionnelle issue de 

l’étude de Lemos et al. 2015. Les encadrés correspondent à chaque sous-population de FAPs définie par leur(s) 

marqueur(s) en scRNAseq. Les flèches en gras correspondent au changement d’état de chacune des populations 

conformément à l’hypothèse des différents auteurs. 



               P a g e  51 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

très peu décrit. Une étude assez récente a démontré des interactions fonctionnelles 

bidirectionnelles entre les CS et la JNM245. L’activation des CS à proximité des JNM semble 

nécessaire à la réinnervation fonctionnelle du muscle tandis que la perte de fonction de 

l’innervation motrice du muscle inhibe la prolifération des CS245. Néanmoins, la contribution 

des cellules nerveuses en tant que cellules de niche nécessaires à la régulation des CS pendant 

la régénération est actuellement très peu établie. 

d) Acteurs récents : FAPs 

Au-delà de leur rôle dans le maintien l’homéostasie du muscle à l’état basal, les FAPs 
représentent un acteur majeur de la niche des CS, qui ont été décrits cette dernière décennie 
comme partenaires indispensables dans le processus de régénération musculaire.  

Rôles des FAPs dans la régénération physiologique du muscle 
D’un point de vue quantitatif, plusieurs études décrivent l’évolution la population de FAPs au 

cours du temps post-lésion31,32,246,247. La quantité de FAPs, mesurée par cytométrie en flux, 

double dès le premier jpl pour atteindre des quantités quatre fois supérieures à l’état basal 

autour de 3-4 jpl (Figure 7). Cette augmentation de FAPs est soutenue par une prolifération 

qui, elle, débute à 2 jpl32,246, laissant la phase précoce d’amplification des FAPs sans explication 

(Figure 7). L’augmentation de cette population est transitoire et retrouve des quantités basales 

autour du 9ième jpl. Cette diminution est le résultat d’une apoptose cellulaire médiée par la 

sécrétion de TNF-α par les macrophages pro-inflammatoires (Figure 6, compartiment 

mésenchymateux)246. 

D’un point de vue fonctionnel, plusieurs travaux montrent que la présence des FAPs est 

nécessaire au processus de régénération44,248. En effet, leur déplétion dans un modèle de 

souris transgéniques qui expriment le récepteur à la toxine diphtérique sous le contrôle du 

promoteur de Tcf4248 ou du PDGFRα44 entraine une baisse de prolifération des CS suite à la 

lésion musculaire ainsi qu’un retard de récupération morphologique des fibres musculaires, 

conduisant à une atrophie tissulaire. Si la présence des FAPs est indispensable au processus de 

régénération musculaire, leur diminution à partir de 5 jpl est néanmoins indispensable au bon 

déroulement de la régénération puisque leur persistance sur des temps plus tardifs aboutit à 

une sécrétion de MEC excessive et la mise en place d’une fibrose musculaire246. Ces études 

démontrent bien l’importance de l’apparition transitoire des FAPs pour maintenir l’efficacité 

du processus de régénération.  

Plusieurs études attribuent aux FAPs un rôle central dans le processus de régénération 

musculaire en tant qu’acteur orchestrant les dialogues cellulaires essentiels à la régénération. 

Ainsi, les FAPs sont capables de coordonner un dialogue avec différents types cellulaires au 

cours de la régénération :  

• Les progéniteurs myogéniques. Les dialogues entre FAPs et CS sont très documentés 

dans la littérature. Dans un modèle murin, la déplétion de la population de FAPs par 

injection de la toxine diphtérique sous le contrôle du promoteur Tcf4248 ou PDGFRα44 

est associée à une forte diminution du nombre de CS à un stade précoce (3 jpl), et à 
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une réduction de la taille des fibres nouvellement formées à un stade ultérieur (14 

jpl)44,249, deux indicateurs d’une diminution des capacités régénératives des CS. Des 

effets similaires de l’expansion du pool de CS et de la régénération musculaire est 

observée lorsque les souris sont traitées avec l’inhibiteur de la tyrosine kinase Nilotinib 

(inhibiteur du PDGFR), induisant l’apoptose des FAPs le muscle blessé246,250. Des 

expériences de co-culture ont montré que les FAPs favorisent la différenciation et la 

fusion des CS en myotubes multinucléés31,32. L’analyse de l’expression génique a 

confirmé que les FAPs réduisent l’expression des marqueurs de myogenèse précoce 

(comme Pax3, Pax7) et favorisent l’expression des marqueurs myogéniques tardifs 

(comme MyoD, Myog). Des expériences de co-culture en transwell de FAPs et de 

cellules myogéniques ont aussi montré que les facteurs paracrines sécrétés par les FAPs 

améliorent les capacités de fusion des CS251. Les facteurs sécrétés par les FAPs qui 

orchestrent l’activité des CS au cours de la myogenèse font l’objet de nombreuses 

recherches. Les principaux composants moléculaires du sécrétome des FAPs ont été 

récemment répertoriés dans deux revues171,252. Aussi, les recherches menées par 

Negroni et al. ont proposé un « sécrétome virtuel » des FAPs prédit de leur expression 

génique déterminée à partir des analyses transcriptomiques en cellules uniques que 

nous détaillerons plus tard54. Les FAPs expriment des niveaux élevés de cytokines telles 

que l’IL-6, initialement décrite comme une myokine, mais qui est 10 fois plus élevée 

dans les FAPs que dans les cellules progénitrices myogéniques en réponse à la lésion 

chez la souris31,32. L’IL-6 favorise la prolifération des CS (Figure 6, compartiment 

mésenchymateux)253. Les FAPs sécrètent également de nombreuses protéines de la 

MEC comme les collagènes et les laminines dont nous avons déjà décrit précédemment 

l’implication dans la régulation de l’activité des CS. Les FAPs expriment aussi des 

niveaux élevés de facteurs de croissances comme l'IGF-1. En activant la voie Akt, l’IGF-

1 contrôle à la fois la synthèse et la dégradation des protéines et entraîne l’expansion 

du nombre de CS in vitro (Figure 6)254. Les FAPs sécrètent enfin  des niveaux élévés de 

follistatine après une lésion musculaire255 qui est un antagoniste de l'inhibiteur de 

croissance musculaire, la myostatine. La follistatine sécrétée par les FAPs favorise la 

fusion des myoblastes nécessaires à la formation de fibres musculaires 

plurinucléées255,256. Les FAPs sont donc capables de sécréter un large éventail de 

molécules impliquées une à une dans les processus séquentiels de la différenciation de 

la CS, à savoir leur prolifération, leur différenciation et leur fusion (Figure 6, 

compartiment mésenchymateux). Il serait alors intéressant de comprendre si les 

sécrétions des FAPs sont régulées temporellement après la lésion en synchronisation 

avec le processus myogénique. Les analyses transcriptomiques en cellules unique, que 

nous détaillerons dans une partie suivante, ont mis en évidence qu’en plus d’une 

activité sécrétoire séquentielle, il existe différentes sous-populations de FAPs 

responsables de ces sécrétions. 

• Les cellules endothéliales.  Au cours de la régénération il a été démontré que les FAPs 

jouent un rôle dans le soutien de la revascularisation257. Dans cette étude, les auteurs 
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montrent que l’ablation de FAPs PDGFRα+ dans un modèle murin transgénique aboutit 

à un défaut de revascularisation du tissu avec une diminution de maturité et de 

perméabilité des vaisseaux alors que le nombre de capillaires semble inchangé. Une 

transplantation de FAPs au sein de ce modèle permet une restauration complète de 

ces paramètres et améliore l’efficacité de la régénération. Ainsi, cette étude démontre 

l’importance des FAPs dans la revascularisation efficace du muscle squelettique lésé, 

bien que le(s) facteur(s) qu’ils synthétisent restent encore non identifié(s) dans l’étude. 

Une possibilité pourrait être la sécrétion de facteurs de croissance vasculaire, comme 

les angiopoïétines ou le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), 

connus pour réguler l’angiogenèse embryonnaire et postnatale258. Ces protéines 

favorisent la croissance des vaisseaux sanguins et, dans les muscles, semblent être 

exprimées par les cellules endothéliales, les CS mais aussi les FAPs259. 

• Les cellules immunitaires. Dans un modèle murin, l’absence de cellules PDGFRα+ a 

entraîné une diminution des leucocytes (CD45+) dans les muscles à 3 jpl associée à une 

perte d’efficacité de la régénération44. Néanmoins, ces résultats ne démontrent pas si 

cette diminution du nombre de cellules CD45+ est le résultat d’une inhibition de la 

prolifération cellulaire, du recrutement des cellules immunitaires ou même d’une mort 

cellulaire dans le muscle lésé. En effet, après une lésion, les monocytes Ly6C+ circulants 

dans le sang infiltrent la zone endommagée dans les 24 premières heures suivant la 

blessure, se différencient en macrophages et prolifèrent260. L’importance de la 

production de cytokines par les FAPs nécessaire à une régénération musculaire efficace 

a été largement démontrée par ailleurs171,255,261,262. C’est le cas, par exemple de l’IL-33, 

majoritairement produite par les FAPs au cours des 12 premières heures après la lésion, 

et qui permet de stimuler la prolifération des cellules immunitaires Treg262. Les FAPs 

ont aussi été rapportés comme sécrétant de l’Il-10 en réponse à une lésion247, jouant 

un rôle important dans le changement phénotypique des macrophages vers un profil 

anti-inflammatoire et favorisant ainsi la régénération musculaire263. Cette réponse 

primaire complexe des FAPs au cours de la régénération soutient l’idée qu’ils sont des 

modulateurs importants de la réponse immunitaire précoce. 

• Les fibres musculaires : Les travaux à l’origine de la découverte des FAPs 

intramusculaires avaient abordé la question du dialogue entre cette population 

cellulaire et les progéniteurs myogéniques par des approches de co-culture in vitro31,32. 

Les différents auteurs ont pu montrer que la co-cullture de FAPs avec des CS favorise 

leur prolifération, différenciation en myoblastes ainsi que la fusion des myocytes31,32,62. 

Néanmoins, il semblerait aussi que les fibres musculaires matures puissent impacter le 

développement des FAPs. En effet, les études qui ont mis à jour les FAPs chez la souris 

ont aussi observé que la co-culture primaire entre des fibres musculaires et des FAPs 

inhibait la différenciation des FAPs en adipocytes31. Par la suite, d’autres études 

complémentaires ont démontré que la sécrétion d’IL-15 par les fibres musculaires était 

responsable de cette inhibition (Figure 6)264. 
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Hétérogénéité des FAPs en réponse à la lésion. 

Par la suite, c’est en étudiant l’hétérogénéité de la population de FAPs post-lésion musculaire 

que la définition de leur rôle s’est affiné. Comme nous l’avons évoqué dans un chapitre 

précédent, la population de FAPs présente une hétérogénéité, également post-lésion, 

résultant à la fois de différences d’expression génique (intrinsèque à la cellule) et d’influence 

du microenvironnement. L’étude de cette hétérogénéité en situation lésionnelle, initialement 

réalisée par des mesures d’expression génique sur FAPs triés et par cytométrie en flux, s’est 

enrichie par séquençage de l’ARN en cellule unique. Les différents travaux comparant situation 

basale et lésionnelle ont révélé des sous-populations « réactives », « remodelantes » et 

« résolutives » qui apparaissent tour à tour au cours de la régénération musculaire (Figure 7). 

Ainsi, l’analyse bio-informatique de l’expression génique des différentes sous-populations de 

FAPs qui apparaissent au cours de la régénération a permis de formuler des hypothèses sur le 

rôle fonctionnel des FAPs dans la régénération musculaire. 

FAPs réactifs : sécrétions paracrines. 

Afin d’étudier la diversité et l’évolution des populations de FAPs en condition de régénération 

musculaire, le modèle murin de lésion musculaire induite par injection CTX ou NTX a été utilisé 

pour mesurer les changements d’expression géniques des FAPs. Qualitativement, dans la 

phase précoce (0.5-2 jpl), différents auteurs décrivent un changement d’expression génique 

des FAPs caractérisé par l’expression de marqueurs communs, dont de nombreuses 

cyto/chimiokines (Tableau 2) et qui a été traduite par une « activation » des FAPs. Il est 

intéressant de noter que cette population apparaît dès 12h50 post-lésion et perdure à 48h51,53. 

A ce stade précoce du processus de régénération, les « FAPs quiescents », subissent un 

changement d’état vers un statut « activé ». Ce profil d’expression génique distinct, orienté 

vers la sécrétion de cytokines et de chimiokines permettrait d'établir spécifiquement leur 

communication avec les cellules environnantes, notamment les CS et les cellules immunitaires, 

essentielles à l'initiation du processus de régénération musculaire. Pour illustrer l’adaptation 

très rapide des FAPs au changement du microenvironnement induit par la lésion et leur 

mission support dès l’initiation de la régénération musculaire peut-être qu’un statut de FAPs 

« réactifs » plutôt qu’« activés » (comme mentionné dans la littérature) serait plus adapté à 

cette phase (Figure 7). 

FAPs de remodelage : structuration de la MEC. 

Une régénération musculaire est considérée comme aboutie lorsque la récupération 

morphologique et fonctionnelle du tissu a lieu265. Dans ce contexte, les analyses OMICS en 

cellule unique ont révélé là aussi un changement de l’expression des gènes des FAPs 

« réactifs ». Entre 3 et 10 jpl il est rapporté par Oprescu et al., De Michelli et al. et Scott et al., 

une diminution de l’expression des cytokines et chimiokines au profit d’une expression de 

gènes liés à la modulation de la MEC tels que les gènes de la grande famille des collagènes, 

des laminines et des fibrillines50,51,53 (Tableau 2). L’étude d’Oprescu et al. définit cette 

population de FAPs par l’expression dominante du marqueur Wisp150. A 10 jpl, les FAPs 

adoptent ensuite un profil d’expression qui se caractérise par l’expression majeure de dlk1 
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(Figure 7), un marqueur connu des progéniteurs adipogéniques266 pouvant suggérer un 

engagement de cette population vers un profil adipeux dans des temps plus tardifs de la 

régénération.  

D’un point de vue fonctionnel, wisp1 (la protéine 1 inductible par la voie de signalisation WNT-

1) est un facteur composant la MEC connu comme étant sécrété par les FAPs au cours de la 

régénération musculaire favorisant l’expansion des CS par division asymétrique et garantissant 

ainsi l’entrée en différenciation des CS (Figure 6)267. Au sein du muscle, les FAPs représentent 

la principale source de composants de la matrice extracellulaire, tels que les collagènes (par 

exemple Col6a1, Col5a1), la laminine (lama2, lamb1) et la fibronectine (Fbn1) au cours du 

processus de régénération favorisant ainsi l’entrée de la CS dans le programme myogénique136. 

L’inhibition de la sécrétion de collagènes impacte drastiquement la prolifération des CS 

résultant sur une récupération morphologique des fibres musculaire retardée dans un modèle 

murin de lésion NTX246. L’étude menée par Negroni et al. soutient également ces observations, 

mettant en évidence la prédiction de la sécrétion de protéines essentielles à la composition et 

l’organisation de la MEC54, un processus nécessaire à la régénération musculaire268. Par leurs 

sécrétions les FAPs agissent alors comme des « ouvriers » capables de restaurer le réseau 

matriciel qui a été désorganisé suite à la lésion musculaire265,269.  

FAPs de résolution : un retour à la quiescence. 

Au cours des stades terminaux de la régénération musculaire, entre 21 et 28 jpl, Oprescu et al. 

ont identifié une population de FAPs caractérisée par l’expression de Osr1. Au sein de cette 

population, l’étude de trajectoire permettant d’établir le devenir de cette population à partir 

de l’expression génique, a permis de révéler une divergence de la population Osr1+ vers deux 

sous-populations distinctes marquées par l’expression respective de dpp4 et cxcl14 décrits 

initialement à l’état basal (Tableau 2). Entre 7 jpl53 et 14 jpl51, De Micheli et al. et Scott et al. 

décrivent une réapparition des populations de « FAPs quiescents » (Figure 7). 

Suite à une blessure, la capacité du muscle squelettique à se régénérer est remarquablement 

efficace chez l’adulte. Nous venons de voir que cette efficacité est soutenue par des 

interactions fonctionnelles réciproques entre différents types cellulaires. Plus précisément, 

une coordination finement régulée des signaux émis par l'infiltrat inflammatoire puis par les 

FAPs, semblent jouer un rôle clé dans l'activation des CS, en les incitant à sortir de leur état de 

quiescence, à proliférer et à se différencier. Cependant, l’efficacité de cette coordination peut 

décliner dans différentes situations physiopathologiques conduisant à l’apparition progressive 

de dégénérescences musculaires que nous aborderons dans le chapitre suivant. 
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Le tissu musculaire après lésion :  

- Plusieurs modèles murins ont été développés pour étudier les mécanismes cellulaires et 

moléculaires mis en place au cours de la régénération musculaire. 

- Les CS sont les acteurs centraux de la régénération à l’origine de la formation des nouvelles 

fibres musculaires. 

- Le dialogue avec leur micro-environnement est déterminant pour assurer une régénération 

efficace.  

- Les FAPs agissent comme des chefs d’orchestre dans ce micro-environnement et coordonnent 

les dialogues entre les différents composants cellulaires et acellulaires.  

- La phase initiale d’augmentation des FAPs à 1 jpl n’est pas soutenue par la prolifération de 

ces cellules et reste encore incomprise. 

- De nouvelles sous-populations de FAPs aux rôles précis apparaissent tandis que d’autres 

disparaissent au cours du temps post-lésion mais la régulation de ces changements reste 

encore inexpliquée à ce jour. 
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III/ Défauts de régénération et dégénérescence musculaire 
La plupart des défauts de régénération musculaire observés en pathologie sont associés à une 

présence accrue de tissus fibrotique et adipeux à l'intérieur du muscle270. Dans un premier 

temps, nous clarifierons les termes "dégénérescence musculaire" et "défauts de 

régénération", mettant en lumière leurs différences mais aussi les liens causatifs qui les relient. 

Par la suite, nous explorerons les acteurs identifiés au cours du processus de régénération 

physiologique (tel que décrit dans le deuxième chapitre) et mettrons en évidence leurs 

implications dans les perturbations de la régénération musculaire observés en pathologie. 

Enfin, nous examinerons les diverses cellules qui ont été proposées pour expliquer l’origine de 

l'infiltration fibro-adipeuse du muscle dans les différents cas pathologiques choisis, en 

expliquant pourquoi les FAPs se démarquent comme acteurs clés de ce phénomène. 

 

1) Définitions et situations pathologiques 

La dégénérescence musculaire et les défauts de régénération sont deux notions distinctes, 

mais leurs similitudes peuvent prêter à confusion.  

Les défauts de régénération musculaire se réfèrent aux anomalies qui perturbent le processus 

de régénération des fibres musculaires après une blessure comme décrit dans le chapitre II. 

Ces défauts peuvent aboutir à une absence ou un retard de régénération et une altération des 

différentes fonctions du muscle271.   

La dégénérescence musculaire se réfère à la perte progressive de la masse musculaire 

associée à une diminution de la force de contraction. Elle est observée dans différentes 

situations liées à des comportements (inactivité physique chronique272), des situations 

physiologiques (comme le vieillissement273) ou pathologiques (comme les myopathies274).  Les 

myopathies regroupent des pathologies hétérogènes, héréditaires ou acquises, avec des 

atteintes musculaires généralisées ou spécifiques à certains groupes musculaires. Les 

dystrophies musculaires sont des myopathies d’origine génétique qui pour la plupart sont 

caractérisées par une dégénérescence musculaire275. La perte progressive de force s’explique 

par une diminution de la taille des fibres musculaires (atrophie), la présence d’infiltrats 

inflammatoires et un développement intramusculaire de tissus fibreux et adipeux (Figure 8)276.  

Il existe donc un lien de causalité entre ces deux notions, les défauts de régénération 

musculaires sont une des causes de la dégénérescence musculaire progressive. 

L’évaluation de la dégénérescence musculaire chez l’homme peut être réalisée à travers 

diverses méthodes et tests médicaux277–279 :  

1. Mesures de la masse musculaire : la mesure de la masse musculaire totale (masse 

maigre) peut être effectuée à l’aide de techniques telles que la bioimpédance 

électrique (BIA), la densitométrie à rayons X à double énergie (DEXA) ou 

l’absorptiométrie biphotonique à rayons X (DXA). 
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Figure 8 : Développement de tissu fibro-adipeux intramusculaire dans les 

dégénérescences musculaires. Cette figure montre l’évolution des différents composants cellulaires 

et acellulaires, du stroma et du parenchyme, au cours de la régénération musculaire et dans des cas de 

défaut de régénération qui aboutissent à une dégénérescence musculaire. On observe alors une atrophie 

des fibres musculaires dans ces cas pathologiques associée à un développement d’adipocytes et d’un dépôt 

de MEC. 
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2. Tests de force musculaire : la mesure de la force de préhension manuelle, peut être 

utilisée pour évaluer la capacité fonctionnelle des muscles. Des appareils de 

dynamométrie sont souvent utilisés pour mesurer la force musculaire isométrique. Des 

échelles de cotation spécifiques peuvent être utilisées pour évaluer la force musculaire 

et la fonctionnalité dans différentes parties du corps. Par exemple, l’échelle du Medical 

Research Council (MRC) est souvent utilisée pour évaluer la force musculaire de 

différents groupes musculaires. 

3. Évaluation de la fonction physique générale : des tests de capacité physique tels que le 

test de marche de six minutes ou le test de montée des escaliers peuvent fournir des 

indications sur la capacité fonctionnelle globale et la fatigue musculaire. 

4. Imagerie médicale : l’imagerie par résonance magnétique (IRM) et l’échographie 

peuvent fournir des informations détaillées sur la structure musculaire, y compris la 

taille des fibres musculaires et la présence de graisse ou de fibrose. 

5. Mesures de biomarqueurs : certains biomarqueurs sanguins peuvent être utilisés 

comme indicateurs de dégénérescence musculaire. Par exemple, la créatine kinase (CK) 

est une enzyme libérée dans le sang en cas de lésion musculaire. 

6. Analyse de biopsies musculaire : par histologie pour évaluer plusieurs paramètres 

comme la taille et le type des fibres musculaires par histologie ou par analyse de 

l’expression de certains gènes spécifiques. 

Chez le rongeur, l’analyse histologique de coupes transversales de muscle reste la plus utilisée 

pour évaluer les critères de dégénérescence musculaire comme la présence de dépôts fibreux 

et adipeux, la diminution de la taille des fibres musculaires et la présence de fibres 

centronuclées213. Ensuite, il est également possible d’effectuer des tests fonctionnels chez le 

rongeur. Le test le plus largement utilisé est le « grip test, » qui permet d’évaluer la force de 

contraction des muscles des membres antérieurs280. Cependant, ce test ne permet pas de 

mesurer la force dans d’autres groupes musculaires. Pour ce faire des tests de contraction 

musculaire ex vivo par stimulation électrique du système neuromusculaire et mesure de la 

réponse contractile à l’aide de capteurs dynamométriques ont été développés281. De manière 

similaire à ce qui est fait chez l’homme, l’expression de certains gènes spécifiques, tels que 

ceux impliqués dans la régulation transcriptionnelle de la myogenèse (Pax-7, Myf5, 

Myogenine, MyoD, Mrf4, eMyHC), peut aussi être quantifiée en tant que critère d’évaluation 

de l’efficacité de la régénération musculaire ou témoigner d’une dégénérescence282. 

Dans la suite de cette section j’ai choisi de décrire les défauts de régénération musculaire 

associés à des développements fibreux et adipeux intramusculaires (Figure 8) :  

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est l’une des myopathies les plus fréquentes 

et les plus étudiées. Myopathie dégénérative caractérisée par une faiblesse musculaire 

progressive et irréversible, elle diminue fortement l’espérance de vie. C’est une maladie rare    
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Figure 9 : Perte progressive de la fonction contractile du muscle avec l’âge chez l’homme et 

la souris. D’après l’étude de Shaw et al. (2017) et la corrélation de l’âge homme/souris de Wang et al. (2020). 
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qui touche chaque année 150 à 200 garçons nouveau-nés en France dont les symptômes se 

manifestent à partir de l’âge de trois ans. Environ 2 500 personnes sont affectées par la maladie 

en France283. Elle est causée par une mutation du gène de la dystrophine, situé sur le 

chromosome X 284. La dystrophine est une longue protéine qui se lie aux filaments d’actine par 

sa région N-terminale et au complexe dystroglycane (DCG) à la membrane cellulaire par sa 

région C-terminale. La dystrophine joue un rôle essentiel dans le maintien de l’architecture et 

de l’intégrité des fibres musculaires en permettant le maintien du sarcomère à la membrane 

plasmique. En raison de l’absence de dystrophine, les muscles dystrophiques présentent une 

fragilité mécanique et subissent des dommages à chaque contraction musculaire285, ce qui 

entraîne une activation constante des CS impliquées dans le processus de régénération286. La 

DMD se caractérise alors par des cycles continus de dégénérescence et de régénération 

jusqu’aux stades tardifs de la maladie aboutissant à un épuisement du système et les fibres 

musculaires sont alors progressivement remplacées par des tissus fibrotiques et adipeux, 

compromettant la fonction du muscle287. Plusieurs modèles de souris transgéniques ont été 

générés en reproduisant la mutation du gène de la dystrophine, notamment le modèle murin 

mdx288,289, afin de mieux caractériser cette pathologie et comprendre les mécanismes 

moléculaires et cellulaires qui mènent au remplacement du tissu musculaire par ces tissus.  

Le vieillissement n’est pas qualifié de myopathie mais il implique le développement progressif 

d’une dégénérescence musculaire liée à l’âge. D’ici 2050, la proportion mondiale de personnes 

de plus de 65 ans va passer de 9% à 16% d’après les données l’OMS (Organisation Mondiale 

de la Santé, 2019). À mesure que la société vieillit, l’incidence des limitations physiques 

augmente de manière spectaculaire réduisant la qualité de vie et augmentant les dépenses de 

santé. Dans la société occidentale, environ 30 % de la population de plus de 55 ans est 

confrontée à des limitations physiques modérées ou sévères. Plusieurs études rapportent une 

perte de la force musculaire chez l’homme à partir d’environ 40 ans290 (correspondant à 

environ 45 semaines chez la souris291) avec une intensification du phénomène à 60 ans (Figure 

9). Bien que ce ne soit pas la seule cause de ces limitations, la perte progressive de masse et 

de force musculaires liée à l’âge (également appelée sarcopénie) représente un aspect majeur 

du vieillissement292. Les changements progressifs liés au vieillissement comprennent, entre 

autres, une diminution de la taille des fibres musculaires, une modification du réseau matriciel 

et une augmentation de l’infiltration graisseuse du muscle squelettique292. Cette 

dégénérescence musculaire liée au vieillissement est également accompagnée d’une perte 

progressive du muscle de sa capacité à se régénérer après des lésions tissulaires293. Cela 

suggère que les pertes progressives de masse et de fonction contractile musculaire liées au 

vieillissement pourraient résulter en partie d’évènements accumulés de régénérations 

musculaires incomplètes qui surviennent tout au long de la vie et qui s’intensifient avec le 

vieillissement. Ces défauts liés à l’âge dans les mécanismes de régénération peuvent être 

inhérents au muscle lui-même mais aussi résulter de changements dans les systèmes de 

régulations externes comme décrit par Munoz-Canoves et al.294. L’exemple du vieillissement  
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est alors intéressant pour mieux comprendre les verrous qui s’installent dans un contexte 

physiologique où la régénération musculaire n’est plus efficace. 

L’obésité est une maladie métabolique caractérisée par un dépôt excessif de tissu adipeux 

dans l’organisme en raison d’un bilan énergétique positif (apport énergétique supérieur à la 

dépense)295. La prévalence de l’obésité dans la population a considérablement augmenté au 

cours des dernières décennies dans le monde. D’après les données de Santé Publique France 

et les rapports Obepi-Roche296 menés entre 2016 et 2020 en France, 47% des personnes sont 

en situation de surpoids et 17% sont obèses, avec un indice de masse corporelle (IMC) 

supérieure à 30,0 kg/m². Selon les projections de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 

ces chiffres vont s’accroitre et environ 25-29% de la population française sera en situation 

d’obésité d’ici 2030297. L’obésité conduit à l’apparition de différentes pathologies dont le 

diabète de type 2 (DT2, représentant 80% des individus obèses) associé à une résistance à 

l’insuline298. Sur le plan physiologique, la résistance à l’insuline se caractérise par une 

diminution de l’absorption du glucose sanguin stimulée par l’insuline par les muscles 

squelettiques et les tissus adipeux (responsable de l’hyperglycémie), ainsi qu’une levée 

d’inhibition de la lipolyse et de la production de glucose dans le foie (responsables de 

l’hyperlipémie et l’hyperglycémie)299. Il a été rapporté dans l’obésité et le DT2 des défauts de 

régénération musculaires chez l’homme et la souris295. Deux types d’évènements ont été 

décrits comme pouvant influencer ce processus : (1) des évènements intramusculaires avec 

une infiltration adipeuse excessive chez les individus obèses. (2) des paramètres extrinsèques 

aux muscles, comme l’hyperinsulinémie et l’hyperglycémie300. En revanche, l’obésité est une 

situation qui est différente des deux précédentes puisque l’infiltration adipeuse 

intramusculaire prend place avant l’apparition des défauts de régénération du muscle mais les 

relations de causes à effet avec la régénération n’ont jamais été démontrées dans la littérature. 

Différents modèles murins d’obésité / DT2 peuvent être utilisés pour étudier l’impact de ces 

différents paramètres sur la régénération du muscle. Les modèles ob/ob et db/db sont des 

modèles génétiques respectivement mutés pour le gène de la leptine ou son récepteur300. Ces 

modèles se caractérisent par des niveaux de résistance à l’insuline avancés, tandis que les 

modèles d’obésité induite par une alimentation riche en graisses (HFD) présentent une 

résistance à l’insuline moins sévère300. Il semble alors intéressant de comprendre l’influence 

de ces différents paramètres sur la régénération du muscle et en particulier celle des 

adipocytes intramusculaires.  

Dans les parties suivantes nous synthétiserons les connaissances actuelles sur l’implication des 

différents acteurs cellulaires et acellulaires dans les cas pathologiques de défauts de 

régénération musculaires énumérées précédemment et discuterons de l’origine de 

l’infiltration des tissus fibreux et adipeux, dans ces différents cas. 
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2) Acteurs cellulaires et acellulaires impliqués dans les défauts de régénération 

musculaire. 

 

a) Les progéniteurs myogéniques 

La capacité de régénération du muscle squelettique diminue chez les animaux dystrophiques 

DMD301, au cours du vieillissement273 mais aussi chez les animaux obèses développant un 

DT2302. Les CS ont été étudiées en première intention pour tenter d’expliquer les défauts de 

régénération observés. Néanmoins, leur évolution dans ces trois situations sont 

complètement différentes, laissant sous-entendre que les mécanismes qui contrôlent leur 

activité sont variés.  

Evolution quantitative des CS. L’analyse de biopsies musculaires prélevées sur des patients 

atteints de DMD âgés de deux à sept ans a révélé une quantité plus élevée de CS dans les 

muscles dystrophiques par rapport aux muscles prélevés chez des individus sains du même 

âge303. Chez la souris, des études récentes ont démontré la présence d’un nombre accru de CS 

dans les muscles du modèle murin mdx de tous âges par rapport à des souris saines aux mêmes 

âges72,301,304,305. Ces résultats suggèrent collectivement que la capacité régénérative réduite 

des muscles dystrophiques DMD ne peut pas simplement être attribuée à l’épuisement du 

nombre des CS. En revanche, chez l’homme comme chez la souris, le vieillissement 

s’accompagne d’une diminution du nombre de CS d’environ 50% dans un muscle de souris 

âgée de 20 à 24 mois par rapport à un muscle jeune (Figure 10)306–309. Enfin, chez la souris 

obèse ob/ob et induite par HFD pendant 12 semaines il n’a été observé aucune mort par 

apoptose, d’autophagie ou de protéolyse des CS indiquant un nombre de CS inchangé dans les 

modèles d’obésité à l’état basal, sans lésion musculaire310.  

Fonctionnalité des CS. Dans les trois situations que nous avons décrites, les capacités 

intrinsèques des CS à régénérer le muscle lésé sont altérées. Ces résultats soulèvent alors la 

question de savoir si la baisse fonctionnelle des CS est fondamentalement intrinsèque ou 

extrinsèquement induite par l’évolution de l’environnement, une question qui soulève 

beaucoup d’intérêt dans la littérature. De plus en plus de preuves suggèrent que les deux 

processus sont impliqués 311 et nous allons maintenant détailler en quoi les mécanismes qui 

régulent les CS dans le processus de régénération musculaire peuvent être altérés et emmener 

à des défauts de régénération dans chaque situation. 

Chez les individus atteints de la myopathie de Duchenne, des études récentes ont révélé que 

les CS peuvent aussi exprimer la dystrophine et la plupart des composants du DGC304,312. Plus 

précisément, elles expriment la protéine dystroglycane (Dag1), qui joue un rôle essentiel dans 

leur fonctionnement. La délétion spécifique de Dag1 dans les fibres musculaires entraîne une 

dégénérescence musculaire moins sévère que lorsque Dag1 est supprimée dans les fibres 

musculaires et les CS313. Ces résultats mettent en évidence l’importance des protéines du DGC 

dans la fonction des CS et suggèrent que l’incapacité des CS à régénérer les muscles  
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Figure 10 : Importance de la balance entre division symétrique et asymétrique de la cellule 

satellite dans l’efficacité de régénération musculaire.  
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dystrophiques peut être due à des déficits cellulaires intrinsèques. En plus, il a également été 

observé par des approches in vitro que la dystrophine est exprimée dans une fraction de CS 

peu après leur activation. La dystrophine interagit avec des protéines jouant des rôles clés dans 

l’établissement de la polarité cellulaire comme la protéine Mark2 et Pard3, dont leur 

distribution aux pôles opposés de la cellule est nécessaire au processus de division 

asymétrique304. Cette division asymétrique est une caractéristique des cellules souches et 

permet de générer deux types de cellules filles différentes : un myoblaste impliqué dans la 

régénération musculaire et une cellule satellite indifférenciée qui permet le maintien du pool 

de CS (Figure 10). Dans le modèle murin mdx, il a été observé une expression réduite de Mark2 

et un dysfonctionnement de la polarité cellulaire entrainant une réduction significative du 

nombre de divisions asymétriques des CS, tandis que le nombre de divisions symétriques reste 

inchangé (Figure 10)304. La diminution des divisions asymétriques limite alors le nombre de CS 

engagées dans la différenciation et conduit à une accumulation de CS indifférenciées. Ces 

résultats permettent de réconcilier l’observation d’une augmentation du pool de CS chez les 

patients DMD sans pour autant bénéficier d’une régénération musculaire plus efficace.  

Dans le cadre du vieillissement, au-delà de l’épuisement du pool de CS, la capacité 

myogénique intrinsèque des CS est également altérée au cours du vieillissement. Par exemple, 

des expériences de culture primaire in vitro ont démontré que les progéniteurs musculaires 

de sujets âgés conservaient leur capacité de proliférer et de se différencier, mais avec un 

rythme bien plus lent que celui des jeunes sujets, tant chez l’homme que chez la souris314,315. 

Il semblerait qu’à la fois des modifications intrinsèques des CS et de leur environnement 

altèrent leur activité.  

Parmi les influences intrinsèques on observe le raccourcissement des télomères, qui est 

associé au vieillissement et a été proposé comme étant responsable de la sénescence 

cellulaire, c'est-à-dire de l'arrêt du cycle cellulaire dû au vieillissement316. Une corrélation entre 

la longueur des télomères et le potentiel prolifératif des CS a été observée317. Cependant, les 

CS humaines ne montrent que des signes marginaux de raccourcissement des télomères au 

cours du vieillissement318. Par conséquent, le rôle précis du raccourcissement des télomères 

dans le comportement des CS âgées reste à déterminer. Les CS présentes dans les muscles de 

souris âgées se trouvent dans un état de présénescence caractérisé par une forte expression 

de l'inhibiteur du cycle cellulaire CDK p16INK4a319 qui les rendent incapables de proliférer 

correctement et de maintenir actif le processus d’auto-renouvellement 319. Il a été démontré 

que l'inhibition de l'expression du gène p16INK4a permet de relancer les CS dans le cycle 

cellulaire et maintenir leur capacité d'auto-renouvellement améliorant alors le potentiel de 

régénération musculaire chez la souris âgée319. De manière intéressante, l'élimination des 

cellules exprimant p16INK4a est suffisante pour atténuer la progression du déclin musculaire 

lié à l’âge : le diamètre des fibres musculaires des animaux traités est augmenté et leur 

performance lors du test d'effort sur tapis roulant est améliorée320. Dans l'ensemble, les 

fonctions des CS dépendent d'un équilibre finement régulé entre des facteurs intrinsèques et 

extrinsèques, qui peuvent être perturbés par le processus de vieillissement. 
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Les influences extrinsèques affectant les CS au cours du vieillissement peuvent être 

systémiques ou locales321. In vitro, les myoblastes primaires exposés au sérum de jeunes souris 

ont un potentiel myogénique plus élevé que les cellules traitées avec du sérum de souris 

agées322. In vivo, des expériences pionnières de transplantation de muscle entier chez le rat 

ont montré que l'âge du receveur définit la capacité de régénération des CS323. Par conséquent, 

les muscles âgés transplantés chez un receveur jeune ont une capacité de régénération plus 

élevée que les muscles jeunes transplantés chez un receveur âgé, démontrant l’importance 

des facteurs circulants dans la régénération du muscle. Une récente étude menée chez la 

souris a employé des technologies de séquençage en cellule unique associées à la 

transplantation cellulaire afin de mettre en évidence que les CS d’animaux âgés subissent une 

"reprogrammation transcriptionnelle" après leur transplantation dans un muscle de souris 

jeune324. Ces CS issus de muscle âgés présentent un profil transcriptionnel similaire à celui 

observé chez les jeunes animaux. Bien que les mécanismes moléculaires sous-jacents à cette 

reprogrammation restent indéterminés, une expérience de parabiose (un système de 

circulation sanguine partagée entre deux souris) entre une souris jeune et une souris vieille a 

révélé que la signalisation Notch peut être restaurée dans les CS âgées par l'exposition à du 

sérum jeune325. Comme nous l'avons vu précédemment, Notch joue plusieurs rôles essentiels 

dans l'activation, la prolifération et l'auto-renouvellement des CS. En plus, les myofibres des 

muscles âgés présentent une expression augmentée du facteur FGF2 entrainant la sortie des 

CS de leur état de quiescence et la perte de leur capacité d'auto-renouvellement perturbant 

l'équilibre entre la quiescence et l'activation/prolifération des CS ce qui aboutit à l’altération 

de leur pool dans le muscle âgé309,321. 

Enfin, dans le cas de l’obésité associée à un DT2, plusieurs études ont examiné la régénération 

musculaire chez des souris obèses ou diabétiques en utilisant des myotoxines et des lésions 

induites par le froid302,326,327. Une courte période de HFD (3 semaines) chez de jeunes souris a 

entraîné une réduction du nombre de fibres musculaires centronucléées  témoignant d’une 

altération de la régénération musculaire du tibialis antérieur après une lésion induite par le 

froid par rapport à des animaux normo-pondérés sains et lésés dans les mêmes 

conditions302,327. Pour expliquer ces résultats, il a été observé une diminution de la capacité 

des progéniteurs myogéniques à fusionner chez des animaux soumis au HFD327,328 alors que 

les CS ne présentent pas d’altération de leur capacité proliférative après lésion329,330. Les 

modifications de certains paramètres métaboliques systémiques comme l’hyperinsulinémie, 

hyperglycémie, hyperlipémie ou encore hyperleptinémie299,331 ont orienté les recherches vers 

une altération de l’environnement des CS modifiant leur processus de différenciation. Il était 

déjà décrit dans des contextes d’obésité que l’excès d’accumulation de lipides résultant d’un 

taux élevé d’acides gras plasmatiques était responsable d’un phénomène de lipotoxicité dans 

le muscle participant à la mise en place de l’insulino-résistance159,332. Le terme « lipotoxicité » 

a été choisi pour décrire comment l’accumulation de lipides entraine un dysfonctionnement 

et une mort cellulaire dans les tissus non adipeux333. Chez l’homme comme chez la souris 

obèse, , les phénomènes de lipotoxicité associés à l’accumulation excessive de lipides 

intramusculaires108,126 ont été décrits comme altérants les fonctions des CS . La lipotoxicité a 
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été modélisée in vitro sur des lignées de progéniteurs musculaires par plusieurs groupes en les 

exposant avec des acides gras (palmitate) ou des sphingolipides (céramides) dans leur milieu 

de culture. Ces études ont montré que la présence de ces composés réduit considérablement 

l'expression du facteur de transcription myogénique MyoG. In vivo, dans une étude menée sur 

des souris nourries pendant 8 mois avec un régime HFD il a été observé une réduction de la 

masse musculaire du tibialis anterior après une lésion par CTX, caractérisée par des myofibres 

plus petites, des espaces interstitiels plus grands et un dépôt accru de collagène par rapport à 

des souris lésées non obèses326. Dans une autre étude, l’expression du facteur de régulation 

de la différenciation myogénique, MyoD, est significativement réduite dans les CS isolées à 

partir d'un modèle murin d'obésité induite par l'alimentation328. De plus, dans un autre 

modèle murin d’obésité induite, on observe une altération de l'activation des CS après 

blessure, en partie attribuable à une diminution de la signalisation du facteur de croissance 

des hépatocytes (HGF) dans le muscle squelettique334. L’activité du HGF nécessite la présence 

de la protéine kinase activée par l'AMP (AMPK) essentielle pour maintenir le pool de CS et 

induire la formation de myotubes. Il a été suggéré que les CS isolées à partir de muscles lésés 

de souris soumises au HFD présentent une activité réduite de l'AMPK, ce qui altère la 

régénération musculaire335 . Cependant, on ignore encore largement quels autres processus 

physiologiques sont altérés chez les individus obèses menant au dysfonctionnement de la 

régénération du muscle squelettique et la relation de causalité entre l’infiltrat adipeux chez 

l’obèse et les dysfonctions observées des CS. 

A partir de ces observations faites dans les contextes DMD, âgé et d’obésité, il est de plus en 

plus évident que l'environnement des CS joue un rôle plus important que les changements 

intrinsèques dans l'établissement des défauts de régénération. Par conséquent, la niche des 

CS semble représenter une cible thérapeutique de choix, plutôt que les CS elles-mêmes. Dans 

les parties suivantes, nous allons détailler les modifications observées des différents 

constituants de la niche des CS dans ces contextes. 

b) Les fibres musculaires  

Malgré l'importance de la myofibre dans la régulation de l'activité des CS, on connait peu de 

choses sur les signaux moléculaires exprimés sur ou par la myofibre qui régulent le 

comportement des CS et dont leurs perturbations au cours du vieillissement, de l’obésité ou 

dans les myopathies pourraient entrainer des défauts de régénération. 

Dans le cas de la DMD, les cycles de dégénération/régénération de la fibre musculaire 

empêche la CS de se fixer de manière stable via les interactions M et N-cadherines et Notch / 

delta like 1 avec la fibre que nous avons décrit dans le chapitre I. La CS est donc 

continuellement sollicitée, ne lui permettant pas de garder son état quiescent336. De façon 

intéressante, on observe de manière commune aux trois situations un switch phénotypique 

du type de fibre musculaire, une augmentation de fibres de type I (à contractions lente, 

oxydatives) au détriment d’une perte de fibres de type II (à contraction rapide, glycolytiques). 

Dans le cas de la myopathie de Duchenne, il est observé une altération préférentielle des 

fibres de type II337 ce qui a pour conséquence une altération de leur proportion dans le muscle. 
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Dans le cadre de l’obésité338 ou du vieillissement339, il est observé à la fois chez l’homme et la 

souris un switch des types de fibres entrainant une proportion plus élevée de fibres de type I. 

Les raisons sous-jacentes à ces changements demeurent encore largement méconnues, de 

même que les facteurs qui pourraient les influencer340. Il n’a jamais été démontré si le types 

de fibre influence l’activité des CS. En revanche, une étude montre que le nombre de CS 

observées le long des fibres de type I est le même que celui pour les fibres de type II chez 

l’homme341, donc on pourrait penser que la nature de la fibre n’influence pas le nombre de 

CS. Il est envisageable que, en fonction du type de fibre musculaire, des protéines de surface 

ou sécrétées soient exprimées de manière différente et puissent avoir un impact variable sur 

les CS. Par exemple, une étude a montré que l'expression du récepteur Notch par les CS reste 

stable avec le vieillissement, bien qu'il y ait une diminution de l'activité de la voie Notch 

subséquente342. Cette diminution a été attribuée à un défaut d'expression du ligand Delta 1 à 

la surface des fibres musculaires de souris âgées. Ces résultats suggèrent que les modifications 

des fibres musculaires observés dans les cas de défauts de régénérations pourraient jouer un 

rôle dans la régulation de la CS. 

c) Les cellules immunitaires 

Les altérations de la réponse inflammatoire dans le cadre de la régénération musculaire dans 

la DMD sont les plus documentées dans la littérature343. Il est décrit que la nécrose tissulaire 

permanente entraîne une libération constante de DAMPs qui provoque un recrutement 

chronique de leucocytes, conduisant à une inflammation persistante72. D’ailleurs la population 

de leucocytes CD45+ dans un muscle mdx murin à l’état basal représente 47% de la population 

des cellules mononuclées du muscle quadriceps344 (contrairement aux 6% retrouvés chez des 

animaux sains). 

Les macrophages représentent la population majoritaire (60%) parmi les leucocytes344. Bien 

qu'essentiels à la réparation tissulaire lors d'une blessure aiguë, ils présentent une activité 

"anarchique" dans le contexte d'une blessure chronique. En effet, les macrophages pro-

inflammatoires qui sont normalement actifs pendant quelques jours après une blessure aiguë 

sont présents de manière chronique dans les muscles dystrophiques, limitant ainsi leur 

transition vers un profil anti-inflammatoire nécessaire à la réparation musculaire242. Cette 

observation a également été réalisée dans un modèle murin de lésions répétées à la NTX à 4 

jours d’intervalle (mimant le cycle de dégénérescence/régénération DMD). Dans ce modèle, la 

répétition des lésions provoque une régénération musculaire asynchrone associée à un 

recrutement chronique de leucocytes et une augmentation de la fibrose tissulaire345. De plus, 

les macrophages en culture isolés de souris mdx sont incapables d’induire l’apoptose des FAPs 

nécessaire à la régénération musculaire246.  

Les neutrophiles et les mastocytes comptent pour environ 15% des leucocytes 

intramusculaires des animaux mdx344. Ils jouent un rôle néfaste dans les muscles 

dystrophiques de souris mdx et la déplétion de ces cellules réduit la nécrose cellulaire346,347. 

Les mastocytes et les neutrophiles libèrent des enzymes protéolytiques et des agents oxydants 

toxiques pour les cellules musculaires lorsqu'ils sont présents en concentrations élevées, ces 
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enzymes oxydent les résidus thiol et carbonyle des protéines vitales du sarcomère, entraînant 

la modification ou la perte de la fonction des protéines, le stress oxydatif contribuant ainsi à la 

physiopathologie de la DMD348.  

Les lymphocytes sont également impliqués dans la dégénérescence des muscles 

dystrophiques349. Par exemple, chez les souris dystrophiques mdx, la déplétion des 

lymphocytes B et T réduit considérablement la fibrose dans les muscles de la cuisse350. 

Cependant, l'ablation du thymus, où résident les lymphocytes T, entraîne une dysfonction 

musculaire à long terme chez les souris dystrophiques. Cette ablation entraine en réalité aussi 

l'élimination des lymphocytes T régulateurs (Treg) qui jouent normalement un rôle dans les 

zones nécrosées des souris mdx, augmentant ainsi l'expression d'IL-10 et favorisant l'activité 

des macrophages anti-inflammatoires351.  

Il semblerait alors que la dégénérescence chronique observée dans les muscles dystrophiques 

perturbe le recrutement des leucocytes dont les proportions et la cinétique avec lesquels ils 

sont recrutés semblent jouer un rôle majeur dans le maintien de l’efficacité de la régénération 

musculaire. 

 

Enfin, la réponse inflammatoire post-lésion décrite dans le cadre du vieillissement et de 

l’obésité semble elle aussi altérée, aussi bien en termes de recrutement cellulaire qu’en 

polarisation phénotypique des macrophages. Bien qu’elles soient moins décrites que pour la 

dystrophie DMD il semblerait que les altérations observées au cours du vieillissement352 ne 

soient pas similaires à celles décrites pour l’obésité300. C’est pourquoi nous allons d’abord 

décrire les modifications de la réponse inflammatoire au cours du vieillissement puis dans 

l’obésité et tenter à chaque fois de comprendre comment elles affectent la myogenèse. Les 

études qui se sont intéressées à ces processus ont essentiellement observé les variations aux 

seins des populations de macrophages, les populations majoritaires des leucocytes présents 

post-lésion. 

De manière générale, le vieillissement du système immunitaire a plus largement été décrit 

comme une augmentation systémique de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL1β et IFNγ). 

Cependant, de manière inattendue les muscles âgés murins et humains présentent une 

proportion de macrophage anti-inflammatoires CD163+, CD206+353–355 plus importante, alors 

que l’expression des cytokines est plutôt un profil pro-inflammatoire356. A ce jour les raisons 

de l’apparition de ces deux événements contradictoires et leur impact sur le muscle ne sont 

pas identifiés dans la littérature. En réponse à une lésion musculaire, les résultats obtenus sur 

le recrutement des monocytes/macrophages CD68+ fait l’objet de débats. Des observations 

récentes ont montré que les muscles EDL (extensor digitorum longus) blessés par une série de 

contractions musculaires forcées présentaient une diminution de l’infiltration des 

monocytes/macrophages CD68+ à 5 jpl  chez les souris âgées (25 à 27 mois) par rapport aux 

animaux jeunes (3 à 5 mois)356. Ces résultats sont en accord avec un défaut de recrutement ou 

d’expansion des macrophages après la blessure. Cette observation n’est pas retrouvée chez 

l’homme âgé (71 ans vs contrôles de 32 ans) dans le muscle quadriceps blessé par des exercices 

de résistance. 357. On peut expliquer ces résultats contradictoires par le fait que les blessures 
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aient été réalisées par la contraction musculaire elle-même, or nous avons vu plus haut qu’en 

réponse à ce type de blessure, la régénération du muscle s’effectue plus rapidement qu’avec 

l’injection de toxines, prenant environ 96h. Il est probable que les premières études, se plaçant 

à 5jpl, ne puisse pas observer les différences recherchées tandis que les études menées chez 

l'homme, qui se sont intéressées à des délais plus précoces de 72 heures, semblent être plus 

en phase avec la dynamique de régénération qui suit un exercice. La perturbation de 

l’infiltration des monocytes/macrophages en réponse à des lésions musculaires au cours du 

vieillissement ne fait donc pas consensus. Sur le plan de la polarisation phénotypique des 

macrophages vers un profil anti-inflammatoire qui prend place autour du 5ième jpl, il a aussi 

été décrit des altérations avec l’âge. Par exemple, les muscles quadriceps humains soumis à 

des contractions répétées ont montré une réduction des macrophages CD68+, CD11bhigh (pro-

inflammatoires) et une augmentation des macrophages CD206+ (anti-inflammatoires) dans les 

muscles âgés (~77 ans) par rapport aux jeunes muscles (~22 ans) dès 3h après l’exercice355. De 

manière similaire, après une lésion musculaire à la CTX, les souris âgées présentaient une 

réponse inflammatoire atténuée par rapport aux souris «jeunes», ainsi qu'un nombre plus 

important de macrophages anti-inflammatoires CD206+ et une forte expression de l'IL-10, à 3 

jpl358. Dans les deux cas, la présence de macrophages anti-inflammatoires est plus précoce 

qu’au cours de la régénération qui a lieu chez le sujet jeune. Ce changement phénotypique 

plus précoce empêche probablement les macrophages pro-inflammatoires d’agir 

correctement pour stimuler la prolifération des progéniteurs musculaires. Pour répondre à 

cette observation, une étude récente a réalisé des transplantations de moelle osseuse (MO) 

de souris jeunes vers des animaux âgés358 dans l’objectif d’apporter des précurseurs myéloïdes 

fonctionnels dans un contexte âgé et de permettre d’observer les conséquences sur la 

cinétique du switch phénotypique immunitaire. Les résultats obtenus à l’aide de ce modèle 

ont montré une restauration de la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 ainsi que 

du nombre de macrophages CD206+ sur une cinétique plus tardive chez les chimères 

transplantées avec de la MO « jeune ». Aussi, l'amélioration de la réponse immunitaire chez 

ces chimères a été associée à une prolifération des CS plus importante que chez les chimères 

transplantées avec de la MO d’animaux âgés. Par ailleurs, pour déterminer comment le 

vieillissement des cellules immunitaires affecte la fonction des progéniteurs musculaires, des 

milieux conditionnés provenant de macrophages « jeunes » ou « âgés » activés ont été 

appliqués à des myoblastes « vieux » en culture. Le milieu conditionné par des macrophages 

d’animaux  jeunes a inhibé la myogenèse et augmenté la prolifération359 tandis que celui 

conditionné par des macrophages de sujets âgés a réduit la prolifération358. Les perturbations 

dans le recrutement et la cinétique de polarisation des monocytes/macrophages peuvent 

donc nuire aux différents stades de la  régénération des muscles vieillissants360. 

Contrairement au vieillissement, la phase pro-inflammatoire (zone nécrotique mesurée par 

histologie et infiltrat macrophagique CD68+, CD11b+) est prolongée jusqu’à au moins 10 jpl 

chez des souris obèses induit par HFD, alors qu’elle s’arrête autour de 5 jpl chez des souris 

normo-pondérées328,361 . Il n’a pas été démontré de variations du nombres de macrophages 

post-lésion mais plutôt un décalage dans la phase initiale pro-inflammatoire qui pourrait être 
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à l’origine des défauts de régénération observés en cas d’obésité associée à un DT2330. D'Souza 

et al. ont été parmi les premiers à démontrer que l’activité des CS est compromise chez les 

souris obèses comparativement aux souris non obèses328. Différents travaux ont montré que 

la prolifération in vivo des CS n’est pas altérée après lésion chez des animaux nourris en HFD 

tandis que le processus de différenciation et de fusion sont fortement affectés par l’obésité326–

329,335. Ces études démontrent que l'expression de marqueurs de différenciation musculaire 

normalement exprimés au cours des phases de différenciation et fusion des CS, tels que MyoD 

et MyoG, est retardée et réduite au cours du processus de régénération musculaire chez les 

souris obèses alors que l'expression de eMyHC, c'est-à-dire une forme immature de myosine, 

persiste après la lésion. Ces résultats témoignent alors d’un retard de régénération dû à un 

décalage de la phase pro-inflammatoire de 5 jours en condition normale et au moins 10 jours 

en condition d’obésité. Enfin, peu de choses sont décrites sur la phase anti-inflammatoire de 

la régénération en condition d’obésité. Néanmoins, il a été mis en évidence que la signalisation 

de la leptine est aussi un facteur à prendre en considération dans les dérégulations de la 

réponse immunitaire en conditions d’obésité associée à un DT2. En effet, l’études de M. 

Nguyen et al. a démontré une diminution du nombre de macrophages F4/80+ chez les animaux 

ob/ob et db/db à 5 jpl alors qu’il ne l’observe pas chez les animaux nourris en HFD, 

conformément à ce qui est décrit dans les études citées précédemment300. Ainsi, la 

signalisation à la leptine est un facteur responsable du recrutement ou de la prolifération des 

macrophages dans le muscle après la lésion et sa perturbation au cours de l’obésité associée 

à un DT2 pourrait entrainer l’altération de la régénération du muscle. 

d) Les FAPs 

Contrairement à une lésion aiguë, qui induit une expansion transitoire de la population de 

FAPs, les muscles dystrophiques du modèle murin mdx connaissent une augmentation 

persistante du nombre de FAPs trois fois supérieure aux proportions observées chez des 

animaux sauvages246,362–364. En revanche, en réponse à une lésion CTX chez des souris mdx, 

aucune augmentation du nombre de FAPs n’a été observée par rapport aux fortes proportions 

déjà présentes362. Il est envisageable que les changements observés dans l’évolution des FAPs 

soient attribuables au microenvironnement dégénératif des muscles dystrophiques même si 

cela n’a jamais réellement été démontré. Parmi les différentes molécules surexprimées dans 

le muscle dystrophique il est observé le TGF-β (un régulateur clé du fonctionnement FAPs par 

action anti-apoptotique246). Une corrélation positive a été faite entre les taux de TGF-β 

intramusculaire et le nombre de FAPs à la fois chez l’homme souffrant de DMD et la souris 

mdx365–367. Dans la DMD, nous avons déjà décrit une présence chronique de macrophages pro-

inflammatoire, sécrétant à la fois du TNF-α et du TGF-β. Il se pourrait alors que 

l’environnement musculaire DMD pro-inflammatoire perturbe fortement l’activité des FAPs en 

forçant leur accumulation dans le muscle par inhibition de leur apoptose. 

Contrairement à la DMD, les muscles de souris âgées présentent un nombre réduit de FAPs (-

50%)368. En réponse à la lésion musculaire le nombre de FAPs augmente moins rapidement 

chez la souris âgée que chez la jeune252. Récemment, Lukjanenko et al. (2019) ont montré que 



               P a g e  72 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

les FAPs âgées ont une capacité proliférative réduite par rapport aux FAP jeunes368. Il 

semblerait que les capacités intrinsèques des FAPs âgés soient aussi altérées puisqu’ils ne sont 

pas capables de soutenir la différenciation des CS en culture directe ou par milieux 

conditionnés, en comparaison avec des FAPs jeunes368. La transplantation in vivo de FAPs 

jeunes a également permit d’améliorer les défauts de régénérations du muscle âgé en 

favorisant l’activité myogénique. Le fait que le soutien des FAPs aux CS soit transmis par 

l'intermédiaire d'un milieu conditionné suggère que des facteurs solubles régulent cette 

communication paracrine. Lukjanenko et al. (2019) ont montré que les FAPs agés sécrètent 

moins de Wisp1, nécessaire à la prolifération et la différenciation des CS, au cours du 

vieillissement368. In vivo, l’injection de Wisp1 dans un muscle suite à une lésion aigue par 

injection de glycérol a augmenté la prolifération des CS âgées et l'engagement des CS dans la 

myogenèse par l’expression augmentée de MyoD. L’injection de Wisp1 a aussi permis 

d’améliorer la proportion de nouvelles myofibres centronuclées et donc favoriser la 

régénération du muscle.  

Dans le cadre de l’obésité, les études montrent que le nombre de FAPs est 30% plus bas dans 

le muscle squelettique des souris obèses soumises à un régime HFD de 12 semaines par 

rapport à des souris soumises à un régime standard369. Après une blessure par injection de 

CTX les auteurs ont révélé différents défauts entre 3 et 14 jpl. Premièrement, la phase 

d’amplification des FAPs à 3 jpl est altérée (-15%) chez les animaux HFD traduisant 

probablement une baisse de la prolifération des FAPs 369. Deuxièmement, ils ont observé un 

défaut de la phase de diminution des FAPs entre 7 et 14 jpl avec une persistance du nombre 

de FAPs 10% supérieur en condition HFD, expliqué par une perturbation des signaux 

apoptotiques des FAPs après blessure369. En corrélation avec ces observations, une étude 

menée chez l’homme a montré que les FAPs issus de biopsies musculaires d’individus obèses 

présentaient des capacités prolifératives diminuées par rapport à des individus sains non 

obèses36. En revanche, chez des patients présentant des stades plus sévères d’insulino-

résistance l’activité proliférative et clonogénique des FAPs est paradoxalement accrue in 

vitro36. A ce jour, les mécanismes moléculaires qui contrôlent le comportement des FAPs dans 

le muscle en condition d’obésité ne sont pas compris270. Néanmoins, cette étude menée chez 

l’homme présentant divers degrés de sévérité d’insulinorésistance suggère que des 

paramètres extrinsèques aux FAPs sont dérégulés avec le DT2 (comme l’hyperglycémie, 

l’hyperlipémie, hyperinsulinémie…) ce qui perturberait l’activité des FAPs. Une étude chez la 

souris a d’ailleurs démontré que la restauration des taux sériques d’acide rétinoïque, perturbés 

par le régime HFD, permettait de restaurer le nombre de FAPs à l’état basal mais aussi leur 

cinétique correcte après blessure369. 

Dans des situations de défaut de régénération que nous avons abordé (DMD, vieillissement et 

obésité), l’activité des différents acteurs de la régénération musculaire est perturbée mais de 

manière différente en fonction de chaque situation. Malgré ces différences, toutes ces 

situations aboutissent à une perte de la masse et de la force musculaire qui corrèle avec le 
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développement intramusculaire d’un tissu fibro-adipeux. Nous allons maintenant discuter 

l’origine de la formation de ce dépôt et son impact sur la régénération du muscle. 

3) L’infiltrat fibo-adipeux associé aux dégénérescences musculaires 

L'infiltration fibro-adipeuse est fréquemment observée dans les défauts de régénération ainsi 

que dans plusieurs types de dégénérescence musculaire. Elle est souvent associée à une 

inflammation persistante ou chronique370,371 et est étroitement liée à la progression et à 

l'aggravation de la pathologie. Dans cette partie, nous allons d’abord définir l’infiltration fibro-

adipeuse avec les modifications conséquentes du muscle et son impact dans la 

dégénérescence quand il est décrit. Ensuite nous nous intéresserons à l’origine de la formation 

ectopique de ce tissu et expliquerons pourquoi les FAPs représentent des acteurs centraux 

dans ce développement. 

La fibrose est un phénomène dégénératif fréquent de plusieurs pathologies caractérisées par 

des lésions chroniques. La fibrose pathologique du muscle se caractérise par l’accumulation 

progressive et excessive de protéines de la MEC 372,373. Cette accumulation entraîne la 

substitution des myofibres par du tissu cicatriciel et aboutit à la perte fonctionnelle du 

tissu374,375. En plus d’altérer les capacités contractiles du muscle, le développement excessif de 

matrice représente une barrière pour la thérapie cellulaire et génique376,377. En effet, 

l’épaississement du tissu conjonctif fibrotique constitue un obstacle réduisant l’accès aux 

particules de grandes tailles comme les nanoparticules et altère la migration des cellules après 

leur injection dans le muscle en thérapie cellulaire. Certaines modifications de la MEC 

semblent communes à l’établissement de la fibrose dans les situations dystrophiques 

DMD217,378,379, de vieillissement137,380,381 et d’obésité137,382. En effet, il est rapporté pour ces 3 

conditions, une accumulation des collagènes fibrillaires de type I et de type III à la fois chez 

l’homme et la souris. Les études chez la souris ont pu mettre en évidence une accumulation 

plus importante de cette MEC au niveau de l’endomysium et périmysium musculaire par des 

approches d’imageries à microscopie électronique ou fluorescence326,383. Il a aussi été 

rapporté des modifications matricielles plus profondes, au niveau de la lame basale qui 

entoure chaque fibre musculaire avec une diminution de l’expression et une désorganisation 

des laminines qui la compose à la fois avec le vieillissement384 et la dystrophie DMD379. En 

termes de conséquence directe sur les propriétés mécaniques de la MEC intramusculaire, une 

étude réalisée chez la souris a démontré une augmentation de la rigidité de la MEC d’un 

facteur 35 avec l’âge ou chez la souris mdx385 (environ 12kPa chez les souris jeunes contre 418 

kPa chez les souris âgées). La fibrose du muscle squelettique résulte de la balance entre la 

dégradation des protéines de la MEC et leur production, et donc un équilibre entre les MMP 

(métalloprotéases matricielles responsables de la dégradation de la matrice) et des TIMP 

(inhibiteur des MMP)386. Une dérégulation de cet équilibre entraine la mise en place d’une 

fibrose387. Par exemple, les MMP2 et MMP9 dirigées contre les collagènes de type IV et V sont 

surexprimés dans les muscle du modèle mdx388 dérégulant la balance collagène I et III / 

collagène IV et V et donc l’organisation matricielle. D’un point de vue fonctionnel, nous avons 
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déjà abordé le rôle des composants de la MEC et de la lame basale, notamment les collagène 

et les laminines dans le maintien des CS en quiescence. Une dérégulation de ce réseau 

matriciel en situation dystrophique DMD, de vieillissement et d’obésité perturbe alors l’activité 

proliférative et de différenciation des CS au cours de la myogénèse137,217.  A ce jour, les 

mécanismes moléculaires et cellulaires à l’origine de la mise en place de la fibrose dans les cas 

de dégénérescence musculaire sont encore sujets à discussion et nous aborderons ce point 

dans la partie suivante.  

L'infiltration graisseuse ectopique, également connue sous le nom dégénérescence adipeuse, 

est majoritairement considérée comme un phénomène délétère associé au développement 

de différentes pathologies musculaires liées à l’âge ou non, mais aussi à la mise en place d’une 

résistance à l'insuline et de diabète106,120,389,390. Les niveaux d'infiltration graisseuse corrèlent 

avec la sévérité de la pathologie, plus cette infiltration est importante moins le muscle se 

contracte efficacement391. Cette accumulation ectopique de lipides peut prendre deux formes 

distinctes non exclusives : des gouttelettes lipidiques logées à l'intérieur des fibres musculaires 

et de véritables cellules adipocytaires réparties entre les fibres musculaires. Ces deux formes 

de stockage sont exacerbées dans les situations de dégénérescence musculaire.  

- Les gouttelettes lipidiques résultent de l'absorption des acides gras circulants et de leur 

estérification en triglycérides, ainsi que de la lipogenèse de novo, deux mécanismes 

biologiques bien documentés392–396. Les muscles sains chez l’homme contiennent 

environ 1,5% de lipides intramyocellulaires quantifiés par imagerie et marquage oil Red 

O397. Avec l’obésité ou le vieillissement, ce pourcentage triple et atteint environ 5%. 

Une étude réalisée chez l’homme démontre que l’augmentation du stockage des 

lipides intramyocellulaires n’est pas due à une augmentation du nombre de 

gouttelettes mais une augmentation du diamètre des gouttelettes existantes398. Chez 

les individus âgés ou obèses, il est fréquemment observé une disparité dans le stockage 

des lipides intramyocellulaires entre les fibres de type I (oxydatives à contraction lente) 

et les fibres de type II (glycolytiques à contractions rapides)399,400. Les fibres de type I 

tendent à accumuler davantage de lipides que leurs homologues de type II, et cette 

accumulation lipidique est associée à une atrophie plus prononcée des fibres de type I 

par rapport aux fibres de type II399,401. De plus, les fibres de type I présentent une 

vitesse de raccourcissement moins rapide. Ces constatations suggèrent que 

l'accumulation de lipides peut favoriser un switch phénotypique des fibres de type II 

vers le type I. Le rôle primaire donnée aux triglycérides contenu dans ces gouttelettes 

intramyocellulaires est une forme de stockage énergétique locale qui peut rapidement 

être oxydée au cours d’un exercice physique129,394. Néanmoins, l’inaccessibilité des 

gouttelettes lipidiques intramyocellulaires pour des études ex vivo représente un frein 

à la compréhension des mécanismes potentiels par lesquels cette forme de stockage 

lipidique pourrait influencer la régénération musculaire.  

- Les adipocytes intramusculaires représentent une forme de stockage lipidique 

ectopique situées entre les fibres musculaires. Chez les individus âgés ou obèses, la 

proportion de cette forme de stockage des lipides double et atteint une valeur 
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d’environ 12% (contre environ 5-8% chez des individus jeunes normo-pondérés)123,402. 

Il a été montré par des approches de culture de myotubes humains exposés à un milieu 

conditionné par des adipocytes issus de progéniteurs CD56-/CD15+ (contenant des FAPs 

mais aussi d’autres types cellulaires) issus du muscle, une diminution de la sensibilité 

à l’insuline des myotubes403. Il a donc été suggéré que la proximité in vivo de ces 

adipocytes avec les fibres musculaires puissent altérer la sensibilité à l’insuline par 

leurs sécrétions paracrines et ainsi participer au développement d’un DT2. Une autre 

étude propose une modélisation mathématique d’un muscle squelettique et de tous 

les composants cellulaires et matriciels qui le composent123. En jouant sur les 

proportions des adipocytes intramusculaires et en utilisant celles observées dans les 

cas d’obésité ou de vieillissement, les auteurs montrent que la présence accrue 

d’adipocytes musculaires entraine une augmentation de la pression intramusculaire 

modifiant les paramètres de rigidité du tissu matriciel. Etant donné que les CS sont 

sensibles aux propriétés mécaniques de leur environnement404, on peut imaginer que 

la présence de ces adipocytes influence le processus de myogénèse. Le rôle véritable 

des adipocytes intramusculaires au cours du processus de dégénérescence ou dans les 

défauts de régénération musculaire n’est pas établi à ce jour. Leur origine fait 

également encore débat108,269,401. Aujourd’hui les FAPs représentent une origine 

cellulaire plausible que nous allons à présent examiner en détail.  

4) Les FAPs : cellules de choix pour expliquer la dégénérescence fibro-adipeuse 

Les nombreuses études ayant pour objectif de définir l’origine cellulaire de l’infiltration 

ectopique fibro-adipeuse ont questionné le potentiel adipogénique de différentes populations 

cellulaires du muscle :  

- Les progéniteurs musculaires. Initialement, plusieurs études ont suspecté les CS d’être 

responsables de cette double infiltration en se différenciant à la fois en fibroblastes26 

et en adipocytes27,28. Les méthodes expérimentales d’isolement des CS à cette époque 

reposaient sur l’utilisation de l’immunophénotype CD11-/CD31-/CD45- ainsi que la 

capacité d’adhésion des cellules sur fond plastique in vitro. Seulement, l'utilisation d'un 

nombre restreint de marqueurs ainsi qu’un tri cellulaire basé sur des marqueurs non 

exprimés à la surface des CS laisse penser que cette population cellulaire était en réalité 

mélangée à une autre population cellulaire d’origine mésenchymateuse également 

CD11-/CD31-/CD45- et qui possède aussi des capacités d’adhésion sur fond plastique. 

D’autres études qui ont questionné le potentiel adipogénique des CS ont placé en 

culture des fibres musculaires entières isolées depuis un muscle squelettique murin. 

Les CS étant positionnées sous la lame basale, cette approche permettrait de conserver 

uniquement cette population cellulaire, accrochée à la fibre musculaire. Après quatre 

jours de culture en milieu adipogénique, les auteurs ont observé la présence 

d’adipocytes marqués au Oil Red O. Néanmoins, il est possible que la digestion 

enzymatique nécessaire au retrait tu tissu matriciel autour des fibres musculaires, dans 
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lequel reposent les autres types cellulaires n’ait en réalité pas été suffisante pour en 

dépléter la totalité. Les auteurs n’ayant pas vérifié la pureté des cellules une fois en 

culture, il est aussi possible d’imaginer une contamination par des cellules d’origine 

mésenchymateuse présentes dans le tissu matriciel très proches de la lame basale. A 

ce jour et depuis 2010, la découverte de nouveaux marqueurs permettant 

l’identification spécifique des progéniteurs musculaires que nous avons décrits dans le 

chapitre I avec notamment le CD56 chez l’homme et Pax-7 ou l’α7-integrin couplée à 

d’autres marqueurs de surface chez la souris a permis l’isolement de cellules capables 

de former des myotubes mais incapables de se différencier en adipocytes, même en 

milieu adipogénique29,30,32. 

- Les progéniteurs fibro-adipogéniques. Comme présenté précédemment, les FAPs sont 

des MSCs douées de capacités de différenciation adipocytaire (à la fois in vivo et in 

vitro) 252,269,405. Elles présentent également de fortes capacités sécrétoires de  MEC171 

et forment des colonies de fibroblastes (FSP-1+/α-SMA+)31,32. Différents arguments 

expérimentaux ont permis de démontrer que ces cellules peuvent être à l’origine de la 

formation du dépôt fibro-adipeux observé dans les conditions pathologiques que nous 

avons énumérées. Le marqueur PDGFRα a été déterminant dans cette démonstration. 

En effet, un tri cellulaire basé sur l’immunophénotype PDGFRα+/CD45-/CD31- a mis en 

évidence une population cellulaire qui se différencie en adipocytes in vitro mais aussi 

capable de s’accumuler autour de zone fibrotique une fois réinjectée dans un muscle 

murin mdx et sécréter de fortes quantités de collagène I363. In vivo,  des expériences 

de traçage de lignée utilisant des souris transgéniques PdgfraCreERT : Rosa26EYFP ont 

mis en évidence que les cellules PDGFRα+ sont la principale source d'adipocytes dans 

le muscle squelettique406 et le myocarde85 dans des modèles murins pathologiques 

d’infiltration adipeuse. 

Les mécanismes qui régissent la différenciation adipocytaire des FAPs ou leur sécrétion de 

protéines matricielles, qui se produisent simultanément chez les sujets atteints de 

dégénérescence fibro-adipeuse et qui participent à la dérégulation de l’homéostasie 

musculaire, pourraient être classés en deux groupes : 

Régulation extrinsèque des FAPs: De nombreuses études montrent que différents types de 

molécules sécrétées dans l’environnement musculaire au cours de dégénérescence 

musculaire ou de la régénération physiologique du muscle influencent le comportement des 

FAPs. Le TGF-β à l’effet pro-fibrotique, inhibe également l'adipogenèse, suggérant ainsi que le 

gradient de concentration de TGF-β joue un rôle déterminant dans le destin des FAPs. Des 

études ont démontré que la sécrétion de TGFb par les macrophages inhibe l'apoptose des FAPs 

et favorise leur sécrétion de MEC, mettant ainsi en évidence leur rôle pro-fibrotique dans le 

muscle dystrophique405. Le dialogue entre les macrophages et les FAPs via la sécrétion de TGF-

β semble jouer un rôle important dans ce processus de différenciation. En effet, le traitement 

des FAPs humains avec des milieux conditionnés provenant de macrophages polarisés vers un 

profil inflammatoire a été associé à une diminution de l'adipogenèse des FAPs grâce à la voie 
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de signalisation du TGF-β407. En revanche, le milieu conditionné par les macrophages polarisés 

vers un profil anti-inflammatoire a réaugmenté la différenciation des FAPs en adipocytes407. 

Ces différents travaux montrent que la balance phénotypique des macrophages constitue un 

levier direct permettant une inhibition ou au contraire une activation de la différenciation 

adipogénique des FAPs dans le muscle dans ces situations pathologiques.  

Outre le TGF-, la voie de signalisation du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) 

joue également un rôle crucial dans le destin des cellules stromales408. Les ligands PDGF, qui 

se lient aux récepteurs PDGF (PDGFR) liés à la membrane cellulaire, sont composés de cinq 

isoformes dimériques : PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD et PDGF-AB409,410. Ces ligands 

sont libérés principalement par les plaquettes, mais aussi par les macrophages inflammatoires 

et les fibroblastes qui peuvent également les exprimer et les sécréter411. Les ligands PDGF 

agissent comme de puissants chimio-attractants pour les cellules mésenchymateuse412. Le 

traitement des FAPs in vitro avec les ligands PDGF-AA et PDGF-BB induit l'activation et la 

prolifération des FAP43,413. Il a également été observé une augmentation de l'expression des 

gènes de la MEC au sein des FAP en réponse à un traitement par le PDGF-AA43,414. Des études 

utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de la signalisation PDGFR ont démontré un rôle de 

cette voie dans le remodelage de la MEC musculaire tandis qu’une exposition prolongée au 

ligand PDGF entraîne la mise en place d’une fibrose musculaire pathologique415,416. En effet, il 

a été montré que le traitement au PDGF-AA augmente l'expression du collagène de type I dans 

les FAPs tout en réduisant leur différenciation adipogénique36. Ainsi, la signalisation du PDGF 

constitue un régulateur du devenir des FAPs dans le muscle squelettique et sa dérégulation 

dans les conditions pathologiques représente une des explications de la dégénérescence fibro-

adipeuse269. 

Régulation intrinsèque des FAPs : En plus des changements quantitatifs observés dans la 

population de FAPs, des altérations qualitatives ont été identifiées grâce à des analyses de 

cytométrie en flux et de séquençage en cellule unique au sein des muscles d’animaux 

dystrophiques. Deux sous-populations de FAPs, caractérisées en cytométrie par leurs niveaux 

d’expression des marqueurs sca-1 et cd3435 sont présents dans les muscles des animaux 

dystrophiques. Un niveau de sca-1 élevé est associé à un état prolifératif tandis qu’un niveau 

faible plutôt un état pro-adipogénique35. Une étude récente menée sur un modèle murin mdx 

a mis en évidence par des approches de séquençage ARN en cellules uniques qu’il existait 

différentes sous-populations de FAPs417. Parmi ces populations on observe une population 

Ly6c1hiP16hi qui exprime majoritairement des gènes impliqués dans la dégradation de la MEC 

comme timp2 et timp3, une population Hsd11b1+ qui expriment plutôt des gènes impliqués 

dans la modulation de la MEC comme mmp2 et mmp14 et une population Postn+  exprimant 

des gènes impliqués dans les sécrétion de collagène comme Col1a1, Col1a2, Col3a1 et 

col5a2417. Même si les capacités fonctionnelles de chacune de ces populations n’ont pas été 

testées ex vivo dans cette étude, chaque population de FAPs possèderait une fonction précise 

dans la régulation de la MEC. La dérégulation de l’expression de chacun de ces gènes au sein 

des différentes populations de FAPs qui est observée dans le modèle mdx pourrait être une 

cause du déséquilibre de la balance sécrétion / dégradation de la MEC au cours de la mise en 
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place de la fibrose.  Plus récemment, une étude a été réalisée chez l’homme par Fitzgerald et 

al. à partir de biopsies de patients ayant subi une arthroplastie de la hanche (THA), une 

condition également associée à une dégénérescence adipeuse des muscles à proximité. Les 

auteurs ont identifié et caractérisé fonctionnellement une population particulière de FAPs pro-

adipogéniques exprimant le marqueur mme ainsi que d’autres gènes comme ptgds, cxcl14 et 

smoc2 impliqués dans l’immunorégulation et l’organisation de la MEC418. In vitro, la population 

de FAPs mme+ possède des capacités de différenciation en adipocytes plus importante que la 

population de FAPs mme-. Ces résultats suggèrent qu’il existe deux populations de FAPs 

distinctes, chacune impliquée dans la dégénérescence adipeuse et fibreuse. En revanche, cette 

étude n’apporte pas de point de comparaison chez des sujets sains, qui aurait permis de mieux 

caractériser cette population et surtout de comprendre son évolution au cours de la mise en 

place de la pathologie. Tout comme pour les CS, les FAPs semblent exprimer différents gènes 

qui pourrait influencer leur devenir et/ou leur sécrétion dans le muscle.  

À ce jour, les travaux de la littérature n'ont pas encore pu déterminer de manière définitive si 

la fibrose et/ou l'accumulation adipeuse observée dans des conditions physiopathologiques 

résulte de l'émergence d'une nouvelle population de FAPs dans le muscle ou de modifications 

quantitatives et/ou qualitatives d'une population déjà présente à l'état basal et qui est ensuite 

modifiée par le micro-environnement. Il convient de noter que les études qui utilisent le 

PDGFRα comme marqueur dans les modèles de déplétion et de traçage cellulaire ne peuvent 

pas attribuer les effets observés uniquement à la population de FAPs, car ce marqueur est 

également exprimé par d'autres populations cellulaires. Une de ces populations est 

particulièrement abondante dans le tissu adipeux (TA) et est connue sous le nom de cellules 

stromales adipeuses (ASCs). A ce titre, nous avons constaté dans nos travaux de fortes 

similitudes entre les FAPs et les ASCs en termes d'immunophénotype et de fonction, 

soulignant ainsi la nécessité de mieux comprendre les interactions et les contributions 

spécifiques de ces deux populations cellulaires dans les processus de régénération et de 

dégénérescence musculaires. 
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Le tissu musculaire pathologique :  

- Dans la majeure partie des cas, l’environnement de la CS est modifié et les dialogues 

cellulaires sont perturbés altérant le processus de régénération. 

- Le développement de tissus fibro-adipeux exacerbé dans l’environnement de la CS est un 

point commun à différents types de dégénérescence musculaire et de défaut de régénération.  

- L’origine de ces tissus non myogéniques est encore sujet de débats mais les FAPs PDGFRα+ 

semblent être de bons candidats pour expliquer leur développement.  

- Une sous-population de FAPs pro-adipogéniques est retrouvée dans des muscles qui 

présentent une dégénérescence fibro-adipeuse.  

- En situation pathologique, la démonstration du changement phénotypique d’une population 

de FAPs déjà présente ou bien l’apparition d’une nouvelle sous-population de FAPs n’ont jamais 

été démontrées.   

- Les modèles murins de traçage et de déplétion cellulaire ne peuvent pas être spécifiques de 

la population de FAPs puisque leurs marqueurs sont aussi partagés par d’autres types 

cellulaires.  
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Figure 11 : Répartition des différents dépôts adipeux chez l’homme et la souris. Image 

adaptée de Kwok et al. (2019) 
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IV/ Le tissu adipeux blanc : un réservoir de MSCs mobilisables 

Le TA représente en moyenne environ 15 à 25% du poids corporel419 chez l'homme adulte sain 

et entre 10 à 15% du poids corporel de la souris adulte. Il existe en réalité plusieurs types de 

TA, composés de types d'adipocytes distincts, et ayant des localisations anatomiques et des 

profils métaboliques uniques. On distingue le TA blanc (impliqué dans le stockage d’énergie) 

du TA brun (impliqué dans la thermogenèse)420. Le TA blanc est le plus abondant419, son rôle 

principal est de stocker l'énergie sous forme de triglycérides et, en situation de besoin 

énergétique d’hydrolyser les triglycérides par le processus de lipolyse421. Le TA blanc est 

réparti dans tout l'organisme, avec deux principales localisations chez l'homme : le TA sous-

cutané (ScAT) qui compte pour 80% de la masse grasse corporelle totale (Figure 11) et le TA 

viscéral entourant les organes internes, sous le péritoine et qui représente 20% de cette même 

masse (Figure 11)419,422. Chez le rongeur, on observe une répartition similaire sous forme de 

dépôts adipeux423, mais on retrouve également un TA situé autour des organes génitaux, 

appelé TA périgonadique (PGAT). 

Sur le plan cellulaire, le TA blanc comporte deux fractions principales. Son parenchyme, 

composé d’adipocytes blancs uniloculaires, et une une fraction stroma-vasculaire (SVF) 

hétérogène424–426. Ces fractions cellulaires peuvent être isolée séparément de manière 

enzymatique427. En se basant sur ce protocole, les études ultérieures ont pu mettre en 

évidence, d’abord par cytométrie en flux puis plus récemment par des approches de 

séquençage ARN en cellule unique, les différentes populations cellulaires de la SVF du TA chez 

l’homme et la souris424,425,428,429 :  

- Les cellules endothéliales vasculaires identifiées à l’aide du marqueur CD31 (PECAM-

1) comptent pour 15 à 20% des cellules de la SVF426. Les approches scRNAseq ont 

ensuite permis de clustériser les cellules endothéliales humaines et murines en cellules 

vasculaires sanguines, lymphatiques ainsi que les péricytes et les cellules musculaires 

lisses425. Les approches complémentaires d’imagerie ont souvent sous-estimé la 

présence du réseau vasculaire dans le TA. Cependant, cette faible vascularisation en 

apparence, est en réalité due à la grande taille des adipocytes. Une étude démontre 

chez la souris en période de jeûne, accompagné d’une réduction de la taille des 

adipocytes, qu’il est possible de mettre en évidence un réseau vasculaire important 

qui entoure chaque adipocyte430. 

- Les cellules immunitaires résidentes du TA sont plus nombreuses que dans le muscle 

squelettique puisqu’elles représentent environ 30% à 40% des cellules de la SVF426. Ces 

cellules, identifiables à l’aide du marqueur CD45, sont majoritairement des 

macrophages/monocytes (CD14+) qui comptent pour 60% des leucocytes du TA et des 

cellules NK (CD96+) qui représentent environ 30% de cette fraction. Les lymphocytes 

B/T et les neutrophiles sont présents en plus petite proportion426. Le rôle principal 

décrit pour les cellules immunitaires résidentes du TA se trouve dans l’élimination des 
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corps étrangers et des cellules apoptotiques. Néanmoins, il est de mieux en mieux 

établi qu’elles ont des effets locaux et systémiques. Par exemple, les macrophages et 

leurs sécrétions modulent la fonction sécrétoire des adipocytes, leur métabolisme 

lipidique mais aussi la formation des adipocytes431,432. 

- Les cellules stromales adipeuses (ASCs) représentent environ 30% de la SVF426. Les 

adipocytes ne possédant aucune capacité de prolifération, la genèse de nouveaux 

adipocytes provient forcément de la présence d’un précurseur présent dans la SVF. En 

effet, lorsque la SVF est cultivée en condition adipogénique il a été observé l’apparition 

d’adipocytes et les auteurs ont proposés le terme de « pré-adipocytes » pour définir 

cette population. Par la suite, les travaux pionnier de Patricia A. Zuk et al. (2001)424,433 

réalisés chez l’homme permettrons de définir par cytométrie en flux une population 

cellulaire CD34+/CD90+/CD105+/STRO-1+ ainsi que l’absence des marqueurs 

hématopoïétiques (CD45-) et endothéliaux (CD31-), capables de se différencier dans 

tous les lignages mésenchymateux (adipocytes, ostéocytes, chondrocytes) in vitro. Les 

auteurs proposeront alors le terme ASC pour nommer cette population cellulaire 

progénitrice. Les ASCs représentent donc la population de précurseurs adipocytaires 

permettant l’auto-renouvèlement du tissu adipeux à raison de 10% du TA total par 

an434.  

Les ASCs du stroma adipeux partagent donc des caractéristiques communes avec les 

populations de FAPs du stroma musculaire et plus généralement avec les populations de MSCs 

de la MO. Dans la partie suivante, nous aborderons plus en détail en quoi les ASCs et les FAPs 

sont des populations cellulaires similaires en implémentant les descriptions qui ont été 

réalisées jusqu’à aujourd’hui.  

1) Similitudes entre ASCs et FAPs 
Au même titre que les FAPs, les ASCs font partie de la famille des MSCs et présentent des 

caractéristiques communes : 

- L’immunophénotype. D’autres marqueurs sont venus s’ajouter à l’ identification des 

ASCs parmi lesquels on observe la présence majeure du PDGFRα et CD73 chez l’homme 

et la souris tandis que Sca-1 est uniquement exprimé chez la souris425,435. Ces 

observations ont permis de dresser un immunophénotype complet des ASCs, avec des 

marqueurs de surfaces : PDGFRα, Sca-1 (murin uniquement), CD34, STRO-1, CD90, 

CD105, CD73. L’ensemble de ces marqueurs est partagé avec les populations de FAPs.  

- Capacité d’adhérence au plastique et activité clonogénique. Après leur tri depuis le 

TA blanc chez l’homme et la souris par des approches de cytométrie en flux en utilisant 

les marqueurs cités plus haut, les ASCs ont démontré des capacités d’adhérence au 

plastique en culture ainsi que la capacité de former des clones lorsqu’elles sont 

ensemencées à faible densité93,436. Cette capacité a été comparée à celle des MSC de 

la MO qui possèdent une capacité clonogénique inférieure aux ASCs436. Il serait alors 

intéressant de savoir si l’activité clonogénique des ASCs est supérieure ou pas à celle 

observée pour les FAPs. 
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- Capacités de différenciation : Les ASCs murines et humaines ont démontré toutes les 

capacités de différenciation dans les différents lignages mésenchymateux (adipocytes, 

ostéocytes et chondrocytes) permettant de les définir comme de réelles MSCs436. 

- Localisation intra-tissulaire : Une autre observation faite in situ sur du ScAT humain a 

permis de localiser les ASCs à proximité du réseau vasculaire, dans le tissu matriciel qui 

entoure les adipocytes93. Cette observation ne rentre pas dans la définition des MSCs, 

en revanche elle permet de faire un parallèle avec la population de FAPs musculaires 

aussi présente à proximité des vaisseaux sanguin dans le réseau matriciel.  

Par des approches de séquençage ARN en cellule unique la population d’ASC du TA a pu être 

mieux définie chez l’homme et la souris. Dans les prochaines sections nous allons aborder les 

différentes études qui traitent de l’hétérogénéité de la population d’ASCs des différents TA 

(ScAT et PGAT) humains et murins. Si les ASCs ont été caractérisées bien avant les FAPs433, 

l’étude de leur hétérogénéité par des méthodes de séquençage de l’ARN en cellule unique n’est 

que plus récente. Les différents travaux ayant analysé les TA murins (sous-cutané -ScAT, et 

PGAT) avec cette technologie s’accordent tous sur la description de 3 sous-populations d’ASCs 

en condition basale chez la souris : i) une population de progéniteurs multipotents avec les 

marqueurs principaux dpp4, cd55 ou cd34  (Tableau 2) douée d’une forte activité proliférative,  

ii) une population de précurseurs engagés dans la voie adipogénique (avec marqueurs 

principaux icam1, dlk1, pparg) et iii) une population d’ASCs régulatrices (avec marqueurs 

principal cd142) capables de réprimer l’adipogénèse des autres ASCs via leur activité 

paracrine425,437–440  (Figure 12). Chez l’homme ces populations sont également 

conservées418,437 en condition basale et pathologique441. 

Une étude récente menée chez l’homme a réalisé au sein de la même analyse une 

comparaison des populations d’ASCs du TA avec les FAPs des muscles fessiers. Dans un contexte 

de dégénérescence adipeuse des muscles fessiers associée à une arthroplastie de la hanche, 

les travaux de Fitzgerald et al.418 proposent une comparaison de leurs données humaines de 

FAPs dans le muscle avec les résultats de Merrick et al.437 sur les ASCs de TA, dans le but de 

faire émerger une population cellulaire à fort potentiel adipogénique à l’origine de la 

dégénérescence adipeuse. Ici, nous utiliserons cette étude dans un but comparatif entre les 

populations d’ASCs et de FAPs. Sur le plan transcriptionnel, une sous-population d’ASCs 

multipotentes du TA exprimant dpp4 s’apparente fortement à la sous-population de FAPs cd55+ 

du muscle en condition non lésionnelle (Figure 12). En revanche, la population d’ASCs du TA 

icam+/dlk1+ pro-adipogénique semble transcriptionnellement distincte de la population de 

FAPs mme+ douée pourtant, au sein du muscle, du même potentiel de différentiation. 

Néanmoins, il est intéressant de noter que cette population de précurseurs du TA engagés dans 

l’adipogénèse s’apparente fortement aux populations de FAPs respectivement dlk1+ et icam1+ 

décrites par Oprescu et al. et Merrick et al. dans le muscle post-lésion et qui seraient la source 

des adipocytes ectopiques en situation pathologique418,442 soulevant ainsi la question de 

l’existence de sous-populations de MSCs communes à ces deux tissus en condition lésionnelle 

(Figure 12). 
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Figure 12 : Représentation des différentes sous-populations d’ASCs et FAPs identifiées par 

scRNAseq présentes dans le tissu adipeux et le muscle en condition basale et lésionnelle. Le 

tissu adipeux comporte 3 sous-populations d’ASCs : (1) Icam1+ (2) Cd124+ et (3) Dpp4+ à l’état basal. Le muscle 

possède 2 sous-populations de FAPs : (1) Cxcl14+ (2) Dpp4+ à l’état basal. Les population Dpp4+ du TA et du muscle 

sont très similaires sur le plan génique et fonctionnel. A l’état lésionnel, le muscle comporte 3 sous-populations 

supplémentaires : (3) Cxcl1+ (4) Wisp1+ (5) Dlk1+ et il semblerait que la population (5) Dlk1+ soit très similaire à 

la population (1) Icam1+ du TA décrits comme « pro-adipogéniques ». 
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Pour conclure cette partie, les ASCs présentent de fortes ressemblances avec les populations 

de FAPs musculaires tant sur le plan immunophénotypique que fonctionnel. Même si les 

analyses récentes de séquençage ARN en cellules unique ont fait ressortir des sous-

populations cellulaires transcriptionnellement distinctes entre les deux tissus, une sous-

population dpp4+/cd55+ serait partagée entre ces deux tissus à l’état basal. En plus de leurs 

marqueurs, ces populations partagent aussi les mêmes capacités de multipotence. De manière 

intéressante, la population Dlk1+ présente dans le muscle blessé possède des marqueurs et 

fonctions adipogéniques identiques à la population Icam1+ du TA à l’état basal. Il se pourrait 

alors que ces deux populations cellulaires présentes dans des tissus différents dérivent de 

progéniteurs communs.  

L’intérêt de l’utilisation du séquençage ARN en cellule unique serait aussi de pouvoir faire 

émerger des sous-populations d’ASCs pouvant présenter des fonction sécrétoires et/ou de 

différenciation plus importantes et qui présenteraient une efficacité supérieure en thérapie 

cellulaire. Dans les parties suivantes, nous allons faire un bref résumé de la façon dont les ASCs 

sont utilisées en médecine régénérative aujourd’hui, nous mettrons en avant les avantages et 

les limites de cette utilisation et proposerons une méthode alternative qui pourrait permettre 

de les contourner. 

2) L’utilisation des ASCs en médecine régénérative 

La puissance de l’utilisation des ASCs en thérapie cellulaire repose sur i) leur capacité à se 

différencier en diverses cellules spécialisées leur permettant de remplacer les cellules et les 

tissus endommagés dans certaines conditions pathologiques mais surtout ii) les ASCs sécrètent 

un ensemble de facteurs angiogéniques, anti-apoptotiques et immunomodulateurs qui 

facilitent la réparation et la régénération des tissus par des actions autocrines et paracrines. 

En effet, elles jouent un rôle crucial dans la régulation du système immunitaire, libérant des 

facteurs anti-inflammatoires ou immunosuppresseurs qui s'avèrent efficaces pour améliorer la 

réaction de l’hôte contre le greffon, des maladies auto-immunes et des maladies 

inflammatoires443,444. A ce jour, 469 essais cliniques utilisent ces cellules et visent à tester leur 

effet dans une variété de contextes pathologiques tels que la lipoatrophie, les dystrophies 

musculaires, la cirrhose du foie, l'infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux, 

les lésions de la moelle épinière, les réactions de l’hôte contre le greffon, l'arthrose, la maladie 

de Crohn et le cancer (https://clinicaltrials.gov/) 443,445.  

Prenons l'exemple de l'utilisation des ASCs dans le contexte des dystrophies musculaires. Le 

potentiel thérapeutique des ASCs dans le traitement des dystrophies musculaires a été 

démontré lorsqu'elles ont été greffées chez des souris mdx atteintes de la dystrophie  

musculaire. En effet, la transplantation d'ASCs humaines non différenciées dans les muscles 

de souris mdx, qui présentent une déficience en dystrophine, a abouti à une restauration à 

long terme de l'expression de la dystrophine humaine dans les fibres musculaires murines446. 

Les mécanismes d’actions des ASCs dans ce cas précis ne sont pas encore réellement compris. 

On peut alors se questionner sur la capacité des ASCs à fusionner avec les fibres musculaires 

altérées pour pouvoir rapporter l’information génétique manquante447 ? Aussi, puisque les 
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ASCs sécrètent des exosomes et d'autres vésicules extracellulaires contenant des cargaisons 

bioactives, tels que des protéines, de l'ADN, de l'ARNm, du micro-ARN, de l'ARNt et de l'ARN 

non codant448,449,serait-t-il possible d’envisager un apport de la protéine, du gène ou de l’ARNm 

de la dystrophine manquant permettant de restabiliser son expression dans le modèle mdx ?  

Par ailleurs, en mars 2022, un essai clinique de phase I utilisant des greffes autologues d’ASCs 

a été démarré aux Etats-Unis avec le traitement de 9 patients présentant des myosites à 

inclusions (ClinicalTrials.gov ID : NCT04975841). A ce jour, les résultats obtenus n’ont pas 

encore été rendus publics, mais il est espéré que les capacités immunomodulatrices des ASCs 

entrainent une diminution stable de l’état inflammatoire présent dans les muscles des patients 

qui permettrait une restauration de la force de contraction musculaire. En effet, la myosite à 

inclusion est une maladie musculaire inflammatoire caractérisée par l'accumulation anormale 

de protéines à l'intérieur des cellules musculaires, formant des inclusions. Elle provoque 

généralement une faiblesse musculaire progressive et peut affecter différents groupes 

musculaires, plus particulièrement les extrémités (membres inférieurs et avant-bras).  

a) Les avantages de l’utilisation des ASCs en thérapie 

Avant l’utilisation des ASCs en thérapie, les MSCs dérivées de la MO ont fait l’objet des 

premières utilisations pour favoriser les prises de greffes intestinales dans les réactions de 

l’hôte contre le greffon grâce à leurs propriétés immunomodulatrices450,451. A ce jour, les 

stratégies de thérapie cellulaire sont fondées sur le prélèvement des MSCs / ASCs par ponction 

de MO ou de TA, leur isolement par digestion enzymatique, une étape d’amplification in vitro 

et leur réinjection. L’administration peut se faire selon différentes voies : sous-cutanée, 

intraveineuse ou au niveau du site lésé. Le plus souvent, des mécanismes de migration 

cellulaire sont mis en place afin que les MSCs puissent rejoindre le site d’intérêt après leur 

injection. Comparées aux MSCs de la MO, les ASCs présentent plusieurs avantages significatifs 

en thérapie. Tout d'abord leur accessibilité et le rendement, ainsi le prélèvement de  TA est 

moins invasif et permet d'obtenir de plus grandes quantités de cellules452,453. De plus, les ASCs 

ont une capacité de prolifération plus élevée que les MSCs454. Ces cellules sont également plus 

actives dans la production autocrine de certains facteurs de croissance et de cytokines 

immunomodulatrices. Par exemple, les ASCs expriment des niveaux plus élevés d'ARNm pour 

plusieurs facteurs de croissance tels que le VEGF-D, l’IGF-1 et l'interleukine-8 (IL-8)455. Des 

études ont montré que les ASCs du TA étaient plus efficaces que les MSCs de la MO pour traiter 

les lésions de la moelle épinière chez les rats, ce qui a été attribué à une plus grande activité 

de migration, prolifération et sécrétion des ASCs456. En mars 2018, Alofisel a obtenu la 

première Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en Europe pour l’utilisation allogénique 

des ASCs dans le traitement de la maladie de Crohn457, maladie inflammatoire de l’intestin 

pouvant provoquer dans les cas les plus graves des lésions tissulaires au niveau du rectum.   

Pourtant, on constate encore un faible ratio entre le faible nombre d’AMM et le nombre total 

d’essais cliniques utilisant des ASCs en médecine régénérative. Cette constatation témoigne 
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de limites dans l’utilisation des ASCs en thérapie que nous allons aborder dans la partie 

suivante. 

b) Limites de l’utilisation des ASCs en thérapie 

Bien que l’intérêt de l’utilisation des ASCs, comme les MSCs, en thérapie soit largement 

démontrée, la faible maîtrise des étapes d’amplification en culture et des évènements de 

migration de ces cellules vers le tissu d’intérêt suite à leur injection est un facteur limitant pour 

ces thérapies. Comme évoqué plus haut, les MSCs (dont les ASCs) se caractérisent par une 

adhérence au plastique. C’est de cette manière qu’elles sont isolées et mises en culture afin 

de les amplifier avant leur réinjection. Cependant, cette mise en culture n’est pas sans 

conséquences pour les MSCs et influence :  

• Leur immunophénotype : plusieurs études montrent que l’immunophénotype des 

cellules fraichement isolées est différent de celui des cellules en culture458. Plus 

particulièrement, les travaux de l’équipe ont montré que l’expression du marqueur de 

surface CD34, une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans des mécanismes 

d’adhésion et de transduction du signal de la MEC, présent à la surface des ASCs isolées 

de ScAT humain était quasiment perdu après une semaine de culture93. De la même 

manière, d’autres études ont pu démontrer, chez le rat, que l’expression des marqueurs 

CD29 (integrin β1) et CD73 (ecto-5’-nucléotidase) décrits comme des acteurs clés de la 

régulation de l’activité de migration des MSCs, était réduite selon les méthodes de 

culture458. Les étapes de culture sont donc susceptibles de modifier le comportement 

migratoire des MSCs par le biais de la perte d’expression de marqueurs de surface 

impliqués dans des processus d’adhésion cellule/matrice et/ou cellule/cellule. Il a 

d’ailleurs été démontré que les MSCs murines fraîchement isolées possèdent de 

meilleures capacités à repeupler une MO de souris irradiée par rapport à des MSCs 

cultivées, et ce dès les 24 premières heures de culture459. Ce phénomène apparait alors 

comme un facteur limitant majeur dans l’efficacité de la greffe suite à l’injection des 

MSCs après culture. 

• Leur taille/morphologie : des études sur des ACSs humaines issues de culture primaire 

ont montré qu’après 4 jours de culture, les petites cellules rondes se transforment en 

grande cellules fusiformes460 et leur diamètre passe de 10 à 20 μm. Ce diamètre est en 

fait plus large que celui des micro-capillaires pulmonaires, chez l’Homme comme chez 

la souris, entrainant alors leur rétention non spécifique au niveau des poumons après 

transfusion460. De la même façon, plusieurs groupes ont observé la rétention non 

spécifique des MSCs post-culture dans le foie et les reins après leur injection par voie 

systémique461. Ces différents organes sont alors considérés comme une barrière à la 

transplantation cellulaire et constituent une autre limite à l’efficacité de la thérapie 

cellulaire. 

• Leurs capacités de différenciation : une étude effectuée sur des MSCs isolées de MO 

de rat cultivées montre que les MSCs perdent progressivement leur potentiel de 
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différenciation en adipocytes et osteocytes462. Cela se traduit par une baisse 

d’expression des gènes impliqués dans la différenciation cellulaire.  

 

La capacité de nichage et de rétention dans le tissu d’intérêt des ASCs et MSCs ne sont pas 

complétement maitrisés à ce jour. Or la connaissance des mécanismes contrôlant la migration 

et le nichage (ou homing) des ASCs, comme celle des MSCs s’avère indispensable puisque 

directement reliée à leur statut d’outil de thérapie cellulaire. La plupart des ASCs ou MSCs 

injectées, que ce soit dans la circulation sanguine ou directement dans le tissu d’intérêt ne 

sont pas toutes retrouvées au niveau du tissu d’intérêt463–466 mais peuvent aussi se loger au 

niveau d’autres organes comme les poumons ou le foie467.  

L’ensemble de ces phénomènes constitue des freins importants au développement des 

thérapies cellulaires à partir de MSCs cultivées. La mobilisation endogène des MSCs, faisant 

référence au processus de migration in vivo des MSCs depuis un réservoir tissulaire vers un 

tissu d’intérêt, représenterait donc une alternative intéressante à l’apport exogène de MSCs 

dont les limites liées aux étapes de culture ont été présentées ici.  

3) La mobilisation endogène des ASCs 

Plusieurs études ont démontré que des MSC endogènes sont présentes dans la circulation 

sanguine de diverses espèces, bien que leur fréquence soit généralement faible, se situant 

entre 0 et 0,025 colonies par million de cellules mononucléaires dans le sang périphérique468. 

Cependant, il est important de noter que la circulation des MSCs endogènes augmente de 

manière significative en réaction à divers types de lésions. Par exemple, que ce soit en cas de 

traumatismes squelettiques469, de cardiomyopathies470,471, de syndrome coronarien472, de 

brûlures cutanées473, de lésions hépatiques474, ou de certains types de cancers475, ces 

situations cliniques sont autant d'exemples où l'augmentation de la circulation endogène des 

MSCs a été observée chez l’homme. 

La compréhension actuelle de la façon dont circulent les MSCs dans le sang est limitée, 

principalement parce que ces connaissances reposent sur des études réalisées sur des MSCs 

en culture qui ont été réintroduites dans la circulation sanguine, dans le but d'extrapoler le 

comportement des MSC natives. Des recherches ont révélé une interaction étroite entre les 

MSCs et le microenvironnement sanguin. Par exemple, l'utilisation de la microscopie confocale 

in vivo a révélé que la plupart des MSCs intravasculaires sont en contact avec les plaquettes 

et/ou les neutrophiles476. Ce mécanisme implique la podoplanine, exprimée par les MSCs qui 

est le ligand endogène pour le récepteur de type lectine C2 (CLEC-2) exprimé à la surface des 

plaquettes et les leucocytes inflammatoires477,478. De plus, la réduction du nombre de 

plaquettes diminue la migration des MSCs vers les sites de lésion chez la souris476, témoin de 

l’intérêt fonctionnel de cette association. 
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La mobilisation endogène, en plus de la circulation endogène, fait intervenir la notion de 

« recrutement » des MSCs/ASCs depuis leur réservoir physiologique puis la notion de 

« homing » (nichage, ayant initialement été décrit pour la capacité des cellules souches 

hématopoïétiques a repeupler leur niche/MO après injection dans la circulation sanguine479) 

des cellules au terme de leur circulation480. Le phénomène de mobilisation endogène des 

ASCs/MSCs est très peu documenté dans la littérature et reste sujet à débat. A ce jour, il 

n’existe pas de marqueurs des MSCs qui soit tissus spécifique et qui permettrait de suivre leur 

mobilisation d’un réservoir vers un tissu d’intérêt. De ce fait, des stratégies expérimentales 

alternatives ont vu le jour avec objectif de repeupler un réservoir physiologique (MO ou TA) 

de ASCs//MSCs fluorescentes. Ces travaux ont été résumés dans une revue de l’équipe480. 

La première étude qui a étudié la possibilité d’une mobilisation endogène a été menée par 

MG. Kolonin en 2009 et avait pour hypothèse de travail que la croissance tumorale accélérée 

observée en situation d’obésité pouvait être favorisée par le recrutement d’ASCs depuis le TA 

et leur adressage au niveau de la tumeur (Figure 13)481. Pour suivre la mobilisation endogène 

des ASCs, leur modèle consistait à greffer un dépôt de TA, depuis une souris exprimant 

constitutivement la GFP au sein d’une souris sauvage non fluorescente. Leur étude rapporte 

suite à la greffe d’un fragment de ScAT fluorescent en sous cutané puis celle d’une tumeur, la 

présence de cellules GFP+ au niveau de la tumeur qui participent à la croissance tumorale481. 

En injectant des ASCs fluorescentes, isolées de la SVF du TA par tri cellulaire, directement dans 

la circulation sanguine ces mêmes auteurs ont observé que les ASCs migraient en masse vers 

la tumeur et participaient à la croissance tumorale en favorisant la néovascularisation de la 

tumeur par sécrétion de facteurs trophiques (Figure 13). On ne peut cependant pas affirmer 

que les cellules qui ont quitté le greffon soient des ASCs étant donné que ce tissu provient 

d’une souris exprimant la GFP de manière ubiquitaire. En plus, les contre marquages utilisés 

dans leur approche IHC sur coupe de tumeur n’utilisaient que le CD31 sans se servir du CD45 

ni d’un marqueur positif connu des ASCs comme Sca-1 ou PDGFR-α. Les cellules GFP+ 

observées au sein de la tumeur peuvent donc être des cellules immunitaires (CD45+/CD31-). 

Ces travaux suggèrent mais ne permettent pas formellement de démontrer l’existence d’une 

mobilisation endogène des ASCs. 

Dans le cas de la MO, une étape préliminaire consiste à injecter des MSCs exprimant la GFP 

dans la circulation sanguine de souris irradiées. L’irradiation permet de dépléter les MSCs 

présentes dans leur réservoir physiologique, la MO, afin de permettre aux MSCs fluorescentes 

fraichement injectées de repeupler la MO efficacement. Ensuite, il est possible de suivre les 

mouvements de ces cellules par microscopie à fluorescence ou par imagerie intravitale. Il a été 

montré que ces cellules étaient capables de quitter la MO pour rejoindre la peau suite à une 

brûlure482 ou le foie après lésion474 chez la souris. Même s’il est possible d’imaginer que la 

présence de MSCs fluorescentes soit due à de la rétention non spécifique de ces cellules au 

niveau de la peau ou du foie suite à leur injection après irradiation, les auteurs observent une 

plus forte présence de cellules fluorescentes sur des temps plus tardifs (7ième jour) après 

lésion que sur les temps précoces (1er jour), reflétant soit une arrivée de MSCs soit leur 

prolifération au cours du temps. En plus, lorsque les MSCs sont injectées directement dans la  
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MO, aucune cellule fluorescente n’est retrouvée au niveau du foie des souris non traitées au 

CCL4 (agent chimique de lésion hépatique), démontrant alors l’efficacité de l’injection 

cellulaire au sein de la MO. 

Les premiers travaux visant à mobiliser des MSCs depuis la MO chez l’homme ont employé du 

G-CSF (granulocyte colony stimulating factor)483, d’abord décrit comme entrainant une 

libération in vivo des HSCs dans la circulation sanguine. Les mécanismes impliqués dans la 

libération des HSCs dans la circulation impliquent  la chimiokine CXCL12 sécrétée par les 

cellules endothéliales des capillaires sanguins qui bordent la niche hématopoïétique, et son 

action via le récepteur CXCR4483. La perturbation de cet axe par un changement de gradient 

tissulaire avec une diminution de la concentration dans la MO ou l’utilisation d’un agent 

pharmacologique perturbant cet axe permet la libération des HSCs dans la circulation 

sanguine. En plus d’entrainer la libération des HSCs, le G-CSF entraine aussi celle des MSCs de 

la MO dans le sang suite à son administration selon des mécanismes similaires à ceux décrits 

pour les HSCs484. L’utilisation de l’AMD3100, un antagoniste du récepteur CXCR4 entraine 

également une mobilisation des MSCs de la MO.  

Sachant que les ASCs humaines natives exprimaient des niveaux importants de CXCR4485, les 

travaux initiaux du laboratoire ont alors imaginé qu’elles puissent être mobilisées selon les 

mêmes mécanismes que les MSCs de la MO.  Pour provoquer la mobilisation endogène des 

ASCs et leur sortie du TA, l’utilisation d’un agent pharmacologique perturbant l’axe 

CXCL12/CXCR4 a été testée. Le modèle de perfusion ex-vivo d’un dépôt adipeux murin (TA 

mésentérique) mis en place au laboratoire a permis de montrer que l’utilisation de 

l’antagoniste du CXCR4 (AMD3100) entraine la sortie massive des ASCs du TA à partir des 90 

premières minutes du traitement486. Aussi, l’administration in vivo de l’AMD3100 conduit à une 

diminution du contenu en ASCs du ScAT et du TA mésentérique sur les mêmes temps. L’axe 

CXCL12/CXCR4 est également impliqué dans la libération des MSCs de la MO puisque 

l’administration d’AMD3100 entraine une augmentation de la présence des MSCs dans la 

circulation sanguine487. D’autres travaux montrent que l’axe CXCL12/CXCR4 est aussi 

nécessaire dans le processus de nichage (homing) des ASCs488 et des MSCs489. En effet, 

l’utilisation d’anticorps bloquant CXCR4 diminue la capacité de ces cellules à atteindre le tissu 

d’intérêt suite à leur mobilisation pharmacologique chez la souris, dans un contexte de 

pathologie cérébrale464 (maladie d’Alzheimer). Ces résultats complètent alors ceux observés in 

vitro et mettent en évidence l’implication majeure de l’axe CXCL12/CXCR4 dans la rétention 

des MSCs/ASCs dans leur tissu d’origine mais aussi dans leur guidage vers un tissu lésé.   
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Sur la base de ces observations, les travaux suivants de l’équipe ont cherché à mettre en 

évidence une mobilisation endogène des ASCs in vivo, dans une situation physiologique. Ayant 

démontré que des ASCs murines injectées dans la circulation étaient capables de se nicher au 

sein des ganglions lymphatiques (GL), l’hypothèse que l’activation du GL puisse déclencher la 

mobilisation des ASCs des TAs environnant a été posée. L’inflammation caractérisée par 

l’activation des GL de la patte arrière, déclenchée par vaccination à l’ovalbumine, entraine une 

diminution du nombre d’ASCs dans le ScAT et une accumulation de ces cellules au niveau des 

GL (Figure 13). Suite à l’injection d’ASCs fluorescentes dans la patte arrière, ces cellules ont été 

observées par microscopie au niveau du GL et décrites pour participer au remodelage du 

ganglion486,490, démontrant ainsi pour la première fois que le TA est un réservoir physiologique 

d’ASCs mobilisables et capables d’infiltrer un tissu à distance en réponse à un stress 

inflammatoire. 

Plus récemment, l’équipe a travaillé la question de la mobilisation endogène des ASCs dans un 

autre contexte physiopathologique, celui de l’obésité. Ayant démontré que le TA était capable 

de libérer des ASCs dans la circulation en situation de stress inflammatoire486 et sachant que 

l’obésité était associée avec une augmentation de la circulation des MSCs491, ils ont émis 

l’hypothèse que la formation des adipocytes ectopiques (notamment dans les muscles 

squelettiques) qui se forment progressivement au cours de l’obésité pouvaient résulter d’ASCs 

libérées par le TA et infiltrés dans les tissus suite à un régime enrichi en graisses (HFD). Dans 

ce contexte, ils ont pu observer chez les animaux soumis à un régime HFD de 8 semaines une 

diminution de la proportion des ASCs CXCR4+ spécifiquement dans le ScAT, avec une corrélation 

inverse entre le nombre d’ASCs et le poids du ScAT.  Ainsi qu’une augmentation de l’expression 

des ARNm CXCL12 dans le muscle quadriceps. Afin d’observer cette libération d’ASCs et leur 

relocalisation musculaire en contexte d’obésité, l’équipe a mis en place un modèle de greffe 

de ScAT d’une souris exprimant la protéine fluorescente ZsGreen sous le contrôle du 

promoteur de l’adiponectine (Ad- exprimée par les adipocytes matures)492. Ils ont observé chez 

les souris greffées avec du ScAT des animaux Ad-ZsGreen soumises à un régime gras de 

manière chronique, la présence d’adipocytes ZsGreen positifs dans les muscles squelettiques 

corrélée avec la mise en place d’une l’insulino-résistance. Ces adipocytes fluorescents ne 

peuvent être issus que de la différenciation de précurseurs (ie. ASCs) issus du greffon et ayant 

infiltré le muscle. Ces travaux ont donc démontré formellement la mobilisation endogène des 

ASCs du ScAT et leur participation à la formation des dépôts adipeux ectopiques au cours de 

l’obésité (Figure 13). Ils ont ensuite démontré que la libération provoquée et répétée d’ASCs 

par l’utilisation chronique de l’AMD3100 chez des animaux nourris en régime normal 

permettait de reproduire les observations faites en HFD. L'augmentation de la circulation des 

ASCs peut à elle seule favoriser la formation d'adipocytes ectopiques, sans aucun signal 

alimentaire/énergétique, les ASC circulantes étant attirées vers les sites ectopiques et étant 

capables de s’y différencier selon les conditions du microenvironnement492. Ces observations 

proposent également pour la première fois une origine extra-musculaire de la formation de 

l’IMAT. 
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Figure 13 : Mobilisation endogène des ASCs en réponse à différents stress aigus ou 

chroniques. Les travaux de la littérature (en haut à gauche, en violet) ont démontré de manière indirecte une 

mobilisation des ASCs du ScAT vers la tumeur favorisant la néovascularisation et la croissance tumorale. Les travaux 

précédents de l’équipe (à droite, en bleu) ont démontré de manière directe la mobilisation endogène des ASCs du 

ScAT vers le ganglion lymphatique en réponse à une inflammation puis au sein du muscle squelettique en cas de 

surcharge calorique. Mon projet de thèse se situe dans le cadre d’un stress lésionnel aigu : la lésion musculaire 

(en bas à gauche, en vert). 
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Notre laboratoire s’est ensuite intéressé à la question de la mobilisation endogène des ASCs 

dans un autre contexte de stress tissulaire, à savoir la lésion musculaire aigue, qui constitue le 

cadre de mon projet de thèse (Figure 13). 

En situation de lésion musculaire, différentes observations dans le muscle lésé nous avaient 

permis de postuler qu’une mobilisation endogène des ASCs pouvait avoir lieu : 

• L'augmentation du nombre de FAPs (PDGFRα+/Sca1+/CD31-/CD45-) observée à 1 jpl par 

des approches de cytométrie en flux31,32,246, malgré l'absence de prolifération de ces 

cellules à ce stade. L’origine de cette augmentation précoce de FAPs n’était pas 

expliquée. 

• Les études ayant quantifié cette augmentation par cytométrie en flux utilisaient un 

immunophénotype partagé entre les FAPs et les ASCs, il était donc possible d’envisager 

que l’augmentation du nombre de FAPs précoce soit en réalité explicable par une 

infiltration d’ASCs depuis le TA. 

• Les études de scRNAseq ont fait état d’une hétérogénéité de la population de FAPs 

dans le muscle post-lésion (dès 0.5 jpl) avec apparition d’une sous-population de FAPs 

dite « activée ». Cette hétérogénéité était attribuée aux changements d’expression 

génique induites par le micro-environnement lésionnel permettant aux cellules 

d’acquérir temporairement un profil transcriptionnel nécessaire pour assurer leurs 

différentes fonctions au cours de la régénération musculaire50–53,55 mais pouvait aussi 

correspondre à l’arrivée d’une sous-population d’origine extra-musculaire. 
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Figure 14 : La lésion musculaire déclenche une sortie massive des ASCs du ScAT suivi de leur 

infiltration dans le muscle. A Représentation de l’évolution du nombre et de la prolifération des FAPs post lésion 

musculaire, adapté de Lemos et al. (2015) B Nombres de FAPs ou d’ASCs dans le muscle lésé et le tissu adipeux sous-cutané 

(ScAT) 1 jour post-lésion. n=15 (Gly) et n=9 (CTX) animaux pour le muscle, et n=10 (Gly) et n=10 (CTX) animaux pour le 

ScAT, sur trois expériences indépendantes. C Modèle de greffe de tissu adipeux sous-cutané (ScAT) provenant d'une souris 

CD34-GFP ou KikGR fluorescent dans des souris C57Bl/6 de type sauvage (partie gauche). Image 

d'immunohistofluorescence du ScAT 7 jours après la chirurgie de greffe (partie droite, barre d’échelle 200 μm). D Analyse 

en cytométrie de flux de la SVF provenant du muscle lésé par Gly (1 jour après l'injection) des souris greffées. E-F Analyse 

immunohistologique in situ du quadriceps lésé par Gly (1 jour après l'injection) chez les souris greffées avec le ScAT KikGR 

(les flèches vertes pointent vers les cellules KikGR
+
/CD140α

+
/CD45

−
 (E), ou KikGR

+
/CD140α

+
/Sca-1

+
 (F)). Barre d’échelle 10 

μm. Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type standard ; *p < 0,05. 
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Ayant antérieurement démontré que les ASCs pouvaient être mobilisées depuis le ScAT durant 

diverses situations de stress, l’équipe a émis l’hypothèse que suite à la lésion musculaire le 

ScAT pouvait libérer des ASCs qui infiltreraient le muscle lésé pour participer, avec le pool de 

FAPs, à la régénération musculaire (Figure 13). 

Au moment de mon arrivée dans l’équipe, les travaux entamés par Quentin Sastourné-Arrey 

(ancien doctorant de l’équipe) avaient démontré : 

• Une diminution rapide (dès 1 jpl) du nombre d’ASCs dans le ScAT concomitante à 

l’augmentation du nombre de FAPs dans le muscle quadriceps lésé par des approches 

de cytométrie en flux (Figure 14B).  

• La présence d’ASCs indifférenciées (GFP+/PDGFRα+/Sca1+/CD31-/CD45-) dans le muscle 

quadriceps lésé à 1 jpl493 en utilisant le modèle de greffe de ScAT fluorescent (Figure 

14C) développé par l’équipe couplé à des méthodes de cytométrie en flux  (Figure 14D) 

et d’immunofluorescence (Figure 14E-F).  

Ces premiers résultats avaient permis d’assoir l’hypothèse posée en amont et de démontrer 

l’existence de la mobilisation endogène des ASCs en contexte de lésion musculaire. 

Néanmoins, le rôle de cette infiltration précoce d’ASCs dans le muscle sur le phénomène de 

régénération musculaire ainsi que les mécanismes régulant cette mobilisation endogène 

n’avaient pas été démontrés et c’est autour de ces questions que se sont inscrits les différents 

objectifs de mon projet de thèse.  

 

Le tissu adipeux blanc :  

- Le TA représente un réservoir majeur de MSCs appelées ASCs. 

- Les ASCs présentent de fortes similitudes phénotypiques et fonctionnelles avec les FAPs.  

- Ces cellules sont très utilisées en thérapies pour leurs capacités sécrétoires 

immunomodulatrices et/ou de différenciation.  

- Les travaux de l’équipe ont démontré que le TA pouvait libérer des ASCs qui infiltrent d’autres 

organes en réponse à des stress inflammatoires ou métaboliques. 

- En situation de lésion musculaire les ASCs du ScAT infiltrent rapidement le muscle lésé. 

- Déterminer le rôle fonctionnel de cette infiltration dans la régénération musculaire constitue 

le contexte de ce projet de thèse.  
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Figure 15 : Plan expérimental et objectifs du projet de thèse. 
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OBJECTIFS 
Après un traumatisme musculaire, la capacité du muscle à se régénérer repose sur la présence 

des CS, qui sont les seules cellules capables de former de nouvelles fibres musculaires 

lorsqu'elles sont activées. Il est maintenant largement accepté que d'autres types de cellules, 

dépourvus d’activité myogénique, soutiennent les CS pendant la régénération. Parmi elles les 

FAPs, MSCs résidentes du muscle, favorisent la prolifération des CS et leur différenciation en 

myoblastes, puis en myocytes, grâce à leur activité paracrine. Récemment, l'équipe a montré 

que les ASCs, MSCs résidentes du ScAT, infiltrent le muscle lésé dès le 1er jpl. Par conséquent, 

ces données impliquent qu'après une lésion musculaire, la population de FAPs est composée 

de FAP résidents et d’ASCs infiltrées. Mon travail de thèse a porté sur la compréhension du 

devenir et du rôle joué par les ASCs infiltrées dans le processus de régénération musculaire. Il 

a été décrit dans la littérature que des adipocytes intramusculaires (IMAT) peuvent apparaitre 

transitoirement après une lésion musculaire autour de 10 jpl sans que ce dernier n’entrave le 

processus de régénération110,116,178. En considérant que (1) les ASCs/FAPs sont des précurseurs 

d’adipocytes, (2) que les lipides sont des acteurs essentiels dans les processus de régénération 

tissulaires494–497 et que (3) l’équipe a démontré que dans un contexte physiopathologique de 

surcharge métabolique, les ASCs infiltrées dans un muscle sont capables de se différencier en 

adipocytes, l’objectif général de mon travail de thèse a été de démontrer que les ASCs 

infiltrées dans le muscle lésé jouent un rôle clef dans le processus de régénération et en 

partie par leur capacité de différenciation adipocytaire. 

Dans ce contexte, mon projet s’est articulé autour de plusieurs objectifs spécifiques :  

• Objectif 1 : Définir le rôle de l’infiltration des ASCs dans le processus de régénération 

musculaire chez la souris.  

Les travaux du laboratoire chez la souris avaient démontré que dans les premières 24h suivant 

une lésion musculaire, le ScAT libère des ASCs qui infiltrent le muscle lésé. Pour déterminer le 

rôle de cet événement lors du processus de régénération musculaire (Figure 15), nous avons 

cherché à perturber l’infiltration précoce des ASCs du ScAT vers le muscle lésé et évalué par 

analyse histologique et fonctionnelle l’impact sur la régénération musculaire (Figure 15). 

Ensuite, nous avons évalué l’effet d’un apport exogène d’ASCs dans un muscle lésé, dont 

l’infiltration des ASCs avait été perturbée, sur le processus de régénération musculaire in vivo. 

• Objectif 2 : Caractériser l’identité des ASCs qui infiltrent le muscle après la lésion. 

Notre second objectif a été de caractériser la population d’ASCs libérée par le ScAT et qui 

infiltre le muscle suite à la lésion493. Nous pensons que l’augmentation de l’hétérogénéité des 

FAPs dans le muscle suite à la lésion décrite dans la littérature49–51,53, peut en partie résulter 

de cette infiltration d’ASCs (Figure 15). A partir de tissu adipeux et musculaire murins, nous 

avons utilisé des approches de cytométrie en flux, de séquençage ARN sur groupes de cellules 

triées et en cellule unique, à la fois sur la population d’ASCs et de FAPs. L’analyse bio-

informatique de ces données en collaboration avec le Dr Xavier Contreras et sa doctorante 
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Margaux Labrosse, a eu pour ambition de faire émerger un marqueur ou une signature 

génique spécifique de la population d’ASCs infiltrées. L’identification de tels marqueurs 

pouvant permettre d’isoler spécifiquement la population d’ASCs migrantes afin de mieux en 

étudier ses propriétés régénératrices in vitro dans un autre temps. 

• Objectif 3 : Evaluer l’origine cellulaire et l’importance fonctionnelle du dépôt 

transitoire d’adipocytes dans la régénération musculaire  

Nous avons émis l’hypothèse que la formation transitoire d’IMAT post-lésion pouvait jouer un 

rôle favorable dans le mécanisme de régénération (Figure 15), d’autant plus que sa présence 

est concomitante avec les phases tardives de la régénération musculaire, c’est à dire de fusion 

des myoblastes et maturation des myofibres néoformées. Ainsi l’origine et la cinétique précise 

d’apparition et disparition de l’IMAT post-lésion a été étudié. Cet objectif a été décomposé en 

plusieurs sous-parties : 

• Sous-partie 1 : Déterminer précisément la cinétique des adipocytes post-lésion. 

Déterminer cette cinétique et la comparer avec celles des autres types cellulaires présents 

dans l’environnement musculaire pourrait nous informer des possibles interactions des 

adipocytes avec leur environnement et ainsi proposer des rôles joués par cette population 

cellulaire au cours de la régénération.  

• Sous-partie 2 : Est ce que les ASCs infiltrées participent à la formation des adipocytes 

intramusculaires ? 

Pour cela, nous avons re-exploité le modèle de greffe de ScAT fluorescent ainsi que l’apport 

exogène d’ASCs fluorescentes triées pour travailler la question du devenir des ASCs infiltrées. 

Notre intention était aussi de phénotyper ces éventuels adipocytes (blancs vs. bruns/beiges) 

afin de mieux comprendre leur fonction dans la régénération musculaire. 

• Sous-partie 3 : Déterminer le rôle fonctionnel des adipocytes sur le processus de 

régénération musculaire par des approches in vitro.  

L’objectif suivant a été de déterminer si les adipocytes avaient un effet bénéfique ou délétère 

sur la formation de nouvelles fibres musculaires au cours de la régénération. Par des approches 

de co-culture entre les adipocytes dérivés des ASCs ou de FAPs avec des CS, nous avons étudié 

les dialogues entre ces types cellulaires et l’impact sur le processus de différenciation 

myogénique in vitro. Pour ne pas exclure un rôle des ASCs sous leur forme indifférenciée, nous 

avons aussi réalisé des approches de co-culture entre des ASCs/FAPs et des CS et évalué 

l’efficacité du programme myogénique in vitro. 

• Sous-partie 4 : Conséquences fonctionnelles in vivo de la déplétion de l’IMAT post-

lésion. 

Enfin, notre dernier objectif a été de tester in vivo si la perturbation de la formation de l’IMAT 

transitoire post-lésion avait une conséquence sur l’efficacité de la régénération musculaire. 

Nous avons utilisé d’une part un modèle de souris incapables de former des adipocytes 

matures et d’autre part un modèle de mort inductible des adipocytes dans le muscle afin 

d’étudier les conséquences de la perturbation de l’adipogénèse post-lésion sur l’efficacité de 

la régénération musculaire. 
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RESULTATS 
 

1) Définir le rôle de l’infiltration des ASCs dans le processus de régénération 

musculaire chez la souris.  
 

Les résultats présentés dans ce chapitre sont intégralement publiés dans l’article suivant : 

Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of skeletal muscle 

after injury.  

Sastourné-Arrey Q*, Mathieu M*, Contreras X, Monferran S, Bourlier V, Gil-Ortega M, Murphy 

E, Laurens C, Varin A, Guissard C, Barreau C, André M, Juin N, Marquès M, Chaput B, Moro C, 

O'Gorman D, Casteilla L, Girousse A, Sengenès C. *contribution équivalente 

Nat Commun. 2023 Jan 5;14(1):80. doi: 10.1038 

 

La première partie de cet article démontre que la lésion musculaire déclenche une libération 

rapide (dès 1 jpl) d’ASCs depuis le ScAT suivie de leur infiltration dans le muscle lésé. Mon 

objectif était d’observer si cette infiltration était nécessaire à la régénération musculaire. Pour 

répondre à cette question, nous avons eu pour stratégie de perturber l’infiltration précoce des 

ASCs dans le muscle après la lésion et d’évaluer l’efficacité de la régénération musculaire. La 

difficulté de cette question reposait sur le fait qu’il n’existait pas de marqueurs spécifiques 

permettant de cibler, pharmacologiquement ou génétiquement, les ASCs du ScAT sans 

perturber d’autres types cellulaires équivalents comme les ASCs d’autres dépôts adipeux ou 

les FAPs résidents du muscle par exemple. Pour perturber l’infiltration des ASCs nous avons 

alors utilisé deux modèles relevant de stratégies différentes mais complémentaires. Le premier 

modèle que nous avons utilisé avait pour objectif de perturber le trafic des ASCs entre leur 

compartiment d’origine, le ScAT, et leur tissu cible, le muscle quadriceps lésé. Le second 

modèle avait pour principe de dépléter le réservoir d’ASCs, c’est-à-dire le ScAT, par un modèle 

de lipectomie bilatérale. 

Le premier modèle que nous avons utilisé visait à diminuer l’infiltration des ASCs dans le 

muscle en perturbant leur migration entre le ScAT et le muscle lésé. Même si notre 

compréhension actuelle du trafic in vivo des ASCs/MSCs natives est encore très incomplète480, 

certaines études indiquent que les plaquettes contrôlent le trafic et/ou le recrutement des 

MSCs sur les sites de lésions476,477,498,499. Nous avons constaté par ailleurs que les ASCs dérivées 

du ScAT d’animaux lésés par injection de glycérol (Gly) ou CTX surexpriment à leur surface la 

podoplanine par rapport aux ASCs d’animaux non lésés (Fig. 1A). La podoplanine est un ligand 

endogène du récepteur 2 de type lectine (CLEC-2) qui est un récepteur essentiel activant les 

plaquettes498. Les études antérieures de l’équipe avaient démontré in vitro une interaction plus 

forte des ASCs du ScAT issus d’animaux lésés avec les plaquettes par rapport aux ASCs issues 

d’animaux non lésés493. Par ailleurs, l’utilisation d’un anticorps dirigé contre la podolanine a 

permis de réduire l’interaction des ASCs avec les plaquettes in vitro493. En accord avec ce 

https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/36604419/
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/36604419/
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résultat, plusieurs études rapportent que la majorité des MSCs injectées peuvent être trouvées 

dans la circulation en association avec les plaquettes pour faciliter leur homing vers les tissus  

 

Figure 1 : L’interaction des ASCs avec les plaquettes est nécessaire à leur infiltration et à la 
régénération musculaire. 
A Expression de la podoplanine à la surface des ASCs dérivées du tissu adipeux sous-cutané (ScAT) d'animaux 

blessés (Gly et CTX) ou de contrôle (non lésées) par cytométrie en flux à 1 jour post-lésion. n = 5 (Témoin), 5 (Gly), 

et 4 (CTX) animaux répartis sur trois expériences indépendantes. B Modèle de déplétion plaquettaire et 

d'injection d’ASCs triées selon l’immunophénotype Sca-1+/CD31-/CD45- depuis la SVF de ScAT d’animaux 

contrôles. La figure a été partiellement générée à l'aide de Servier Medical Art, sous licence Creative Commons 

Attribution 3.0. C Évolution temporelle du nombre de plaquettes chez les animaux contrôles lésés au Gly de 1 à 

14 jpl. n = 15 (Ctrl) et trois animaux pour chaque autre point temporel sur deux expériences indépendantes. D 

Contenu en FAPs déterminé par cytométrie de flux dans les muscles lésés d'animaux témoins (+IgG) ou déplétés 

en plaquettes (+αPLA). n = 7 (Gly+IgG) et 9 (Gly + αPLA) animaux sur deux expériences indépendantes. E Évolution 

temporelle de l'expression de l'ARNm des gènes du programme myogéniques dans le muscle quadriceps 

d'animaux témoins et blessés par Gly, avec et sans déplétion plaquettaire. n = 12-16 (Ctrl) et 5-8 à 3 dpi, 6-8 à 7 

dpi, et 6-9 à 14 dpi animaux au cours de quatre expériences indépendantes. 
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enflammés476. Par conséquent, nous avons imaginé que l'interaction entre les ASCs et les 

plaquettes était nécessaire pour le recrutement des ASCs dans le muscle lésé et qu’en 

perturbant cette intéraction nous altérerions in fine le processus de régénération 

musculaire. Le schéma expérimental que nous avons utilisé (présenté en Fig. 1B) consistait à 

réaliser une déplétion plaquettaire par injection intrapéritonéale d’anticorps anti-plaquettes 

(α-Pla) 1 heure après la réalisation des lésion musculaires (Gly ou CTX). Dans un premier temps 

nous nous sommes assurés de la validation de la déplétion plaquettaire, qui été maximale 1 

jour après l’injection de l’anticorps α-Pla (Fig. 1C), cinétique pour laquelle l’équipe avait décrit 

l’infiltration des ASCs dans le muscle lésé, puis un retour à au niveau basal autour du 7ième jour 

après l’injection (Fig. 1C) permettant ainsi d’éviter les effets secondaires de la déplétion 

plaquettaire à long terme. Après avoir validé la déplétion en plaquettes, nous nous sommes 

aussi assuré que ce modèle permettait de freiner l’augmentation précoce du nombre de 

FAPs/ASCs dans le muscle post-lésion. Pour cela, nous avons vérifié par cytométrie en flux sur 

la Fraction Vasculaire Stromale (SVF) du muscle à 1jpl, que l’augmentation du nombre de 

cellules Sca-1+/CD31-/CD45- était atténué (d’un facteur deux) suite à la déplétion plaquettaire 

à 1jpl (Fig. 1D). Ces résultats suggèrent que l’infiltration des ASCs dans le muscle implique leur 

interraction avec les plaquettes et que le modèle de déplétion plaquettaire constitue un 

premier modèle de perturbation de cette infiltration. 

Nous avons ensuite évalué au sein de ce modèle si la perturbation de l’infiltration des ASCs du 

ScAT dans le muscle entrainait une altération de la régénération musculaire. Pour cela, nous 

avons évalué l’expression des gènes impliqués dans le programme moléculaire de la 

différenciation myogénique jusqu’à 14 jpl après lésion au Gly (Fig. 1B). Nous avons constaté 

que l’expression des marqueurs précoces du programme myogénique (Pax-7 et Myf5) n’était 

pas altérée alors que celle des marqueurs plus tardifs (MyoD, Myogenin, eMyHC) a été 

nettement diminuée à partir de 7 jpl suite à la déplétion plaquettaire par rapport au groupe 

lésé mais n’ayant pas reçu d’injection α-Pla (Fig. 1E). Ainsi, ces observations indiquent que 

l’infiltration des ASCs est nécessaire aux étapes tardives de la régénération comme la 

différenciation et la fusion des progéniteurs myogéniques. Pour renforcer cette observation, 

nous avons évalué par des approches histologiques la présence des fibres musculaires 

centronucléées, caractéristique d’évènement de fusion, ainsi que leur taille, deux indicateurs 

de l’efficacité de la régénération largement acceptés. Nous avons constaté que la proportion 

de fibres centronucléées à 7 jpl ainsi que la distribution de la taille des fibres en régénération 

à 14 jpl étaient significativement réduites chez les animaux « déplétion plaquettaire » (Figure 

1F-H) indiquant un défaut de régénération. Outre la formation de nouvelles myofibres, la 

régénération musculaire implique également la restauration du tissu conjonctif par la 

sécrétion et l'organisation de la MEC500 alors que le dépôt excessif et persistant de tissu 

conjonctif intramusculaire (IMCT) est caractéristique de la fibrose364. Étant donné que le 

modèle de lésion CTX est décrit comme davantage pro-fibrotique par rapport au modèle de 

lésion Gly, nous avons examiné les conséquences de la déplétion plaquettaire dans le contexte 

CTX178. À 14 jpl nous avons observé un dépôt important d'IMCT qui s'aggrave en cas de 

déplétion plaquettaire (Figure 1I) suggérant que l’infiltration d’ASCs est nécessaire pour une  
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Figure 1 (suite) : L’interaction des ASCs avec les plaquettes est nécessaire à leur infiltration 
et à la régénération musculaire. 
F Images de microscopie confocale des muscles quadriceps à 7 jpl (Gly +/- déplétion plaquettaire). Barres 
d’échelles 500 μm (à gauche) et 50 μm (à droite). G Quantification immunohistologique des fibres musculaires 
néoformées (fibres centronucléées WGA) à 7 jours. n = 5 (Gly), 5 (Gly + αPLA) et 4 (Gly + αPLA + ASCs) animaux 
sur quatre expériences indépendantes. H Distribution de la taille des fibres musculaires en régénération chez les 
animaux lésés au Gly (rouge), déplétés en plaquettes (gris) et supplémentés en ASCs (vert) à 14 jpl. n = 4 (Gly), 6 
(Gly + αPLA), et 5 (Gly + αPLA + ASCs) animaux au cours de quatre expériences indépendantes. I Quantification 
immunohistologique du dépôt d'IMCT dans le muscle quadriceps d'animaux témoins et d'animaux lésés par CTX 
avec et sans déplétion plaquettaire à 14 jpl. n = 27 (Ctrl), 10 (CTX), 28 (CTX + αPLA), et 30 (CTX + αPLA + ASCs) 
images de 4, 3, 4, et 4 animaux dans chaque groupe, respectivement, au cours de trois expériences 
indépendantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne ± SEM ; *p 
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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restauration adéquate (quantitative et certainement qualitative) de l’IMCT pour une 

régénératin optimale. 

Dans ce contexte, nous voulions savoir si les altérations observées pouvaient être 

spécifiquement attribuables à l’altération de l’infiltration des ASCs dans le muscle. Pour cela, 

nous avons réalisé des injections d’ASCs triées de SVF du ScAT dans un muscle lésé Gly ou CTX 

en même temps que la déplétion plaquettaire (Fig. 1B) afin de mimer/restaurer l’infiltration 

d’ASCs. Le nombre d'ASCs injectées a été déterminé à partir des quantités d’ASCs disparues 

dans le ScAT et de celles de FAPs augmentées à 1 jpl, soit environ 2,5.105 ASCs. De manière 

remarquable, l’injection d’ASCs dans le muscle a permis de complètement restaurer le nombre 

de fibres musculaires centronuclées dans le modèle de déplétion plaquettaire à 7 jpl (Fig. 1F-

G). Sur une cinétique plus tardive, à 14 jpl, l’injection d’ASCs dans ce même modèle a permis 

de partiellement restaurer la taille des fibres musculaires en améliorant leur répartition vers 

un profil identique à celui observé dans un modèle de lésion Gly témoin (sans déplétion 

plaquettaires) (Fig. 1H). Dans le contexte de la restauration du tissu conjonctif après lésion, 

l'injection intramusculaire d'ASCs a amélioré les niveaux d'IMCT, suggérant un rôle pro-

régénérateur des ASCs infiltrées après la lésion musculaire (Figure 1I).  

En résumé, ce modèle nous a permis de démontrer que l’infiltration des ASCs dans le muscle 

après la lésion est un processus bénéfique pour la régénération puisque sa perturbation 

entraine des effets délétères sur la régénération musculaire. Ces effets peuvent être attribués 

à la population d’ASCs étant donné que leur injection intramusculaire dans ce modèle permet 

de restaurer une régénération musculaire efficace. 
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Figure 2 : Le modèle de lipectomie bilatérale n’influence pas les paramètres 

morphométriques et métaboliques. A Modèle de lipectomie bilatérale et d'injection d'ASCs. La figure a 

été partiellement générée à l'aide de Servier Medical Art, sous licence Creative Commons Attribution 3.0. Pour 

B-E, n= 3-5 (Ctrl), 3-9 (Ctrl-ScAT) animaux sur 3 expériences indépendantes. 

Figure 3 : L’origine tissulaire des ASCs qui infiltrent le muscle est déterminante pour 

maintenir l’efficacité de régénération du muscle. A Modèle de lipectomie bilatérale et d'injection 

d'ASCs. Figure partiellement générée à l'aide de Servier Medical Art. B Évolution temporelle de l'expression de 

l'ARNm des gènes myogéniques dans le muscle quadriceps d'animaux contrôles et blessés au Gly avec et sans 

lipectomie. n = 4 (Ctrl) et 3-4 à 3 jpl, 3-4 à 7 jpl, 3-4 à 14 jpl animaux au cours de trois expériences indépendantes. 

C Images en microscopie confocale des muscles quadriceps à 7 jpl (Gly +/- lipectomie). Barres d’échelles 500 μm 

(en haut) et 50 μm (en bas). D Quantification immunohistologique des fibres musculaires néoformées 

(centronucléées WGA) à 7 jpl.n = 4 (Ctrl), 6 (Gly), et 9 (Gly-ScAT) animaux sur trois expériences indépendantes. E 

Nombre de FAPs dans le muscle lésé par Gly ou le muscle témoin avec ou sans lipectomie ScAT. n = 17 (Gly), 13 

(Ctrl-ScAT) et 11 (Gly-ScAT) animaux au cours de cinq expériences indépendantes. 
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Le second modèle que nous avons mis en place avait pour objectif de supprimer la réservoir 

d’ASCs pour bloquer leur migration vers le muscle. Ce modèle consiste en l’ablation bilatérale 

des ScAT (double lipectomie) de l'animal afin d’éliminer le réservoir d'ASCs (Fig. 2A). Nous 

avons d'abord vérifié l'impact de la lipectomie bilatérale sur les paramètres morphométriques 

et métaboliques de l’animal pour s’assurer que les effets observés sur la régénération 

musculaire ne soient pas confondants avec ces paramètres. Le poids corporel et la masse 

grasse totale n'ont pas été modifiés de manière significative (Fig. 2B-C). Le poids des PGAT, 

l'autre principal dépôt adipeux, n'a pas augmenté pour compenser l'ablation des ScAT (Fig. 

2C). Ensuite, la glycémie n'a pas montré de changements significatifs après la lipectomie 

bilatérale (Fig. 2D). Le modèle de lipectomie n’entraine donc pas de variations des paramètres 

métaboliques majeurs qui avaient pu être associés à la perturbation de la régénération 

musculaire dans les modèles d’obésité par exemple. Nous avons donc réalisé des lésions 

musculaires Gly dans ce modèle de lipectomie dans le but d’évaluer les critères quantitatifs et 

qualitatifs de la régénération musculaire. 

Après la lésion musculaire nous avons dans un premier temps examiné les profils d'expression 

génique liés à la régénération musculaire (Fig. 3A). Bien que les premières étapes du 

programme moléculaire de régénération musculaire, illustrée par le marqueur précoce Pax-7, 

n'aient pas été affectées (Fig. 3B), les marqueurs tardifs de myogenèse, Myog et eMyHC, ont 

présenté des altérations significatives (Fig. 3B) indiquant de la même manière que pour le 

modèle de déplétion plaquettaire (α-Pla), une implication des ASCs dans les phases tardives 

du processus de régénération musculaire. De la même manière que pour le modèle α-Pla, nous 

avons observé une diminution du nombre de fibres nouvellement synthétisées, 

centronucléées, chez les animaux dépourvus de ScAT (Fig. 3 C-D), démontrant une altération 

de la régénération du muscle. Par ailleurs, nous avons été surpris de constater la persistance 

de l'augmentation du nombre de FAPs après la lésion dans les muscles des animaux 

lipectomiés (Fig. 3E), suggérant la mise en place de processus de compensation permettant de 

maintenir l’infiltration d’ASCs depuis d’autres réservoirs tissulaires. Nous avons donc quantifié 

le nombre d’ASCs/MSCs dans d’autres réservoirs (respectivement PGAT et MO) et avons 

remarqué une diminution du nombre d'ASCs Sca-1+/CD45-/CD31- dans le PGAT à 1 jpl chez les 

animaux dépourvus de ScAT (Fig. 3F). Cette observation laisse penser qu’en l’absence de ScAT, 

le PGAT prend le relais et fournit au muscle des cellules de type FAPs mais sans pour autant 

garantir une régénération musculaire efficace puisque la régénération est altérée quand le 

réservoir ScAT est absent (Fig. 3 C-D). Ces résultats suggèrent aussi que les ASCs, selon leur 

dépôt adipeux d’origine, possèdent un potentiel de régénération différent. Nous avons donc 

comparé les conséquences fonctionnelles de l’apport exogène d’ASCs provenant du ScAT ou 

du PGAT sur l’efficacité de la régénération musculaire chez des animaux dépourvus de ScAT. 

Dans ce contexte, l'injection d'ASCs issues du ScAT a permis de rétablir le niveau de fibres 

centronucléées, contrairement aux ASCs dérivées du PGAT (Fig. 3G-H), démontrant ainsi une 

capacité pro-régénérative supérieure. Enfin, nous nous sommes demandé si les ASCs dérivées 

du ScAT présentaient un profil transcriptionnel pro-régénératif spécifique, favorisant la  
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Figure 3 (suite) : L’origine tissulaire des ASCs qui infiltrent le muscle est déterminante pour 
maintenir l’efficacité de régénération du muscle. F Quantification du nombre d'ASCs dans le PGAT en 

condition contrôle ou lésionnelle avec ou sans lipectomie du ScAT. n = 6 (Ctrl), 8 (Gly), 8 (Ctrl-ScAT), et 8 (Gly-
ScAT) animaux sur quatre expériences indépendantes. G Images en microscopie confocale sur muscles quadriceps 
lésés Gly et témoins à 7 jpl avec ou sans lipectomie. Barres d’échelles 500 μm (en haut) et 50 μm (en bas). H 
Quantification immunohistologique des fibres musculaires néoformées (fibres centronucléées WGA) à 7 jpl. n = 
6 (Gly), 9 (Gly-ScAT), 6 (Gly-ScAT+ASC(ScAT)), et 5 (Gly-ScAT+ASC(PGAT)) animaux sur cinq expériences 
indépendantes. I Analyse des termes de GO entre les ASCs dérivées du ScAT et du PGAT. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne ± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, 
****p < 0,0001 vs Ctrl. 
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régénération musculaire. L'analyse fonctionnelle par l'ontologie des gènes (GO) a révélé des 

profils d'expression génique spécifiques dans les ASCs du ScAT par rapport aux ASCs du PGAT 

avec un enrichissement des fonctions biologiques liées à la coordination de l'inflammation, à 

la prolifération et au devenir des cellules souches ainsi que la fusion des myoblastes (Fig. 3I), 

qui sont toutes des voies essentielles pour permettre une régénération musculaire efficace. 

En résumé, ce modèle nous a permis de montrer que l’infiltration spécifique des ASCs du ScAT 

promeut la régénération musculaire puisque l’ablation de leur réservoir conduit à l’altération 

du processus de régénération musculaire tandis que leur injection intramusculaire permet de 

la rétablir. Ce modèle nous permet aussi de mettre en lumière la mise en place d’une 

mobilisation d’ASCs compensatoire depuis d’autres sources cellulaires comme le PGAT lorsque 

les ASCs ne peuvent pas être mobilisés du ScAT sans pour autant parvenir à soutenir la 

régénération musculaire. Lorsque les ASC dérivées du PGAT ont été directement injectées dans 

le muscle lésé, elles n'ont pas pu restaurer la régénération musculaire contrairement à leurs 

homologues du ScAT. 
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Figure 4 : Le ScAT ne semble pas intervenir de la même manière en réponse à une deuxième 
lésion musculaire qu’à la première. 
A Modèle expérimental d’une lésion unique induite par glycérol. B Quantification du nombre d’ASCs du ScAT à 1, 

3 et 7 jpl. n=11 (Ctrl), n=10 (1 jpl), n=5 (3 jpl), n=9 (7 jpl). C Modèle expérimentale de deux lésions induites au 

glycérol répétées à 7 jours d’intervalle. D Evolution du nombre d’ASCs du ScAT dans un modèle de lésions 

répétées, les flèches indiquent les temps auxquels les lésions ont été effectuées. n=16 (Ctrl), n=10 (1 jpl-1), n=15 

(7 jpl-1), n=7 (1jpl-2) et n=4 (7 jpl-2) E Evolution du nombre de FAPs quantifié par cytométrie en flux après une 

lésion unique (jpl-1) ou après une seconde lésion (jpl-2), les flèches indiquent les temps auxquels les lésions ont 

été effectuées. n=62 (Ctrl), n=29 (1 jpl-1), n=2 (3 jpl-1), n=7 (7 jpl-1) et n=4 (1 jpl-2) F Evolution du nombre d’ASC 

du PGAT quantifié par cytométrie en flux 1 jour après la deuxième lésion (1 jpl-2). n=4 (Ctrl) et n=3 (1 jpl-2). Les 

résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne ± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, 

***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl. 
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Les résultats présentés dans la section suivante n’ont pas été publiés : 

Pour approfondir notre compréhension de la mobilisation endogène des ASCs du ScAT vers le 

muscle lésé, nous avons examiné comment la dynamique de ces cellules évolue en condition 

de lésions répétées (Gly). Nous avons dans un premier temps quantifié le nombre d’ASCs dans 

le ScAT pendant 7 jpl dans le but de déterminer quand la population d’ASCs retrouvait son 

niveau basal.  Suite à une lésion musculaire unique induite par Gly (Fig. 4A), nous avons noté 

une diminution du nombre d'ASCs dans le ScAT dès le premier jour, qui persiste jusqu'à 7 jpl 

(Fig. 4B). Nous avons alors cherché à déterminer si la réalisation d'une seconde lésion (lésion 

2 ; l-2) 7 jours après la première (lésion 1 ; l-1) (Fig. 4C) influençait la mobilisation des ASCs 

depuis le ScAT ainsi que leur infiltration dans le muscle. De manière surprenante, 24h après la 

seconde lésion (1 jpl-2), la quantité d’ASCs du ScAT n’a pas diminué comme après la première 

lésion (diminution d’environ 20% à 1 jpl-1) mais a eu tendance à augmenter jusqu’à 7 jpl-2 (Fig. 

4D). Dans le muscle, alors que la dynamique transitoire de l'augmentation du nombre de FAPs 

après une première lésion est largement documentée31,32,246, peu d'informations sont 

disponibles concernant l’évolution de leur nombre après plusieurs lésions. Nous avons observé 

une augmentation transitoire du nombre de FAPs, débutant à 1 jpl-1 avec un pic à 3 jpl-1 et un 

retour à la quantité initiale à 7 jpl-1 (Fig. 4E) en accord avec la littérature. La seconde lésion 

musculaire, pratiquée à 7 jpl-1 a entrainé une augmentation forte et rapide du nombre de FAPs 

intramusculaire 13 fois supérieure à 1 jpl-2 dépassant même le nombre de FAPs observés après 

la première lésion (Fig. 4E). Ces résultats pourraient suggérer qu’après une seconde lésion 

musculaire i) il se met en place une infiltration d’ASCs (ou plus généralement de MSCs) bien 

plus importante que pour une lésion unique et qui pourrait être soutenue par d’autres 

réservoirs d’ASCs/MSCs en plus du ScAT ; ii) il y aurait une prolifération des ASCs infiltrées lors 

de la première lésion. Pour mieux comprendre cette forte augmentation, nous avons imaginé 

que le PGAT puisse servir de réservoir secondaire en réponse à la seconde lésion musculaire, 

de la même manière que ce que nous avons observé dans le modèle de lipectomie bilatérale. 

En réponse à la deuxième lésion, le nombre d’ASCs dans le PGAT a diminué (non significatif en 

raison du petit nombre d’animaux utilisé) (Fig. 4F) mais cette diminution ne peut pas expliquer 

à elle seule l’augmentation du nombre de FAPs intramusculaire. L’évaluation de la prolifération 

des FAPs intramusculaire serait nécessaire pour comprendre si elle participe à l’augmentation 

de leur nombre après la seconde lésion et en quelle proportion. De manière identique, la 

prolifération des ASCs devrait être mesurée pour expliquer l’absence de leur diminution dans 

le ScAT après la seconde lésion musculaire.  

Ces expériences préliminaires nous ont permis de suggérer que les mécanismes cellulaires mis 

en place au cours d’une deuxième lésion musculaire, ne sont pas identiques à ceux observés 

au cours de la première lésion. L’augmentation du nombre de FAPs 1 jour après la deuxième 

lésion est plus importante que celle observée 1 jour après la première lésion. Pour autant, au 

moment de la deuxième lésion le ScAT ne s’est pas encore repeuplé de sa population d’ASCs. 

Alors qu’on pourrait s’attendre à une plus forte diminution de la population d’ASCs post 

deuxième lésion, celle-ci augmente et semble montrer que le ScAT n’est plus un réservoir 
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répondeur à la seconde lésion. Il semblerait alors que l’organisme mette en place des 

mécanismes compensatoires pour contourner l’absence d’ASCs au sein du ScAT au moment de 

la deuxième lésion. Il reste néanmoins à vérifier si ces mécanismes reposent sur une 

mobilisation endogène depuis d’autres réservoirs physiologiques ou bien si la prolifération 

rapide des ASCs du ScAT et des FAPs au sein du muscle est un élément à prendre en compte 1 

jour après la deuxième lésion alors que celle-ci n’a pas lieu à 1 jours après la première.  
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Discussion 
 

Ces travaux permettent d’introduire le concept d’une communication tissulaire endogène qui 

s’effectue entre le ScAT et le muscle lésé par l’intermédiaire d’une mobilisation cellulaire. En 

effet, nous démontrons que le ScAT agit comme un réservoir d’ASCs capable de rapidement 

infiltrer le muscle lésé et ainsi participer à l’augmentation du nombre de FAPs précoce, non 

soutenue par la prolifération de ces cellules à ce stade. Au-delà de leur infiltration, nous 

démontrons par l’utilisation de deux modèles murins, que la perturbation de l’infiltration des 

ASCs dans le muscle lésé est suivie d’une régénération musculaire altérée. Ces travaux mettent 

alors en évidence un rôle clef des ASCs du ScAT dans la régénération du muscle.  

Le premier modèle que nous avons utilisé repose sur l’injection d’un anticorps α-Pla afin de 

perturber l’association des ASCs avec les plaquettes lors de leur migration. Une étude récente 

se plaçant également dans un contexte de régénération musculaire après une lésion CTX 

démontre que la déplétion plaquettaire par injection d’anticorps α-Pla entraine une 

diminution du recrutement des neutrophiles dans le muscle lésé qui aboutit à une réponse 

inflammatoire anormale et une régénération musculaire retardée501. Dans cette étude, les 

auteurs démontrent que le recrutement des neutrophiles est dépendant de la sécrétion des 

chimiokines CXCL5 et CXCL7 par les plaquettes. Nous pourrions alors penser que notre modèle 

de déplétion plaquettaire visant à perturber la migration des ASCs soit confondant avec les 

effets sécrétoires des plaquettes agissant sur d’autres types cellulaires comme les 

neutrophiles. Néanmoins, nous montrons que l’injection d’une quantité restreinte d’ASCs 

(250.000) permet de restaurer la régénération du muscle alors que l’injection de neutrophiles 

ou un retour de la signalisation CXCL5 / CXCL7 n’a pas été démontré sur l’efficacité de la 

régénération du muscle dans cette étude. Ces obserations permettent de soutenir le rôle 

important joué par les ASCs au cours de la régénération du muscle. 

Pour exclure l’effet confondant de la déplétion plaquettaire via leur sécrétion, nous avons aussi 

mis en place un second modèle d’ablation bilatérale des ScAT. Ce modèle avait pour objectif 

de supprimer le réservoir des ASCs et ainsi bloquer leur migration vers le muscle. Lorsque nous 

avons quantifié la population de FAPs intramusculaires 24 heures après lésion dans le modèle 

de lipectomie, nous avons été surpris de constater un maintient de leur augmentation ne 

pouvant pourtant plus être soutenue par l’infiltration des ASCs du ScAT. Les MSCs sont décrites 

comme résidentes au sein de plusieurs tissus pouvant potentiellement représenter des 

réservoirs cellulaires en réponse à la lésion. Nous avons donc évalué les variations des 

quantités de ces cellules dans le PGAT, un tissu relativement proche du muscle lésé. De façon 

surprenante, nous avons ainsi observé que ce tissu non répondeur à une lésion musculaire en 

présence des ScAT, présente une diminution de son contenu en ASCs en condition de 

lipectomie et de lésions répétées. Ces résultats suggérent alors l’existence d’un système de 

compensation permettant le maintient de l’augmentation des ASCs au cours des 24 heures 

post-lésion. Néanmoins, bien que le PGAT réagisse à la lésion et participe au maintient de 

l’augmentation des FAPs intramusculaires post-lésion, celui-ci ne permet pas de garantir 

l’éfficacité de la régénération du muscle. En effet, en condtion lipectomie nous avons démontré 

que la régénération du muscle était altérée et l’injection d’ASCs triées depuis le PGAT ne 
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permettait pas de rétablir la régénération du muscle alors que les ASCs du ScAT injectées en 

même proportion le permettait. Cette observation soulève alors des questions sur le potentiel 

pro-régénérant et les fonctions des ASCs, et plus généralement des MSCs, en fonction de leur 

origine tissulaire. Une revue de la littérature discute une idée comparable, en démontrant que 

les MSCs présentes au sein de différents organes participent selon des mécanismes différents 

à l’établissement de la fibrose de leur tissu d’origine en condition pathologique502. Selon les 

tissus, il est alors observé des MSCs possédant des capacités de différenciation en 

myofibroblastes et des capacités sécrétoires de MEC différents. Cette revue met donc en avant 

le fait que selon l’organe d’origine, les fonctions des MSCs diffèrent. Ainsi, on pourrait imaginer 

que malgré la mise en place par l’organisme d’un système compensatoire en abscence des 

ASCs du ScAT, les cellules recrutées au niveau du muscle lésé depuis d’autres soucres ne 

possèdent pas les capacités suffisantes pour permettre une régénération musculaire identique 

à celle observée en présence des ASCs du ScAT.  

Cette observation fait également écho à nos résultats obtenus en condition de lésions 

répétées. En effet, par ce modèle nous cherchions à appauvrir le ScAT en ASCs afin d’en 

observer les conséquences sur les variations des quantités de FAPs intramusculaires post-

lésion. Nos résultats montrent qu’après une deuxième lésion, l’augmentation du nombre de 

FAPs est bien plus importante et rapide qu’après une lésion unique. Il semblerait alors que 

l’organisme soit capable de mettre en place un système d’adaptation de façon à se pré-

conditionné pour préparer d’éventuelles futures lésions. Néanmoins, le ScAT ne semble pas 

répondre de manière identique lors de la deuxième lésion laissant ici aussi sous-entendre des 

mécanismes compensatoires permettant de mobiliser des cellules depuis des réservoires 

secondaires lorsque le réservoire primaire, le ScAT, est appauvri. Il serait alors interressant 

d’évaluer l’efficacité de la régénération musculaire lors de la deuxième lésion et comparer si 

elle est identique ou pas à la première lésion. Dans le cas où elle ne le serait pas ces résultats 

s’accorderaient alors avec ceux obtenus dans le modèle de lipectomie montrant que la 

mobilisation depuis d’autres réservoirs ne permet pas de maintenir une régénération 

musculaire efficace. En revanche, dans le cas où elle le serait on pourrait imaginer que les 

quantités plus importantes de FAPs, et donc de MSCs recrutées, observées 1 jours après la 

deuxième lésion permettent de compenser les capacités pro-régénérentes intrinsèques plus 

faibles de ces cellules par rapport aux ASCs du ScAT. On pourrait ainsi se demander si une 

injection d’un nombre plus important d’ASCs du PGAT que celui que nous avons utilisé dans le 

modèle de lipectomie du ScAT permet de rétablir ou pas la régénération du muscle dans ce 

modèle.  
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2) Caractérisation de l’identité des ASCs qui infiltrent le muscle après la lésion. 
Les résultats présentés dans ce chapitre sont en partie publiés dans l’article ci-après. Les résultats non 

publiés seront identifiés. 

 

Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of skeletal muscle 

after injury.  

Sastourné-Arrey Q*, Mathieu M*, Contreras X, Monferran S, Bourlier V, Gil-Ortega M, Murphy 

E, Laurens C, Varin A, Guissard C, Barreau C, André M, Juin N, Marquès M, Chaput B, Moro C, 

O'Gorman D, Casteilla L, Girousse A, Sengenès C. *contribution équivalente 

Nat Commun. 2023 Jan 5;14(1):80. doi: 10.1038 

 

Plusieurs travaux font état d'une hétérogénéité cellulaire au sein de la population des ASCs 
437,438,440,503. Cette hétérogénéité est également démontrée pour les FAPs, et lorsqu'une lésion 

musculaire est réalisée, plusieurs études rapportent l'apparition d'une population de FAPs 

"activées"50,51,53. Cependant, ces études ne caractérisent cette "activation" sur le plan 

biologique suite à une blessure musculaire. À notre connaissance, nous sommes la seule 

équipe à travailler sur l’infiltration d’ASCs entre les compartiments adipeux et musculaire, et 

nous pensons que les ASCs infiltrées pourraient contribuer à l’hétérogénéité cellulaire 

observée dans un muscle lésé et potentiellement représenter la population de FAPs "activées" 

identifiée par d'autres groupes. D’autant plus que les cinétiques sur lesquelles sont observées 

ces nouvelles populations de FAPs, entre 0,5 et 1,5 jpl, correspondent parfaitement à la 

cinétique d’infiltration des ASCs dans le muscle, dès 1 jpl. 

Pour démontrer notre hypothèse, nous avons combiné des approches de cytométrie en flux, 

de RNAseq sur populations totales et en cellule unique afin de faire émerger des 

ressemblances entre les populations d’ASCs et de FAPs post-lésion et ainsi pouvoir 

potentiellement caractériser un marqueur ou une signature génique des ASCs infiltrées. Ce 

marqueur ou cette signature serait un moyen de distinguer les ASCs des FAPs lorsqu'elles 

coexistent dans le muscle. Également, cette caractérisation faciliterait l'isolement ex vivo de la 

population d'ASCs "migrantes", ce qui permettrait une meilleure compréhension de leur 

biologie in vitro. En outre, cela ouvrirait la voie à l'étude de leur potentiel pro-régénérant par 

réinjection in vivo, contribuant ainsi à une meilleure compréhension du rôle des ASCs dans le 

processus de régénération musculaire. 

Pour répondre à cette hypothèse, nous avons réalisé une première approche de séquençage 

ARN sur des populations d’ASCs ou de FAPs entières triées selon l’immunophénotype 

Sca1+/CD45-/CD31- depuis le ScAT et le muscle en condition contrôle (CTL) ou lésionnelle (Inj). 

Nous avons obtenu un séquençage sur 3 populations cellulaires : ASCs, FAPs CTL et FAPs Inj. 

Notre objectif était d’identifier les gènes coexprimés dans les populations d’ASCs et de FAPs 

Inj (qui représentent un mélange de FAPs et d’ASCs infiltrées) mais non exprimés par la 

population de FAPs CTL. L’analyse bio-informatique de nos données a été réalisée en 

collaboration avec le Dr X. Contreras de notre équipe. Pour implémenter notre jeu de données  

https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/36604419/
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/36604419/
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Figure 5 : Les FAPs issus d’un muscle lésé ressemblent aux ASCs du ScAT. 
A Analyse en composantes principales (ACP, PC2 vs PC3) des valeurs d'expression RNAseq des FAPs et des ASCs 
isolées à partir d'animaux lésés (1 jpl) et d'animaux contrôles. B Diagramme de Venn montrant le chevauchement 
des gènes différentiellement exprimés dans les ASCs du ScAT et les FAPs de muscles lésés (FAPInj) par rapport aux 
FAPs d'animaux non lésés (FAP). LOG2FC > 0,58 et p<0,05. C Représentation en Heat-map de l’expression des 
gènes différentiellement exprimés (exprimés en score Z) dans les groupes de FAPs (contrôle et lésé) comparés 
aux ASCs avec les termes correspondants de la Gene Ontology. D Tableau des gènes les plus exprimés dans les 
ASCs par rapport aux FAPs, classés par valeur p ajustée. La signification a été obtenue à l'aide du logiciel DESeq2 
réglé sur les paramètres par défaut, qui utilise le test de Wald pour calculer les valeurs p. E Représentation en 
Violin-plot l’expression de Sca-1 et Podoplanin (pdpn) depuis une analyse RNAseq en cellule unique des FAPs 
isolés à partir d'animaux lésés (0,5, 2 et 3,5 jpl) et d'animaux contrôles en utilisant les ensembles de données 
d'Oprescu et al. 
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dans le muscle et renforcer l’analyse statistique, nous avons inclus les données des travaux de 

Malecova et al.49 qui se plaçaient dans les mêmes conditions expérimentales que les nôtres.  

En comparant les profils d'expression génique des différentes populations cellulaires à l'aide 

de l'analyse en composante principale (ACP) présentée dans la Figure 5A nous avons été en 

mesure de différencier les populations cellulaires de manière distinctes (ASCs, FAPs CTL et FAPs 

Inj). Ainsi, pour la première fois nous montrons que les ASCs et les FAPs sont des populations 

cellulaires qui peuvent se différencier par leur expression génique. Ensuite, l'ACP montre que 

la population de FAPs Inj est transcriptionnellement plus proche de la population d'ASCs que 

des FAPs CTL le long de la composante principale 2 qui compte pour 38% de la variance (Fig. 

5A). L'expression d'un total de 1807 gènes est partagée entre les ASCs et les FAPs Inj, 

expliquant ainsi la similarité transcriptionnelle entre ces deux populations (Pval = 1,56 e-136, 

Fig. 5B). Ces résultats soutiennent donc fortement nos résultats de cytométrie et d’IHC 

montrant que le pool de FAPs à 1 jpl est composé de FAPs résidents du muscle et d’ASCs 

infiltrées depuis le ScAT. 

L’étude par ontologie génique a permis de révéler que les gènes partagés entre les ASCs et les 

FAPs Inj sont impliqués dans les voies de la réponse au stress, la sécrétion de cytokines, 

l'angiogenèse et la contraction musculaire (Fig. 5C). Parmi eux, nous avons constaté que la 

podoplanine, qui a récemment été associée à un phénotype pro-migratoire chez les MSCs 

dérivées de la moelle osseuse478, était le septième gène le plus régulé (Fig. 5D). Pour confirmer 

l’augmentation de l’expression de la podoplanine dans les FAPs de muscle lésé, nous avons 

exploité un ensemble de données de séquençage en cellule unique (sc RNAseq) publié par 

Oprescu et al.50, qui a examiné la dynamique transcriptionnelle de diverses sous-populations 

cellulaires lors du processus de régénération du muscle squelettique, dans les stades précoces 

après la lésion. Notre analyse des données d’Oprescu et al. a montré que les FAPs, définies par 

leur positivité pour Sca-1 (Ly6a), présentaient une expression de la podoplanine augmentée à 

un stade précoce post-lésion (0,5 jpl) avant de revenir à un niveau basal à 3,5 jpl (Fig. 5E) 

corroborant ainsi nos résultats. 

En conséquence, nos données de RNAseq, montrent que les FAPs après lésion musculaire 

présentent des similitudes transcriptionnelles avec les ASCs du ScAT. Dans le but de valider 

l’infiltration d’une sous-population particulière d’ASCs nous avons utilisé des approches 

permettant l’études des différentes sous-populations dans les compartiments adipeux et 

musculaire en conditions CTL et Inj. 
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Figure 6 : Une population d’ASC caractérisée par l’expression de la podoplanine disparait 
dans le ScAT et apparait dans le muscle après la lésion. 
A Analyse phénotypique des ASCs et des FAPs par cytométrie de flux. Graphique tSNE fusionné pour toutes les 
cellules CD45-/CD31- dérivées de la SVF de ScAT et de muscle d’animaux contrôles et lésés au Gly. L'identité de 
chaque groupe en fonction du niveau d'expression de plusieurs marqueurs combinés est codée en couleur dans 
le graphique tSNE. Les graphiques des niveaux d'expression des marqueurs cytométriques sont présentés dans 
la partie droite. B Comparaison des diagrammes tSNE du ScAT et du muscle dans les conditions contrôles et 
lésionnelles (Gly et CTX) à 1 jpl ; les groupes identifiés en (A) sont entourés en noir. C Analyse immunohistologique 
de quadriceps lésés au Gly (1 jpl) chez des souris greffées avec du ScAT KikGR (les flèches vertes pointent les 
cellules KikGR+/ Podoplanine+/CD31-. Barre d'échelle 10 μm. 
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En parallèle et dans le but d’affiner l’immunophénotype de la population d’ASCs migrante nous 

avons réalisé une analyse approfondie par cytométrie en flux de la SVF fraîchement isolée du 

ScAT et du muscle provenant d'animaux lésés ou non. Nous avons utilisé l'algorithme de 

réduction de la dimensionnalité, t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE), pour 

évaluer qualitativement la diversité des sous-populations cellulaires dans le sous-ensemble de 

cellules CD45-/CD31-. Dans cet ensemble, cinq sous-populations cellulaires distinctes ont été 

identifées dans le ScAT en fonction de l'expression des marqueurs de surface Sca-1, CD34, 

CD90, CD140a (PDGFR α) et podoplanine (Fig. 6A). Ensuite, nous avons étudié l'impact de la 

lésion musculaire (Gly et CTX, 1 jpl) sur la proportion de ces cinq sous-ensembles cellulaires 

dans le muscle et le ScAT. Parmi les cinq sous-ensembles cellulaires identifiés par l'analyse 

tSNE, la population de cellules Sca-1+/CD34+/CD90+/Podoplanine+/CD31-/CD45- a augmenté 

dans le muscle lésé alors qu'elle a disparu dans la ScAT à 1 jpl (Gly ou CTX) (Fig. 6B). Cette 

observation soutient l’infiltration musculaire d’une sous-population cellulaire d’ASCs présente 

dans le ScAT caractérisée par l’expression de la podoplanine en réponse à la lésion.  

Pour valider l’infiltration dans le muscle lésé d’une population d’ASCs exprimant la 

podoplanine, nous avons utilisé le modèle de greffe de tissu adipeux depuis des animaux 

CAG::KikGR et nous avons remarqué par des approches IHC que les cellules KikGR+ qui infiltrent 

le muscle lésé, en plus de présenter l’immunophénotype Sca-

1+/CD34+/CD140α+/CD31−/CD45− correspondant à celui d’une ASC, expriment également la 

podoplanine (Fig. 6C).  

Les résultats présentés dans la section suivante n’ont pas été publiés : 

Enfin, pour parvenir à une identification précise des ASCs migrantes entre le ScAT et le muscle 

lésé, nous avons conjugué l'utilisation du modèle de greffe de ScAT CAG::KikGR avec des 

approches de séquençage de l'ARN en cellule unique (scRNAseq). Après avoir réalisé les greffes 

de ScAT CAG::KikGR des lésions musculaires ont été effectuées par injection de Gly. Cette 

approche avait pour objectif de permettre l’identification des ASCs migrantes parmi les FAPs 

du muscle lésé, par la séquence du gène KikGR, et l’étude de leur spécificité transcriptionnelle 

par rapport aux autres sous-populations de FAPs intramusculaires. Pour cela, nous avons isolé 

les SVF des ScAT et muscles des animaux greffés en condition non lésionnelle (CTL) et 

lésionnelle (Inj, 1 jpl). Nous avons ensuite isolé par tri magnétique la population d’ASCs ou de 

FAPs Sca1+/CD45-/CD31- de chaque SVF puis procédé au scRNAseq de ces populations. 

L’analyse bioinformatique de nos données a été réalisée en collaboration avec le Dr X. 

Contreras de notre équipe et sa doctorante M. Labrosse. Dans un premier temps, nous avons 

réalisé un contrôle qualité des échantillons en s’assurant : (1) d’exclure les cellules CD31+ et 

CD45+ restantes pour s’assurer de la pureté de l’échantillon, (2) que le nombre de cellules était 

suffisant pour le séquençage (compris entre 4243 et 6300 cellules en fonction de l’échantillon), 

(3) que le nombre de gènes détectés par cellules (profondeur de séquençage) était suffisant 

pour l’analyse nous permettant de détecter entre 4000 et 5000 gènes par cellules en fonction 

de l’échantillon (et qui sont des valeurs supérieures à celles observées dans les autres études 
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de la littérature50,437,438,503) et enfin (4) d’exclure les cellules mortes en sélectionnant les 

cellules exprimant un pourcentage de gènes mitochondriaux inférieure à 10%.  

L’analyse a d’abord révélé la présence d’ASCs KikGR+ dans le ScAT des animaux CTL et Inj, un 

résultat attendu permettant de valider la détection du gène KikGR dans nos échantillons. Bien 

que de bonne qualité, nos données ont présenté une limite majeure : le trop faible niveau 

d’expression de la KikGR au sein de la population de FAPs Inj (et certainement associé à la 

rareté de l’événement d’infiltration) ne nous a pas permis de détecter les ASCs infiltrées 

KikGR+. Deux contraintes expérimentales pourraient potentiellement expliquer ce résultat. La 

première concerne la profondeur de séquençage que nous avons adoptée, se concentrant sur 

les 5000 gènes les plus exprimés dans chaque cellule. L'expression de KikGR ne figurerait pas 

parmi ces 5000 premiers gènes. La seconde limite pourrait être attribuée à l'utilisation de Sca-

1 dans le tri des FAPs à partir de la FVS du muscle en condition de lésion. En effet, nous avons 

ciblé les FAPs en fonction de leur immunophénotype Sca-1+/CD45-/CD31-, cependant, nous 

avons par ailleurs constaté que la population d'ASCs infiltrant le muscle lésé est plutôt 

caractérisée par une faible expression de Sca-1 (Sca-1low). Il se peut donc que le tri magnétique 

des cellules favorise la capture de cellules exprimant fortement Sca-1 et que notre population 

d’intérêt soit sous-représentée dans l’analyse par scRNAseq.  

Dans le but de résoudre cette problématique, nous sommes en train de procéder à 

l'amplification du gène KikGR au sein de nos échantillons de FAPs Inj, afin de faire figurer 

l’expression de la KikGR parmi les 5000 premiers gènes lors de la phase de séquençage. Si cette 

approche ne s'avère pas concluante, nous envisageons alors d'effectuer un nouveau tri 

cellulaire en évitant l'utilisation de l'anticorps anti Sca-1. 
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Figure 7 : Le ScAT et le muscle renferment des sous-populations d’ASCs/FAPs distinctes et 
certaines sous-populations d’ASCs semblent répondre spécifiquement à la lésion. A 

Représentation des atlas UMAP des données transcriptomiques en cellules uniques issues des ASCs triées Sca-
1+/CD31-/CD45- depuis la SVF de ScAT en condition contrôles et après lésion musculaire Gly (1 jpl). B Violin plots 
qui montrent le niveau d’expression et la distribution de gènes marqueurs représentatifs de chaque sous-
populations d’ASCs du ScAT. L’axe des y est le compte normalisé des reads. C Dotplot de gènes impliqués dans 
différentes fonctions intéressantes pour la régénération et up-régulés chez certaines sous-populations d’ASCs 
déterminés par Gene Ontology (GO). 
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L’analyse de notre jeu de données sans l’utilisation de la séquence KikGR nous a tout de même 

permis d’obtenir des informations intéressantes. Notre stratégie d’analyse s’est déroulée en 

deux temps. Un premier temps où l’objectif a été d’identifier séparément chaque sous-

populations d’ASCs dans le ScAT puis de FAPs du muscle en condition CTL et Inj et d’observer 

l’impact de la lésion sur chacun des clusters (Apparition, déplétion/diminution, changement 

de profil transcriptomique) pouvant éventuellement traduire des mouvements de populations 

cellulaires. Le second temps avait pour principe d’analyser en même temps à la fois les 

populations de FAPs Inj et d’ASCs afin de faire émerger des ressemblances transcriptionnelles 

entres certains clusters cellulaires d’ASCs et de FAPs pouvant être représentatif de l’infiltration 

d’une population d’ASCs au sein des FAPs du muscle.  

Dans le premier temps d’analyse :  

• Au niveau du ScAT, nous avons pu identifier 7 sous-populations d’ASCs (clusters ASC0 à 

6, Fig. 7A) au sein de la population Sca1+/CD31-/CD45- isolée depuis la SVF du ScAT tous 

défini par l’expression de PDGFRα (Fig. 7B), un marqueur connu comme étant exprimé 

par les populations de ASCs/FAPs. Chaque cluster est défini par l’expression de certains 

gènes qui leur sont propre permettant d’identifier les sous-population d’ASC0 à ASC6 

par des marqueurs exclusifs respectifs : Limch1, Fgf10, Lrrc15, Vit, Cd74, Lgr5 et Top2a 

(Fig. 7B). Après la lésion musculaire (Gly, 1 jpl) nous avons observé des variations 

importantes dans les clusters ASC1 (Limch1+), ASC4 (Cd74+) et ASC6 (Top2a+) illustrant 

une réponse transcriptionnelle spécifique des ASCs du ScAT en réponse à la lésion 

musculaire. Le cluster d’ASC1, que nous avons identifié comme une sous-population 

progénitrice par analyse d’ontologie génique (GO), présentait un changement 

important dans le profil transcriptomique se traduisant par un déplacement du cluster 

sur la représentation de réduction de dimensionnalité UMAP (Fig. 7A). Le cluster 

d’ASC4 exprimait majoritairement des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire 

(Fig. 7C, analyse GO). En réponse à la lésion musculaire, nous avons observé une 

augmentation du nombre de cellules présentes dans ce cluster (Fig. 7A). Au contraire, 

le cluster d’ASC6 caractérisé par des gènes de la prolifération cellulaire (Fig. 7C, analyse 

GO) a partiellement disparu après la lésion musculaire. Ces observations suggèrent que 

les populations d’ASC4 et ASC6 pourraient représenter des populations d’intérêt dans 

notre contexte avec une population qui pourrait proliférer avant de migrer (ASC6) ou 

une population quittant directement le ScAT (ASC4) après la lésion musculaire.  
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Figure 7 (suite) : Le ScAT et le muscle renferment des sous-populations d’ASCs/FAPs 
distinctes et certaines sous-populations d’ASCs semblent répondre spécifiquement à la 
lésion. D Représentation des atlas UMPA des données transcriptomiques en cellules uniques issues des FAPs 

triées Sca-1+/CD31-/CD45- depuis la SVF de muscle contrôles ou lésés Gly. E Violin plots qui montrent le niveau 
d’expression et la distribution de gènes marqueurs représentatifs de chaque sous-populations de FAPs du muscle. 
L’axe des y est le compte normalisé des reads. F Dotplot de gènes impliqués dans différentes fonctions 
intéressantes pour la régénération et up-régulés chez certaines sous-populations de FAPs déterminés par Gene 
Ontology (GO). 
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• Au niveau du muscle, nous avons identifié trois sous-populations de FAPs à l’état basal 

(sans lésion musculaire, CTL) caractérisées également par l’expression de PDGFRα (Fig. 

7D-E). Ces trois clusters sont chacun identifiable par l’expression de marqueurs qui leur 

sont propre : FAP0 (Ddit4l+), FAP1 (Col6a6+) et FAP2 (C7+) majoritairement connu pour 

être impliqués dans le remodelage matriciel (Fig. 7F, analyse GO), des fonctions 

égalements observées au sein des sous- populations de FAPs CTL dans la littérature49–

51,53. Contrairement au ScAT, dans le muscle après la lésion nous avons observé une 

apparition de 6 nouvelles sous-populations de FAPs qui expriment respectivement : 

Fosl1, Mki67, Emb, Cmah, Smim41 et Sfrp5. De manière intéressante, la population 

FAP4 (Mki67+) est majoritairement représentée par des gènes impliqués dans la 

prolifération cellulaire tout comme la population d’ASC6 (Top2a+) du ScAT (Fig. 7C et 

7F) tandis que les autres populations sont représentées par des gènes contrôlant le 

remodelage matriciel et la réponse immunitaire (Fig. 7C et 7F) comme pour la 

population d’ASC4 (Cd74+).  
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Figure 8 : Des sous-populations de FAPs s’apparentent à des sous-populations d’ASCs et 
pourraient représenter des populations candidates d’ASCs migrantes. 
A Représentation des atlas UMAP des données transcriptomiques en cellules uniques combinés entre les ASCs et 
les FAPs en condition lésionnelle Gly. B UMAP de l’intégration des sous-populations de FAPs et ASCs 
préalablement identifié. C UMAP de l’intégration des différents clusters déterminés sans identification préalable 
des ASCs et des FAPs. D Violin plots des gènes exprimés par la sous-population d’ASC3 mais pas par les FAPs et 
exprimés par la sous-population présente à l’interface entre les ASCs et les FAPs après la lésion. E-F Intensité 
d’expression de la podoplanine au sein des populations de FAPs contrôles (CTL) et lésées (Inj) (G) et des ASCs et 
FAPs en condition lésionnelle (H) 
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Dans un second temps d’analyse, nous avons cherché à approfondir notre compréhension des 

corrélations existantes entre les populations de FAPs et d'ASCs. Mettre en avant une sous-

population d’ASCs génétiquement proche d’une sous-population de FAPs pourrait 

potentiellement permettre l’identification de la sous-population d’ASCs infiltrée au sein des 

populations de FAPs résidentes, d'intérêt pour notre étude. Nous avons donc incorporé 

simultanément les données des populations d'ASCs et de FAPs dans une même représentation 

de réduction de dimension UMAP (Fig. 8A-B). En fusionnant les deux représentations UMAP 

définies pour les ASCs et les FAPs Inj décrites précédemment (Fig. 7A, C) au sein d’une même 

représentation UMAP nous avons obtenu une représentation que nous avons appelée 

« guidée » (Fig. 8A-B) puisque les populations d’ASCs et de FAPs étaient déjà caractérisées 

séparément. En utilisant cette représentation, il est clairement observable que les sous-

populations d'ASCs et de FAPs se séparent distinctement, à l'exception de la sous-population 

d'ASC6 (Top2a+) qui montre une proximité plus marquée avec les populations de FAPs et 

particulièrement la population FAP4 (Mki67+), deux populations caractérisées par des gènes 

impliqués dans la prolifération cellulaire (Fig. 7E-F). Parallèlement, nous avons observé un 

prolongement de la population de FAP6 (Cmah+) se situant à l'interface avec la population 

d'ASC3 (Vit+). De manière intéressante, lorsque nous avons choisi de représenter ces données 

de manière « non-guidée », c’est-à-dire sans préalablement définir quelles populations étaient 

des ASCs ou des FAPs, nous avons observé 10 clusters cellulaires différents parmi lesquels se 

dégagent deux évènements d’intérets : (1) le prolongement de la population FAP6 (Cmah+) est 

considéré comme appartenant à la population d’ASC3 (Vit+) (regroupés dans le cluster 6 sur la 

représentation Fig. 8C). Cet évènement signifie que le prolongement de la population FAP6 

(Cmah+) isolé initialement depuis la SVF de muscle lésé est considéré comme apparenté 

transcriptionnellement avec la sous-population d’ASC3 (Vit+) par l’algorithme. Ce cluster 

pourrait alors représenter la population d’ASCs infiltrée dans le muscle et s’étant mélangée 

avec les populations de FAPs. Quand nous avons caractérisé les gènes représentatifs de cet 

état intermédiaire du prolongement de la population de FAP6 (Cmah+) avec ASC3 (Vit+) nous 

avons observé que les gènes Vit, Apoe, Icam1 et Gas6 étaient majoritairement exprimés par la 

population d’ASC3 et faiblement dans la population FAP6 (Fig. 8D). En revanche, l’expression 

de ces gènes au sein des cellules présentes uniquement dans le prolongement entre ASC3 et 

FAP6 était intermédiaire entre les niveaux d’expression dans ASC3 et FAP6 (Fig. 8D), appuyant 

l’hypothèse d’une infiltration des cellules ASC3 dans la population de FAPs. Le second 

évènement (2) que nous avons observé se situe au niveau de la population d’ASC6 (Top2a+) qui 

est considérée comme appartenant au cluster de FAP4 (Mki67+) (regroupés dans le cluster 4 

sur la représentation Fig. 8C). Cet évènement signifie que la population d’ASC6 (Top2a+) isolée 

depuis la SVF du ScAT et considérée par l’algorithme comme transcriptionnellement identique 

à la population de FAP4 (Mki67+) isolée depuis la SVF du muscle post-lésion. Contrairement au 

premier évènement, il ne traduit pas un état intermédiaire entre deux sous-populations d’ASCs 

et de FAPs. En revanche, cette observation pourrait signifier que la population de FAP4 

(Mki67+) qui n’est pas présente dans un muscle à l’état basal mais qui apparait à 1 jpl est en 

réalité la résultante d’une infiltration d’ASC6 (Top2a+), deux populations caractérisées par leur 
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capacité proliférative par GO (Fig. 7E-F). La visualisation de l’expression de la KikGR combinée 

à l’étude des trajectoires cellulaires dans les différents clusters de FAPs Inj et d’ASCs nous 

permettra par la suite de mieux comprendre quelles sont les sous-populations d’ASCs infiltrées 

à l’origine de l’apparition de nouvelle(s) population(s) de FAP(s).  

Enfin, nous avons constaté un faible niveau d’expression de la podoplanine dans la population 

de FAPs en condition contrôle qui augmente drastiquement dans toutes les sous-populations 

de FAPs en réponse à la lésion, à 1 jpl (Fig. 8E), en accord avec notre analyse des données 

d’Oprescu et al. présentée en Figure 5E. Néanmoins, la podoplanine est exprimée par la totalité 

des sous-populations de FAPs et non par une sous-population cellulaire particulière même si 

nous avons constaté un gradient d’expression de la podoplanine fortement exprimé du côté 

des populations ASC0 (Limch1+) et plus faiblement exprimé au sein des populations ASC1 

(Fgf10+) (Fig. 8F). La podoplanine ne semble donc pas spécifique d’une sous-population 

particulière d’ASCs mais pourrait être utilisé dans l’identification des ASCs infiltrées en 

complément avec d’autres marqueurs afin d’identifier spécifiquement la sous-population 

d’ASC migrante. 
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Discussion 
Le rôle des FAPs en tant que cellules de soutien aux CS au cours de la régénération musculaire 

a largement été décrit dans la littérature269,364. L’augmentation du nombre de FAPs post-lésion 

se fait de manière rapide et transitoire. De plus, diverses études récentes ont abordé la 

question de l'hétérogénéité des cellules résidentes du muscle en conditions d'homéostasie et 

de régénération en utilisant l'analyse scRNAseq. Ces études ont pu mettre en évidence la 

présence de diverses sous-populations de FAPs à l’état basal et l’apparition de nouvelles 

populations au cours de la régénération49–51,53 en accord avec nos résultats. Les résultats 

présentés ici fournissent un mécanisme qui pourrait expliquer à la fois l'augmentation rapide 

du nombre de FAP observée 24 heures post-lésion musculaire sans prolifération mais aussi 

participer à l'hétérogénéité des FAPs. Nos données de RNAseq montrent que la population 

globale de FAPs post-lésion s’apparente transcriptionnellement à la population globale des 

ASCs du ScAT. Nos données de scRNAseq montrent qu’en réalité certaines sous-populations 

d’ASCs du ScAT respectivement Vit+ et Top2a+ s’apparentent fortement à certaines sous-

populations de FAPs et pourraient représenter les sous-populations de FAPs décrites comme 

« activés » post-lésion dans la littérature50,53. A ce jour, nous sommes dans l’attente des 

résultats de l’amplification du gène « traceur » KikGR des ASCs du ScAT pour réellement 

déterminer quelle(s) population(s) de FAPs expriment ce gène suite à la greffe de ScAT KikGR.  

Nos données de cytométrie, de RNAseq et de scRNAseq montrent qu'en réponse à une lésion 

musculaire, les ASCs du ScAT surexpriment la podoplanine, qui est un ligand pour le récepteur 

plaquettaire CLEC-2 (C-type lectin-like receptor 2). Nous avons remarqué en analysant nos 

données et en reprenant celles publiées dans la littérature par Oprescu et al.50 que la 

podoplanine est faiblement exprimée par les FAPs à l’état basal et est exprimée 

transitoirement par les FAPs post-lésion. Il a été montré que la podoplanine confère un 

phénotype pro-migratoire aux MSCs, facilitant leur migration à travers la paroi vasculaire et 

leur interaction avec les plaquettes circulantes478. La podoplanine étant exprimée à la surface 

cellulaire, ce marqueur représente donc un intérêt pour suivre le trafic endogène des ASCs en 

réponse à la lésion. Néanmoins, la podoplanine n’est pas exprimée par une sous-population 

particulière d’ASCs et est également exprimée de manière homogène dans toutes les 

populations de FAPs qui apparaissent après la lésion. Ce marqueur ne permet donc pas de 

tracer une sous-population particulière d’ASCs. On pourrait aussi imaginer que les FAPs 

résidentes du muscle puissent induire leur propre expression de podoplanine en réponse à la 

lésion musculaire. Néanmoins, ces cellules étant déjà présentes dans le muscle, induire 

l’expression de la podoplanine ne représenterait pas un réel intérêt de migration. Il est plus 

probable que l’augmentation de l’expression de la podoplanine observée dans la population 

de FAPs post-lésion soit dûe à une infiltration d’ASCs Podoplanine+ plutôt qu’une induction de 

son expression au sein de FAPs résidentes. Pour valider cette hypothèse il serait intéressant 

d’observer les variations de l’expression de la podoplanine dans les FAPs intramusculaires post-

lésion dans un modèle de lipectomie bilatérale des ScAT ou d’injection d’anticorps α-Pla dans 

le but de démontrer que la perturbation de l’infiltration des ASCs perturbe également 

l’expression de la podoplanine qui ne pourrait pas être compensé par une induction 

d’expression par les FAPs résidentes. Pour savoir si les FAPs sont capables ou non d’induire 

l’expression de la podoplanine, il serait intéressant de les isoler in vitro en culture avec du 
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milieu contenant du sérum d’un animal lésé afin de reproduire le stimulus chimique auquel ils 

sont exposés au cours de la lésion. Par des approches de RT-qPCR ou de cytométrie, on pourrait 

alors déterminer l’expression moyenne de la podoplanine par cellule avant et après exposition 

au sérum. Dans le cas où les FAPs ne seraient pas capables d’induire l’expression de la 

podoplanine, ce marqueur de surface représenterait un grand intérêt et permettrait de 

distinguer pour la première fois les ASCs des FAPs par leur niveau d’expression de podoplanine.  

Nos données de scRNAseq nous ont permis de faire émerger une sous-population d’ASCs 

(ASC3) possédant une signature génique spécifique (Vit+, Apoe+, Icam1+ et Gas6+) et qui 

semble mélangée au sein des populations de FAPs post-lésion. Cette sous-population cellulaire 

représente donc une population candidate de choix dans la détermination de la sous-

population d’ASCs migrante qui participe à la régénération musculaire. Il serait alors très 

tentant d’isoler spécifiquement cette population cellulaire par l’intermédiaire de ces 

marqueurs, Icam1 étant un récepteur exprimé à la surface cellulaire504, et de tester les 

capacités in vitro et in vivo de ces cellules par rapport à la population totale d’ASCs du ScAT. 

Est-ce que l’isolement d’une population d’ASCs Sca-1+/Icam-1+/CD45-/CD31- conduit à des 

capacités migratoires, prolifératives, sécrétoires et de différenciation in vitro plus importante 

qu’une population d’ASCs totale Sca-1+/CD45-/CD31- ? Est-ce que la réinjection in vivo d’une 

population d’ASCs Sca-1+/Icam-1+/CD45-/CD31- améliore davantage l’efficacité de la 

régénération musculaire que ne le fait déjà la population totale d’ASCs Sca-1+/CD45-/CD31- ? 

De manière intéressante, le gène Vit code pour une protéine appelée Vitrin composant la MEC 

et impliquée dans son remodellage et le gène Gas6 code pour une protéine sécrétée impliquée 

dans la régulation et l’arrêt du cycle cellulaire et de la phagocytose des cellules apoptotiques, 

un processus important dans la réponse immunitaire505. Ces deux fonctions respectives ont 

déjà été décrites dans la littérature comme étant des processus clés joués par les FAPs 

intramusculaires post-lésion54,250,506. Enfin Apoe code une protéine exprimée à la surface de la 

monocouche phospholipidique des gouttelettes lipidiques des adipocytes507  et est décrit 

comme régulateur du métabolisme en permettant le transport des lipides au sein des 

gouttelettes. D’un autre côté, la littérature décrit l’apparition d’adipocytes intramusculaires 

après une lésion, même si l’origine et le rôle de ces adipocytes ne sont à ce jour pas réellement 

démontrés, la découverte de ces marqueurs d’intérêts impliqués dans des fonctions 

biologiques déjà décrite dans la régénération musculaire ouvre des questions quant au rôle et 

au devenir des ASCs infiltrées dans le muscle lésé par rapport à celui des FAPs résidents.  

 

3) Détermination de l’origine cellulaire et de l’importance fonctionnelle du dépôt 

transitoire d’adipocytes dans la régénération musculaire 
 

Les résultats présentés dans la section suivante n’ont pas été publiés : 

Nos données montrent qu’en réponse à la lésion musculaire le ScAT libère rapidement des 

ASCs qui infiltrent le muscle. La perturbation de leur infiltration dans le muscle a démontré 

l’importance de ces progéniteurs dans le processus de régénération musculaire. Par ailleurs, 

l’observation originale dans la littérature de la présence d’un dépôt adipeux intramusculaire 
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au cours du processus de régénération a permis de soulever de nouvelles questions quant au 

rôle et l’origine des adipocytes dans le muscle lésé. Bien que la présence d’adipocytes 

intramusculaires soit majoritairement associée à des phénomènes de dégénérescence 

musculaire, il semblerait ici que leur présence n’affecte pas le processus de régénération du 

muscle. D’autant plus que dans d’autres contextes de lésions tissulaires et régénération, la 

formation d’adipocytes et la présence de lipides a été montré comme favorisant les processus 

de réparations tissulaires. En effet, la formation d’adipocytes et/ou la présence de lipides ont 

déjà été démontré comme jouant des rôles importants dans la signalisation permettant le 

recrutement de cellules immunitaires nécessaire au processus de réparation cutanée par 

exemple494,496. La présence de lipides au cours du processus de réparation tissulaire permet 

également de servir de substrat métabolique au système immunitaire495 ou même de 

molécules précurseurs permettant de reconstituer les membranes plasmiques cellulaires497. Il 

nous a donc paru nécessaire de comprendre si la formation d’adipocytes intramusculaires était 

bénéfique au processus de régénération post-lésion mais aussi quels étaient les mécanismes 

contrôlant cette formation. Pour répondre à ces questions, nous avons d’abord déterminé la 

cinétique précise d’apparition et disparition des adipocytes intramusculaires post-lésion. 

Comparer la cinétique des adipocytes intramusculaires avec celles des autres cellules de la 

niche permettrait de proposer des dialogues entre ces différents types cellulaires et ainsi 

déterminer si ces interactions sont bénéfiques au processus de myogenèse. Ensuite, notre 

objectif a été de déterminer si l’infiltration d’ASCs depuis le ScAT post-lésion pouvait 

représenter une source de cellules à l’origine de la formation d’adipocytes post-lésion. Sachant 

que l’infiltration des ASCs est nécessaire pour la régénération il se pourrait que leur rôle passe 

par une forme différenciée en adipocyte. Nous avons donc cherché à déterminer l’importance 

des adipocytes intramusculaires dans la régénération musculaire par des approches in vitro de 

co-culture entre des adipocytes et les progéniteurs musculaires complétées par des modèles 

in vivo de déplétion ou perturbation de la formation des adipocytes intramusculaires pour 

proposer des fonctions de cette population cellulaire au cours de la régénération. 

Sous-partie 1 : Cinétique de la formation des adipocytes intramusculaires.  

Bien que quelques études démontrent l’apparition d’adipocytes intramusculaire post-

lésion110,116,182, leur méthode de quantification reste incomplète. Ces travaux ont utilisé un 

modèle de lésion musculaire par injection de Gly et quantifié la présence d’adipocytes sur 

coupes fines (8µm). Bien que cette méthode permette l’observation d’adipocytes par 

l’intermédiaire d’un marquage PLIN1, protéine exprimée à la surface des gouttelettes 

lipidiques des adipocytes, elle reste limitée quant à la représentation globale des évènements 

d’un muscle entier, pouvant mesurer jusqu’à 1cm pour les muscles quadriceps. Ces études se 

sont concentrées sur les étapes tardives post-lésion avec des quantifications réalisées autour 

de 10 jpl, temps pour lequel sont observés des adipocytes, et une absence d’adipocyte  



               P a g e  130 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

 

Figure 9 : Augmentation transitoire des quantités d’adipocytes intramusculaires entre 5 et 
14 jours post-lésion. 
A Modèle de lésion musculaire induite par Glycérol et stratégie de prélèvement et de quantification des 

adipocytes intramusculaires par marquage Bodipy post-lésion B Aire de Bodipy+ (en pixel2) exprimée en % de la 

surface totale de la section musculaire imagée en microscopie confocale. n=5 (Ctrl, à 0 jpl), n=3 à 5 jpl, n=7 à 7 

jpl, n=7 à 9 jpl, n=4 à 11 jpl, n=4 à 14 jpl, n=5 à 20 jpl et n=4 à 28 jpl. C Images réalisées à la loupe binoculaire des 

muscles entiers transparisés au SDS et marqués par coloration à l’huile rouge (Oil Red O) et estimation du volume 

de lipides par extraction de la coloration Oil Red O dans le muscle entier, n=3-4 pour chaque groupe. Les résultats 

sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne ± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 

0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl. 
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caractérisée autour de 21 jpl. Elles ne décrivent donc pas les phases plus précoces et le 

moment précis auquel apparaissent puis disparaissent les adipocytes intramusculaires, ce qui 

nous permettrait de déterminer la fenêtre temporelle sur laquelle les adipocytes pourraient 

influencer leur environnement et permettraient de soutenir le processus de régénération 

musculaire. 

Pour quantifier la présence d’adipocytes musculaires nous avons développé une méthode de 

quantification sur coupe épaisse de muscle (300 µm). Nous avons sélectionné 3 coupes par 

muscles à des profondeurs différentes pour être représentatif de l’ensemble du muscle (Fig. 

9A). Nous avons réalisé un marquage Bodipy afin de marquer les lipides neutres contenus dans 

les gouttelettes lipidiques des adipocytes et avons rapporté l’aire occupée par ce marquage à 

l’aire totale de chaque coupe de muscle, que nous traduirons par la suite comme une quantité 

d’adipocytes. La quantification que nous avons réalisée témoigne donc d’une surface occupée 

par les adipocytes et dont la variation pourrait être attribuée à des modifications de leur 

nombre et/ou de leur taille. Cette méthode de quantification des adipocytes intramusculaire 

a donné lieu à la rédaction d’une note d’information pour Campdens Instrument dans laquelle 

nous détaillons précisément le protocole de coupe et de marquage508. 

Nous avons quantifié la présence du marquage Bodipy par approche immunohistologique sur 

des coupes transversales de muscle quadriceps lésées au Gly de 0 à 28 jpl (Fig. 9A-B). Nos 

résultats montrent la présence d’adipocytes intramusculaires chez la souris à l’état basal 

(1,16% ± 0,08% de la surface totale du muscle occupée par le marquage Bodipy) contrairement 

aux études de la littérature qui n’en observaient pas110,116,182. En réponse à la lésion, nous 

avons observé une augmentation de la proportion d'adipocytes dans le muscle dès 5 jpl (1,97% 

± 0,25% Bodipy+ de la surface totale du muscle), bien que cela ne soit pas statistiquement 

significatif à ce stade. À 7 jpl, la surface occupée par les adipocytes a triplé par rapport aux 

animaux témoins non lésés (3,40 ± 0,92 %) pour atteindre un pic (Fig. 9B) avant de revenir au 

niveau basal à 14 jpl. De manière surprenante, la quantité d’adipocytes semble réaugmenter 

à 20-28 jpl.  

Nous avons pu confirmer ces résultats par une autre approche sur muscle entier. Après 

transparisation au SDS pdt 72 heures de muscles quadriceps lésés, nous avons réalisé un 

marquage des lipides neutres à l’Oil Red O puis une extraction du colorant afin d'estimer la 

teneur en lipides du muscle entier (Fig. 9C). De cette manière, nous avons observé une 

augmentation de 50% du contenu en lipides 7 jpl et une tendance à la diminution à 14 jpl (Fig. 

9C) en accord avec nos résultats précédents obtenus avec le marquage Bodipy sur coupes de 

muscles.  

De manière générale, nous avons constaté dans tous les muscles, que ce soit sur muscle entier 

et marquage Oil Red O ou sur coupe de muscle et marquage Bodipy, que les adipocytes 

formaient des clusters localisés entre les fibres musculaires préférentiellement localisés en 

périphérie du muscle plutôt qu’au centre. 

Nos données montrent que le muscle de souris, à l’état basal, renferme une quantité 

d’adipocytes non négligeable. Ensuite, en accord avec la littérature, nous montrons l’apparition 
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transitoire d’adipocytes post-lésion musculaire entre 5 et 14 jpl dans le cadre d’une 

régénération dite « normale », mais nous proposons aujourd’hui une description plus précise 

de ce phénomène avec, avec un pic d’adipocyte à 7 jpl environ 3,5 fois supérieur aux quantités 

basales. Notre objectif était de déterminer une cinétique précise afin de pouvoir en déduire 

des dialogues entre les adipocytes et les types cellulaires présents dans l’environnement 

musculaire sur la même séquence temporelle de régénération. Le pic d’adipocytes est 

concomitant avec les étapes de différenciation et de fusion des progéniteurs musculaires lors 

de la régénération musculaire décrit dans la littérature509 alors que les quantités de FAPs/ASCs 

ont retrouvé un niveau basal246. Il serait alors tentant de savoir s’il existe un dialogue entre les 

adipocytes et les progéniteurs musculaires permettant de soutenir la myogenèse. Dans les 

parties suivantes nous nous intéresserons à savoir si les ASCs infiltrées participent à 

l’apparition des adipocytes intramusculaires et nous étudierons ensuite le rôle de ces 

adipocytes et leur dialogue avec les progéniteurs musculaires. 
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Figure 10 : Les ASCs infiltrées participent à l’apparition transitoire des adipocytes 
intramusculaires post-lésion. 
A Modèle d’injection d’ASCs triées Sca-1+/CD31-/CD45- depuis la SVF de ScAT d’animaux CAG::KikGR et réinjectées 
au sein d’animaux C57Bl/6 1 heure après la lésion Gly. B Images en microscopie confocale dans des muscles de 
souris 5 jours après la lésion Gly et injectées avec des ASCs KikGR. Les flèches vertes pointent la présence 
d’adipocytes fluorescents KikGR (vert) contenant des goutelettes lipidiques (marquage LipidTOX, magenta). C 
Modèle de greffe de ScAT d’un animal CAG ::KikGR à des souris WT C57Bl/6. D Images en microscopie confocale 
dans des muscles de souris 7 jours après la lésion Gly et greffées avec du ScAT KikGR. Les flèches vertes pointent 
la présence d’adipocytes fluorescents KikGR (vert) contenant des goutelettes lipidiques (marquage LipidTOX, 
magenta). E Tableau des différents protocoles de transparisation testés et leur impacte pour la microscopie 
confocale. Une injection lectine biotinylée puis d’un anticorps anti biotine fluorescent (vert) a été réalisé 20 
minutes avant l’euthanasie des animaux Rosa26-mT/mG pour se servir du marquage comme témoin de 
profondeur de transparisation du tissu à l’imagerie et de la fluorescence endogène comme témoin de 
conservation de cette fluorescence par les agents transparisants.  
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Sous-partie 2 : Les ASCs infiltrées participent elles à la formation des adipocytes 

intramusculaires ? 

Afin de déterminer si les ASCs issues du ScAT et ayant infiltré le muscle suite à la lésion 

participent à la formation du dépôt transitoire d’adipocytes nous avons exploité deux modèles 

complémentaires. Le premier modèle reposait sur l’apport d’ASCs exogènes dans un muscle 

lésé permettant d’évaluer si une ASC est capable de se différencier en adipocyte dans un 

muscle lésé (Fig. 10A). L’injection d’ASCs Sca1+/CD45-/CD31- triées depuis la SVF de ScAT d’un 

animal fluorescent KikGR 1 heure après la lésion musculaire Gly nous a permis de suivre 

l’évolution des ASCs par des approches d’IHC. A partir de 5 jpl, nous avons observé la présence 

d'adipocytes fluorescents dans le muscle lésé (Fig. 10B), la fluorescence verte (KikGR) est bien 

localisée dans le cytoplasme de l'adipocyte, entourant le noyau (DAPI, bleu) et la/les 

gouttelette/s lipidique/s (LipidTox, magenta). Nous avons observé des adipocytes soit 

uniloculaires (Fig. 10B, image de gauche), soit multiloculaires (Fig. 10B, image de droite). Le 

phénotype multiloculaire est couramment associé à un type d'adipocyte brun/beige, bien que 

nous ne puissions pas exclure la possibilité d'un adipocyte blanc encore dans le processus de 

différenciation/maturation. Cette expérience démontre la capacité de différenciation des ASCs 

exogènes en adipocytes dans un muscle lésé.   

Le second modèle tirait profit de la greffe de ScAT fluorescent KikGR (Fig. 10C), comme utilisé 

dans les parties précédentes, permettant ainsi d’évaluer les capacités de différenciation des 

ASCs après leur mobilisation depuis le ScAT puis leur infiltration dans le muscle lésé. Chez les 

animaux greffés puis lésés, nous avons aussi constaté la présence d'adipocytes fluorescents 

verts, présentant plusieurs gouttelettes lipidiques, à partir de 7 jpl (Fig. 10D). Nous avons donc 

démontré pour la première fois que suite à la lésion musculaire, les ASCs issues du ScAT et 

ayant infiltré le muscle lésé sont capables de se différencier en adipocyte.  

Enfin, nous avons essayé de déterminer la proportion des adipocytes formés post-lésion qui 

dérivaient de la différenciation des ASCs infiltrées. Pour y répondre nous avons utilisé notre 

modèle de greffe de ScAT KikGR couplé à des méthodes de transparisation tissulaire sur muscle 

entier dans le but de déterminer la proportion de ces adipocytes exprimant la fluorescence 

KikGR parmi l’ensemble des adipocytes intramusculaires. Il existe à ce jour de nombreuses 

méthodes utilisant différents types d’agents détergents dans le but de transpariser un tissu. 

Néanmoins, peu d’entre elles permettent de conserver l’expression de la fluorescence des 

protéines endogènes et beaucoup éliminent les lipides intratissulaires, tous deux nécessaires 

dans notre cas. Une méthodologie de transparisation appelé SeeDB, initialement développée 

pour la transparisation du cerveau510, permet de conserver la fluorescence endogène dans ce 

tissu. Nous avons donc décidé de l’utiliser pour la transparisation du muscle à température 

ambiante (RT) ou 50°C (pour accélérer le processus ; Fig. 10E). Avant l'euthanasie de l’animal, 

nous avons injecté une lectine fluorescente dans le réseau vasculaire des animaux afin de 

marquer ce réseau nous permettant ensuite d’avoir un repère pour mesurer la profondeur de 

transparisation du tissu. La méthode SeeDB nous a permis d’imager le muscle par une 

approche de microscopie confocale à une profondeur plus importante qu’un muscle non 

transparisé (375 µm à RT et 290 µm à 50°C contre 192 µm en condition non transparisée ; Fig. 
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10E), sans pour autant nous permettre d’imager le muscle entier. En revanche, cette approche 

ne nous a pas permis de conserver l’expression de la fluorescence de la protéine endogène 

KikGR freinant notre analyse. Une autre approche publiée récemment utilise du SDS afin de 

transpariser rapidement un muscle EDL (Extensor Digitorum Longus) pour  quantifier le 

contenu lipidique intramusculaire442. Nous avons testé cette méthode sur les muscles 

quadriceps. Cette approche SDS nous a permis de transpariser le muscle quadriceps en entier 

mais sans conservation de la protéine KikGR endogène (Fig. 10E).  

Par cette double approche d’injection d’ASCs et du modèle de greffe de ScAT KikGR nous avons 

pu montrer que les ASCs infiltrées participaient à la formation des adipocytes observés post-

lésion. Les limites des protocoles de transparisation tissulaire dans la conservation des 

proteines fluorescentes endogènes et des lipides ne nous ont pas permis d’estimer en quelle 

proportion les ASCs infiltrées participent à la formation des adipocytes. Maintenant que nous 

avons démontré que la cinétique d’apparition des adipocytes intramusculaires s’effectue de 

manière transitoire et que les ASCs infiltrées participent à cette apparition nous allons nous 

intéresser au rôle joué par les adipocytes intramusculaires dans la régénération musculaire, 

d’abord par des approches in vitro puis in vivo. 
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Figure 11 : Les ASCs ne semblent pas favoriser la myogénèse plus que les FAPs dans leur 
format indifférencié. A Représentation schématique du protocole expérimental de co-culture directe entre 

des ASCs ou des FAPs avec des CS. B Evolution de l’expression des ARNm des gènes du programme myogénique 
(Pax-7, MyoD, eMyHC) sur des CS en culture avec des ASCs du ScAT, du PGAT ou des FAPs. n=4 de 2 expériences 
indépendantes pour chaque condition. C Images de microscopie a fluorescence de cellules satellites différenciées 
en co-culture directe avec des ASCs du ScAT ou du PGAT ou des FAPs isolées du muscle quadriceps selon 
l’immunophénotype Sca-1+/CD31-/CD45- marquées desmin (vert) et dapi (bleu).  
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Sous-partie 3 : Déterminer le rôle fonctionnel des adipocytes sur le processus de 

régénération par des approches in vitro. 

Après une lésion musculaire, les ASCs du ScAT pénètrent rapidement le muscle dès 1 jpl. 

Cependant, l'apparition transitoire des adipocytes n'est observée qu'à partir de 5 jpl, et la 

différenciation des ASCs infiltrées n'est détectée qu'à 7 jpl. Cette observation suggère un 

possible double rôle des ASCs : d'abord en tant que cellules indifférenciées durant les premiers 

jours suivant la lésion, puis en tant qu'adipocytes différenciés à des stades plus avancés. Pour 

mieux comprendre l’influence des ASCs sous format indifférenciées ou différenciées en 

adiocytes sur le processus de régénération, nous avons employé une approche de co-culture 

cellulaire in vitro, associant des ASCs fraîchement isolées de la SVF de ScAT à des cellules 

satellites (CS) natives. Étant donné les différences observées dans les effets pro-régénératifs 

suite à l'injection in vivo d'ASCs en fonction de leur origine tissulaire (cf. objectif 1), nous avons 

réalisé une comparaison in vitro de l'efficacité des ASCs dérivées du ScAT ou du PGAT, ainsi que 

des FAPs issus du muscle, à la fois dans leur état indifférencié mais aussi sous forme 

différenciée en adipocyte. Nous avons évalué si ces cellules interagissent avec les CS et leur 

impact sur la formation des myotubes. 

Pour évaluer les capacités myogéniques des CS en culture nous les avons isolées par tri 

magnétique d’un muscle témoin non lésé selon l’immunophénotype α7-intégrine+/Sca-1-

/CD45-/CD31- de la même façon que publié dans l’étude de Marinkovic et al.511. Nous avons 

ensuite ensemencé les CS à faible densité en milieu de prolifération 20% sérum pendant 7 

jours puis les avons passé en milieu de différenciation en co-culture avec les différents types 

d’ASCs ou de FAPs (Fig. 11A). Nous avons choisi d’ensemencer les différents types cellulaires 

avec un ratio de 1:1 en raison d’une étude déjà réalisée par Joe et al. (2010) testant plusieurs 

ratios cellulaires et qui observait une plus forte influence des FAPs sur la fusion des 

progéniteurs musculaires avec ce ratio32. Notre objectif était ici de comparer l’impact des ASCs, 

mimant l’infiltration des ASCs décrite in vivo, par rapport aux FAPs locales sur l’activité des CS. 

Dans un premier temps, nous avons quantifié sur les cellules en co-culture l’expression des 

différents gènes exprimés au cours du programme myogénique. Nous avons observé que les 

gènes très précoces du programme comme Pax-7 exprimé par les CS quiescentes (Fig. 11B) 

n’est pas influencé par la co-culture avec les ASCs par rapport aux FAPs tout comme les gènes 

tardifs comme eMyHC caractéristique de la présence de myotubes. En revanche, les gènes 

intermédiaires comme MyoD, caractéristique de la sortie des CS de l’état quiescent, étaient 

augmentés en co-culture avec les ASCs du ScAT par rapport aux FAPs. Ces résultats suggèrent 

alors que les ASCs infiltrées pourraient favoriser l’engagement des CS dans le processus de 

différenciation par rapport aux FAPs locales.  

Pour compléter ces résultats, nous avons réalisé une analyse d’images effectuées à partir d’un 

double marquage Desmin (afin de visualiser les myotubes) et DAPI (pour les noyaux cellulaires) 

en culture (Fig. 11C). A partir de ces images, nous avons ensuite utilisé un programme semi- 
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Figure 11 (suite) : Les ASCs ne semblent pas favoriser la myogénèse plus que les FAPs dans 
leur format indifférencié. D Quantification de l’index de fusion à l’aide du Logiciel proposé par Noë et al.512. 

n=8 pour CS seule (Ctrl), n=9 pour les CS en co-culture avec les ASC du ScAT (ASCsc), n=7 pour les CS en co-culture 
avec les ASC du PGAT (ASCpg) et n=9 pour les CS en co-culture avec les FAPs. E-G Quantification du nombre de 
noyaux (E) de myotubes (F) par images à l’aide du logiciel proposé par Noë et al.512. La répartition de la taille de 
chaque myotube est représentée sous forme de Violin plot (G) a été déterminée à l’aide du logiciel d’analyse 
d’images Fiji.  n=3 pour CS seule (Ctrl),  n=4 pour les CS en co-culture avec les ASC du ScAT (ASCsc), n=4 pour les 
CS en co-culture avec les ASC du PGAT (ASCpg) et n=4 pour les CS en co-culture avec les FAPs de deux expériences 
indépendantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne ± SEM ; *p 
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl. 
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automatisé publié récemment512 permettant de mesurer plusieurs critères afin d’évaluer la 

myogénèse : (1) l’index de fusion des myoblastes qui correspond au rapport entre le nombre 

de noyaux présent à l’intérieur des myotubes et le nombre total de noyaux sur l’image 

traduisant une capacité des myoblastes à fusionner, (2) le nombre de myotubes sur l’image 

qui traduit une capacité des progéniteurs à s’engager dans la différenciation et (3) la taille des 

myotubes formés en culture qui traduit la maturation des myotubes512. Cette analyse nous a 

permis d’observer que lorsque les CS sont cultivées en présence des ASCs provenant ScAT, la 

capacité de fusion des progéniteurs musculaires reste inchangée (Fig. 11D). En revanche, en 

co-culture avec les ASCs provenant PGAT nous avons observé une inhibition d’environ 60% de 

la capacité de fusion des myoblastes. De manière étonnante, la co-culture des CS avec les FAPs 

n’augmente pas les capacités de fusions des myoblastes dans nos conditions de culture, 

contrairement à ce qui est décrit dans la littérature31,32 (Fig. 11D). Dans notre situation, l’index 

de fusion est un rapport entre le nombre de noyaux présent dans les myotubes et le nombre 

de noyaux total (c’est-à-dire dans les myotubes, dans les progéniteurs n’ayant pas fusionnés et 

les ASCs/FAPs). Cet index est donc diminué par la co-culture directe avec les ASCs ou FAPs qui 

ne fusionnent pas avec les cellules musculaires32. En effet, lorsqu’on s’intéresse au nombre de 

noyaux total par image celui-ci est deux fois supérieur en co-culture avec des ASCs ou des FAPs 

que lorsque les CS sont cultivées seule (Fig. 11E), un résultat attendu en raison de la co-culture 

en ratio 1:1. Ce nombre de noyaux entraine une diminution de l’index de fusion en co-culture 

potentiellement d’un facteur 2 et nous sommes en train de réaliser des co-cultures avec des 

ASCs/FAPs fluorescents dans le but de s’affranchir de ce biais. En revanche, la co-culture directe 

entre les CS et les ASCs/FAPs a permis de montrer que les ASCs du ScAT semblent permettre 

la formation d’un plus grand nombre de myotubes (54,24 ± 5,54 myotubes / image) par rapport 

à la condition contrôle CS seules (44 ± 5,09 myotubes / image) (Fig. 11F). De manière 

intéressante, la taille des myotubes formés est supérieure lorsque les CS sont placées en co-

culture avec les ASCs du ScAT (398 ± 210 µm) et les FAPs (425 ± 171 µm) en comparaison avec 

la condition contrôle (267 ± 131 µm) (Fig. 11G).  

Bien que préliminaire, cette comparaison suggère que les ASCs sous leur forme indifférenciée 

ne favorisent pas plus que les FAPs locales les étapes tardives du programme myogénique des 

CS comme la fusion ou la maturation des progéniteurs myogéniques. Il se pourrait donc que le 

rôle des ASCs sous format indifférenciées intervienne sur des étapes plus précoces du 

programme myogénique comme la prolifération des CS que nous n’avons pas évalué ici ou bien 

sous une forme différenciée en adipocyte que nous allons aborder dans la partie suivante. 
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Figure 12 : Les adipocytes issus de la différenciation des ASCs favorisent les étapes 

intermédiaires de la régénération musculaire. A Représentation schématique du protocole 

expérimental de culture des CS avec les milieux conditionnés par des adipocytes issus de la différenciation des 

ASCs du ScAT ou du PGAT ou des FAPs du muscle. B Etat de différenciation en adipocytes des ASCs du ScAT ou du 

PGAT ou des FAPs au moment de la récupération des milieux conditionnés. C Images de microscopie a 

fluorescence de cellules satellites différenciées en co-culture avec des milieux conditionnés par des adipocytes 

issus de la différenciation d’ASCs du ScAT (Ad-ASCsc) ou du PGAT (Ad-ASCpg) et des FAPs (Ad-FAPs) isolées du 

muscle quadriceps selon l’immunophénotype Sca-1+/CD31-/CD45- marquées desmin (vert) et dapi (bleu). D 

Quantification de l’index de fusion à l’aide du Logiciel proposé par Noë et al.512. n=3 pour CS seule (Ctrl), n=3 pour 

les CS en co-culture avec les ASC du ScAT (ASCsc), n=3 pour les CS en co-culture avec les ASC du PGAT (ASCpg) et 

n=3 pour les CS en co-culture avec les FAPs de trois expériences indépendantes.  
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Nous avons donc ensuite évalué l’impact du dialogue entre des adipocytes issus de la 

différenciation d’ASCs provenant ScAT ou du PGAT ainsi que des FAPs sur la capacité des CS à 

former des myotubes. Toujours sur le même principe, nous visions à comparer l’influence des 

adipocytes issus de la différenciation d’ASCs infiltrées du ScAT par rapport à ceux issu de la 

différenciation de FAPs locales sur le programme de différenciation myogénique. Les dialogues 

entre les adipocytes et les progéniteurs myogéniques n’ont jamais été décrits dans la 

littérature. Pour les étudier, nous avons adopté une première approche in vitro par milieux 

conditionnés (MC) par les différents types d’adipocytes afin de limiter l’impact du milieu de 

différenciation adipocytaires sur les CS (Fig 12A). Nous avons procédé au tri magnétique des 

CS comme précédemment et après 7 jours de prolifération des CS nous les avons cultivées en 

présence des différents MC pendant 3 jours (Fig. 12A). Pour obtenir les MC nous avons trié les 

ASCs ou les FAPs depuis les ScAT ou PGAT et les muscles quadriceps que nous avons ensuite 

placé en culture pendant 3 jours pour atteindre 100% de confluence. Une fois la confluence 

atteinte, nous avons cultivé les ASCs/FAPs en milieu de différenciation adipocytaire pendant 4 

jours supplémentaires, stade auquel nous observions des adipocytes chargés de plusieurs 

gouttelettes lipidiques (Fig. 12B). A ce stade, nous avons collecté les MC pour pouvoir les 

utiliser sur les CS. De manière intéressante, lorsque les CS sont cultivées en présence d’un MC 

par des adipocytes différenciés à partir des ASCs du ScAT (Ad-ASCsc) la capacité de fusion des 

myoblastes est augmentée de 25% par rapport à la condition contrôle (Fig. 12C-D) alors qu’elle 

n’est pas significativement modifiée par les MC par des adipocytes issus des ASC du PGAT (Ad-

ASCpg) ou des FAPs (Ad-FAPs). Dans le cadre de l’utilisation de MC, le calcul de l’index de fusion 

n’est pas influencé par l’ajout de cellules dont les noyaux pourraient rentrer en compte dans 

le rapport entre les noyaux présents dans les myotubes et les noyaux totaux présents sur 

l’image (Fig. 12C).  
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Figure 12 (suite) : Les adipocytes issus de la différenciation des ASCs favorisent les étapes 
intermédiaires de la régénération musculaire. E Evolution de l’expression des ARNm des gènes du 

programme myogénique (Myf5, MyoD, Myogenin) sur des CS en culture avec des milieux conditionnés par des 
adipocytes issus de la différenciation d’ASC du ScAT, du PGAT ou des FAPs. n=2 pour chaque condition de deux 
expériences indépendantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage des animaux témoins avec une moyenne 
± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl. 
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Nous avons également mesuré le profil d'expression des marqueurs du programme 

myogénique et nous avons observé que les marqueurs précoces (Myf5) restent inchangés quel 

que soit le MC (Fig. 12E). En revanche, les marqueurs intermédiaires et plus tardifs du 

programme myogénique (MyoD et Myogenin) semblent être augmenté par les MC par des Ad-

ASCsc et des Ad-FAPs, bien que les résultats ne soient pas significatifs (Fig. 12E).  Ces résultats, 

bien que préliminaires, suggèrent pour la première fois, non seulement que le dialogue entre 

les CS et les adipocytes améliore la capacité des CS à former des myotubes mais aussi que 

l’origine cellulaire des adipocytes pourrait conditionner le processus de régénération 

musculaire, plus particulièrement en favorisant la fusion des myoblastes. Ainsi les ASCs 

infiltrées dans le muscle post-lésion pourraient influencer l’activité des CS sous leur format 

différencié en adipocyte mature. 

En conclusion, ces différentes approches de co-culture cellulaires nous ont permis de montrer 

que les ASCs dans leur forme indifférenciée ne semblent pas jouer un rôle plus important que 

les FAPs sur le processus de fusion des progéniteurs musculaires. En revanche les ASCs dans 

leur forme différenciée en adipocytes permettent davantage de promouvoir les phases 

intermédiaires de la régénération comme la fusion des progéniteurs musculaires. Nous ne 

pouvons néanmoins pas exclure que les ASCs sous leur forme indifférenciée puissent favoriser 

les phases très précoces du programme de régénération comme la prolifération et l’activation 

des CS. Après avoir étudié le rôle in vitro des adipocytes dérivés des ASCs ou des FAPs sur le 

processus de myogénèse, nous allons maintenant aborder cette question par des approches 

in vivo. 

Sous-partie 4 : Conséquences fonctionnelles in vivo de la déplétion de l’IMAT post-lésion. 

Les données de la littérature ainsi que nos résultats ont décrit l’apparition d’un dépôt 

transitoire d'adipocytes ectopiques pendant la régénération musculaire dite 

« normale »116,178,513. Cependant, l'implication de cette population cellulaire dans la 

régénération musculaire physiologique n’a jamais été démontrée. Sachant que les lipides 

jouent un rôle important dans les processus de régénération tissulaire (en tant que molécules 

de signalisation intercellulaire, substrats énergétiques pour les cellules immunitaires, 

précurseurs des membranes biologiques ou même régulateurs de l'activité des cellules 

souches du tissu lésé), nous avons donc émis l’hypothèse que la formation des adipocytes 

intramusculaires post-lésion joue un rôle bénéfique dans la régénération musculaire. 

Nous avons précédemment observé que les ASCs infiltrées dans le muscle lésé participent à la 

formation des adipocytes intramusculaires au cours de la régénération. Néanmoins, nous ne 

pouvons pas exclure que les FAPs résidentes du muscle puissent aussi se différencier en 

adipocytes. A ce jour, il n’existe pas d’outils moléculaires ou de modèles in vivo permettant de 

distinguer les adipocytes issus de la différenciation d’une ASC ou d’une FAP. De plus, aucune 

preuve n’a été apportée démontrant des rôles différents des adipocytes en fonction de ces 

deux origines cellulaires. Nous avons donc dans un premier temps traité la question de 

l’importance du dépôt d’adipocytes transitoires de manière globale, indépendamment de leur 

origine cellulaire. Pour aborder cette question, nous avons trouvé intéressant de se placer dans  
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Figure 13 : L’efficacité de la régénération musculaire in vivo semble dépendante de la 
présence d’adipocytes intramusculaires. 
A Représentation schématique du protocole d’injection d’ASCs adipo-compétentes dans un modèle in vivo AZIP 

dépourvu d’adipocytes. B Pourcentage de l’aire Bodipy+ interprétée comme une quantité d’adipocytes 

intramusculaires. C-D Pourcentage (C) et aire (D) des fibres musculaires des muscles AZIP ou WT 14j après lésion 

induite par Gly. n= 2-4 dans chacun des groupes. Les résultats sont exprimés en moyenne ou en pourcentage des 

animaux témoins avec une moyenne ± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs Ctrl. 
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un contexte musculaire dépourvu d'adipocytes. Afin de reproduire ce contexte, nous avons 

utilisé un premier modèle murin appelé A-ZIP/F1 (AZIP), dans lequel le promoteur Fabp4 (aP2) 

dirige l'expression d'une protéine dominante négative du facteur de transcription C/EBPα, 

empêchant sa liaison avec l’ADN514. Au sein de ce modèle, les ASCs et plus généralement les 

MSCs sont incapables de former des adipocytes matures514 (et que nous appellerons  « adipo-

incompétents » par la suite, Fig. 13A). Le modèle AZIP est un modèle de choix pour répondre 

à notre question. En effet, les données préliminaires de l’équipe ont démontré que suite à une 

lésion musculaire, l’augmentation du nombre de FAPs intramusculaire n’est pas modifié post-

lésion laissant sous-entendre que le recrutement des ASCs n’est pas non plus affecté. En 

revanche, l’expression des marqueurs moléculaires du programme myogénique (MyoD, MyoG 

et MRF4) étaient significativement réduite dans le modèle AZIP suggérant une altération de la 

régénération musculaire. A partir de ces résultats, le modèle AZIP nous permettait aussi de 

contrôler l’adipogénèse intramusculaire par l’apport exogène d’ASCs adipo-compétentes triées 

depuis le ScAT d’un animal sauvage (WT). Dans ce contexte de lésion musculaire du modèle 

AZIP, nous avons évalué si l’apport exogène d’ASCs adipo-compétentes pouvaient (1) se 

différencier en adipocytes et (2) améliorer la régénération musculaire. 

Après avoir trié les ASCs selon l’immunophénotype Sca1+/CD45-/CD31- nous les avons 

réinjectées (250.000 ASCs) dans le muscle quadriceps 1 heure après la lésion musculaire 

induite par Gly. Nous avons séparé les groupes de souris AZIP et WT lésées, avec ou sans apport 

de cellules adipo-compétentes exogènes et nous avons évalué différents critères de 

régénération musculaire à 14 jpl :  

1) La quantification des fibres musculaires en régénération (centronucléées) par coloration 

à l'hématoxyline et à l'éosine sur des sections musculaires de 8 µm obtenues par 

cryoséction, comme décrit précédemment.  

2) La taille des fibres musculaires en cours de régénération comme indicateur d’un retour 

morphologique des fibres à leur état initial.  

D'autre part, nous nous sommes intéressés au potentiel adipogénique des ASCs injectées au 

sein du modèle AZIP. Nous avons donc recherché, par une approche IHC, la présence 

d'adipocytes dans les muscles lésés, résultant nécessairement de la différenciation des cellules 

adipo-compétentes injectées. Pour ce faire, nous avons réalisé des sections musculaires de 

300 µm puis nous avons estimé la présence des adipocytes à l’aide du marquage avec Bodipy, 

comme décrit dans la sous-partie 1. Malgré un faible nombre d'animaux par groupe, le groupe 

AZIP possède une quantité d’adipocytes intramusculaire 30 fois inférieure aux animaux WT, 

confirmant le modèle de lipodystrophie (Fig. 13B). Nous avons observé une accumulation 

d'adipocytes intramusculaires plus importante chez les animaux lésés que les animaux non 

lésés avec une augmentation de 1,5 et 3,7 fois pour les animaux WT et AZIP, respectivement. 

Ce résultat confirme l’infiltration adipocytaire après une lésion musculaire mais est également 

un résultat inattendu pour le groupe AZIP car le contexte lipodystrophique n’aurait pas dû 

permettre la formation d'adipocytes matures. Suite à l'injection d'ASCs, nous avons observé 

une augmentation de 1,7 fois de la quantité d'adipocytes chez les animaux AZIP (Fig. 13B). Bien 

que statistiquement non significatif en raison du faible nombre d'individus par groupe, cette 
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observation nous permet de penser que les ASCs injectées ont pu se différencier en 

adipocytes. 

En ce qui concerne les différents critères de régénération musculaire, nous avons observé : 

1) Que la lésion musculaire entraîne une augmentation massive des fibres centronucléées 

(x13,2) reflétant une régénération musculaire efficace chez les WT lésés en 

comparaison aux WT contrôles non lésés (Fig. 13C). Le groupe AZIP lésé présentait un 

pourcentage de fibres centronucléées qui semblait diminué par rapport aux animaux 

WT lésé (Fig. 13C), reflétant une altération globale de la régénération musculaire. Dans 

le groupe AZIP lésé ayant reçu une injection d’ASCs WT adipo-compétentes, bien qu'il 

n'y ait pas de différences statistiquement significatives, plus d'animaux ont tendance à 

avoir un pourcentage élevé de fibres centronucléées (Fig. 13C). Cela peut refléter un 

effet des ASCs exogènes WT sur l'amélioration de la régénération en augmentant le 

nombre de fibres s'engageant dans le processus de régénération.  

2) Nous avons utilisé le paramètre de la surface des fibres musculaires centronucléées 

comme indicateur de l'efficacité de la régénération (Fig. 13D). Les fibres avec de plus 

grandes surfaces correspondent aux plus matures. Dans le groupe WT, la lésion 

musculaire a entraîné une diminution de la surface des fibres musculaires 

centronucléées, un résultat attendu, car la maturation et l'agrandissement des fibres 

se poursuivent jusqu'à 28 jpl. Cependant, les souris AZIP blessées qui ont reçu des ASCs 

exogènes WT présentaient des fibres significativement plus petites que celles qui n'en 

avaient pas (x1,3). 

Dans l'ensemble, les résultats préliminaires obtenus à partir du modèle AZIP suggèrent que la 

présence d’adipocytes intramusculaires joue un rôle bénéfique dans le cadre de la 

régénération musculaire. En effet, au sein de ce modèle dépourvu de capacité à former des 

adipocytes matures, la régénération musculaire semble largement perturbée tandis que 

l’apport exogène d’ASCs de type WT favorise la formation d’adipocytes intramusculaires 

associés à une amélioration du processus de régénération musculaire. Par la suite, des études 

supplémentaires devront être réalisées pour valider ces observations sur un plus grand 

nombre d’animaux permettant de réaliser des études statistiques plus robustes. Il serait aussi 

intéressant d’élargir la fenêtre temporelle d’analyse, en prenant en compte les temps de 

cinétique de régénération plus précoce comme 7 jpl. En effet, nous avons précédemment 

décrit que le pic d’adipocytes intramusculaires post-lésion se situait autour de 7 jpl avant de 

retrouver un niveau basal à 14 jpl. Il serait alors intéressant de quantifier les adipocytes 

intramusculaires dans le modèle AZIP après injection d’ASCs adipo-compétentes à 7jpl. En se 

plaçant à 14 jpl, il est possible que nous n’ayons pas pu quantifier la totalité des adipocytes 

formés pendant la régénération.  
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Figure 14 : Caractérisation du modèle Adipoq-iDTR. 
A Représentation du schéma expérimental d’injection de la toxine diphtérique (DT) au sein du modèle Adipoq-

iDTR. B Pourcentage de l’aire Bodipy+ interprétée comme une quantité d’adipocytes intramusculaires chez les 

animaux Cre+ en régime normal en fonction du temps après injection DT ou NaCl. n=2 (J2), n=6 (J4), n= 3 (J8). C 

Evolution de la différence de poids entre le quadriceps droit (injecté DT) et le quadriceps gauche (injecté NaCl) 

chez les animaux Cre- et Cre+ (Δpoids) en fonction du temps post injection. n=2 (J2), n=7 (J4), n= 6 (J8) pour les 

animaux Cre- et n=2 (J2), n=8 (J4), n= 8 (J8) pour les animaux Cre+.   
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Nous avons ensuite développé un second modèle en collaboration avec le Dr Virginie Bourlier 

de l’équipe du Dr Cédric Moro à l’Institut des Maladies Métaboliques et Cardiaques (I2MC) de 

Toulouse dans l’objectif de perturber la formation du dépôt transitoire au cours de la 

régénération. Ce modèle repose sur le croisement de deux lignées murines Rosa26-iDTR avec 

Adipoq-CreERT2. Cette approche nous a permis de générer une lignée transgénique dans 

laquelle le traitement tamoxifène par gavage pendant 5 jours permet l’activation de la Cre 

recombinase spécifiquement dans les adipocytes matures entrainant l’excision d’une cassette 

STOP rendant les adipocytes sensibles à la toxine diphtérique (DT). L’injection de DT dans le 

muscle quadriceps permet alors de dépléter la population d’adipocytes spécifiquement dans 

ce tissu et d’en étudier les conséquences sur la régénération musculaire (Fig. 14A). 

Contrairement au modèle AZIP qui nous a permis d’induire l’adipogénèse par injection de 

cellules adio-compétentes, le modèle Adipoq-iDTR nous permet de dépléter les adipocytes 

matures formés dans le muscle post-lésion.  

Avant de procéder à l’étude des conséquences de cette déplétion sur la régénération 

musculaire, nous avons caractérisé ce modèle murin et étudié les conséquences de l’injection 

de DT sur les quantités d’adipocytes intramusculaires. L’objectif était d’abord de déterminer 

en combien de temps et en quelle proportion l’injection de DT entrainait la déplétion des 

adipocytes intramusculaires. Pour cela, nous avons réalisé une injection de 20 ng de DT diluée 

dans 80µl de NaCl dans le quadriceps droit ainsi que 80µl de NaCl dans le quadriceps gauche 

du même animal pour servir de contrôle, en se basant sur les quantités déjà utilisées dans la 

littérature pour des injections dans le muscle tibialis anterior515. Nous avons ensuite prélevé 

les muscles quadriceps entre 2 jours et 8 jours après injection de la DT et avons quantifié les 

adipocytes intramusculaires par des approches IHC sur coupes épaisses comme décrit 

précédemment.  

Nous avons observé au sein de la cohorte d’animaux exprimant la Cre recombinase (Cre+) sous 

le contrôle du promoteur adipoq (Adiponectine) une déplétion d’environ 60% de la quantité 

d’adipocytes dans le muscle injecté par la DT par rapport aux muscles injectés NaCl de la même 

cohorte (Fig. 14B). La diminution de la quantité d’adipocytes a eu lieu dès le deuxième jour 

après l’injection DT et a été maintenue jusqu’à 8 jours. Ensuite, nous n’avons pas observé de 

diminution des quantités d’adipocytes intramusculaires au sein de la cohorte d’animaux 

n’exprimant pas la Cre recombinase (Cre-) après injection de la DT (données non présentées 

sur la figure 14), un résultat attendu nous permettant d’affirmer que l’injection DT n’entraine 

pas de mort cellulaire à elle seule. Nous avons également évalué la différence de poids (Δpoids 

quadriceps) entre le quadriceps droit injecté avec la DT et le quadriceps gauche injecté NaCl 

du même animal dans le but de s’assurer que l’injection de la DT n’induit pas de variations du 

poids musculaire. L’injection de la DT suivi de la déplétion de 60% des adipocytes 

intramusculaires chez les animaux Cre+ n’a pas entrainé de variations du poids des muscles 

par rapport aux animaux Cre- quelle que soit la cinétique post injection DT (Fig. 14C).  De 

manière inattendue, nous avons remarqué des variations de poids des ScAT suite à l’injection  
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Figure 14 (suite) : Caractérisation du modèle Adipoq-iDTR. 
D Evolution de la différence de poids entre le ScAT droit (côté muscle injecté DT) et le ScAT gauche (côté muscle 

injecté NaCl) chez les animaux Cre- et Cre+ (Δpoids) en fonction du temps post injection. n=2 (J2), n=7 (J4), n= 6 

(J8) et n=6 (J15) pour les animaux Cre- et n=2 (J2), n=8 (J4), n= 8 (J8) et n=6 (J15) pour les animaux Cre+. E Images 

de microscopie à fluorescence sur des coupes épaisses de ScAT d’animaux Cre- (a gauche) ou Cre+ (a droite) dont 

le muscle quadriceps a été injecté avec 80 μl de DT et marqué avec un anticorps anti CD68 (magenta), du bodipy 

(vert) et DAPI (bleu). F Evolution de la différence de poids entre le ScAT droit (côté muscle injecté DT) et le ScAT 

gauche (côté muscle injecté NaCl) chez les animaux Cre- et Cre+ (Δpoids) en fonction du temps post injection. n=4 

(J7) et n=4 (J14) pour les animaux Cre- et n=6 (J7) et n=5 (J14) pour les animaux Cre+. Les résultats sont exprimés 

en moyenne ± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, vs Ctrl. 
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DT intramusculaire chez les animaux Cre+. De la même manière que pour le muscle, nous 

avons réalisé une différence de poids du ScAT droit (côté injecté par la DT dans le muscle) par 

rapport au ScAT gauche (côté injecté NaCl) (Fig. 14D). Plus cette valeur est faible, plus la 

différence de poids entre le ScAT droit et le ScAT gauche est importante. Alors que les poids 

des ScAT ne varient pas au cours du temps après injection de la DT au sein de la cohorte Cre- 

ainsi que durant les 4 premiers jours après l’injection de la DT au sein de la cohorte Cre+ (Fig. 

14D) nous avons remarqué une diminution d’environ 0,15 g du poids des ScAT droits à partir 

du 8ième jours après l’injection et d’environ 0,32 g au 15ième jour (Fig. 14D). Ces résultats laissent 

penser que l’injection de 80µl de DT dans le muscle diffuse vers le ScAT entrainant alors la 

mort des adipocytes au sein du ScAT. Pour tenter de mieux comprendre la diminution de poids 

des ScAT post injection musculaire de DT nous avons réalisé un marquage CD68 sur des coupes 

de ScAT d’animaux Cre- et Cre+ afin de visualiser la présence de macrophages et leur 

répartition dans le ScAT. Il a déjà été décrit dans la littérature que les macrophages 

s’organisent en forme de « Crown like structures » autour des adipocytes lorsque ceux-ci 

entrent en apoptose516. Nous avons donc cherché à visualiser l’accumulation de macrophages 

CD68+ autour des adipocytes dans les ScAT d’animaux injectés DT. Au sein des ScAT d’animaux 

Cre- dont les muscles ont été injecté avec la DT nous avons observé une faible présence de 

macrophages CD68+ (magenta) entre les adipocytes bodipy+ (vert) (Fig. 14E, images de 

gauche). En revanche, au sein des ScAT d’animaux Cre+ nous avons observé une forte 

accumulation de marquage CD68+ autour des adipocytes (Fig. 14E, images de gauche). Ce 

résultat à lui seul ne permet pas de démontrer une mort par apoptose des adipocytes qui 

devrait être complété par un essai TUNEL afin de visualiser les extrémités des brins d’ADN 

libres détruits au cours de l’apoptose. Néanmoins, suite à l’injection intramusculaire de DT, 

nous observons une accumulation de macrophages caractéristique d’une inflammation locale 

au sein du ScAT, certainement provoquée par la mort cellulaire des adipocytes. Pour tenter 

de limiter ce phénomène de diffusion, nous avons cherché à diminuer par deux le volume dans 

lequel était dilué la DT tout en conservant la quantité de DT injectée par muscle (20ng). Nous 

avons alors réalisé des injections de 40 µl de DT et avons observé la variation du poids des 

ScATs. Durant les 7 premiers jours, l’injection de DT n’a pas influencé le poids des ScATs (Fig. 

14F). En revanche, sur des temps plus tardifs à 14 jours post injection DT nous avons observé 

une diminution d’environ 0,33g du poids de ScAT (Fig. 14F) tout comme avec l’injection de 80 

µl sur une cinétique similaire (15 jours post DT). L’injection d’un volume plus petit de DT nous 

a donc permis de ralentir l’effet observé sur la diminution du poids des ScAT même si cela n’a 

pas complètement permis de l’empêcher. La caractérisation du modèle Adipoq-iDTR nous a 

permis de déterminer des critères importants pour la réalisation du protocole visant à évaluer 

l’impact de la déplétion des adipocytes intramusculaire sur la régénération musculaire :  

- L’injection de 20ng de DT intramusculaire permet une déplétion de 60% d’adipocytes 

dès 2j post injection, maintenue jusqu’à 8j. 

- Le ScAT ne semble pas impacté par l’injection intramusculaire de DT pendant les 7 

premiers jours post injection.  
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Figure 15 : La déplétion des adipocytes formés après la lésion musculaire semble 
perturber la morphologie et la régénération du muscle.  
A Représentation du schéma expérimental d’injection de la toxine diphtérique (DT) au sein du modèle 

Adipoq-iDTR en fonction du temps B Pourcentage de l’aire PLIN1+ sur coupe de muscle fine (8μm) interprétée 

comme une quantité d’adipocytes intramusculaires chez les animaux Cre+ ou Cre- ayant reçu ou non une 

lésion musculaire Gly. C Pourcentage de fibres musculaires centronucléés 7 jpl Gly chez les animaux injectés 

ou pas avec la DT. D Images en microscopie confocale sur muscles quadriceps lésés Gly et témoins à 7 jpl 

avec ou sans injection DT. Barres d’échelles 100 μm. E Différence de poids entre le quadriceps droit (injecté 

DT à 4 jpl) et le quadriceps gauche (injecté NaCl à 4 jpl) chez les animaux Cre- et Cre+ (Δpoids) en fonction du 

temps post-lésion. n=3 (7 jpl) pour les animaux Cre- et n=6 (J7) pour les animaux Cre+. Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± SEM ; *p < 0,05, **p < 0,01, vs Ctrl. 
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Nous avons ensuite mis en place un protocole permettant de dépléter les adipocytes 

intramusculaires formés au cours du temps post-lésion dans l’objectif de mesurer l’influence 

de cette déplétion adipocytaire sur l’efficacité de la régénération musculaire (Fig. 15A). 

Sachant que l’augmentation des adipocytes post-lésion est transitoire, débute à 5 jpl avec un 

pic à 7 jpl et un retour au niveau basal à 14 jpl, nous avons choisi de réaliser l’injection de la 

DT 4 jours après la lésion Gly (Fig. 15A) pour prévenir la formation du pic d’adipocytes post-

lésion. L’action de la DT ayant lieu pendant 6 jours après son injection, celle-ci nous permet 

d’agir sur la fenêtre temporelle sur laquelle les adipocytes sont les plus présents post-lésion. 

Nous avons ensuite prélevé les muscles quadriceps à 7 jpl et 14 jpl dans le but de mesurer les 

critères permettant d’évaluer l’efficacité de la régénération musculaire :  

- Le pourcentage de fibres musculaire régénératives (centronucléées) 

- L’expression des gènes du programme moléculaire de la myogénèse 

- La taille des fibres musculaires néo-formées 

La mise en place de ce protocole a démarré en juillet 2023, nous avons prélevé tous les tissus 

des différentes cohortes Cre+ et Cre- et avons pu réaliser à ce jour l’analyse des fibres en 

régénération par approche IHC à 7 jpl. Dans un premier temps, nous nous sommes assurés de 

la déplétion des adipocytes intramusculaires post-lésion Gly suite à l’injection de DT. Pour cela 

nous avons réalisé un marquage PLIN1 sur les cryosections de muscle en condition lésionnelle 

à 7 jpl, temps pour lequel nous avons déterminé le pic de présence des adipocytes. PLIN1 est 

une protéine exprimée à la surface de la gouttelette lipidique des adipocytes blancs et nous 

avons rapporté l’aire occupée par le marquage PLIN1 à l’aire totale de la coupe de muscle afin 

d’obtenir un pourcentage d’aire occupée par le marquage PLIN1 (Fig. 15B). Comme attendu, 

la lésion Gly a entrainé une augmentation d’un facteur 10 de la présence d’adipocytes 

intramusculaires à 7jpl (Fig. 15B). L’injection de la DT à 4 jpl a permis une diminution d’environ 

70% du marquage PLIN1 à 7 jpl chez les animaux Cre+ (Fig. 15B). Nous avons alors cherché à 

déterminer l’efficacité de la régénération après déplétion des adipocytes intramusculaires par 

l’intermédiaire de la quantification des fibres centronucléées. De manière inattendue par 

rapport à notre hypothèse, nous avons constaté que la proportion de fibres centronucléées à 

7 jpl n’était pas significativement réduite chez les animaux ayant subi une déplétion 

d’adipocytes (Fig. 15C), signifiant probablement une efficacité de régénération identique avec 

le groupe d’animaux n’ayant pas subi cette déplétion sur la base de ce critère. Néanmoins, 

nous avons remarqué sur les images IHC des animaux lésés ayant subi une déplétion 

adipocytaire un élargissement des zones lésées du muscle avec une organisation des fibres 

musculaires plus anarchique que les animaux lésés n’ayant pas reçu l’injection DT (Fig. 15D). 

Cette perturbation de l’organisation des fibres musculaires pourrait signifier un retard de 

régénération musculaire qui ne se traduit pas par une perturbation des fibres musculaires 

centronucléées, caractéristique d’évènements de fusion, à 7 jpl et 3 jours post injection DT. Il 

serait également intéressant de réaliser cette quantification sur la coupe entière de muscle 

afin de ne pas être influencé dans l’analyse par la taille de la zone lésée du muscle, plus 

importante chez les animaux lésés et injectés DT. Il se pourrait aussi que le temps entre la 
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déplétion adipocytaire (4jpl) et le moment de prélèvement des muscles (7jpl) ne soit pas 

suffisant pour observer une conséquence sur l’efficacité de régénération musculaire. 

Néanmoins, nous avons évalué l’évolution des poids des muscles à 7 jpl. Pour ce faire, nous 

avons utilisé la différence de poids entre le muscle lésé et le muscle controlatéral non lésé de 

la même souris (Δpoids), que nous avons interprété comme un indicateur de la progression 

de la régénération musculaire. Si cette valeur est proche de 0, cela signifie que le muscle a 

retrouvé son poids initial après la dégénérescence induite par la lésion Gly. Cette observation 

peut être interprétée comme une régénération efficace. En revanche, si cette valeur est 

éloignée de 0, cela signifie que le muscle ne s'est pas régénéré correctement ou que le 

processus de régénération est encore en cours. Nous avons observé de faibles valeurs de 

Δpoids pour les quadriceps des animaux lésés non injectés DT pouvant être interprété comme 

une régénération musculaire efficace. Bien que l’écart ne soit pas significatif, les valeurs de 

Δpoids semblent être augmentées d’un facteur 2 après déplétion des adipocytes 

intramusculaires (Fig. 15E). Cet écart n’est pas attribuable à la déplétion d’adipocytes en elle-

même puisque la déplétion d’adipocytes intramusculaire n’entraine pas de variations des 

poids des muscles (Fig. 14C), même lorsque les animaux étaient soumis à un régime HFD, une 

condition connue comme induisant une adipogénèse intramusculaire492 (données non 

montrées sur la figure). Nous prévoyons d’effectuer une analyse des mêmes paramètres 

histologiques ainsi que l’expression des gènes de la myogénèse sur une cinétique plus tardive, 

à 14 jpl, pour tenter de mieux comprendre le rôle de l’IMAT sur les phases plus tardives de la 

régénération musculaire. La mise en place du protocole a été éffectué et les tissus ont été 

prélevés. Une partie des tissus ont été congélés pour l’analyse histologique et les ARNs ont 

été extraits sur la deuxième partie pour l’analyse des gènes. 

En conclusion, ce modèle Adipoq-iDTR nous a permis de démontrer que l’injection DT à 4jpl 

nous permet de dépléter les adipocytes intramusculaires formés au cours du processus de 

régénération. Cette cinétique d’injection de la DT est donc pertinente pour poursuivre notre 

étude de l’impact de l’adipogénèse sur la régénération musculaire. Bien que préliminaires et 

nécessitant des analyses complémentaires, nos résultats démontrent que la récupération 

morphologique du muscle post-lésion semble retardée par la déplétion adipocytaire indiquant 

une perturbation du processus de régénération. 
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Discussion 
Dans l’ensemble, nos résultats démontrent qu’une lésion musculaire entraine l’apparition 

transitoire d’adipocytes intramusculaires entre 5 et 14 jpl avec un pic autour de 7 jpl. Nous 

proposons pour la première fois, pour expliquer la formation des adipocytes intramusculaires, 

que les ASCs du ScAT différenciées participeraient à ce pool cellulaire. Enfin, nous montrons 

que les adipocytes issus de la différenciation d’ASCs provenant du ScAT in vitro favorisent 

davantage la fusion des progéniteurs musculaires que les adipocytes issus de la différenciation 

des FAPs résidents. In vivo, nos résultats préliminaires soutiennent l’idée que l’absence 

d’adipocytes dans le muscle conduit à une perte d’efficacité de la régénération musculaire 

tandis que l’ajout de cellules suivi de leur différenciation en adipocytes permet d’améliorer ce 

processus. Enfin, la déplétion in vivo des adipocytes formés au cours de la régénération semble 

aboutir à une perturbation de la régénération musculaire bien que le modèle nécessite d’être 

affiné afin de pouvoir analyser la régénération musculaire de manière optimale. Ce travail 

semble alors de mettre en avant un rôle bénéfique des adipocytes intramusculaires dans cette 

fenêtre de temps précise au cours du processus de régénération alors qu’ils étaient jusque-là 

considérés comme délétères pour la physiologie musculaire et associés à de nombreuses 

dégénérescences et maladies métaboliques comme le diabète de type 2. 

L’ensemble de ces résultats permet de poser de nouvelles questions quant aux mécanismes 

de contrôle de l’apparition et disparition des adipocytes intramusculaires. Les 

dégénérescences musculaires et maladies métaboliques comme le DT2 sont associées à une 

accumulation d’adipocytes intramusculaires forte et permanente tandis que nous démontrons 

ici une apparition transitoire de ce type cellulaire au cours de la régénération. On pourrait alors 

imaginer que le contrôle de la formation/disparition des adipocytes joue un rôle clé dans la 

balance entre leurs effets bénéfiques et délétères pour garantir les fonctions contractiles et 

métaboliques du muscle. On pourrait ainsi réaliser un parallèle avec les études effectuées sur 

les FAPs, précurseurs des adipocytes, qui possèdent eux aussi une augmentation transitoire de 

leur nombre au cours de la régénération musculaire et dont les quantités intramusculaires 

rapportées dans des cas pathologiques comme la myopathie de Duchenne sont étonnamment 

élevées. Il a été démontré que la phase de diminution du nombre de FAPs au cours de la 

régénération est associée à une apoptose de cette population cellulaire médiée par les 

macrophages246. En bloquant l’activité des macrophages, le nombre de FAPs intramusculaires 

post-lésion est maintenu élevé et conduit au développement d’une fibrose musculaire 

caractéristique de nombreuses myopathies. Une étude intéressante menée par l'équipe du Dr. 

Chopard a démontré que la suppression des contraintes mécaniques sur les muscles par 

suspension caudale, entraine une réduction drastique de la présence des adipocytes 

intramusculaires517,518, quantifiés par imagerie et expression génique. Cette constatation 

ouvre la voie à une exploration plus approfondie pour déterminer si cette quasi-élimination 

des adipocytes intramusculaires dans ce modèle a un impact sur la régénération musculaire. 

Pour ce faire, il serait pertinent de provoquer des lésions musculaires contrôlées, par injection 

de CTX ou de glycérol, afin d'évaluer si la déplétion des adipocytes affecte le processus de 
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régénération. Cette démarche pourrait fournir des informations complémentaires sur les 

interactions entre les adipocytes intramusculaires et la capacité de régénération des muscles. 

A ce jour, nous n’avons pas déterminé les mécanismes qui contrôlent la disparition des 

adipocytes intramusculaires. Notre méthode de quantification des adipocytes par marquage 

Bodipy ne nous permet pas de savoir si leur disparition est associée à une apoptose cellulaire 

ou bien à une lipolyse massive de leur contenu lipidique. Récemment, une étude se plaçant 

dans un contexte de cicatrisation cutanée chez la souris, montre qu’une lésion profonde du 

derme atteignant les adipocytes sous-cutanés entraine une lipolyse massive de ces adipocytes, 

suivie d’une dé-différenciation des adipocytes en fibroblastes, nécessaire au recrutement des 

macrophages et la cicatrisation de la peau496. En bloquant pharmacologiquement et 

génétiquement l’activité de la lipase ATGL nécessaire à la lipolyse les auteurs montrent un 

défaut de recrutement des macrophages associé à une inefficacité de la cicatrisation. Dans 

notre contexte, il serait intéressant de déterminer si la diminution des adipocytes 

intramusculaire est dûe à la lipolyse de leur contenu en triglycérides. Pour cela, la 

détermination du nombre d’adipocytes intramusculaires par approche IHC sur coupe de 

muscle associée à la taille moyenne des adipocytes intramusculaires pourrait être un bon index 

de ce phénomène. Si le nombre d’adipocytes ne varie pas entre 7 et 11jpl alors que la taille 

des adipocytes diminue, alors nous pourrions proposer que la diminution des quantités 

d’adipocytes intramusculaires que nous observons est en réalité une diminution de leur taille 

provoquée par la lipolyse de leur contenu lipidique. Comprendre ce mécanisme permettrait 

de mieux comprendre l’accumulation d’adipocytes ectopiques observée dans de nombreuses 

dégénérescences musculaires. Ceci permettrait d’identifier des cibles thérapeutiques pouvant 

rétablir les niveaux d’adipocytes intramusculaires. Par exemple, il est largement démontré que 

le vieillissement, chez l’homme comme chez le rongeur, est associé à une accumulation 

massive d’adipocytes intramusculaires et à une perte de fonction musculaire340,519. Par ailleurs, 

il est également démontré que la lipolyse adipocytaire est, elle aussi, impactée avec l’âge520. 

Elle est diminuée chez l’homme et le rongeur âgé et s’explique par une diminution de 

stimulation de la voie β-adrénergique (activatrice de la lipolyse)520. On pourrait alors émettre 

l’hypothèse que la perte de fonction de la lipolyse conduit à l’accumulation d’adipocytes 

intramusculaires et à une perte d’efficacité de régénération. Il serait alors intéressant de tester 

si l’inhibition d’ATGL dans le muscle au cours de la régénération conduit à une accumulation 

lipidique sous forme d’adipocytes et à un défaut de régénération musculaire.  

Si la cinétique de formation/disparition est un élément décisif de leur effet sur la régénération 

musculaire, on pourrait également penser que la nature même de ces adipocytes et les types 

de lipides qu’ils renferment puisse intervenir. Nos données démontrent que les ASCs infiltrées 

dans le muscle lésé à partir du ScAT participent à la formation des adipocytes intramusculaires, 

proposant pour la première fois une origine cellulaire originale des adipocytes 

intramusculaires. Nous avons observé que les adipocytes fluorescents dérivés de la 

différenciation des ASCs infiltrées pouvaient contenir une gouttelette lipidique uniloculaire 

mais aussi plusieurs gouttelettes lipidiques. Même si ce seul critère ne permet pas de 
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déterminer le phénotype d’un adipocyte, la présence de plusieurs gouttelettes est 

généralement associée à un phénotype d’adipocytes bruns/beiges. Déterminer le phénotype 

des adipocytes formés au cours de la régénération pourrait également nous permettre 

proposer des hypothèses quant à leur fonction dans la régénération du muscle. Alors que la 

présence d’adipocytes blancs nécessaire aux processus de réparation d’autres tissus a été 

rapportée, le rôle des adipocytes bruns/beiges est lui beaucoup moins décrit. En revanche, ces 

adipocytes bruns/beiges sont décrits dans d’autres contextes comme étant consommateurs 

de lactate, un métabolite produit lorsque le flux glycolytique dépasse les capacités oxydatives 

mitochondriales521. Dans le cadre d’une lésion tissulaire la perte locale du système vasculaire 

génère une hypoxie qui conduit à une forte accumulation de lactate dans le tissu522. Lorsque 

le lactate s'accumule dans les tissus, il peut contribuer à l'acidification du milieu, abaissant 

ainsi le pH. Une acidité accrue peut être néfaste pour les cellules impliquées dans le processus 

de régénération, en favorisant l’accumulation de cellules immunitaires pro-inflammatoires523 

ou en régulant les phénomènes de prolifération ou de mort cellulaires524, des phénomènes 

clés de la régénération musculaire. On pourrait alors imaginer que l’apparition d’adipocytes 

bruns/beiges dans le muscle post-lésion puisse réguler l’acidité intramusculaire en contrôlant 

l’accumulation de lactate ce qui conduirait a contrôler les phénomènes inflammatoires, 

prolifératifs et de mort cellulaire nécessaires au processus de régénération du muscle.  

Dans le but de mieux caractériser le phénotype des adipocytes observés post-lésion, nous 

envisageons par la suite d’affiner nos marquages par l’utilisation d’anticorps additionnels 

dirigés contre la protéine découplante UCP1 (un marqueur spécifique de l'adipocyte 

brun/beige), de la membrane plasmique (laminine), des gouttelettes lipidiques (Perilipin1, 

spécifique des adipocytes blancs) ainsi qu’un marquage mitotracker permettant d’évaluer les 

quantités mitochondriales présente en plus grandes quantités au sein des adipocytes 

bruns/beiges. Se pose alors la question de l’existence d’un progéniteur commun ou distinct 

entre les adipocytes blancs et les adipocytes bruns/beiges puisque l’observation de ces 

évènements dans le muscle dérivent de l’infiltration de progéniteurs depuis un TA blanc. Alors 

que l’origine des adipocytes blancs dérivant de progéniteurs présents au sein même du TA 

blanc est largement démontrée420,447 la question de l’origine des adipocytes bruns/beiges 

demeure plus complexe. Quelles pourraient alors être les sources d’adipocytes bruns/beiges 

intramusculaires ?  

- Un progéniteur commun entre adipocytes brun/beige et cellules musculaires ? En 

effet, une étude de 2008 démontre de façon surprenante que les adipocytes bruns 

possèdent un progéniteur commun avec le tissu musculaire525. Dans cette étude les 

auteurs ont réalisé des expériences de suivi des lignages cellulaires chez la souris en 

utilisant des souris génétiquement modifiées (souris Myf5-Cre knock-in croisées avec 

des souris R26R3-YFP, exprimant la yellow fluorescent protein à partir du locus Rosa26) 

permettant de suivre l’expression du facteur myogénique MYF5. Au cours du 

développement de ces souris, la fluorescence associée à MYF5 est observée au sein 

des cellules musculaires des muscles squelettiques mais aussi au sein des tissus 
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adipeux bruns mais pas le tissu adipeux blanc.  L’étude ne permet toutefois pas de 

conclure si adipocytes et cellules myogéniques émergent de progéniteurs distincts ou 

d’un progéniteur commun. Cette étude démontre néanmoins que les voies contrôlant 

la détermination des lignages adipocytaires bruns et blancs divergent avant la 

spécification en tissu adipeux brun ou muscle squelettique. Ces résultats renforcent 

aussi le concept émergeant de lien entre tissu adipeux brun et muscle squelettique. 

- Un progéniteur du TA blanc capable de « brunir » au sein du muscle ? Plus récemment 

en 2016, les travaux du laboratoire ont démontré une organisation du ScAT hétérogène 

avec la présence de deux zones distinctes : une zone centrale autour du ganglion 

lymphatique appelée « lobulisable » car organisée en forme de lobules d’adipocytes 

détourés de faisceaux de MEC comportant la vascularisation, et une zone « non-

lobulisable » présente en périphérie du tissu avec une organisation plus 

stochastique526. De manière intéressante, les travaux du laboratoire démontrent aussi 

que les progéniteurs présents seulement au sein de la zone lobulisable, sont doués de 

capacités de brunissement en formant des adipocytes beiges exprimant UCP1526,527, 

appuyant l’idée de la présence de progéniteurs hétérogènes au sein du ScAT. In vitro, 

la littérature démontre aussi qu’il est possible d’obtenir des adipocytes de types 

bruns/beiges à partir de précurseur provenant de TA blanc528 par stimulation β3-

adrenergic, Rosiglitazone (agoniste PPARγ) et BMP-7529. Les agonistes des récepteurs 

b3-adrénergiques sont principalement associés au système nerveux sympathique, qui 

régule la réponse au stress, la dépense énergétique et qui est activé et démontré 

comme participant à la régénération musculaire post-lésion530. D’un autre côté les BMP 

(Bone Morphogenetic Proteins), qui sont une famille de protéines de signalisation 

impliquées dans la régulation de la croissance et de la différenciation cellulaires, sont 

sécrétés pendant le processus de régénération musculaire531. L’environnement 

musculaire post-lésion représente donc peut-être un environnement permissif à la 

différenciation en adipocytes bruns/beiges au cours de la régénération musculaire. Au 

vu de toutes ces observations il est alors légitime de penser que des adipocytes 

bruns/beiges observés au sein du muscle post-lésion puissent dériver de progéniteurs 

présents dans le ScAT. 

Ensuite, nos données in vitro de culture des CS par milieux conditionnés par des adipocytes 

issus de la différenciation d’ASCs issus du ScAT ou de co-culture directe entre des ASCs ou des 

FAPs avec les CS démontrent que les adipocytes peuvent influencer les étapes intermédiaires 

du processus de myogènese en favorisant la fusion des progéniteurs musculaires et ainsi 

participer à la régénération tandis que les ASCs indifférenciées ne semblent pas dans nos 

résultats préliminaires impacter ce processus davantage que les FAPs locales. Cette approche 

visait à reproduire l’infiltration in vivo des ASCs 24 heures après la lésion musculaire puis leur 

différenciation en adipocyte autour de 7 jpl afin de mieux comprendre leur influence précoce 

sur la myogénèse sous leur forme indifférenciée et leur influence plutôt tardive/intermédiaire 

sous leur forme différenciée en adipocytes. Néanmoins, il est établi que le processus de 

myogénèse s’établie de manière séquentielle avec des étapes de prolifération des CS et leur 
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activation durant les 24 à 72 heures post-lésion suivi des étapes de différenciation et de fusion 

des progéniteurs musculaires autour de 4 - 7 jpl532. Il serait alors intéressant de comprendre 

l’influence des ASCs qui infiltrent le muscle dès les premières 24 heures après la lésion sur 

l’activation et la prolifération des CS pouvant aussi expliquer le fait qu’elles ne puissent pas 

avoir plus d’influence que les FAPs résidentes sur les étapes intermédiaires et tardives de la 

régénération. Pour cela, nous envisageons par la suite de réaliser des co-cultures en transwell 

entre les ASCs et les CS, pour éviter les effets confondants de la co-culture directe sur la 

quantification du nombre de cellules en culture, et ensuite mesurer la prolifération des CS. 

Vient ensuite la question du rôle fonctionnel de l’ASC sous sa forme adipocytaire dans le 

processus de myogénèse. Comment un adipocyte pourrait-il être capable de favoriser la 

myogénèse et la régénération ? A ce jour, aucune étude ne décrit ce phénomène ni les liens 

qu’il pourrait y avoir entre la présence d’adipocytes intramusculaires et la régénération du 

muscle. Les adipocytes sont néanmoins décrits comme des cellules possédant d’importantes 

capacités sécrétoires533,534. Parmi ces sécrétions, il a été référencé de nombreuses 

cyto/chimio-kines comme TNF-α, IL6 ou IL-1β mais aussi de facteurs de croissance comme les 

FGF et les PDGF-BB et des protéines de la MEC comme les collagènes II et IV, les laminines ou 

WISP1 (Figure A) dont les rôles dans la myogénèse favorisant les différentes étapes de 

prolifération, différenciation ou fusion des progéniteurs musculaires ont tous déjà été 

démontré. Néanmoins, se pose ici la question de la raison d’un développement d’adipocytes 

intramusculaires dans le but de sécréter ce type de facteurs pour favoriser la régénération 

alors que d’autres types cellulaires, déjà en place au sein du muscle, sont aussi capables de les 

sécréter.  

Les adipocytes sont connus pour leur capacité à stocker des lipides ce qui les distingue des 

autres types cellulaires. Il a récemment été démontré que les lipides sont utilisés au cours du 

processus de régénération musculaire par les CS535. Ces dernières sont capables d’accumuler 

de petites quantités de lipides sous formes de micro-gouttelettes intracellulaires qui 

conditionne leur devenir post-lésion. Les cellules accumulant le plus de lipides sont celles qui 

s’engagent dans un processus de différenciation tandis que celle qui n’en accumulent pas 

conserve leur état quiescent. On peut alors imaginer un dialogue métabolique entre les CS et 

les adipocytes intramusculaires post-lésion dans lequel les adipocytes agiraient comme des 

régulateurs en contrôlant la gestion et la redistribution des lipides intramusculaires 

nécessaires à la régénération. Il a d’ailleurs été démontré que les adipocytes peuvent sécréter 

des vésicules extracellulaires chargées de lipides dans leur environnement536. On pourrait 

aussi imaginer un dialogue des adipocytes avec leur environnement en tant que fournisseur 

de précurseur nécessaires à la formation des membranes plasmiques cellulaires au cours de la 

régénération. Le contenu de la gouttelette lipidique des adipocytes repose majoritairement 

sur la présence de triglycérides. La structure chimique d'un triglycéride est relativement 

simple, elle est composée de trois chaînes d'acides gras liés à une molécule de glycérol. Les 

membranes plasmiques des cellules, y compris celle des myotubes, sont composées d’une 

bicouche de phospholipides. La structure d’un phospholipide repose sur la présence d'une 

molécule de glycérol estérifiée par deux acides gras et un acide phosphorique. Ainsi, la lipolyse 
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des triglycérides contenu dans la gouttelette des adipocytes permettrait de libérer des acides 

gras nécessaires à la synthèse des phospholipides497. Ce phénomène de lipolyse massive 

pourrait ainsi expliquer la diminution de l’aire occupée par le marquage Bodipy sur les coupes 

de muscle que nous observons à partir de 7 jpl et que nous avons discuté précédemment.  

 

Figure A : Capacités sécrétoires d’un adipocyte blanc. Adapté de Gerst et al. 534 

Nos résultats obtenus à partir du modèle AZIP dans lequel toutes les ASCs/FAPs sont 

dépourvues de capacités de différenciation en adipocyte semblent montrer que la présence 

de adipocytes intramusculaires est nécessaire à la régénération puisque l’injection de cellules 

adipo-compétentes améliore le processus de régénération normalement perturbé au sein de 

ce modèle. En ce qui concerne la réduction de l’aire des fibres en régénération au sein du 

modèle AZIP après réinjection d’ASCs adipo-compétentes (Fig. 13D), ce résultat inattendu 

suggérerait un retard dans la maturation des fibres, et pourrait être expliqué par les désordres 

métaboliques observés chez les animaux AZIP. Les animaux AZIP présentent une 

hyperglycémie ainsi qu’une hyperinsulinémie associées au développement d’un DT2514. Le DT2 

est largement décrit dans la littérature comme une pathologie qui impacte fortement les 

capacités de régénération musculaire300 en limitant les capacités prolifératives de progéniteurs 

musculaires et altérant le switch pro-inflammatoire/anti-inflammatoire de la réponse 

immunitaire. Pour surmonter ces limitations, il serait intéressant de rétablir les paramètres 

métaboliques dans le modèle AZIP. Pour cela, il est possible de réaliser des injections de 

leptine, une hormone sécrétée par les adipocytes (absents dans le modèle AZIP) et dont le rôle 

de régulateur de l’homéostasie énergétique a été établi. Les animaux AZIP présentent des taux 

de leptine 10 fois inférieurs aux animaux WT514 et certaines études ont démontré la 

normalisation rapide de la glycémie chez des souris AZIP après injection de leptine537. Il est 

également possible de réaliser des greffes de TA au niveau dorsal chez la souris AZIP 

permettant de complètement restaurer les paramètres métaboliques chez ces animaux538. 

Dans ce modèle AZIP gréffé avec du TA blanc au niveau sous-cutanné, une étude se plaçant en 

contexte de lésion cutanée a démontré que la cicatrisation et la repousse du follicule pileux ne 

s’effectue seulement au niveau de la zone greffée par le TA, appuyant ainsi l’importance des 
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adipocytes dans les processus de réparation tissulaire. Néanmoins, dans notre cas, la greffe de 

TA apporterait une source d’ASCs qui pourraient potentiellement migrer au sein du muscle 

après la lésion. La migration de ces cellules dans notre modèle apporterait de l’hétérogénéité 

dans nos résultats en permettant la formation d’adipocytes intramusculaires au sein du groupe 

contrôle, AZIP non-injecté avec les ASCs adipo-compétentes.   

Le modèle AZIP étant dépourvu d’adipocytes, il représente un modèle de choix pour étudier 

l’importance de l’origine des adipocytes dans le processus de régénération musculaire. Il serait 

alors intéressant de réaliser des injections de FAPs adipo-compétents au sein du modèle AZIP 

post-lésion afin de comparer leur pouvoir pro-régénérant par rapport à celui des ASCs. Cette 

analyse permettrait de déterminer si in vivo les capacités adipogéniques des FAPs sont 

différentes ou non de celles des ASCs et aboutissent ou pas aux mêmes effets sur la 

régénération musculaire. A ce jour, aucune étude ne compare les rôles fonctionnels des 

adipocytes issus de la différenciation des ASCs ou des FAPs. Cette observation permettrait alors 

de soulever de nouvelles questions quant à l’importance de l’origine cellulaire des adipocytes 

intramusculaires pour soutenir efficacement le programme myogénique et ainsi mieux 

comprendre les dérégulations mise en place dans certaines dégénérescences musculaires. 

Enfin, l’utilisation du modèle Adipoq-iDTR représente aussi un modèle intéressant pour 

répondre à notre question. L’injection de DT à 4 jpl nous permettant de dépléter les adipocytes 

intramusculaires formés au cours de la lésion ce modèle nous permettrait de démontrer que 

la perturbation de l’adipogénèse est un élément clé du processus de régénération. Les 

résultats histologiques que nous avons obtenus à 7 jpl ne nous ont pas permis de faire ressortir 

une différence significative sur le nombre de fibres régénératives bien que l’organisation et la 

morphologie des fibres sur les images semblaient plus anarchiques post injection DT. Il 

semblerait alors que l’anarchie présente dans les muscles injectés DT ne permette pas 

l’identification des fibres lésées. Il semble alors plus pertinent d’analyser des cinétiques plus 

tardives au sein de ce modèle pour permettre au muscle de retrouver une morphologie 

nécessaire à l’identification des fibres centronucléées et compléter cette analyse par la 

quantification des gènes impliqués dans la myogénèse. A ce jour, nous avons mis en place une 

cohorte d’animaux Adipoq-iDTR injectés DT ou non et avons prélevé les muscles à 14 jpl. Avec 

cette cohorte, nous espérons montrer que la déplétion des adipocytes perturbe la formation 

des fibres centronucléées régénératives ainsi que l’expression des gènes du programme 

myogénique. 
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Figure B : Les adipocytes intramusculaires dérivés de la différenciation des ASCs infiltrées 

contribuent à la régénération musculaire. La courbe bleue correspond à l’évolution du nombre de FAPs 

intramusculaires post-lésion d’après l’étude de Lemos et al. (2015). La courbe rouge correspond à l’évolution des 

quantités d’adipocytes intramusculaires d’après notre étude.  
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CONCLUSION 
En conclusion, ce travail de thèse a permis de mettre en évidence que le ScAT constitue une 

source inattendue de MSCs soutenant la régénération musculaire. Nos résultats montrent que 

la réaction du muscle à la lésion déclenche, à distance, une libération massive d’ASCs depuis 

le ScAT capables d’infiltrer rapidement le muscle (Etape 1, Figure B). Une fois infiltrées les ASCs 

se mélangent à une autre population de MSCs résidentes, les FAPs, expliquant l’augmentation 

précoce de leur nombre non soutenue par leur prolifération et participe à l’hétérogénéité de 

cette population décrite dans la littérature31,32,50,51,53,246. Nous montrons par ailleurs que 

l’infiltration des ASCs est une étape clé de la régénération musculaire puisque la perturber 

entraine des défauts de régénération musculaire. La littérature fait état du rôle des FAPs 

résidents dans différentes étapes de la myogenèse (prolifération et différenciation des CS vers 

1-5 jpl, fusion des myoblastes vers 5-10 jpl) ; nos résultats démontrent que les ASCs pourraient 

aussi jouer un rôle dans ces mêmes étapes (Etape 2, Figure B). Nous avons également décrit 

de manière précise la cinétique de formation d’adipocytes ectopiques intramusculaires (5-14 

jpl, avec un pic vers 7 jpl) post-lésion, et confirmé le caractère transitoire de cet 

événement110,116,178. La formation de ces adipocytes est concomitante avec la disparition des 

FAPs/ASCs intramusculaires et nous proposons pour la première fois qu’une partie de ces 

adipocytes dérive de la différenciation des ASCs infiltrées (Etape 3, Figure B). Enfin, bien que 

préliminaires, nos résultats montrent par l’utilisation de différents modèles animaux combinés 

à l’utilisation de co-culture cellulaires in vitro que l’adipogénèse intramusculaire post-lésion 

favoriserait la régénération musculaire (fusion des progéniteurs musculaires) (Etape 4, Figure 

B). Ainsi, ce travail propose pour la première fois d’établir une association bénéfique entre le 

développement d’adipocytes ectopiques et le muscle, et avec une meilleure compréhension 

du phénotype des adipocytes et des mécanismes moléculaires qui contrôlent cette formation 

nous pourrions découvrir de nouvelles cibles pour le traitement de pathologies 

myodégénératives. 
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
Le maintien de l'homéostasie d'un organisme repose sur une régulation précise de la 

communication entre les organes539. Pour ce faire, les organes ont développé des systèmes 

pour communiquer leurs états les uns aux autres. Ce réseau de communication inter-organes 

est constitué de facteurs solubles tels que des peptides, des protéines et des métabolites qui 

agissent pour coordonner des processus cellulaires essentiels dans le maintien de 

l'homéostasie et la réponse au stress540. 

Ce projet nous permet de proposer un nouveau moyen de communication inter-organes dans 

le cadre d’une réponse tissulaire à un stress lésionnel par la mobilisation endogène de MSCs. 

Le tissu adipeux intervient alors comme un réservoir de cellules capables d’infiltrer le muscle 

lésé rapidement après la lésion afin de soutenir sa régénération. Comprendre les mécanismes 

qui contrôlent cette mobilisation ainsi que son évolution dans des cas physiopathologiques de 

dégénérescences musculaires fibro-adipeuses telles qu’observées dans le vieillissement, la 

myopathie de Duchenne ou l’obésité par exemple, permettrait de révéler des cibles 

thérapeutiques pour le traitement de ces pathologies. Ce projet soulève plusieurs questions 

essentielles quant au contrôle de la mobilisation des ASCs entre le ScAT et le muscle : 

 

Quelle est la quantité d’ASCs qui infiltrent réellement le muscle lésé ? 

Le modèle de greffe de ScAT fluorescent nous a permis de montrer qu’une partie de 

l’augmentation des FAPs du muscle peut être expliquée par l’infiltration des ASCs qui quittent 

le ScAT. A ce jour, notre modèle ne nous permet pas d’affirmer que l’augmentation du nombre 

de FAPs est uniquement due à l’infiltration des ASCs. En effet, la limite de la greffe de TA réside 

dans le fait que nous greffons deux morceaux de 10 mg chacun proche du ganglion 

lymphatique du ScAT receveur non fluorescent. Ainsi, quand nous observons la présence 

d’environ 9% des FAPs GFP+ dans le muscle lésé (Figure 14D, introduction), cette proportion 

est sous-estimée par rapport à la quantité totale des ASCs pouvant aussi migrer depuis le ScAT 

non fluorescent et dont l’absence de marqueur spécifique empêche leur identification. Il 

devient alors intéressant de réaliser une estimation du nombre total d’ASCs qui migrent entre 

le ScAT total et le muscle lésé. Un jour après la lésion, nous avons quantifié par cytométrie en 

flux la présence d’environ 280.000 FAPs Sca1+/CD45-/CD31- et 9% d’entre elles, c’est-à-dire 

25.000, étaient des ASCs fluorescentes provenant du ScAT. Notre modèle de greffe nous 

permet d’introduire un total de 20 mg de ScAT fluorescent dans un ScAT non fluorescent 

d’environ 200 mg, donc 10% de la masse total du ScAT. Si on considère que la mobilisation des 

ASCs est homogène dans tout le tissu, cela voudrait dire que pour 1 ASC qui migre depuis le 

ScAT fluorescent 9 ASCs migrent depuis le ScAT non fluorescent. Ainsi, cela correspondrait à 

25.000 x 10 = 250.000 ASCs au total qui migreraient réellement entre le ScAT et le muscle. De 

manière intéressante, ce nombre correspond sensiblement au nombre d’ASCs qui diminue 

dans le ScAT total et qui augmente dans le muscle à 1 jpl, il est donc tentant de spéculer que 

l’intégralité de l’augmentation du nombre de FAPs intramusculaires serait due à l’infiltration 

des ASCs depuis le ScAT. Il est néanmoins rapporté en thérapie cellulaire utilisant des MSCs 

que suite à leur injection dans la circulation, peu d’entre-elles sont retenues au niveau du site 

d’intérêt mais sont retrouvées dans des sites non spécifiques comme les poumons, le foie ou 
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la rate541. Il semblerait alors que la compréhension des signaux qui contrôlent la mobilisation 

endogène de ces cellules puisse aboutir à améliorer l’utilisation de ces cellules en thérapie en 

dirigeant leur migration vers le site lésé/pathologique. 

 

Quels sont les signaux qui déclenchent la migration des ASCs entre le ScAT et le 

muscle ? 

  
S’interroger sur la nature du(es) signal(aux) entrainant une baisse du nombre d’ASCs au sein 

du ScAT suivi de leur infiltration dans le muscle est une question clé. Nous pourrions ainsi 

envisager plusieurs types de signaux émis par le muscle lésé responsables de cette 

mobilisation. 

Les signaux chimiques. Nous avons observé une augmentation immédiate et spécifique du 

nombre de leucocytes CD45+ sur des temps précoces au sein du muscle quadriceps injecté Gly 

et CTX que l’on n’observe pas au sein du ScAT. L’augmentation du nombre de ces cellules est 

synonyme de mise en place d’une réponse inflammatoire. Ce résultat atteste donc de 

l’efficacité de la lésion musculaire et pourrait être considéré comme un contrôle positif de 

l’injection spécifiquement dans le muscle. Les leucocytes sont capables de sécréter un grand 

nombre de cytokines et chimiokines dont l’IL-6, IL1-β, TNF-α, CCL1, CXCL12, participant à la 

mise en place de l’inflammation. Comme nous l’avons évoqué plus tôt dans ce manuscrit, l’axe 

CXCR4/CXCL12 possède un rôle important à la fois dans la rétention des MSCs dans leur tissu 

d’origine mais aussi dans leur chimiotactisme vers un tissu présentant une inflammation. Il est 

donc envisageable de penser que la baisse du nombre d’ASCs du ScAT serait due à une 

migration de ces cellules vers le muscle quadriceps, lieu de l’inflammation, sous l’effet de 

l’augmentation locale du CXCL12.  

Les signaux mécaniques. D’un autre côté, différentes études mettent en évidence que les 

changements de rigidité tissulaire jouent des rôles importants dans les capacités migratoires 

des cellules542. En outre, il a été montré in vitro que la rigidité du substrat contrôle la migration 

des cellules fibroblastiques NIH 3T3 qui se déplacent selon un gradient de rigidité croissant, 

du moins dense vers le plus dense. Ces cellules sont donc capables de détecter les 

modifications mécaniques de leur environnement et adaptent leurs déplacements en fonction. 

Au sein de notre modèle de lésion musculaire nous observons, dès la troisième heure, la 

formation d’un œdème au niveau du muscle qui conduit à l’augmentation du niveau de 

pression intra-tissulaire. Ceci pourrait donc avoir un impact majeur sur les propriétés 

biomécaniques du muscle et de l’environnement musculaire dans lequel se trouve le ScAT, par 

compression du tissu entre le muscle et la peau. Ces modifications pourraient alors contribuer 

à la migration des ASCs présentes au sein du ScAT, vers un muscle rigidifié par la mise en place 

rapide de l’œdème.  

Les signaux nerveux. Enfin, il existe une littérature assez importante sur le rôle du système 

nerveux autonome dans le contrôle de la mobilisation d’un autre type de cellules 

progénitrices, les cellules souches hématopoïétiques (CSH), présentes dans la MO543. Cette 

littérature décrit l’activation du système nerveux sympathique selon un rythme circadien 

responsable de la sortie des CSH de la MO vers la circulation sanguine. Ainsi, les signaux 

noradrénergiques provenant du système nerveux sympathique, plus actif le jour, entrainent la 
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sortie des CSH, tandis que la nuit, les CSH retournent au sein de leur niche dans la MO. Nous 

pourrions ainsi réaliser un parallèle avec la mobilisation des ASCs au sein du ScAT qui, suite à 

l’activation du système nerveux sensoriel provoquée par la lésion, remonterait l’information 

au système nerveux central et déclencherait la sortie des ASCs dans la circulation sanguine 

suivie de leur rétention au sein du muscle lésé sous l’effet attractant des signaux chimiques. 

 

Quels sont les voies de migrations possiblement empruntées par les ASCs migrantes ? 
 

Bien que nos travaux, inspirés de ceux de la littérature, démontrent que la voie sanguine et 

l’association conjointe des ASCs avec les plaquettes constitue une voie importante de 

migration des ASCs vers le muscle lésé, nous ne pouvons pas exclure que les ASCs puissent 

aussi emprunter d’autres voies de migration :  

 

La voie lymphatique. Dans un autre contexte inflammatoire, provoqué par vaccination par 

injection d’ovoalbumine dans la pâte arrière chez la souris, les travaux du laboratoire ont 

montré que les ASCs du ScAT quittent le tissu via la lymphe pour rejoindre le ganglion 

lymphatique486. Il est aussi décrit dans des contextes tumoraux et de formation métastatiques 

que certaines cellules cancéreuses partagent l’expression de certains marqueurs avec les ASCs 

comme la podoplanine, le CXCR4 ou le PDGFRα et sont capables d’emprunter le système 

lymphatique afin de rejoindre d’autres sites tissulaires favorables à leur implantation et 

favorisant la formation de métastases544. Il est donc envisageable que les ASCs puissent utiliser 

ce réseau vasculaire au niveau du ScAT pour infiltrer le muscle lésé, qui comporte également 

un réseau vasculaire lymphatique10. Il est cependant difficile d’imaginer que, si cet évènement 

se produit, aucun évènement ne soit observé dans la circulation sanguine. En effet, la 

circulation lymphatique se jette dans la circulation sanguine au niveau de la veine sous-

clavière545 reliant alors ces 2 circulations. Nous pouvons d’abord supposer que les ASCs, au 

même titre que les MSCs, n’empruntent qu’une partie du réseau lymphatique et en sortent 

avant de rejoindre la circulation sanguine. Nous pouvons aussi émettre l’idée que si les ASCs/ 

MSCs arrivent jusqu’à la circulation sanguine, elles s’associent alors aux plaquettes et 

neutrophiles comme décrit précédemment.  

Les fibres de collagènes qui composent la MEC. Que ce soit au niveau du tissu adipeux ou du 

muscle squelettique, la localisation anatomique des ASCs93 ou des FAPs31,32 a été décrite au 

sein du tissu matriciel qui entoure la fraction parenchymateuse du tissu à l’état physiologique, 

démontrant l’affinité de ces cellules pour cette matrice. Anatomiquement, chez la souris mais 

aussi chez l’homme, il existe un tissu matriciel dense en collagène présent à l’interface du ScAT 

et du muscle quadriceps appelé fascia lata (Figure C). De manière générale, les fascias sont 

décrits comme des membranes conjonctives riches en eau entourant tous les organes 

permettant (1) le maintien structurel des tissus, (2) le glissement sans frictions entre les 

différentes couches d’organes et (3) la transmission des forces mécaniques546,547. Plusieurs 

études décrivent le fascia comme « un organe » à part entière, composé de multiples couches 

matricielles réparties dans tout l’organisme permettant de connecter chaque cellules au 

niveau de leur cytosquelette548. Le fascia lata correspond à celui qui entoure le muscle 

quadriceps (Figure C), pouvant ainsi être assimilé à l’épimysium ou situé sur l’épimysium. Des 
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études montrent que les MSCs sont capables de migrer in vitro sur des fibres de collagène549. 

Plus récemment, des études ont démontré la présence d’un nombre important de cellules de 

type fibroblastiques au sein du fascia sous cutané550,551. En contexte de lésion cutanée, ces 

mêmes études démontrent l’importance de la migration de ces cellules au sein du fascia 

permettant son invagination au sein de la plaie indispensable à la cicatrisation. Il ne semble 

donc pas absurde d’imaginer que les ASCs puissent utiliser ce support de migration in vivo 

pour rejoindre le muscle lésé. Pour valider cette hypothèse, il serait intéressant de savoir si des 

ASCs fluorescentes sont observées au sein de ce tissu matriciel avec l’utilisation de notre 

modèle de greffe de ScAT fluorescent.  
 

La mobilisation endogène des ASCs : un nouvel outil thérapeutique ? 

Dans l’ensemble, ce travail décrit un rôle nouveau du ScAT en tant que réservoir de cellules à 

fort potentiel régénératif mobilisables en situation de lésion musculaire. Cette mobilisation 

cellulaire prend place très précocement après la lésion, il serait intéressant de déterminer si 

les mêmes mécanismes ont lieu après la lésion d’un muscle plus éloigné du ScAT comme le 

Tibialis anterior ou le Gastrocnemius qui permettrait de mieux généraliser le processus. Nous 

avons montré qu’un autre TA, le PGAT, est aussi capable de libérer des ASCs lorsque le ScAT 

n’est plus en mesure d’en fournir. Il semblerait donc que l’ensemble des dépôts adipeux 

répartis dans l’organisme (Figure 11) soient dotés de cette capacité à fournir des cellules au 

potentiel de régénération en fonction des besoins. Néanmoins, les ASCs du PGAT n’ont pas la 

même capacité à soutenir la régénération musculaire que celles du ScAT. Cette observation 

soulève alors la question de la spécificité de l’origine des ASCs à soutenir un type de lésion 

particulier. Pourrait-on envisager que les ASCs du PGAT, un tissu adipeux viscéral, soient plus 

prônes à soutenir des lésions tissulaires intrapéritonéales tandis que les ScAT interviendraient 

pour les lésions extra-péritonéales ? Notre projet a permis de commencer la démonstration 

de la présence de sous-populations particulières présentes au sein du ScAT, identifiables par 

des marqueurs spécifiques, impliquées dans la régénération du muscle. D’un autre côté, une 

littérature s’accorde aujourd’hui sur l’existence de sous-populations distinctes au sein des 

tissus adipeux viscéraux439. Ces marqueurs permettraient ainsi de cibler des types cellulaires 

spécifiques en thérapie au niveau de leur tissu source et la compréhension des mécanismes 

de mobilisation endogène de ces cellules permettrait de contourner les limites actuelles des 

thérapies cellulaires par des moyens moins invasifs pour le patient. 

Est-ce que la nature de l’adipocyte influence ses capacités pro-régénératives ? 

Une fois le muscle lésé infiltré, certaines de ces cellules peuvent participer à la formation 

d’adipocytes intramusculaires qui, de manière inattendue, pourraient soutenir la régénération 

musculaire. On pourrait imaginer que la dérégulation de la cinétique transitoire de formation 

de ces adipocytes post-lésion puisse favoriser les défauts de régénération musculaires ou 

participer aux mécanismes cellulaires des dégénérescences musculaires. A ce jour, aucune 

étude ne décrit la nature des lipides accumulés au cours du processus de régénération 

musculaire. Serait-il possible d’envisager qu’un type de lipide particulier puisse favoriser la 

régénération musculaire ? Ou au contraire participer à la mise en place de la dégénérescence ? 

Il semblerait que la nature de l’adipocyte et sa localisation anatomique puisse influencer le 
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type de lipides qu’il contient. Plusieurs études démontrent chez l’homme et la souris que selon 

l’origine du dépôt adipeux (viscéral vs. sous-cutané), la nature des lipides contenus dans les 

adipocytes diffère, avec une accumulation d’acide gras saturés préférentielle dans le TA 

viscéral552,553. L’accumulation de ce type de lipides corrèle avec les désordres métaboliques 

(hyperinsulinémie, hyperglycémie etc…) et les taux de cytokines pro-inflammatoires 

circulantes de mauvais pronostique pour les patients. Il serait ainsi intéressant de déterminer 

la nature des lipides accumulés spécifiquement dans les adipocytes intramusculaires, par des 

approches de lipidomics spatiales, afin de mettre en avant une signature lipidique « pro-

régénérante » et suivre son évolution dans des cas de dégénérescence musculaire adipeuse 

qui pourrait faire émerger de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement de ce type de 

myodégénérescences.  

Dans l’ensemble, ce travail de thèse a permis de mettre à jour un moyen de contourner les 

limites de l’utilisation des MSCs en thérapie liées aux étapes de culture. Le contrôle de la 

mobilisation endogène des ces cellules pourrait alors devenir un outil thérapeutique puissant 

en médecine régénérative dans les années à venir. Nous monttrons également que la présence 

contrôlée de lipdes contenus au sein d’adipocytes semblent bénéfique pour la régénération 

du tissu musculaire tandis qu’une forte littérature fait état d’une présence incontrôlée associée 

à une dégénérescence musculaire. S’il s’avérait exact que l’état pro-régénérant soit 

distinguable de l’état dégénératif par l’intérmédiaire d’une signature lipidique spécifique, nous 

pourrions envisager des traitements dans l’obectif de faire tendre la signature 

« dégénérescente » vers un état « pro-régénérant ». 
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Matériel et Méthodes 
Expérimentation Animale 

a) Animaux 

Ce travail a été soumis à l'approbation du Comité d'Éthique Régional et enregistré auprès du 

Ministère de la Recherche français. Des souris mâles C57BL/6J de sept à huit semaines 

(Janvier), des souris CAG :: KikGR appelées KiKGR, des souris C57BL/6J-Tg(Adipoq-

cre/ERT2)1Soff/J, appelées Adiponectin-Cre (Jackson Laboratories) et des souris A-ZIP/F-1 

(FVB) ont été maintenues dans des conditions de lumière contrôlée (cycles de 12 heures 

lumière/obscurité ; de 07h00 à 19h00), à une température de 20°C à 22°C, avec une humidité 

relative de 40% ± 20%, et nourries à volonté avec un régime standard (CD ; 8,4 % de matières 

grasses, Safe®A04, Safe lab) ou un régime alimentaire riche en graisses (HFD ; 45 % de calories 

provenant des graisses, Research Diets). 

b) Lésions musculaires  

Pour réaliser la lésion musculaire, les souris sont anesthésiées par voie gazeuse (isoflurane 

2,5%) et 80 µL de Glycérol (à 50% vol/vol en solution saline (NaCl 0,9%) ou 80 µL de 10 µM de 

cardiotoxine (Sigma, C9759) sont injectés dans le quadriceps droit.  

c) Greffe de ScAT  

Deux modèles de souris transgéniques fluorescentes ont été utilisés en tant que donneurs de 

ScAT : les souris Tg(Cd34-EGFP)MF6Gsat/Mmcd (MMRRC) et les souris CAG::KikGR, 

respectivement désignées sous les noms de souris CD34-GFP et KikGR. Les souris C57Bl/6J 

receveuses non fluorescentes ont reçu des greffons de ScAT (10 mg) provenant des modèles 

susmentionnés dans leur ScAT, tandis que les souris témoins sham ont simplement subi une 

incision cutanée. Après 7 jours (qu'il s'agisse de souris greffées ou témoins sham), les souris 

ont reçu ou pas une lésion musculaire. 

d) Déplétion plaquettaire  

Les souris ont été injectées par voie intrapéritonéale avec un anticorps de déplétion 

plaquettaire (anti-GPIb, EMFRET, #R300) dilué dans 200 µL une solution saline à une 

concentration de 2 mg/kg. Les animaux témoins ont été injectés avec un mélange d'IgG de rat 

non immunisées, qui n'ont aucun effet cytotoxique sur les plaquettes chez les souris (EMFRET, 

#C301, 2 mg/kg). L'efficacité de la déplétion plaquettaire a été vérifiée sur 20 µL de sang total 

des animaux (du jour 0 au jour 14) à l'aide du Micros 60 (HORIBA Medical). 

e) Lipectomie bilatérale  

Les souris ont été anesthésiées à l'isoflurane, puis une incision cutanée a été pratiquée au-

dessus du ganglion lymphatique du ScAT. Le ScAT a été retiré à l'aide de pinces pour rompre 

les adhérences au tissu conjonctif, et les vaisseaux sanguins situés aux extrémités ont été 

cautérisés. La plaie a été suturée, et les animaux ont été surveillés quotidiennement pendant 

7 jours. Les résultats de la lésion musculaire ont été comparés à ceux des animaux lipectomiés 

non lésés. 

f) Injection d'ASCs dans le muscle  

Pour les expériences chez les animaux soumis à une déplétion plaquettaire ou à une lipectomie 

bilatérale, nous avons réalisé des injections de 250 000 à 300 000 ASCs fraîchement isolées 



               P a g e  173 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

(ScAT ou PGAT) dans un volume de 80 µL à l’aide d’une aiguille G25, et diluées dans une 

solution saline à 0,9 %. Les injections ont été réalisées sur des animaux anesthésiés 1 heure 

après la lésion musculaire. 

Isolement des fractions vasculaire stromale (SVF) des tissus 
a. Quadriceps  

La rotule et le ligament rotulien sont d’abord retirés des quadriceps. Les muscles sont émincés 

aux ciseaux pour faciliter la digestion enzymatique dans une solution HBSS (Hank’s Balanced 

Saline Solution) + 2,5mM Ca2+ (Sigma, Allemagne) additionnée de 0,5 U/mL de Collagénase B 

(Sigma, Allemagne) et 2,4 U/ml de Dispase II pendant 2 fois 30 minutes, à 37°C sous agitation, 

intercalé d’une dissociation mécanique par 10 passages à travers une aiguille G18. La digestion 

enzymatique est stoppée par ajout de milieu alpha-MEM (αMEM). La suspension cellulaire est 

ensuite filtrée à l’aide d’une seringue avec filtre de 34 µm. Le filtrat est centrifugé pendant 10 

minutes à 300 g. Après centrifugation, le culot de cellules est repris dans 0,25 mL de milieu 

MACS (Miltenyi Biotec SAS) et les cellules de la SVF comptées à l’aide d’un compteur Z2 

Coulter® (Beckman Coulter, Etats-Unis). 

b. Tissu adipeux sous-cutané (ScAT) 

Le ganglion lymphatique est retiré à l’aide de pinces fines. Les ScAT sont ensuite émincés aux 

ciseaux pour faciliter la digestion enzymatique dans du milieu de culture αMEM (Gibco, Etats-

Unis) additionné de Collagénase NB4 0,4 U/ml (Coger) ainsi que de DNAse (1%, Roche) à 37°C 

pendant 60 minutes sous agitation. Après arrêt de la digestion par ajout d’αMEM et 

centrifugation (300 g, 10 min) le surnageant (comprenant les adipocytes matures) est éliminé 

et le culot cellulaire est resuspendu dans du tampon de lyse (ELB ; 155mmol/L NH4Cl ; 5,7 

mmol/L K2HPO4 ; 0,1 mmol/L EDTA, pH 7,3). La suspension cellulaire est alors filtrée à l’aide 

d’une seringue avec un filtre de 34 µm puis re-centrifugée. Le culot cellulaire est enfin repris 

dans du tampon MACS (Miltenyi Biotec SAS) et compté, comme précédemment décrit. 

Isolement des ASCs, des FAPs ou des cellules satellites (CS) 
Les SVF dérivées du ScAT, du PGAT ou du muscle ont été déplétées des cellules CD45+ et CD31+ 

en utilisant des anticorps anti-CD45-FITC (Miltenyi, 130-116-535) et anti-CD31-FITC (Miltenyi, 

130-123-675), suivis d’un ajout de microbilles magnétiques anti-FITC (Miltenyi, 130-048-701) 

permettant leur séparation à l’aide de l’autoMACS® Pro (Séparation cellulaire MACS, Miltenyi 

Biotec SAS). Les cellules CD45−/CD31− ont ensuite été incubées avec un anticorps pour Sca-1 

couplé avec des microbilles magnétiques (Miltenyi, 130-106-641) et triées de la même 

manière que précédemment. Les ASCs ou les FAPs isolées ont été utilisées pour les expériences 

de séquençage ARN, pour l'injection musculaire chez les animaux soumis à une déplétion 

plaquettaire ou à une lipectomie (voir méthodes), ou pour les expériences d'interaction in vitro 

entre avec les cellules satellites (voir méthodes). Ensuite, pour le tri des CS, la fraction cellulaire 

Sca-1- a été incubée avec un anticorps anti α7-integrine couplé avec des microbilles 

magnétiques (Miltenyi, 130-104-261) et triées de la même manière que précédemment. La 

fraction α7-integrine+ composée de CS a ensuite été utilisée pour les expériences in vitro. 
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Analyse de cytométrie en flux 
Pour analyser la composition cellulaire des VF fraîchement prélevées dans les TA ou 

musculaires 300.000 cellules de la SVF sont reprises dans du tampon autoMACS Running buffer 

(Miltenyi, Biotec SAS) et incubées 20 minutes à 4°C avec un anticorps anti-CD16/CD32 dilué au 

1/100ème, pour bloquer les récepteurs Fcɣ. Les cellules sont ensuite incubées 25 minutes à 

4°C avec un mix d’anticorps Phycoérythrine (PE) CD31 (BD Biosciences #553373), CD45 (BD 

Biosciences #553081), Allophycocyanine (APC)-Podoplanine (Biolegend #127410) ou CD140α 

(Biolegend #135908), Fluorescéine Isothiocyanate (FITC)-CD31 (BD Biosciences #553372), 

CD45 (BD Biosciences #553080), CD34 (BD Biosciences #553733) ou Sca-1 (BD Biosciences 

#553335), V500- Sca-1 (BD Biosciences #561228) ou leurs isotypes contrôles (Rat Isotype PE 

IgG2a, BD Biosciences #553930 ; Isotype APC, Biolegend, #402012 ; Rat Isotype APC IgG2a, BD 

Biosciences, #553932 ; Rat Isotype FITC IgG2a, BD Biosciences, #554688 ; Rat Isotype BV500 

IgG2a, BD Biosciences, #560786) tous dilués au 1/100ème. Après ajout de 400 μL de PBS pour 

arrêter la réaction, les cellules sont centrifugées (10 min ; 300g). Les culots cellulaires sont 

ensuite remis en suspension dans du tampon autoMACS Running buffer (Miltenyi, Biotec SAS) 

pour l’analyse par cytométrie en flux (BD LSR Fortessa, BD Biosciences, Etats-Unis). 

L’acquisition et analyse des données sont réalisées grâce au logiciel BD FACSDiva (BD 

Biosciences). 

Pour la caractérisation phénotypique des ASCs et des FAPs associée à une représentation tSNE, 

les SVF ont été incubées avec des anticorps humains anti-souris REA (PerCP-Vio700-CD45, PE-

CD31, FITC-CD34, PE-Vio770-Sca-1, APC-Vio770-CD140α de chez Miltenyi), anti-souris 

classique VioBlue-CD90.2 (Miltenyi), Viobility™ 405/520 Fixable Dye (Miltenyi) et anti-souris 

APC-Podoplanine (Biolegend), ainsi que les témoins isotypiques appropriés (Isotype PerCP-

Vio700, Miltenyi ; Isotype PE, Miltenyi ; Isotype FITC, Miltenyi ; Isotype PE-Vio770, Miltenyi ; 

Isotype APC-Vio770, Miltenyi ; Rat Isotype VioBlue IgG2b, Miltenyi), le tout dilué à 1:100. Les 

cellules ont été quantifiées à l'aide d'un cytomètre en flux LSR Fortessa et analysées à l'aide 

du logiciel FlowjoTM v10.6, en utilisant l'outil tSNE. 

 

Immunohistochimie 
a. Immunohistochimie des ASCs et des FAPs in situ 

Les muscles et le ScAT sont fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) à 4 % pendant 24 heures et 

inclus dans de l'agarose à 2% (ScAT) ou 3% (Muscle) puis découpés en sections de 300 µm 

d'épaisseur à l'aide d'un Vibroslicer® 5100 mz (Campden instruments). Les échantillons ont 

été perméabilisés avec du Triton X100 (0,2 % dans PBS) avant une saturation des antigènes 

non spécifiques avec de la BSA à 3 % dans du PBS. Les sections de tissu ont été incubées avec 

des anticorps primaires de différentes espèces : chèvre anti-souris CD140α (R&D AF1063, 

1:100), lapin anti-souris CD45 (orb 10328 ou sc-53665, 1:100), rat anti-souris CD31 (BD 

550274, 1:100), rat anti-souris Sca-1 (BD 557403, 1:250), hamster anti-souris podoplanine 

(Abcam 11936, 1:250) et l'anti-GFP (Abcam ab1218 1:200) pendant 24 heures à 4°C sous 

agitation constante. Après plusieurs lavages avec PBS, les sections ont été incubées avec des 

anticorps secondaires (âne anti-chèvre 488nm ou 647nm, âne anti-lapin 594nm, chèvre anti-
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lapin 647nm, âne anti-rat 594nm, poulet anti-rat 647nm, chèvre anti-hamster 488nm ou 

568nm, tous provenant d'Invitrogen par Thermofisher Scientific, références respectives 

A11058, A21447, A21207, A21245, A21209, A21472, A21110, A21112, utilisés à une dilution 

de 1:250) pendant 8 heures à température ambiante. Après plusieurs lavages, les noyaux ont 

été colorés avec du DAPI (1:10000, Invitrogen), et les images ont été obtenues à l'aide d'un 

microscope confocal ZEISS LSM780 (Zen Blue v2.3-2) et analysées avec les logiciels Zen Blue 

v2.3-2, Fiji v2.1.0-1 et IMARIS® v8 et 9.9.1 (Bitplane). 

b. Évaluation de la régénération in situ 
Après dissection, les muscles de souris ont été cryopréservés dans de l'OCT refroidi dans de 

l’isopentane grâce à l'azote liquide. Les échantillons ont ensuite été sectionnés à 10 µm sur un 

cryostat et fixés à 4 % de PFA pendant 10 minutes à température ambiante. Après l'étape de 

récupération de l'antigène, les lames ont été incubées dans du PBS contenant du Triton à 0,5 

% (10 minutes, température ambiante), puis permeabilisées davantage (TBS, glycine à 100 

mM, 0,1 % de Triton X100, 10 minutes, température ambiante). Elles ont été bloquées avec 

de la BSA à 2 % (1 heure, température ambiante), rincées avec du TBS, et colorées avec du 

WGA 488nm (Thermofisher, W11261, 1:500) (4°C, en chambre humide) pendant la nuit. Après 

un lavage au TBS, les sections ont été incubées pendant 10 minutes dans une solution de DAPI 

(1:10000, Invitrogen),  puis lavées une fois avec du TBST et du TBS avant d'être montées avec 

un milieu de montage fluorescent. Les images ont été obtenues à l'aide d'un microscope 

confocal ZEISS LSM780 et analysées avec les logiciels Fiji v2.1.0-1 et IMARIS® v8 et v9.9.1 

(Bitplane). La taille et la distribution des myofibres avec des noyaux centronuclées ont été 

calculées à partir de la coloration WGA–DAPI sur l'ensemble des fibres de la section, et la 

détermination de la surface a été réalisée sur l'ensemble des sections à l'aide d'un algorithme 

de traitement d'image automatisé (Fiji v2.1.0-1). 

c. Quantification de l'IMCT (Intramuscular Connective Tissue) in situ 
Les muscles de souris ont été soigneusement disséqués à 14 jours post-lésion et fixés pendant 

24 heures en PFA (4 %). Les muscles ont ensuite été inclus dans de l'agarose à 3 % pendant 1 

heure et tranchés longitudinalement à l'aide d'un Vibroslicer® 5100 mz (Campden 

instruments) (300 µm d'épaisseur). L'imagerie par génération de second harmonique (SHG) 

des fibres de collagène a été réalisée sur des sections musculaires avec un microscope à 

balayage laser (LSM880 ; Carl Zeiss GmbH, Jena, Allemagne) associé à un laser au saphir de 

titane pulsé (Coherent, vissionII). Les images en piles xyz ont été acquises avec un objectif ×2.5 

(N.A0.12, Carl Zeiss, GmbH) en mode de mosaïque pour couvrir l'ensemble de la section 

musculaire. Le signal SHG des fibres de collagène, ainsi que les signaux d'autofluorescence, 

ont été détectés à une longueur d'onde d'excitation de 830 nm et détectés respectivement 

dans une plage de 408-420 et 446-695 nm. L'IMCT a été évalué en déterminant la superficie 

relative des pixels présentant un signal SHG significatif par rapport à l'ensemble de la section 

musculaire à l'aide d'un processus de semi-segmentation en utilisant la distribution Fiji 

(http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Fiji ; ImageJ-win64, Fiji v 2.1.0-1). De 5 à 9 sections 

musculaires ont été analysées par animal afin de d’évaluer l'IMCT dans l'ensemble du muscle 

quadriceps. 

http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Fiji
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d. Quantification des adipocytes intramusculaires in situ 
La caractérisation quantitative du dépôt total d'adipocytes intramusculaires après une lésion 

musculaire induite par injecion de glycérol a été entièrement développée. Les souris lésées et 

les souris témoins ont été euthanasiées à 5, 7, 9, 11, 14, 21 ou 28 jours après la lésion. Après 

fixation pendant 24 heures PFA 4%, les muscles quadriceps ont été inclus dans de l'agarose 

3% et coupés longitudinalement avec un vibroslicer 5100mz (Campden instruments). Pour 

révéler les adipocytes intramusculaires, les sections longitudinales de 300 µm d'épaisseur ont 

été colorées avec du BODIPY 493/503 nm (Invitrogen, 1:500 dans du PBS), un marqueur de 

lipides neutres, et avec du DAPI (1:10000, Invitrogen) pour visualiser les noyaux. À l'aide du 

microscope confocal LSM880, des acquisitions en mosaïque à un grossissement de 10X ont 

été réalisées afin d'observer les adipocytes dont les GL ont été révélées par la coloration 

BODIPY dans l'ensemble des sections musculaires. Nous avons sélectionné 3 sections de 

chaque muscle blessé à différentes profondeurs comme représentatives de l'ensemble du 

muscle. Ensuite, en utilisant le logiciel d'analyse d'images Fiji, la surface occupée par les 

adipocytes (Bodipy+) a été rapportée à celle de la section musculaire totale. Nous avons exclu 

de la quantification les adipocytes situés à l'extérieur de la section musculaire. Afin de 

quantifier ces observations sur l'ensemble du muscle, nous avons aussi utilisé un protocole de 

transparisation des muscles avec 1 % de SDS dilué dans du PBS pendant 24 heures. Nous avons 

ensuite marqué les lipides neutres avec de l'huile rouge (Oil Red O) et quantifié le marquage 

extrait par densité optique. Des sections musculaires longitudinales issues d'animaux greffés 

avec du ScAT CAG::KikGR ont été colorées au LipidTox (Invitrogen, Thermofisher) et imagées 

avec le LSM880. Une attention particulière a été portée à l'expression fluorescente KikGR 

(longueur d'onde verte, 488 nm). Les événements doublement KikGR+/LipidTox+ (ASCs 

différenciées issues de la greffe de ScAT) ont été observés. 

 

e. Evaluation de la myogénèse in vitro 
Après 9 à 10 jours de culture, les cellules ont été fixées en PFA à 4 % (Sigma-Aldrich) pendant 

10 minutes. Les membranes cellulaires ont été perméabilisées avec du Triton X-100 (15 

minutes, 0,1 %, température ambiante - RT) (Sigma-Aldrich), et les antigènes non spécifiques 

ont été bloqués pendant 30 minutes en incubant avec du sérum de cheval (NHS 10 % dans 

PBS). Les dilutions appropriées des anticorps primaires ont été préparées dans une solution 

de blocage (anti-desmine 1:100 (Sigma-Aldrich) et incubées pendant la nuit à 4°C. Après 3 

lavages avec du PBS les cellules ont été incubées avec un anticorps secondaire anti-rabbit IgG 

488 nm dilué à 1:200 (Invitrogen, Thermofisher scientific). Une solution DAPI (1:10000, 

Invitrogen) a été utilisée pour visualiser les noyaux. Les images ont été obtenues à l’aide d’un 

vidéomicroscope WF ZEISS et analysée avec un logiciel semi-automatisée développée par Noë 

et al. (2022) https://github.com/SimonNoe/myotube-analyzer-app  

 

Culture cellulaire 
a. Culture des ASCs/FAPs et différenciation adipocytaire 

Après digestion des tissus, les ASCs ou les FAPs ont été triés depuis les SVF de la manière 

décrite précédemment et les cellules ont été ensemencés dans des plaques de 12 puits à une 

https://github.com/SimonNoe/myotube-analyzer-app
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densité de 80 000 cellules/cm² dans de l'αMEM + ASP supplémenté de 10 % de sérum de veau 

nouveau-né (NCS) jusqu'à atteindre la confluence. Les cellules ont été soumises à une 

différenciation adipogénique en utilisant un mélange contenant du αMEM, 2% NCS, 

Dexamethazone 33 nM, Insuline 5 mg/mL, Rosiglitazone 1 µM, T3 10 µM et Transferrin 

10 µg/mL) pendant 4 jours à 37°C et 5% CO2.  

 

b. Collecte des milieux conditionnés 
Après différenciation des ASCs et des FAPs en adipocytes, les milieux de cultures ont été 

remplacés par du milieux neutre DMEM Glutamax 1g/L glucose (50%) + HAMF10 (50%) 

pendant 24 heures. Ensuite, les milieux ont été récupérés et centrifugés à 5000 rpm pendant 

10 minutes. Les surnageants ont été stockés à -80°C. 

 

c. Culture des cellules satellites 
Après digestion des muscles, les CS ont été triées depuis la SVF puis ensemencées en plaque 

24 puits coatées en collagène à une densité de 20 000 cellules/cm2 dans du DMEM Glutamax 

1g/L glucose (40%) + HAMF10 (40%) + SVF (20%) + bFGF (2.5ng/mL) pendant 7 jours en 

changeant le milieu tous les 2 jours. Ensuite, les cellules sont passées en plaques coatées 

matrigel puis placées en milieu de différenciation DMEM Glutamax 1g/L glucose (49%) + 

HAMF10 (49%) + SVF (2%) neutre ou collectés depuis les milieux de cultures conditionnés par 

les adipocytes décrit plus haut. 

 

Analyses de l’expression génique 
 

a. RT-qPCR 
L'extraction a été réalisée sur des cellules ou des tissus entiers congelés en utilisant le kit 

d'extraction d'ARN Mini (QiaGEN) selon les instructions du fabricant. En bref, les échantillons 

ont été décongelés dans du RLT et lysés avec un tissue lyser® (QIAGEN). Les échantillons ont 

été passés à travers des colonnes avec des étapes de lavage pour purifier les ARNs. L'éluat a 

été effectué avec de l'eau sans RNAse, et la concentration des ARNs a été évaluée avec un 

Nanodrop® 2000c (Thermo Scientific). L'ADN génomique a été obtenu avec le kit QiaAmp DNA 

Minikit (QiaGEN) en suivant les instructions du fabricant. Les cellules ont été lysées et passées 

à travers une colonne pour lier l'ADN, et après deux étapes de lavage, le matériel génomique 

a été élué dans un tampon d'élution. La concentration de l'ADN génomique a été mesurée à 

l'aide d'un Nanodrop® 2000c puis a été stocké à -20°C. Pour la qPCR, les ARNs ont été rétro-

transcrits en utilisant une reverse transcriptase (Invitrogen) et dilués à 50 ng/µL dans de l'eau 

sans RNAse. Ensuite, la qPCR a été réalisée en utilisant le mélange Fast SYBR® Green (Applied 

Biosystems) sur une plaque de 96/384 puits, les résultats ont été acquis avec les appareils 

StepOne v2.3-3 et Viia7 (Life Technologies), et les données ont été analysées avec Real-Time 

qPCR Studio (Life Technologies) en utilisant la méthode 2−ΔΔCt par rapport à la condition de 

contrôle.  
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b. RNAseq  
L'extraction totale d'ARN a été réalisée en utilisant le kit Zymo microprep (Ozyme) selon les 

instructions du fabricant. Le séquençage d'ARN (pair-end, 125 pb) a été réalisé par BGI 

Genomic Services en utilisant des triplicats pour chaque condition. Les données brutes ont été 

traitées comme suit : tout d'abord, les lectures de séquençage ont été filtrées à l'aide de 

fastq_illumina_filter v 0.1, et un contrôle de qualité des lectures filtrées a été effectué à l'aide 

de FastQC v 0.11.9. Les lectures filtrées ont ensuite été alignées sur le génome de la souris 

mm10 en utilisant HISAT2 v 2.2.1 et les comptages par gène ont été quantifiés à l'aide de 

featureCounts du package Subread v 2.0.1 sur l'annotation des transcrits mm10 obtenue à 

partir du UCSC genome browser. Les analyses de l'expression différentielle et statistique ont 

été réalisées à l'aide de DESeq2 v 1.34.0. Pour comparer les expressions géniques, nous avons 

utilisé les seuils suivants : LOG2FC > 0,58 et valeur p < 0,05. Pour générer le heatmap, nous 

avons sélectionné les 3000 gènes les plus variables en utilisant idep version 0.96. Les données 

de RNAseq ont été déposées sous le numéro d'accès GSE214883. 

c. Analyse de RNAseq en cellule unique  
Après digestion des tissus et tri des ASCs et des FAPs, les cellules ont été préparées pour le 

scRNAseq immédiatement après le tri cellulaire. La séparation et le barcoding par cellule 

unique a été réalisée à l’aide du Chromium Controller (Chromium Single Cell 3’, Reagent Kit 

V3, 10X Genomics). L’isolation par cellule unique est réalisée grâce à un système de micro 

fluidique permettant l’association d’une cellule avec une bille au barcode unique dans une 

gouttelette (GEM) qui permet par la suite d’associer chaque ARN à une cellule. L’amplification 

des ARN, la préparation des librairies en suivant le protocole de 10x Genomics et le 

séquençage par le NextSeq 550 (Illumina) ont été réalisés sur la plateforme “Genome and 

Transcriptome” (GeT) (Genotoul, Toulouse). Le nombre maximum de reads par run du 

NextSeq 550 étant de 400 millions, nous avons déterminé la profondeur de séquençage 

désirée, soit 25 000 reads/cellule pour 16 000 cellules et donc 4 000 cellules par condition. Le 

taux de pature du Chromium Controller étant d’environ 50% pour les ASCs, nous avons utilisé 

un nombre de 10 000 cellules dans chaque condition. Pour chaque point (ASC_Ctl, ASC_Inj, 

FAP_Ctl et FAP_Inj) une librairie a été réalisée, ces librairies ont été poolées sur une flowcell 

pour le séquençage. Les reads obtenus par le séquençage de la librairie ont été traités à l’aide 

de Cell Ranger en utilisant le transcriptome de souris de référence : mm10. Les reads ont été 

alignés, le transcriptome a été annoté et on a récupéré le nombre d’identificateurs 

moléculaires uniques (UMI) c’est-à-dire le nombre de molécules uniques d’ARN. Par la suite, 

un contrôle de la qualité du séquençage a été réalisé et a été fourni sous forme de page web 

afin d’accéder à un ensemble de paramètres témoignant de cette qualité (Q30, nombre de 

cellules, nombre de reads, nombre de reads moyen par cellule, saturation de séquençage, …) 

mais également d’avoir un aperçu des résultats clusterisés en projection t-SNE et de leur 

différentiel d’expression. A partir de la matrice d’expression, l’analyse a été réalisée sur R 

version 4.2.0 (2022-04- 22). Le contrôle qualité (QC), le tri, la normalisation, le clustering et la 

visualisation, ainsi que l’analyse de différentiel d’expression ont été effectués en utilisant le 

package Seurat version 4.1.1 sur R avec quelques modifications du pipeline standard. Les 
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datasets (ASC_Ctl avec ASC_Inj, FAP_Ctl et FAP_Inj) ont été analysés séparément dans un 

premier temps afin de réaliser un tri adapté à chacun, excepté pour les ASCs qui avaient des 

paramètres semblables, avant d’être combinés ensemble selon l’analyse souhaitée. En effet, 

il s’agit de deux sous- types cellulaires dans des conditions différentes. Pour chaque dataset 

une première analyse sans tri a été réalisée pour pouvoir étudier la répartition du nombre de 

gènes, d’UMI et du pourcentage d’UMI mitochondriaux dans les clusters afin d’identifier la 

présence de clusters indésirables de par le mauvais séquençage ou la mauvaise qualité de 

leurs cellules. Pour chaque condition, des paramètres de tri adaptés ont été appliqués pour 

sélectionner les cellules à étudier : 

 

• ASC_Ctl et ASC_Inj : > 4000 UMIs, > 2000 gènes et < 5% d’UMI alignés sur des gènes 

mitochondriaux. 

• FAP_Ctl : > 4050 UMIs, > 1500 gènes et < 10% d’UMI alignés sur des gènes mitochondriaux. 

• FAP_Inj : > 4500 UMIs, > 1800 gènes et < 7% d’UMI alignés sur des gènes mitochondriaux. 

 

Les cellules ne respectant pas ces paramètres ont été retirées de la matrice d’expression, tout 

comme les gènes exprimés dans moins de 3 cellules. Les cellules positives à la KikGR ont été 

identifiées et marquées par l’ajout de metadata avant de retirer ce gène pour s’assurer qu’il 

ne biaise pas l’analyse. Les counts ont été normalisés en utilisant SCTransform (Hafemeister 

and Satija, 2019) et ont été régressés sur le pourcentage d’UMI mitochondriaux pour obtenir 

les 3000 gènes les plus variables. L’Analyse en Composantes Principales (ACP) sur la matrice 

d’expression, puis le clustering, et la visualisation ont été faites sur les 40 premières 

composantes principales (PCs). La normalisation par SCTransform permet d’utiliser un plus 

grand nombre de PCs comparée à la log-normalisation standard, les plus hautes permettant 

de révéler des sources d’hétérogénéité biologiquement pertinentes. Le clustering non-

supervisé par shared nearest neighbor (SNN) a été réalisé à une résolution de 0.4 et la 

visualisation a été faite par uniform manifold approximation and projection (UMAP). Le choix 

de la résolution a été réalisée après avoir fait un clustering sur une gamme de résolution (0-

0.7) afin de réaliser un arbre de clustering (clustree) montrant la relation entre les clusters à 

différentes résolutions. L’analyse d’expression différentielle a été réalisée en utilisant la 

fonction FindAllMarkers() de Seurat basée sur un test non-paramétrique de la somme de rangs 

de Wilcoxon avec une p-value ajustée en utilisant une correction de Bonferroni et en 

considérant uniquement les gènes avec > log2(0.25) fold-change et exprimés dans au moins 

10% des cellules du cluster. Une première visualisation du top10 des gènes up-régulés dans 

chaque cluster a été réalisée par une heatmap et des volcano plots ont permis une 

visualisation plus précise des gènes up et down régulés par clusters ou par conditions. Les 

clusters ont été évalués sur la base de la distinction de leurs marqueurs pour confirmer la 

résolution choisie. L’identification de marqueurs a été réalisée entre conditions (Inj et Ctl) 

d’une même population et entre clusters d’une même population. Les différents clusters ont 

été annotés en se basant sur un marqueur permettant de les distinguer des autres clusters. 

Pour cela, le meilleur marqueur a été sélectionné sur la base : log2FC > 2 (log2(0.58) FC), pct.2 
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< 0.1, pct.1-pct.2 > 40 et p-val_adj > 0,05. La visualisation des marqueurs s’est faite à l’aide 

des fonctions VlnPlot(), FeaturePlot() et DotPlot(). L’analyse des processus biologiques up-

régulés à partir des gènes différentiellement exprimés par clusters ou conditions a été réalisée 

en utilisant EnrichR version 3.0. Les marqueurs avec un log2FC > 2 ont été sélectionnés pour 

générer la liste des gènes analysés pour enrichissement à partir des processus biologiques de 

Gene Ontology (GO). Un barplot des processus up-régulés a été généré avec en paramètres le 

nombre de gènes contribuant aux différents processus et la p-value, cela pour chaque clusters 

et conditions d’une même population. 

 

Les données d'Oprescu et al.50 et de Malecova et al.49 ont été re-analysées à l'aide du package 

Seurat v 4.1.1. 

 

Analyse statistique  
Les données sont exprimées sous forme de moyenne ± écart type. Les analyses statistiques 

ont été réalisées à l'aide du test t de Student (bilatéral apparié ou non apparié) ou de l'ANOVA 

à un facteur non paramétrique suivi du test post hoc de Dunnett et de Tukey avec le logiciel 

GraphPad Prism v9 (GraphPad Software). Les valeurs de p inférieures à *p < 0,05 ; **p < 0,01 

et ***p < 0,001 sont considérées comme statistiquement significatives. 
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Annexe n°1 
Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment the repair of 

skeletal muscle after injury.  

Sastourné-Arrey Q*, Mathieu M*, Contreras X, Monferran S, Bourlier V, Gil-Ortega M, Murphy E, 

Laurens C, Varin A, Guissard C, Barreau C, André M, Juin N, Marquès M, Chaput B, Moro C, O'Gorman 

D, Casteilla L, Girousse A, Sengenès C. *contribution équivalente 
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Adipose tissue is a source of regenerative 
cells that augment the repair of skeletal 
muscle after injury 
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Quentin Sastoumé-Arrey"7 , Maxime Mathieu1•7, Xavier Contreras 01. 
Sylve Monferran\ Virginie Bourtier2, Marta Gil-Ortega1, Ends Murphy3, 
Claire Lauren<, Audrey Varin', Christophe Guissard5, Corinne Barreau 1. 
Mireille André\ Noémie Ji.in\ Marie Marquès2, Benoit Chaput 11, Cédric MoroG>2, 

Donal O'Gorman3, Louis Casteilla5, Amandine Girousseœ>"7 & 
Coralie Sengenès0"7 

Fibro-adipogenic progenirors (FAPs) play a crucial role in skelecil muscle 
regeneration, as they generate a favorable niche that aDows satellite cells to 
perform efficient muscle regeneration. After muscle injury, FAP content 
increases rapidly within the injured muscle, the origin of which has been 
attributed to their proliferation within the muscle itself. However, recent 
single-cell RNAseq approaches have revealed phenotype and functional het· 
erogeneity in FAPs, raising the question of how this differentiation of regen· 
erative subtypes occurs. Here we report that FAP·like cells residing in 
subcutaneous adipose tissue (ScAT), the adipose strornal cells (ASCs), are 
rapidly released frorn ScAT in response to muscle injury. Additionally, we find 
that released ASCs infiluate the darnaged muscle, via a platelet·dependent 
rnechanism and thus conuibute ro the FAP heterogeneity. Moreover, we show 
that either blocking ASCs infiluation or rernoving ASCs tissue source impair 
muscle regeneration. Collectively, our data reveal thatScATis an unsuspected 
physiological reservoir of regenerative cells that support skeletal muscle 
regeneration, underlining a beneficial relationship between muscle and fat. 

Skeletal muscle exhlblrs a remarkable regeneraclve capaclty ln 
adule mammals and a large effort ls underway co becter character· 
Ize and understand the underlylng mechanlsms concrolllng thls 
process. The regeneradve pocenclal of skeletal muscle relies on a 
pool ofresldencadulcscemcells, the satellite cel lswhlch prollferace 
and dlfferenciate co allow muscle growth and remodellng ln 
response co exerclse or fol lowtng trauma•·•. ln the past decade, 

studles have ldentlfled mesenchymal progenlcors, cermed "flbroa· 
dl pogenlc progenltors• (FAPs), provldlng key functlonal support to 
sacelllcecells..,_ Besldes thelr supportlverole, the regulatlonofFAP 
content ls also crucial slnce thelr absence le.ads co regeneratlon 
lmpalrmenc. whereas FAP maintenance ln the lace phase of regen· 
eraclon le.ads ro flbrosl.s and/or faccy degeneratlon of the lnjured 
muscle,._" · 
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However. the early erolutlon of FAP number upon lnjury ls Jess 
well characterlzed lntrlgulngly, chls proœssexhlbltsdlsdnct waves, a 
f\rstone occurrlng 1-day post-lnjury (dpi). when FAP prollferatlon has 
noc starœd yec, followed l>y a second one ac 3 dpi, due co FAP 
prollferatlon'•>,.,•. \Ylthout l>elngsupported l>y FAP prollferatlon, the 
f\rscwave ofFAPconœnt lncreasels nocwell understood and ralses the 
question that dlfferent FAP sul>populations comlng frorn dlfferent 
sources. ln supportofthls hypothesls. single-ce li analysls œchnology 
has revealed the heterogenelty of FAPs cell populaàons'u_..., and also 
lndlreccly descrll>ed the f\rsc wave of FAP. lndeed, Opresru et al. ele­
gantly reported the presenceofasubpopula don of"activated" FAPs ln 
the very early phases folowtng muscle lnjLry (0.5 dpi)". These actl· 
vaœd FAPs are transcrlpdonally dlsdnct from the non-lnjured FAP 
populations andwereconsldered l>y the authors to l>e muscle resldent, 
although dlreccdernonscratfon was nocdernonscrated 

Whlœ adipose tissue (AT) ho uses a mesenchymal cell population, 
whlch resernbles FAPs, the adipose scrornal cells (ASCs). Varlous scu­
dles. lnclud lng ours,showthatASCs exhlblt slmllar cell surfil ce antljJ!n 
comblnation. same clonogenk: acdvlty, and dlfferentlatlon 
poœnt1a1s'• 20• Af'l:.s attracc a lot of lnterest due to chelr hlgh regen­
eratlve poœntlal and represent very promlslng cools for cell-based 
theraples".n. \Yhether FAPs and ASCs are distinct cell types remalns 
unclea 5• We prevlouslydemonscraœd chacsubcucaneousAT(ScATI 
releases ASCs ln response to lnflammatory sdmuA1u, or to hlgh-fat 
die . Moreover. we al'll others showed chat lntramuscular adipocyces 
partly arise From these clrculatlng ASCs, partlcularly upon welght 
gal •. Consequently, we quesdoned here whether the ftrsc wave of 
FAP number lncrease ln response coacuremuscle lnjury lsthe resul t of 
Af'l:.s release Frorn ScAT followed l>y chelr further Infiltration lnto the 
damaged muscle co support les regeneradon. 

ln the present srudy, we report thac ScAT releases Af'l:.s ln 
response co acute muscle damage and that releasedASCs lnftltrace the 
lnjured muscle vlaa platelec-<lependent mechanlsm. Wealsoshow chat 
bluntlng the lnftlu adon of Af'l:.s impairs muscle regeneraclon sug· 
gestlng thac ScAT lsan unexpecced parcner of muscle regeneratlon. 

Results 
FAPs transcrîptomic profile re.sembles ASCs after muscle i,;tJry 
Wef\rstcompared the cranscrlpcornlc prof\les ofScAT-<lerlved ASCs co 
the one of non-lnjured or lnjured FAPs (1 day post·lnjury, dpi) uslng 
RNAseq analysls. To scren~hen our data, we lncluded data from Mal­
ecova ecaL" for FAPs and lnjured FAPson day t Prlncipal-œmponenc 
analysls (PCA) showed chat repllcaœs for each condition were gath­
ered ln distinct groups (Fl~ire SlA). lrjured FAPs (1 dpi) were filrthe r 
separaced Frorn ASCs along PC1 (54% of va riance). lnterestlngly. how· 
ever,cheywere much closertoASCs racherthan wlth non-lnjured FAPs 
along the PC2 componenc chat accouncs for 38% variance (Fig. lA). 
Moreover. analysls of dlfferentially expressed genes. compared to 
unlnjured FAPs, showed convergence towards largely overlapplng 
transcrlpclonal landscapes l>etween lnjured FAPs and ASCs at 1 dpi 
(fval = t.56 e-06, Flgs. l B, lC). This slmAarity ln the composition of 
t ranscrlptomes could l>e due to the corwergence of the functlon of 
acdvated FAPs and Af'l:.s. !t also ralses the posslblllty chat ASCs From 
adjacent ScAT could lnftltrace muscle. To potent laly ldenclfy a selec­
cl,-e markerofthls FAP population. weanalyzed cop-upre~latedgenes 
at 1 dpi and found chat Podoplanln, reœntly shown to lmpart a pro­
mlgracory phenocype ln bone marrow-0erlved mesenchymal stroma! 
cels (MSCs)"'. was the se\'enth·mostup-regulated gene(Flg lD). Then 
we used a pul>llshed scRNA seq dataset co monitor the dynamlcs of 
Podoplanln expression ln the FAP cell populations durlng muscle 
regeneraclon, partlcularly in the early stages followlng lnjury. \~ used 
the datasec frorn the Opresru et al.11 scudy, whlch explored the uan­
scrlptlonal dynamk:s of varlous cellular subpopulatlons durlng the 
skelecal muscle regeneratfon proœss and partfcu arly ln the very early 
phases followlng lnjury. FAPs. deflned as Sca-1 (Ly6a)-posltlve cells. 
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were marked i>y theexpresslonofPodoplanlnat anearly regeneratlon 
stalJ! (0.Sdpl)l>eforea uansltionback m basal leo.-elsat3.Sdpl (Fig. lE). 
lmporcantly. lt has l>een recently reported ln bone marrow MSCs chat 
Podoplanln expression conf ers a pro-migramry phenocype faclAtatlng 
chelr lntravasatlon across the vesse! wall and lnœracdon wtth clrcu· 
latlng plaœlecs"'. Consequendy, these data show chat a subpopulatlon 
of FAPs followlng muscle lnjury resembles ASCs. chus suggesclng chat 
chey may orlglnate from AT. 

Muscle i njury causes a FAP rise minored by a ScAT ASC decrease 
To lnvestigate whether migratlng ASCs may account for the pool of 
FAPs ln the early sœps followlng muscle lnjury, we ftrst analyzed the 
numberofFAPs ln thequadrk:eps muscle 24 h followingdamage uslng 
glyœrol (Gly) and myocoxln (cardlomxln, CTX). Boch Gly· and CTX· 
lnduced damages are well-<:haraccerlzed murlne models of muscle 
lnJury ac the funcdonal, h lstologlcal and lnf\ammamry le,oeJs 
(FlguresSlB. c)'i.n. Thecell composltfonofche whole muscle-derlved 
scroma-vascular fracdon (SVF) was analyzed l>y flow cymmecry and 
FAPs content (ldentlfted as Sca·r/CD34.,(:Dt40a·tcœi-/CD45" cens 
was measured from 1 to9 dpi (Fig. 2N . As prevtously reported.u> and 
wlth elther muscle-lnjury mode!, muscle FAP number peaked ac 3 dpi 
and recumed to basal value at9 dpi (Fig. 2A). Also ln accordanœ wlth 
prevlous srudles. FAP number drasclcally lncreased by 1 dpi ln the 
lnjured muscle (>S-fold, Fig 2A. wlthout l>elng affected ln the con· 
cralateralnon-lnjuredslde, Fig. 28). The rlse ln FAPsatl dplwas nocdue 
to the Ir prollferatlon,slnœ no dlfferences ln &IU (a nucleocldeanalog) 
lncorporadon l>ecween FAPs from lnjured and conuol mlce were 
deœcced (Flgs. 2C, S10). whereas ocher cell population, such as leu­
kocytes, start proAferatlng by 1 dpi (Figure S1E). The FAP lncrease 
evldenced i>y ftow cytomeu y ac 1 dpi was then conftrrned ln slcu. l>y 
lmmuhlstochemlsuy of the damaged muscle (Fig. 2D). ln accordanœ 
wlth our uanscrlptomk: resul ts. the majorlty of FAP ce lis were podo· 
planin' atl dpi (Fig. 2D). To functlonallydemonstrate the presence of 
lncreased FAP number ac 1 dpi, we tested colony-formlng unlt-1\bro­
blast (CFlH) activlcy of muscle-0erl,-ed SVF From lnjured (Gly or CTX) 
or non-lnjured animais ac 1 dpi. As expecced, the early rlse ln FAP 
number followlngmusclelnjurywasassoclated wlcha rlse lnche CFlJ-f 
actlvlty (Fig. 2H Moreover. glven chat FAPs are the only cell type 
expresslng adlpogenk: pocenclal ln the muscJeUI.SU4, ln vluo adlpo· 
geneslsofwhole muscle-derlved SVFfromcontrol or l dpl animais was 
cesœd Upon adlpoiJ!nlc lnducdon. muscle-Oerlved SVF orlglnatlng 
Frorn lnjured animais clearly accumulaœd more llplds and expressed 
hlgher levels of adlpogenk: markers (f'lgs.11'. G. H) conflrmlng the rlse 
ln FAP conœnc ln the lnjured mu;cle ac 1 dpl 

ln parallel. we studled ASCs conœnt ln ScAT followlng muscle 
lnjury. Af'l:.s were ldendfled as Sca-1'/CD34./CD3r/CD45" œlls as 
prevlously reported"-'•. Concomltant wlththe lncrease ln FAPnumber 
ln the lnjured muscle. the number of ASCs slgnlllcarcly decreased by 
20-lSll: ln the ScAT at 1 dpi (Fig. 3A), both followlng Gly or CTX 
damage. lmporcantly, the gain ln muscle FAP numl>er was found 
equlvalent co the Joss ln ScAT·ASCs, whatever the lnjury mode! used 
(Fig. 38). To verlfy chat muscle lnjury specl\cally u lggered the 
decrease lnASCs,andco rule oucany lmpactofthe lnjury procedureon 
the cell content of Sc AT, NaCI was lnjected lnco the quadriceps muscle. 
NaClneltherlnduœd muscle damage(flgure S2A, B) normodlftedASC 
and/or leukocyœ content lnScAT (FlguresS2C, D),dernonsu atlng that 
muscle lnjury perse uiggers the fall ln Af'l:.s content observed ln the 
ScATacldpl. Moreover. the ScATwasspeclHcallylmpacted l>y muscle 
damage slnœ nelther perlgonadlc AT (PGATI nor the bone marrow 
(BM). another tissue source of MSCs. were affected at 1 dpi (Fig. JC). 
Whecher all ASCs or subpopulaclons of ASCs were lnjury-responsl,-e 
was chen addressed. Based on our cranscrlpcomlc analysls, extensive 
f\ow cymmecry analysls of AT and muscle-derlved freshly harvesced 
SVF Ollllnatfng from lnjured or non-lnjured animais was perforrned. 
\~ used the dlmenslonall ty reducclon algorlchm. t-<llscrlbuted 
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A&. 1 IMuscJo -.)lftd derived FAis ttSHlille ASCsf,om ScAT. A Prlnclpâ­
con-.,011',nt anal)'Sls (PCA. PC2 vs PO) of RNAseq expresslon wluts off APs and 
ASCslsolated rrom lrillftd (1 dpO and control animais. B \'mn dlagramshowq; 
oveflapof dlfferentlally-es!il!d gmes ln ASCs rrom ScAT (SCAT) and FAPsfTom 
ln)red naJS<le (FAPl'l) as 00...,..-ed with FAPs ln non-irilured animais (FAP). 
LOC2FC>0..58 aidp val....0.05.C Expl1!SSlon heatrmp of K..,_, clusœrill!Of 
diffeJfflllalyeq,n!SSOd genes (expressed ln Zsco.-,) ln FM gn,~ (00ntrol and 

SIDChastlc nelghbor embeddlng (tSNE). to qualltatlvely as.sess cell 
population dlverslty and heterogenelry'u- ln the C04S/CDJ1" cell 
subset. ln contrast to conventlonal sequendal blaxlal plot-based ana­
lysls. tSNEanalyslsgeneratedaslnglemap ln Whlchthe cornplex multl· 
dlmenslonal geomeo-lc relatlonshlps between single cells were repre­
sented ln a two-dimenslonal spaœ. ln the CD4S"/CD31- cell popula­
tlons.flvedlstlnctcell subsets weredeclpheredon the tSN map based 
on the expression or Sca-1 . CD34. CD90, CD140a and podoplanln 
(Ag. 3D). Next, we lm-estlgated the lmpacrormuscle lnjury (Glyand 
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Gene log2FC padj 
Ccl2 6.1 0 
Tmp1 5,3' 0 

Se,pinet 5 ,13 2.91E-304 
Ml2 3,42 1,51E-183 
/16 6.06 2,53E-174 

S/c3fla14 3, !l~ E-152 !.lJ., W ;Silfhl 
Aldh1a2 2.9' 8,56E-139 

CdU 2,51 1,18E-122 
Npm1 2P 2,27E-120 
Sotpha3r, 3.2 1.24E-11!1 

Ne/ 2.A1 8.90E-116 
Thl»l1 2.116 4.0:ZE-112 
Tubb5 2.21 2.96E-109 
CxdS 13 1.A7E-1O1 

lnjur,d) c.....,.n,d withASCsand00rrespondlll! GeneOntologyœrrns. DTâllellst 
of the top up-egulaœd genes lnASCscompared with FAPs ranked byadjusted p 
wlue. Slgtwlcanœ was obtalned usill! DES,,q2 pa~ 91!1 to default parameu,rs 
""11d1 uses the Wald b!stto calaAate pvaklos. E \1olln plotsofSa>-1 and /bdo­
planln (pdpn} of s1ng1 .. œ1 RNAseq e,pl1!SSlon of FAPs lsobted flan injured (O.S. 
2,and 3.SdpO and control aninalsusqi datll5e1Sfrom 0pr...., "t al." . 

crx, 1 dpi) on the proportion or these flve œ ll subsers ln both the 
muscle and the ScAT. Among the flve cell subsets ldentU\ed by !SNE 
analysls, the Sca-l'/CD34'/CD90'/Podoplanln'/CD31"/CD4S cell 
populatlonwas increased ln thelnjured musêlewhUe ltdlsappeared ln 
theScATatl dpi (Qy orCTX) (Ag. 3H 

To examine whetherprogrammed celldeathcould be responsl:>le 
ror the drop ln ASCs content ln the ScAT. we measured DNA r~men­
cadon (TlJNEI.) alter Glyorcrx muscle damageatldpL Frequenclesor 
1UNEl.-pasldve AfC.s werenot modilled ln the ScAT (Flg.3F).Asfor the 
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muscle, ASCs are the only œll population ln AT-derlved SVF capable of 
adlpo~nlc pocentlal"'' · Therefore, ln vitro adlpogenesls of v.tiole 
ScAT-derlved SVF from control or lnjured animais was œsted and 
compared (Fig. JG) ID functlonally assess A!!C. content ln agreement 
with ftow cycomecry results, the drop ln A!!C.s conœnt was assoc:lated 
wlth a decrease ln Apld accumuladon and expression of adlpo~nlc 
markeis lnScAT-derlved SVF orlglnadng from lnjuredanlmals (Fig. 3H~ 
To ruleout pucatlveeffeccsofCTXor G1y on the meiabolk: statusofthe 
animais. and chus on the blology of AT. body we~ht and plasmatlc 
glucose levels of the animais was monlmred durlng 18 days followtng 
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muscle lnjury. Nelther the body welghts of the animais nor thelr gly· 
caemla was modlfted by muscle leslon (Figure S2E. F). 

Colleco,-ely our data show chat the early rlse ln FAPs conœnt 
folowtng muscle lnjury ls assoc:laœd with a decllne ln ASCs conœnt 
and chat Podoplanln may be aselectl\'e marlœr ofthls œ ll population. 

Muscle irjury or exercise triggers ASC c.hemotaxis m human.s 
and m ice 
Gl\'en these resulc.s. wehypothestzedthatthedrop lnASCs ln response 
to muscle lnjury resulted from thelr egress from the ScAT. 
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Ag. 2 l fAPs œnt- naemnwitbtn :Ub aftHnuocl.,injury,A. 8 M)<>lür 
damage was lnduced by intramu,cular ln)e<tlcn d glyœml (Qy) or audiotmcJin 
(Cl)() into Ille quadriceps. FAP numt>erwas quandlled ln quodriC<l]S'deri>H S\IF 
t,y flow cytollE1!ry (willl the mara.,,. C03l CD4.I. Sai-1. CDJ.4. cou.oa. and 
podq,lanln)fmm lto 9 dpi andcomp..-ed b-ccot.r,;,1 (unlrtjured, CtrQ. (llyor 
CTX lriJ«œd animais (A. B) as we.llas in ccotralaterà nolHlllul1!d quadriceps tlB) 
For A, n • 62(0,ij animais overnlne indepffldent e,q,eriœBIS atO ~Ln • 28(Qy) 
and 7(CIX) animalsoverfourlndependent-ri..-satldpl, n• :l (Qyand 
Cl)() anlmalsowrthree ind<1Pendent -rime.BISatl 7and 9 clJ>l for B. n• 62 
(CtrQ, 19 (Qy). 6 (CIX) animais over 9. l and ; lndepe- e,cperlmmls. 
respectlvely. C Dettt,ion d ln.,;..., Edu lncorporatkn dete«ed by tlow cyt(lmetry 
in FAP$Qf cQnlr,;l aid injun,d anirn;lls((lly. l dpl~n-8 animalsatal t..,.PQlnt$ 

over thrœ lnde:pa.lent e-xpe·riments.. D RqlresentatN"I!' talfoœl images and 
immunmlstdoglc,. •nalysis of lnjun,d (Qysnd CTlQ quad;riœps :at 1 dpi and 

Consequently. we lm-estlgated ln vitro whether serum rrom lnjured 
animais could trlgger >&:.s chemoraxls. We colJected serum rro m 
control or lnjured (1 dpi) animais and >&:.s chemotax:ls was studled 
and compared. We round that whate-.-er the injurymodel. serum from 
lnjured animais strongly lnduced the chemoraxls of ASCs (Fig. 4A.) 
supportlng the hypotheslsthat muscle lnjury maytrlggerthe egressof 
>&:.s from ScAT via the production ofblood clrculatlng factors. We 
al:so 'lnvesagatedw'hether suc ha mechanlsm rnayoccur ln humans. To 
do so , v.e tookadv.rnt1geofblood sarnplesorlglnatlng frorn a clinicat 
study lnvestlgatlng the Impact of an acute bout of contlnuous 
ex.erclse'" lnyoung. actl\-e men (Table l )asa pucuivesourœofmuscle 
damage and,lor Fatigue. As we measured ln mlce, the chemotactlc 
re1>ponse of human-natlve ASCs towa rds the se rum of each 'lndlvld ual 
before and alter exerclse was studled. k. shown ln Fig 48, the che­
mot1crl.c response of ASCs toward serum at post-exercl:Se was 
lncreased by two- to fivefold compared wlth the pre-exerctse condi­
tion. though heœrogeneity was obsen-ed From one lndlvldual to 
another. We then wondereil whether such a dlsparlty could be 
expl'ained by lnœr-lndlvldual varlablllty to exerclse-medlated w~ 
re~onse, Growth dlffèrenüation factor 15 (GD1'·15) ls indoced under 
stress conditions. to malmaln cell and tissue homeostasls" . Recent 
srudles also suggested that GDf.lS ls an ex.erldne"'. exhibltlng a pos­
sible protective role in exerclse-lnduœd muscle l'njury or 
lnflam mati on"'"''. The refor e, circ ulat;l.ng blood le-.-e ls!i of G DF-15 were 
measured before and after exerclse· to assess the exerclse-lnduœd 
stress res ponse lnœnslty of e.ach lndlvldual (Tabl'e 2). In agreement 
wlth ourhypotheslsand the resultsobtalned ln mlce., the chemotactlc 
actlvlty of ASCs ls strongly correlaœd wlth GDHS levels aldn to an 
Index of muscle fatigue (Fig 4CJ. These findings lndlcate that blood 
factors released a fte r mus.:le lnj ury/stress may tr li:ge r the moblUzatl.on 
of >&:.s from the ScAT, ln both mlœ and humans. 

ASCs exit the ScAT and infiltra te the muscle after :injury 
To determlne whether ASCscan Jea,,e the ScAT ln response to mus.:le 
lnjuryto further lnflltratelt, weperformed lnvhoexperlments ln m lœ, 
HOWe\er. due to the absence of unique speclftc AS/:. marker. no mouse 
mode! 1s so far avallable to vl:S.uallze, ln vivo, the trafflcklng of nati\-e 
>&:.s from AT ID any olher tissue compartmen15. To overcome thls 
obstacle, we flrst usedTg(Cd34- :EGFP)MF6Gsat{Mmucd (refërred toas 
CIB4-GFP, an flSC surface marlœr) from w'hlch a pleœ ofScAT was 
grafted lnto the ScATofa non-GFP reclplent mouse (Ag. 4D). Fatgraft 
reV3S(Ju)arlzatlon. an Index of vlabl l lty, was verlfted by uslng retro· 
ol'b ital lnjectio n of Rhodam ln ·lectln I nto grafted anl mals (.Ag. 4D. S3A). 
Atday 7 post-graft,mll';Cle wasdamaliJ'dand the:presence ofGFP· ceIJS, 
lnto the lnjured muscles was assessed at 1 dpi. cœr/CD4S-t.>ca-t•/ 
Gl'P' œHs were ldentllled ln lnjureil mus.:les by flow cyrometry (-!!li; of 

CD3r /CD4S-iSca-1' œlis. Flg. 4E) whlle by contrast no GFPœnswere 
detected elther in the mllS('leofa CITH-GFI' ScAT grafœd non-lnJured 
control animal (Ag. 4E), nor ln a non-grafted mouse (Figure S38). 
Reœntly,,Glulianl etaL ..... ·reported thatSca-1 e:,;presslon deftnes two 
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quandllc:ationofSc,,.f/Podoplanin'/~ S' cellslnsltu n • 4 (CM and Qy) aid S 
(Cl)() animais o\O!r three lnd<1Pendmt _,_ Bar ,c,.., 50 pm. 

E. F Clonogmic(E) and adipogmic (F) assayswer~ pe,rfonned on totalSVFl!Dlatal 
fmmœntroiorirtjured(Clyand CIX)muocle atl dpi.ForE.n • l2(Ctr0 and S((lly 
and CTlQ animalso\O!r three indep..,dent oxperimen~ F n • 8(CM)and 14 ((li)'). 
and 6 (CTX)animals ""'r four lndependent e,q,eriime- C Aepresentad'"' P'­
oontrast lma!J!S ofCtJI.Gly.or CIX musde-deri>H S\IFcds underadipogenlc 
rulrureccndltlons. Cellsw-,~flxed :at day4 and stained willl OI red O.llarsale 
50im, H mRNAoxpressloo ofadipogenlc mark4'rsmeawred en total S\'F i!Dlatal 
fmm ccotroi or iajured (Gly and Cl)() musde :at l ~ l n • 7 (Cly and CTlQ animais 
over fou ri ndependent experimems. RestJlts areexpressed as a pen:entage of non­
,injured ccotrql animais with mean± SEM; •p < 0.05, -p < 0.0I. -p< O.OOL 
-p<o.<XXII YS (lJI. 

FAPs subsets. the Sca·l""' and Sca-1- FAP subpopulatlons, and that 
Sca-1 Je,-ell expression mlrrors 'FA~ blologlcal fate. C.Onsequently, we 
analyzed Sca-1 level expression Ln muscle,Lnliiltrated ASCs and found 
that GFP'-ASCs were malnly ln the Sca·l"" subpopulatlon (l'lg.4E). To 
\-erify GFP expression specilklty,. FAPs from grafted lnJured (1 dpi) or 
non-injured animais were s.orted and genomlc GFP expre.sslon was 
analyzed. Genomlc GFP ex:pre,sslon was round ln FAPs of lnjured 
mus.:les (.Agure S3q, ln contrast to control muscles from grafted 
animais. {FlgureS3CJ or other dlst1ntorgans(FlgureS3D). Tornle out 
possible mouse model effect. ScAT graft from other fluorescent 
transgenlc mouse mo,:lels the Rosa2.6•V'"' or the CAG=KlkGR" 
anlmals47-" were used (Figure S3E). Here a~ln ., we observed ln mlœ 
grafœd wlth the Rosa2H"""" that -lm\ of Tomato•-œns among the 
CD4S-/CD3r!Sca-1' œlls were found ln the lnj ured mus.:le. corre­
sponding to inllltraœd >&:.s orlglnatlng from the red fluorescent 
mT/mG graft pad (Figure S;IF). tnœrestlngly, the Tomarp'-œlls laid 
pre fë rentt,ally among the CD4S-/CD317Sca-1""' œll subMP ulatlo n 
(Figure S3F, lov.er paneQ such as obseM'd prevlously ln Ag. 4 E.. C.01-
lectl\-ely, ou, result demonstrates that fol lowlng mll$cle lnjmy .. ScAT 
releasesFAP-nkeœlls., whlchspocLficany lnflltrate the damaged mus.:le. 
Such speclfic post-damage cell Infiltration orlglnatlng from AT may 
largely contrlbute to the heterowneicy ln Sca-l expression reœntly 
descrlbed ln the FAPs and whidh may Impact the fate dec lslon of 
FAPs" . 'Further analysls or thelr lmmunophenotype ln vivo was per­
Formed uslng elther CD34-GFP or KlkGR AT grafte.d animais at 1 dpi. 
The inflltrated fluorescent œlls were round to be Sca-1'/CD34'/Podo­
planln•;co140a•;cœr;co4s-, correspondlng to the ASCs lmmuno­
phenotype (Fig. 4F-H, S3G). Altoge1her, these flndlrigs shQw that the 
flrstwaveofFAP lncrease fol lowlng muscle lnjuryatldpJ largely results 
from AS/:. mobllizatlon and lnftltratlon lmo the damaged muscle. 

ASC muscle infiltration involves platelets 
Our current unde~tandlng ortn vivo trafflcklng of native ASCs/ 
MSCs ls stlU vell)' lncomplete"9 and mostly derives from in vitro 
experlmenl$. However. :some studles lndlcate that pla telets contro l 
MSC trafflcklng and/ or recrultment to sites of lnjury"'"'' · We Found 
thatthe moblllzable ASC cell stJbset was podoplanl n• and observed 

an upregulatl.on o f podoplanln expression at the œll surfaœ of 
ASCs from fnjured animais measured by ftow cytometry (Fig. SA). 
Podoplanln ls anendogenousllgand forC-type lectln-Uke-receptor2 
(CLEC-2) whlch ls an essentla l platel'et-actlvatl ng receptor. Conse­
quently, we next assessed whether ASC and p late let Interaction are 
neœssary for the recruitment of ASCs to the lnJured mus.:le. We 
used an ln vitro assay whereby platelets. lsolated from conuoll or 
lnjured animais (.1 dp i) were fluoresœntly labeled and co-lncubated 
wlth ASCs (l:solated from ScAr). Tlhe· adheslon o f p latelets to ASCs 
was evaluated and compared. The results show that platelets orl­
glnatlng from lnJured animais adhered more to ASCs ln v itro 
(Fig. 5B, C) , a physlcal Interaction chat was comp letely abollshed 
when an antlbody dl.rected agalnst podoplan ln was added 

9 
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(Fig. SB. C). Gl~n our results showlng that both ASC moblllzatlon 
and Infiltration account for the llrst wave of FAP rlse ln lnjured 
muscle and that plate lets orlglnatlng from lnjured animais lnteracc 
more wlth ASCs. we next investlgated the consequenœs ofplatelet 
depletlon ln vivo on FAP augmentation followlng muscle lnjury. 
Muscle damage was lnduœd as descrlbed earl Ier and elther platelet 
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depletlon or podoplanln inhibition was performed 1 h later 
(Fig. SD, E). FAP content was then quantlfled by 6ow cytometry at 1 
dpL Both plateletdepletlon and podoplanln Inhibition dlmlnlshed 
the lncrease or FAPs ln the muscle by more chan twofold at 1 dpi 
(Fig. SF. G) suggestlng that the Infiltration of ASCs lnto the lnjured 
muscle lnvolves platelets. 
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FI&, 3 1 ASC a>ntmt dlmlnWI .. la ScAT wkllln 2' bOlln aftcr ...,.Kle lojmy. 

A flowc)'loma,y analyses of CD31 CD65, Sca·I. 0>34, and podaplanln •xpr<S>lan 
ln ScAT-d.rtval SVFofcontmland 1111,..,d (GlyandCTX)animils at ldpln • 106 
(CtrfJ, :U (Gly). and 19 (CT'X) a.-....1s o~r IS. IS, and 9 lndepenœnt e,q,erinents 
resl)«tlvdy. Il Rdath.,cd runborsln lrjural muscle and ScAT at l dpl n • IS (Qy) 
and 9(CTX)animils for muscle and ID (Glyj and IO(CTX)anlmils forScAT over 
thrttlnœpond•nt•xporirnents. C ASO and MSCs corunt ln ""'1!00adlc adipose 
dw•(fCAT) and bœo manow (BM), r,spectlvdy, usq; flowc)'lomtt,y at ! dpi ln 
Gl)"lrjural a.-....1<. n • 2S(PCATiand 5 (BM)a.-....1s °"""'"•lndeptnœnt 
• ..,............ DASCund FAPs phl,not)lllc analyslsby flowcytCmetry. Morgod 
!SN,. plot for al ca1tml and G!rl~od0>4S'/CD31" cell •mD111 ScAT and1TAJs:le 
SW•deri~ œb. Tho ldentity of mdl clusœr accordl111 to the canblnatay 
e,q,A!SSlcn Jovolofnudplemarlms lscolor<oded ln tho!SH:plot. Cytcmi,try 

ASC muscle inflltratlon is needed for eflective regeneration 
We next studled the Impact of FAPs rise dlsrupclon on the muscle 
regeneratlon proœss. To do so. we Fimher explolted the muscle lnjury 
mode! wlth plateletdepledon untll 14dpl (Fig. 6A). Platele1Sdepletlon 
was maxima l at ldpl, dur Ir@ thetlmeof ASCs lnftltradon,beforegolng 
back to basal ln the later days, avoldlng skie effects due to long·term 
lmbalanœ (Fig. 68). The expres51on ofgenes lm'Olved ln themolecular 
program of muscle regeneradon was studled following muscle lnjury 
untll 14 dpi. Even rhoui,i the expression patterns of early genetlc 
marlœrs of the muscle regeneradon program (pax:7, ITl}fS,mif,f) were 
not modilled (Fig 6C .• S4). the expression of late myogenlc markers 
(111}W. myog, nryHC-emb) were clearly modlfted ln plaœlet-depleted 
animais compared wlth controls (Fig. 6C). To relnforœ these results, 
we quantllled both the number of newly syntheslzed œnually nucle­
ated libers and the flber dlameters, as markers of the regenerad\'e 
proce:ss and found that the propordon of centrally nucleaœd llbersat7 
dpi as well as the cros.s-sectlonal area dlsuburlon of regeneratlng 
libers at 14 dpi were dramatlcally dlmlnlshed ln platelet-depleced anl· 
mals (Fig. 60~). lnaccordanœ wlthourhyporhesls.the lntramuscular 
Injection of A:C.s rescued the tested pa rameters (Ag. 60-F). Beyond 
the formation of new myollbers, muscle regeneratlon also requlres 
connecrl\oe tissue restoratlon, via the secreclon and organlzatlon of 
newly synthetl:zed extraœlular matrix" . Wethus lnvestlgated the gene 
expres51on rime course ln\'Olved ln thls process up ID 14 dpi (Gly) wlth 
Initial platelet depletlon. Ali the four markers s tudled (tg/bl. co/3a1, 
ccilal. and·.sma) followeda dynamlc expression profile upon glyœrol 
lnjury that was dlsturbed upon plateletdepledon. Wlth A:C.s Injection 
such dynamlc was partlally restored though ln a variable way from 
gene to gene (Fig. 6G~ On the other hand. excessive and persistent 
lntramuscula r connective tissue depositlon (lMCT} 1s a hallmark of 
flbrosis""". Knowlngthat theCTX lnjury model lsdescribed tobe more 
pro-fibrotic compared to the Gly one. we lmoesdgated the con­
sequenœ of plaœlet depletlon ln thls contex . At 14 dpi, CTX lnjury 
causes a s lgrilftcant lMCT deposltlon that ls worsened upon plaœlec 
depletlon (Fig. 6H). Comoersely, ASCs lntramuscular Injection 
lmprmoed lMCT levels, posslbly lndlcatlng a pro-regeneratlve role 
following muscle lnjury (F~ 6H~ 

A.Ses' tissue origin determines mu.scie regeneratlon outcome 
To furrher evaluate the Impact of Af!C. Infilt ration on the muscle 
regeneratlon proœss. ScAT From both sldes of the animal were 
removed roellrnlnatethe lnjury-responsl\oe reser.'Olr of ASO (Fig 7A). 
We llrst verlled the Impact ofbiaœral llpectorny on both morpho­
merricand metabollc paramerers. Body welghtand total fat mass were 
not slgnlllcantly modllled (Fl~re SSA, 8). PGAT, the other main adl· 
pose depot, dkl not moergrow to compensate the removal of ScAT 
(Agure S.SC). Food lncilœ was only affected the llrst days afœr the 
surgery but normallzedon larerrlmepolnts(FlgureSSD). Anally, blood 
glucose was checlœd and dld not show slgnlficant changes a~er the 
bllateral Apectomy (Agure SSE). Muscle lnjury was then performed as 
described earller. lt dld not affect the welght of the remalnlng PGAT 
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markor •:xprHSion level plots ar• pr ... ntod a, the rcht~and side. f eo,,_,i,on 
of ScAT and musd• !SN,. plot ln control and lnjural (Gly and CTX) coodldoos atl 
dpt clusœrs ldendfied ln Dar, lllad< cln:led. F TUIB. sta lnl111 of ScA T-d.rtval S\'F 
FmmQy• orCIX-«ilural,ornofH'IIJ!N animais (Ctrf)atl dpi. n • 7 (O.ri~5 (Glyj, 
ll1d 3 (Cil() a.-....lsovor thr .. lndeptndent •Xl)Orlmenu .. G Phasocmtrastlmagos 
of ad.,og,nlc d1'1"1ged ScAT•deri~ SVF frorn Ctri, Gly, and crx-.,_Jural ani­
mals.Cells woœ flxod atday4 ofdllf•rontlatlon and stalnodwithol n,d O. Bar sale 
50 pn. n • n (CtrfJ. ll (Glyj, and 9(CTX)anlmils ovor Four lnd•ptndent eq>«i­

monts. H mRNA <>q>IH!ioo of adlpag,nlc g,,n<s ln ScAT-d.rtvod S\'F fn,m Ctt1. Gly, 
ll1d CIX•lrjU1Na.-....1sat 1 dpl .n • 7(Ctr1). 7(Glyj, llld7 (CT'X) anlnlalsovor thr .. 

lndeponœnt Ollp<nnents. Aosults ... ·--.. perc:"1bp or non-lrjurod 
a>ntrol anlmalswith moan ±SEM; •p <0.0.S. -p <0,01.·-p < 0.001 vsCtrl. 

and the lnjured muscle (Figure SSF. G). The expres51on of genes 
ln\'Olved ln the molecular program of muscle regeneratlon was then 
examlned As for plaœlet-depleœd animais. the expression pattern of 
pax7 was not modlfied (F~ 7B) whlle the one of both laœ myogenlc 
marlœrs m::,'Og. and myhc-emb. was clearly affecœd (Ag. 78). Accord· 
lngly. the numberof newly syntheslzed centraly nucleated libers, was 
dlmlnlshed ln ScAT-depleted animais (Fig. 7C. D). To our surprise. ln 
ScAT-depleœd animais. the early rise lnFAPs contentstil occurred , ln 
contrast to our predlctlon (Fig. 7E). Unlllœ the control animais, v.e 
found that the A:C.s content of PGAT was dlmlnlshed at 1 dpi when 
ScATwas removed (Ag. 7F). Consequently. these dam suggest that ln 
the absence oFScAT, PGAT depottalœs over lnterms of Infiltration of 
FAP·lllœ cells, yec wlthout an efficient muscle regeneratlon outcome. 
This suggeslS that accordlng to thelr fat depot source. ASCs may not 
exhlbltslmiar regeneradve poœntlal. We thus compared the Impact of 
ScAT· or PGAT· ASCs on muscle regeneratlon ourcome ln the context 
oFScAT reservolr removal. ln ScAT-depleted animais the lnjecdon of 
ScA T-derivedASCs entlrely rescued the lev el of cenrronucleated libers 
whlle the ones from PGAT dld not (Fig. 7G, H). Flnally, we wondered 
whether ScAT-derlved A:C.s harbor a speclftc pro-regenerad\'e profile 
that promotes bener muscle regeneratlon. Functlonal analysls by gene 
oncology (GO) revealedspedflcgene expression profiles lnScAT·ASCs 
W'hen compared to PGAT·ASCs. lndeed, there was an enrichment ln 
ScAT·ASCs ln the blologlcal functlons relaœd to coordination of 
inl\ammatlon, sœm cell prollferatlon and lilœ, and myoblast fusion 
(Fig. 71, Supplementarydatal). alltogether belngessential pathways ID 
allow muscle regeneratlon ln response to acure lnjury. 

Discussion 
The re~neratlve capaclty of skelecil muscle mostly relies on satellite 
cels (SCs). whlch prollferate ln response to exerclse or followlng 
myotrauma, ID repalr the lnjured muscleU'. Hov.ever. ln the past 
decade many other cell types have been shown to contrlbute to thls 
proce:ss ln order to malntaln skelecil muscle lntegrlty and 
functlons'""'. 

Among those diverse and heterogeneous cell types, resldent 
mesenchymal progenltors named FAPs have emerged as key players ln 
skeletal muscle regeneratlon and dlsease by provkllng funcdonal 
support ID ses to perform efficient muscle regeneration'-"\âl. Upon 
muscle lnjury, FAPs become acdvated and expand rapldly~ . lndeed, 
the number of FAPs peaks 96 h pose-muscle damage• rogether wlth 
thelr prollferatlve actlviry'. Surprlslngly, before FAPs prollferadon ls 
fully actlvated~ . FAPs number dramatlcally lncreases wlthln the 
24 hfollowlrg muscle lnjury and the origln ofsuch rlse has ne-.oerbeen 
addressed in the llterature so Fa~~- Furthermore, various reœnt 
studles addressed the question of muscle resldent cel heterogenelty 
ln homeostasls and regenerad\oe conditions uslng slngle-œll 
analyslsiw-"""'. Ln that contexc, Malecova et al15 ldentlfted the appear· 
ance of a subpopularlon of Tle2'°'FAPs wlthln the 24 h followlng 
muscle lnjury lna mousemodel. whlch theyconsidered a reftecdon of 
the cell state oFFAPs du ring muscle regeneratlon'5• 
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The resul!s presented here provldea rnechanlsm thatmayex.plaln 
both the rapld FAPs number lncrease obsem~d 24 h afœr muscle lnjury 
wlthouc proAferadon and FAPs hecerogenelcy. We show chat ln 
response co acuce muscle lnjury ASCs q:ress ScAT and lnllltraœ the 
damaged muscle. a mechanlsm necessary for efficient muscle rq:en­
eratlon. Morem-er. we propose that a subpopulatlon of mesenchymal 
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pro~nltors orlglnatlng fromScAT parddpaœs ID the pool ofFAPs and 
could correspond to the subpopulatlon of"actlvaœd" FAPs reporced 
by Oprescu et al". Based on our resul!s lt seems lllcely that thls FAP 
subpopulatlonorlginaœs from ScAT rather thanbelnga cransltorycell 
scaœ of resldent FAPs. Our data also su~esc that such a mechanlsm 
may occur ln humans in response to exerdse-lnduced muscle fatigue. 
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Fis. 4 1 ASCs kave tllo ScAT and hla-e i..u..,.i .,UK!c. A Tine c~ ..,.. 
luadm ofmurineln~troASCchml>taxlsln responseto pa,ma tsdated from Ctt1. 
CTX-and Qy-lflluredanlmdsat I dp. n • S(Ctrl). 3 (Qy)and 4(CTJ() a'*'1alsov..­
thrtt lndepr.ndent ,xp..-inents. li ln '4lro lun311 ASCs (of thr.,. lndMduals) 
chomotaxls in respa,se to senm of six lndi~duals colleœd I hour ait..-.., acute 
bout of c-inuous exen:lse (600!, \0, max}. C Cornladm of hl.man ASC chemo­
ta>ds wlth U,.post exerdseCDf·ISblood levels.n• 6....-ums œsœd on lor2sers of 
ASC owr three lndependent ex:periment:>. D Mode! of ScA T grafting fram 0)34-

CFP mouse no WTC57W6 mlceOeltpanel), the tigurewz partly gen..-.œd uslf11l 
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~.,. Medlcal Art. provlded by ~er. llcen!ed mder a ~ati'"' Commons 
Attrl>utlon 3.0 u.-.,arted llœ-. lrrwnmohlstaluorescenœ Image of the Sc.AT 
depot7 dayspost•graft ,urge_ry(right pand, barscale 200im). E Rowc)tDmary 
311alysis of the S\!F fromCly-1 rijured IIIUSde of thegrafted mtœ (ldpl), CF!" /C045ï 
anr ar,escated a,.., htstograrn forSca•l lnœnslty. F-ff lmmmohlstologlcal 
..,.lysis of Cly-lrjured (1 dp0 quadriceps in grafted mlce wlth KlkCR ScAT tnsltu 
(green an-owheads p<lint KlkCR '/COl40a'/C045" (f). t<IIGR'/ PodCl!)lanln' /C03l' 
œls(C) or KlkCR'/ CDl40ri','Sca,r (Il)). 8.ars:.-.le lOµm. Rest*s are ,,.,r,essedas 
mun±SEM;"p <0 .0.5. 

Table 1 1 Anthropometry and body composition of the îndivîduals enrolled in the clinicat study 

!kl!:4ect ID Age Wel.,.(k8' Helght (cm) -(kg/m') "F-- F•-"9) r .... tat ,,_ Oc8' 
A 22 79 184 23.33 1216 8.5 62.1 

e 19 87 193 23.36 f7 13.6 63.9 

D 19 70 171 23.94 f7.8 1t1 48,4 

'Z7 87.2 185 2.4,54 1!l9 11.8 64..8 

J 2A 79.3 1m 21.7 

M 29 713 116 23.CJ 

lndeed. GDF·lS has been lmpllcaced ln exerclse and exerclse recovery 
and chat hlgh levels of GDF-15 may signal exerclse aversion to prevent 
lnjurious behavlor"". We show here !hat human ASCs migration score 
posltlvely correlates wlth exercise-medlated GDF-15 level lncrease41, 

whlch may lnd lcate tha tASCs are moblllzed when muscles ignals a pr e­
lnjury scace. 

The mechanlsms controlllng !he crar&klrg or endogenous MSCs 
and/or ASCs are poorly understood and our current underscindlng 
mostlyderivesfrom ln vitro studles ... Weshow herethatln responseto 
muscle lnjury, ASCs wl!hln ScAT m-erexpress podoplanln , whlch ls a 
llf;!nd for the platelet reœpcor CLEC-2 (for C-cype lectin-llke 
reœptor 1)" . ln agreementwlth rhls result . se-.eral studles report chat 
the majoricy of lnfused MSCs can be found wl!hln the circulation ln 
close roncier with placeleis- co faclllciœ !helr hornlng to lnflamed 
tissues""". Our data show !hat plaœlecs origlnatlng from muscle­
lnjured anlmals adhere more ln vlcroco ASCsand chatneutraAzlng !he 
CLEC-2/podoplanln Interaction completely abollshed thls effecc, sug­
gestlng a role for place lets ln ASCs trafflcklng ln vl\'0. This was con­
ftrmed ln platelet-depleted animais Where FAPs lncrease was srrongly 
lnhlblted ln response ID muscle lnjury. The b lundng ln FAPs lncrease, 
obser.ed ln platelet-depleœd animais was assoclated with lmpalred 
muscle regeneraclon thatwas resrued bylntramuscular ASC Injection. 
The preclse mechanlsms by whlch p latelets control ASC egress and/or 
muscle lnftlcraclonarestll unclearand need cobeaddressedln fur!her 
srudles. Howe-.-er. plaœlets have been shown to malntaln endothellal 
permeabUlty whlle the crafficklng oflnfused MSCs to lnllamed sites 1s 
faclllciœd by lncreased endochellal permeabilcy'-'. Moremoer, recenc 
srudles demonstrate chat podoplanln expression lmparis a pro· 
mlgracory phenocype ln MSCs, faclllcidng che!r migration across the 
vesse! wall and lnœracdon wlth clrculatlng platelecs"'. 

To ruleoutplatelet-dependenceffeccsmedlaœdby !helrsecreclon 
on muscle regeneratlon we set up another experimental model by !he 
removal or ASCs source, I.e.. a bllaceral ScAT llpecromy. Though 
muscle regeneraclon \\13S also srrongly affecœd ln chat concext, FAPs 
ftrst w:rve ac 1 dpi was unexpectedly malnralned. We showed chat ln 
absence of ScAT, anorher AT depo~ the PGAT, was sollclted. Thus 
suggesdng thatwhenthe bone llde source or ASCs 1s mlsslng. anorher 
reserYOlr cikes over but rails tosupport muscle regeneraclon. Actually, 
when dlrectly lnjected lnco !he lnjured muscle, PGAT-deri\oed ASCs 
were notable co rescue muscle regeneratlon unllke chelr ScAT coun­
terpart. Further transcripcomlc analysls showed chat ScAT· Y.i PGAT­
deri\'ed ASCs are lntrinslcally functionally dlFferent. Extensl\'e Atera­
ture reporis lhat FAPs secreœ numerous fac1Drs belng responsble 
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Table 21 GDF-15 blood levels in individuals before (pre) and 
after (post) an exercîse on a bicycle ergometer at 60% V02 
peak for 1-hr 

OOF-15 (psr'ml) 

S<bjodt 10 ""' , .. t 6(-·""') 
A 153.4 168.1 14,7 

e 417.0 457,5 40,S 

D 209.4 31l.2 103.8 

34\2 446,5 105.3 

45\6 437.7 -1~0 

M 263.11 329..S 65.6 

for lmmunomodulatlon and IMCT remodeAng alter damage chat 
support muscle SC expansion, dlFferendadon, self· rene\\131, and 
quiescence"..,..,_...~. Our transcrlptomlc analysls of both ASC sub­
populatlons lndeed conflrmed chat they exhlblt proround dlFferences 
rega rdl ng chose esse ntla I para mete rs for optl ma I muscle regene ration. 
lt 1s well accepced chat vlsceral AT and ScAT are Functlonally and 
mecibollcallydlstlnct, the latœr belng more "proœcrl,oe"". The present 
dara provlde a new sec of evldence chat ScAT exhlblts anorher pro­
tecclve functlon during skelecil muscle regeneradon. Our data rein­
force che particular reladonshlp becween muscle and AT, malnly 
descrbed untU now by secrecory cras&alk, by showlng thac cell 
exchanges becween these two organs cake place and Impact thelr 
horneostasls73• 

ln conclusion. our work Identifies an unsuspecœd role orScAT ln 
skeletal muscle regeneradon. These llndlngs lntroduce the concept of 
AT as an endogenous supplier of regeneratl,oe ce Ils allowlng skeletal 
muscle to regenerace efllclently. Whe!her such dlalog ls declslve ln 
pathologlcal contexts or during agelng where !he repartltlon of adl· 
pose sources lsdramadcaly aFfected ren,alns to be lnvestlgated. 

Methods 
Animal experimental protocols 
This work \\13S submlcœd ID and approved by the Reglonal Ethlc 
Commlttee and reglstered to che Frenci1 Mlnlsœre de la Recherc he. 
Animais were kepc under conrrolled IIJtlt (12-tr llghr/dark cycles: 
07h00-19h00). cemperarure (20°C- 22 "C). hygrometry (40% j:2()%} 

and fed ad Ablcum a chow dlec (8.4!1; fat, Safe"A04, Safe lab). 
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f1&. 5 1 Tho lntlftC1iGol al b1o<>c1 plàd<ts wtlll ASO d<tenninos IIIH' matra­
tlon lato tllo ..._,s muscle A Cd surface podaplano, e"!>IHSion dScAT· 
derlved ASCs d injure<! ((]y and CTX) o, canol aninlals by flow c)tome_try at 1 
dpi. n • 5 (CtrO. 5 (Glyj, n 4(CTX)aninlalso"'rthr .. lnœpmdmt eq,erirnmts.. 

Il Rqr-.-..d"' phase c-rut and fluo =tnt Images of PKHll6=intd plate­
lets ~low)co-incooated wth ScAT·ASCs ln tho pr-nœornot dbloclci'l! 
podaplano, antl>ody, barscale200j1111. C Qlantific:adonof Pl<Hll6=intd plate­
lets wth AS:s.. n • 12 (CtrO. 6 ((]y). n 3 (Gly+ aPodol animais o,.,, mr .. lnde­
pmdmt ~rlments. 0 Moœl d Jâtelel deplrtlon, tho figure was panty 
genenrted usirl;ServierMedk:alA"-providedbySen<er, lœ-underaCœatM 

Muscle ~...iea. !H2 weeks old male CS7B1/6J mlœ (Janvier) were 
anesthetlzed wlth lsoflurane and 80Jd. oflOµM cardlotoxln (Sigma, 
C97S9) or so,i;glyœrol lnsallnesoludon (NaCI 0 .9")were lnjecœd lnto 
the r lght quadriceps. 
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1 dpi 
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Common> Attrllut.lon 3.0 u~ lœnse. f Plau!let nwnoratlon I day post pla· 
u!letd,pletlon. n• 4 (Cu1), 4 (Glyj, and 4 (CTJ<) nmalsover -lndependent 
,xperirnmts.. F F APs content by flow c)tOm,uy ln lrjurtd m,scie flan cantrol 
{+lgC) or Jâtelet-dopltted aninlals (iUP1..A). n • 7 (Gly+lg(,)and 9 (Gly+ aPI..A) 
nmals <Nert"° inde pendent up,rimmts. C FAPs content by flow c)tOmary ln 
lrliurod muscle fro,ncantrol (+lgC) o, antipodq,lanln tr .. ted•'*""ls (id'odo). 
n • 7 (Gl)"lgC) and 5 (Gly+ ClPodola'*"als CNtr tlvtt lndepo_ndtnt t"l>erm,nts. 
Aosultsan, uprosstd as p,n:«Jùlgeofno111rjun,d rontrol nmalswith mtan± 
SEM; •p < 0.0.S. -p <0.01. - ·pc 0.001 

ScATgreftlng. Three transgenlcfluoresœnt mlœ modelswereusedas 
ScAT donors: the Tg(Cd34-EGFP)MF6Gsar/Mmcd (MMRRC), the 
Rosa26"''""° and theCAG::Kill.GR animais respecrl,-ely referred as C004· 
GFP. mT/mG, and KikGR mlœ. Non fluoresœnt CS7B1/6Jreclplent 
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mlœ reœlved grart pads (10 mg) from the above models lnto thelr 
ScAT whie sham control mlœ were only skln lnctsed. Arter 7 days 
(grafœd or sha m) mlœ were lnjured. 

Plallllet depletlon. Mlœ were lnjected lntraperltoneally wlch pla· 
celec depleclng antlbody (antl-{;Plb, E.MFRET. #R300) ln saline 
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7 14 
dpi 

solution at a concentration of 2 mg/kg. C.Ontrol animais were 
lnjecced wich mixture of nort-lmmune rat lgG whlch dlsplay no 
cytotoxlc effects on platelets ln mlce (EMFRE.T, #C301, 2 mg/kg). 
Placelet depletlon efllclency was verlfled on 20fll of total blood 
of the animais (from day O co 14) uslng Micros 60 (HOR!BA 
Medlcal). 
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Fis-6 1 Tbe lnt<n<tiœ, ofblood ~ wttll A.Ses 1s aucllll far dJoctwe 
lllllJdo ._..,..-._ A Modd of pla1tletdepialon and A.Ses iqjectlon. Theffgur• 
was pa rdygmerated usl,cSe-rvie_r Medlcal Art. pr<Mded by Sorvlu, l lœnsed l.ncler 
a Crutlv• <:.onmons Attribution 3.0 lq)OfUd llœnse.11 Plaltlet mm•radon tlme 
cotrr ln oontrol a,d Cly--lnj..-al arimils from I to 14dpi.n• IS (Ctrf) a,d lhrtt 
animais ro, .. dl othortlme.,.... o~rtwo lndopondontexporlmmts.C llmo 
cotrr d mRNA eq,reslm of l11)0gon le gones ln quadriceps nuct. fran oontrol 
and ~fllu~ Brimais wlth andwlthoutplat•lotdoplotlon. n • l2- 16 (Ctrt) and 
.5-8 at3 q,l 6-Sat 7 q,l and~ at 14 q,I Brimais over four lndepmdero: 
•,..,..-inmls. D lnwrunohlstologlcal cmfocal inai,,sof quadriceps roosdos at 7 
dpi (Gy+/- pla1ti.td•pletJOl1). Barsai.ssoo (loft) and SO(right)irn-
E lrmu,ohistological-based quantlficat.lon dreg,norad~ (WC,. œntrmud .. ted 
fllenl nuct.fi>ersat7 q,i. n • S (Cly), S (Cly+œ'l.A)and 4 (Gly+œ>I..A+ASCs) 

An~oplanin treatment. Mlce were lnjected lnuaperllDnealy wlth 
lnVlvoMAb antl-rnouse A>doplanln (BloCell, #BE0236, lOOµg per 
mouse) ln saline solution. Conuol animais were lnjected wlth lnVlvo­
MAb polyclonal Syrian hamster lgG (BloCell, #BE0087, IOOµg 
per mousei 

Blawal l4)ectomy. Mlce were anesthetlzed wlth lsoflurane and a 
skln Incision was performed above ScAT lymph node. ScAT was 
removed uslng forceps co dlsrupc conjuncclve tissue adherences, 
and blood vessels located ac the extrernltles were cauter l:zed 
Wound wassutured ,and animais were monltored dally for S-7 days. 
Muscle lnjured results were compared to non-lnjured animais, and 
llpectorny results were compared to sham (skJn Incision only) 
animais. 

ASC muscle 1~ For resrue experlments ln both plaœlet· 
depleted and llpec1Dmied animais, 250,000 ID 300,000 freshly lso­
lated ASCs (Sc or PG) were lnjected (G2S needle, 1 ml syringe ln NaCI 
0 .9 '6, maximal volume of 80.,J) ln anesthetlzed animais 1 hour alter 
muscle lnjury. 

TIMUe oollectlon. Blood was collecœd ln anesthetlzed animais ln the 
lnferlor cava veln wlth G25 needle and 1 ml syringe coaœd wlth PBSI 
Heparln (20U/ml). and then dislocation was performed. Quadriceps 
muscle, subcutaneous (Sc) and perlgonadlc (l'G) AT were elther 
dlrectlyhal'\-ested for œll lsolatlonor fresh frozen for RNAsextractlon 
or genomlc DNA (llver. heart. lddney and front llrm). 

Murine AT· or muscle·SVF isolation 
Freshlyharvested AT or muscle v,,ere mlncedand SVFwereobtalned by 
enzymatic digestion. 

PGAT and ScAT were digested wlth collagenase (NB4. Coger: 
0 .4 U/ ml)and DNAse (1'6. Roche) ln a.MEM (G!BCO) at37 •c for 45 
and 60 min, respectlvely. under constant agitation. Alter cen· 
trlfugatlon (300 x g, 10 ml n. RT) and ellml nation of the floatl ng 
mature adlpocyces, the pellet contalnlng the SVF was resuspended 
ln erythrocyte lysls buffer (155 mmol/L NH4CI; 5.7 mmol/L 
K2HP04; 0.1 mmol/LEDTA, pH7.3) torernove red b lood cells. Aner 
filtration (34µm sleve) and centrifugation (300 • g. 10 min, RT). 
SVF were resuspended ln PBS/ 0.5'6 bovine serum albumln (BSA)I 
2mM EOTA. 

Quadriceps muscles were dlgested wlth colagenase B (0.5 U/mL 
Roche) and dlspase II (24 U/ml; Roche) ln Hank's Balanced Saline 
Solution (HBSS) + 2.S mM Ca'·for tworoundsof30 mlnat37"C under 
agitation separated by mechanlcal dissociation through GIS syringe. 
Reaction was stopped by addlng a two volumes of aME1'.1 + 10'6NCS. 
then sa mples we re fllte red through 34 µm s leve and ce ntrfuged 
(300 Kg, 10 min, Rn ID ellmlnate supernacant and co resuspend the 
SVF in PBS/0..5l!,BSA/2 mM EDTA. 

Freshly harvesœd AT· or muscle-derlved SVFwere used for drect 
flow cycornecry analysls or cell sorttng If needed. 
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Brimais ovu fo..- lndepondmt exportnrnts.. F Slzr dlstrtllutlm d n,gmerad,c 
musd•li>ersln Qy,i1jlftd (rai), platda-doplotal (gray). and ASCs s,wlomontal 
(green) arimalsatl4dpi.n • 4 (Qy), 6 (Qy+d'I.A). and S (Qy+œ>I..A +ASCs) 
arimalso~rfowlndependent exporlmonts. G TlmecoursedmRW. upœsslonof 
lntrarnusmar comectlv• ti,..,• (MCT) gonn ln quadriœps musd• fromcmtrol 
and Gl)'i1jural Brimais wilh and wlthout piatelet dopt.tlon. n • S (Ctrt) and, .S-7 at 
3 dpl 3-4 at 7 q,l 4 at 14 q,I Brimais over tin• lndep,ndont •,q,trimmts. 
H lnwnunohlstologlcal~ased quantMlcatlon d MCT doposltlon ln quad rtœps 
musd• from c_,ol and ClX ... lftd Brimais wllh and without pbù!la doplotlon 
at 14dpi.n• 27(Ctr1). I0(CTX). 28 (CTX+o:PLA), and 30(CTX+ a:PLA+ASCs) 
picturesd 4. 3,4.and 4 arimalsln •achgroup, ~~y, overthree lndepen­
dent eq><rlmonts. Rosultsare•xpressed as a pon:on• dcontrol arim,ls wilh 
moan t SIM; •p < 0.05. •p < o.oi ••p <0.OOL 

Cell sorting 
ASCor FAP laolatlon. ASCsortlng: ScAT-or PGAT· derlved SVFwere 
depleted ln CD4S" and CD31' cells uslng antl-CD45·FITC (Mlltenyl. 
130-116-S35) and antl-CD31·FITC antlbodles (Mlltenyl, 130-123-675) 
followed by antl·FITC magnetlc mlcrobeads (Mlltenyl, 130-048·701) 
uslng an autoMACS Pro Separator (MACS Cell Separatlon. Mlltenyl 
Blotec SAS) accordlng to che manufacrurer's Instructions. CD4S/ 
CD3r cells were then posltlvely sorted for Sca·l wlth antl·Sca-1 
magnetlc mlcrobeads (Mlltenyl, 130-106-641). lsolated ASCs were 
used for RNAseq experlments. for muscle Injection ln platelet· 
depleted or llpectornled animais (see mechods). or for ln vitro pla· 
telet/ASCs Interaction challenges (see methods). FAP sortlng: 
muscle-derl,-ed SVF were treated as above and used for RNAseq 
experlments. affymetrlx analysls (ccrl or l njured). and DNA 
extraction. 

Platel.et l9oladon. For platelet Isolation, total blood was collected 
(heparln tubes). centrlfuged (5mln. SOO xg; RTI and the plasma-rlch 
platelets was resuspended ln Tyrode's Buffer. Samples were cen­
trlfuged for two rounds (1900 x g. 8 min) and platêlets v,,ere stalned 
wlth PKH26 for S min at roorn ternperature. Alter another centrifuga­
tion sœp (1900, 8 min, twlce). platelets were resuspended ln aMEM + 
10'6 NCS (10' platelets/ml). Plate lets were used for ln vluo platelet/ 
I&:. Interaction challenges. 

Flow cytometry acquisition and data analysis 
To analyze the cellular composltionoffreshly harvested SVF Frorn ATs 
or muscles. they were lncubated (25 minutes. 4 "C, dark) wlth Phy· 
coerythrln (PE) CD31 (BO Blosclences #5S3373). CD45 (BD Blosclences 
#553081), Allophycocyanln (APC).Podoplanln (Blolegend #127410) or 
CD140a (Blolegend #135908). Flooresceln lsothlocyanate (FTTC)-C031 
(BD Blosclences 115.53372), CD45 (BD Blosclences #553080). CD34 (BO 
Blosclences #553733) or Sca-1 (BD Blosclences #SS33l5), VSOO- Sea·! 
(BD Blosclences #561228) antlbodles or theapproprlate lsocype con­
trois (Rat lsotype PE lgG2a, BD Blosclences #5S3930: Mouse lsocype 
APC, Blolegend. #4-02012; Rat lsotype APC lgG2a, BD Blosclences, 
#5S3932:Rat lsocype FITC lgG2a. BD Blosclences. #554688: Rat lsotype 
BVSOO lgG2a, BO Blosclences, #S60786) ail at dilution 1:100. Alter 
washlns the labeled œlls were quantlfted on LSR Fortessa flow cyt· 
orneter and analyzed uslng F>CSDlvasoftware v9.01 (BD Blosclences) 
and Flowloglc"" software v7.21. 

For the phenotyplc characterlzatlon of ASCs and FAPs asso· 
ciated wlth T·Dlstrlbuted Stochastlc Nelghbor Ernbeddlng (!SNE) 
representatlon. the SVFs were lncubated wlth REA human antl· 
mouse antlbodles (PerCP·Vlo700-CD45, PE-CD31, FITC-CD34, PE· 
Vion o -Sca-1. APC·VionO-CD140a.. Mlltenyl. respectlvely #130-110-
801, #130-111-S40, #130-117-n 5. #13o-t06-258. #130-125·991), 
classlc rat antl-mouse VioBlue-CD90.2 (Mlltenyl, #130-102-345), 
Viobilicy"' 405/S20 Flxable Dye (Mlltenyt, #130-130-404) and rat 
antl·mouse APC· Podoplanln (Blolegend #127410) and the appro· 
prlate lsotype controls (lsocype PerCP·Vio700. Mlltenyl. #130-113-
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453: lsotype PE. Mlltenyl, Il 130-113-4S0: lsotype FITC, Mlltenyl, 
# 130-113-449; lsocype PE.-Vlon o, Mlltenyl, #130-113-4S2; lsocype 
APC-vtono. Mlltenyl, #130-113-447; Rat lsotype VloBlue lgG2b, 
Mlltenyl, #130-102-661) all at dflutlon 1:100. The œlls were quand­
fted on LSR Fortessa 6ow cytometer and analyzed uslng FlowJo"" 
software V10.6. uslng the !SNE. tooL 

Natu111 Communications I (2023)14:80 

Proliferation and cdl de;ith tests 
Proliferatlon ln vivo was assessed wlth the Click Plus EdU 488 Flow Kit 
(Ufe Technologies) followlng the manufacrurer's Instructions. Brlefty, 
animais were lnjected !P wlth E.du (40 mg/g) Just alter the muscle 
lnjury, (Le. 24 hr before sacrifice, such as descrlbed by Lemos et al' ). 
lsolated muscle SVF-derlved œlls were llxed and permeablized and 
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Ag. 7 1 Thoorigln,oll!hoASC. rnen'Olrd<tennlnn mu>de--n,out• 
come. A Mode! ofbllaœ:ralliJ>e:tomyand ASCinj«tlon. Tho flgurewaspartly 
gmerated usilng Ser*rModlcal Art. provided byServier, licensed mdera C~ati"' 
Commons Attrt;,ution l.0u~'rted Mœnse B Timecou=ofmRNA expression of 
ITl}<lgenk gene,,lnquadriœpsmu11=lefmm contro1 and (;ly1ajural anlmils wlth 
and wlthoutllp,ctomy_n • • (Ctr1)and ) 4 at ) dpl )4 at 7 dpl)4 at M dpi 
arilmals o...,, three independent, e,c;perments. CI nmunchlstologlcal confocal 
mages of quadrlœpsmuscle>at 7 dpi (Qy+/-- plèlet depletlon)_Barscales SOO 

(top) and S0QJCl<tom)I""- D !nmunohlotaloglcaH1asal quantlllcation of l1!IJffl' 

eratlve(WCAœntronudeat<!d fl>e~ nu>defl>ersat7 qpln • •<0~). 6(Qyj, and 
9 (Qy-5<:AT) animalso=three independent•xpelimen<s-1 FAPmm~quant,, 

fication ln (}.)",inju~ orc-rol !00$Cl<,with orwllh;,utScATliJ.ctomy_ n • 17 

further lncul:lated Fm 30mln wlth a Click !t re.actlon oocktall tD re,,eal 
Edu stalnlngwlth Alexa Auor488 ln prollferativecells. 

For apo prose/nec rose eva I uatlo n. In Situ Cell :Death Detecrlon klt 
(ROCHE) was used foUowlng manufacturers' lnstrootlons. Shortly, 
lsolated SVF-derlved cel ls were lixed and perme.ablllzed before the 
TIJNEL stalnlng (labeRng solll[lon + enzyme) For U10ur at 37 "C. 
Stalned ce lis were quantlfted byflow cyrometry on 'LSR Forressa (BD 
Bl.osclenœs) and analyzed uslng FACSDlvav9.0.1 (BD Blosclenœs_l and 
Flbwloglc"' softwares v7.2.l. 

Clon~nic assay 
SVFcells fromATormusclewere plaœdat400cells/cm2 1n S mLl'las~ 
wlth aMEM + l Ol\\NCS+ll!i ASP at 37 °C wlth .5l!i CO,. Medium was 
totaUyremovedalter24 hours .. andthen partlalychangedevery 2days 
for 11 days. Stalnlng of the CFU-F was performed wlth RAt stalner 
MCD h Kit ( RAL D lagnostlcs) fo Howi ng manufacture r's I nstructlons. 

Adipogenesis assay 
SVF cells from AT or muscle were plaœd at a denslry of 60 000 
ce Us/cm2 ln aM EM +1 œl NCS at 37 "C wlth .5l!i C02. Alter 24 ho urs, 
medlumwas ,emovedtoeUmlnaœ the non-adherentœlls. and replaœd 
by adlpogenlc medium (aMEM, 2% NCS, Dexamethazone 33 nM, !nsul ln 
S mg/mL., Roslgllmzone lµM. TI lOµM. Transferrln 10..,g/ml.). Afœr 
4 days of Incubation. rned lu m was removed and cells were elther fued 
For filrther red oil stalnlngor frozen at - 20"C for RNAsextractlon. 

Cell migration assay 
A!?l:.s migration assay was performed using the loc uCyt~ S3 Li\e-<:ei l 
Analysls System (V201923.7219.27S17-1. 20198 Rev2 GUI. Essen­
bi.oscience). ASCswere i¾,lat1,d from mlceScAT or humansamplesas 
descrlbed above an:I were plated at adenslt,y of2000cen per well ln a 
96-well plaœ locludlng a resavoir and an optlca lly cle.ar membrane 
lnsertassemblywlth laser--etdhed 8 Jl'll pore. f'ormlce mlgratrlonassay, 
the reservolJS were loacled wlth 200f11 of plasma (SOl!i) obtalned from 
animais lnjured or not For human ml'gratlonassay, the resen.'Olrs were 
loaded wlth 200f11 of human serum at 25% from healthy \<olunteers 
belhre or 1 hour after exerclse. Cell migration acrOS.$ the pores was 
automatlcaUy quantlfted For over 30h or 40 h For human and mouse 
A!?l:.s respecti,\e ly. Migratlonwasanalyzedvla the tocucyce S3 software 
(Essenblosclence) and area under ourves were calculaœd and com­
pared uslng GraphPad Prlsrn software \9 {GraphPad Software'). 

Platelet/ASCS interaction assay 
F reshly lsolated ASCs were plaœd (80,000 ce l s/cm2) ln aMEM + lOl!i 
NCS wlth .5l!i C02,. At ASCs conftueoce, 100.000 freshly lharvested 
pla11,lets stalned wlth PKHU, (see above) and orlglnatlng from ctr l' or 
lnjured animais were added to ASCs 1hr 1 hour (37°C, SlliC02). Then, 
medium was removed, ce lis were rlnsed wltlh phosphate-buffere<I sal­
ine {PBS) and ftxed wlth 3,ï';ll; PFA. Nuclel. were stalned wlth DAPt. 
Acquisition and analysls or data were perforrned wlth Operetta" :s.ys­
tem type HH.12 (Perkln Elmer). tn order to evaluate the roleof podo· 
planln on thls cell Interaction. antl-Podoplanln biocldng antlbody 

Nature Communi~ lons 1(2023)14:80 
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(Qyj. n (Ctrt-S<AT). and ll(CJy·ScAT) onlmils o"',ff"' mdepmdent exptrinmws. 
F ASC numœr quantification ln Qy-mjural ore-roi l'<;ATwkh or wlthout ScAT 
~pectomy. n • 6(Ctni 8(CJy), 8(CM-6r.ATI. and 8 (Q)"ScAT) animais o...,, four 

,indepmdent """"'ilnmts. G lmmunohlotaloglc,al oonfocal mages of quadrkeps 
Qy-~u~ and ,_roi muscles at 7 dpl wlth o.- wlthQut llptttcmy. Bar scol<,s,SOO 
(tq>) and S0Q,onom) µm.HIIIIIIIIJIIQ~IQgcoW.,.-i qu"'11lflco,1Qnofregm-­
"""lve(W(;A œmronucleat<!d 11,ers) mu>de fl>e"' at 7 qpi n • 6((Jy). 9((}.y· 
ScA T). 6 (Q)"ScA T +ASC<ScATI). and S (Qy·ScAT+ASÇ(l'(;A T)) animais o...,, five 

,inde-penœnt """"'ilnmts. l Got.,,nanalyslsbe.tween ScAT and PGAT·deri~ 
AXs. Resuhs are,xpmsed aspercmtageof contmlanlmals wlth mean±SEM; 
'p < 0.05. ~p < 0.01 -p < 0.001 -•p< 0.0001"' Ctrl. 

(Abcam,abl1936, 10..,g/ml )wasaddedtothe culture medium on ;so. 
be fore plat1, let additlQn. 

lm munolhistodternistry 
FAP/ASC lrmumohlstology. Paraformaldehyde (PFA) (4%) flxed 
muscles and ScAT were embedded 'ln agarose 2 tD 3% For 1 hour and 
sllced with Vlbrosl lcer" S100 mz {Campden lnsuurnem:s) {300 jJlll 
thlck). Samples were permeabUlzed wlth Triton XlOO (0.2)6 ln PBS) 
before non-speclfk antl~n saturation wlth BSA3l!i and Goat serum ln 
PBS. Tlss ue sectfons were i ncubated wlth Goat a nti-mouse CD140a 
(R&D AF1063,, 1:100), rabblt antl-mouse ÇD4S (orb 1Œ28 or sc-53665,, 
1:100). rat antl-mouse CD31 (BD S50274, 1:100) , rat antl-mouse Sca-1 
(BD 557403; 1:250) , hamsœr antl•mouse podoplanln (ftlbcam 11936. 
1:250) .. antlc GFP pr lmary antlbodles (Abcam ab12181:200) ro r24 lhours 
at 4 •ç under constant agitation. Se,erali washlng wlth PBS were per­
formed,, and then sections were lncubated with secondary antlbodles 
(Oonkey antl.-goat 488/647, dorîkey antl-rabblt 594 , goat arcl--rabblt 
647, donkey antl-rat 594,, chic ken anH-rat 647, g(latanti"hamsœr 488/ 
568,, ail from lnvltrogen by Thermoftsher Sclentlfic. respective reœr­
encesAllOS8, A21447, A21207,A2l24S, A21209. A21472,A21110., A21112 
and used a t a dilution of a t 1:25 0) for 8 lho urs at RT. Afœ r Sf\'e rai 
washes, nucleus were sl:llned with DAPI, and Images were obtalned 
uslng ZEISS L.sM780 Confocal microscope (Zen Blue v23--Z) and ana­
lyzed wlth Zen Blue v23-2. AJI V2.1.0·1 and !MARIS" v 8 and 9,.9.1 
(Bltplane) software. 

Regenera11onevaluatlon. Mouse muscle sampleswerecl')'Opreserved 
1 n OCT Froze n In l lquld nltrogen-<JOOled lso penCI ne; Sam pl es we re then 
sectlonedatlOµm on acryostatand postflxed w lth 4l!iPFA forlOmln 
at IIT. Afœr antlgen retrl.eval step,, slides we re lncubated wlth PBS 
contalnlng Trltnn 0.5% (10 min, Rn and further perme.abUJzed (TBS. 
glycine lOOmM, Q1l!i Triton XlOO, lOmln,, Rn. They were bloo~ed 
wlth 2% BSA (1 h,. RT) , TBS rlnœd, and stalned overn ight wlth WGA 
(Thermoflsher. Wl1261. 1:500) (4°C. molst chamber). Alter washlng 
wl th TBS, sections were soaked for 10 min ln DAl'I sol ut Ion and washed 
once wlth TBST and TBS before mountlng wlth antlradlng mountlng 
medium. Images were obtalned with ZEISS LSM780 Çonfocai micro­
scope and analyzed wlth. F§I v21.0-1 and !MARIS" \'Il and v9.91 (Bit­
plane) software. The sl:ze and distribution ot myoflbers wlth central 
nuclel was calculated from WGA-DAPt stalnlng on all libers of the 
section and are.a determlretlon were performed across the entire 
sections us lng an auto mated lma~ proœsslng algorithm ( A JI \'2.L0-1). 

IMCT quantlflcatkln. Mouse ,muse les sam pies were ca refully dls.sected 
at 14 dpi an:I fixed 24 1h ln PFA (4%). Muscles were t hen embedded ln 
agarose 3% tor 1 hour and sllced longltudl na ly wlth Vlbrosllcer'I 
5100 mz (Campden Instruments) (300Jl'll tlhlck). Second Harmonie 
generatlon (SHG)of collagen flbers lmaglngwas perforrnedon muscle 
sectlonswltha laser scarming microscope (LSM880; Carl ZelssGmbH. 
Jena, Germany) comblned wlth a pulsing t ltanlum sapphlre laser 
(Coherent, vlsslonllt xyz stacks lma~s were acquired wlth a x2.5 
objective ,(NA0.12. Carl Ze~. G mbH) wllh mosalctlle mode toaoquire 
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the en!lre muscle section. The SHG signal or oollagen llbers. andauto­
ftuoresœnce slpls were detected at 830 nm excitation wavelength 
and respecrlvely detected ln a range or 4Œ-420 and 446-69S nm. 
Muscle IMCT deposldonwas scored bydetermlnlng the rela!lveareaor 
pixels exhlbltlng a slwilflcanc SHG signal oFthe en tire muscle section 
wlth a semi-segmentation proce~ uslng the Fjl distribution (http:// 
paclt\c.mpl~gde/wlkf/lndex .• php/AJI) or lmageJ (lmageJ-w1n64. FIJI v 
2.1.0-1). S---9 muscle sections were analyzed per animal ln order co 
recapltulace the lMCT deposi!lon oFthe encire quadriceps muscle. 

RNAs and genomic DNA extraction, and RT-qPCR 
Extrac!lon was perFormed on rrozen cells or whole tissues uslng RNA 
Extrac!lons Mini kit (QaGEN) Folowing manuracturer's Instructions. 
Brlefty, samples were unrrozen ln Rl. T and lysed with dssue lyser 
(Ql>liEN). Samples v.ere passed through oolumns wlth washlng sceps 
co puri fy RNAs. Eluclon was perFormed wlth RNAse free water, and 
RNAs concentration was evaluated wlth Nanodr<>P" 2000c (Thermo 
Sclentl6c). 

Genomlc DNA was obtalned wlth QaAmp DNA Mlri Kit (QlaGl:N) 
rollowing manuracrurer's lnstruc!lons. Cells were lysed and passed 
through column co blnd DNA, and alter cwo washlng sceps genomlc 
maœrial waseluted ln Elutlon Buffer. Genomlc DNA conœncraclonwas 
measured uslng n Nanodrop• 2000c; and then scored ac - 20°C. 

For qPCR. RNAs were reverse cranscrlpted uslng Hlgh capaclcy 
reverse transcriptase (lnvlcrogen) and diluted at SO ng/pl ln RNA.se­
Free water. Then, qPCR was perFormed uslng Fast SYBR• Green Mlx 
(Applled Blosyscems) on 96/384 wells place, results were acqulred 
wlth Scep()ne v2.3-3 and Vlla7 devlces (UFe Technologies) and data 
were analyzed wlth Real-Tl me qPCR Studlo(Ufe Technologies) uslng 
the 2- M Ct method oompared to Ctrl condition. Ali primer sequen­
ces are provlded ln aseparate excel Ille called Supplementary Data 2 

RNAseq 
Total RNA wasexcracced uslng Zymo mlcroprep kit (Ozyme) acoordlng 
co the manuracrurer's Instructions. RNAseq (palred-end, 12S bp) was 
carried out by BGl Genomlc Services uslng crlplicaœs For each oondl­
tlon. Raw data were processed as Follows. Sequenclng reads were llrst 
ftltered, uslng FastqJllumlna_ftlœr v Qj, and qualicy control or lllœred 
reads was perFormed uslng FastQC v O.ll 9. Ficered reads were then 
allgned onco the mmlO mouse genome uslng HtSAT2 v 22.1 and 
oounts per gene were quandfted uslng FeatureCounts from Subread 
package v 201 on the mmlO cranscripts annotation obtalned from 
UCSCgenome browser. Dlfferen!lal expresslonandstatlstlcal analyses 
were performed uslngDE.Seq2 v l34.0. Tooompare gene expressions. 
we used the Followlng cutofls: LOG2FC> O.S8 and p value <0.0S. To 
generace heatmap, we selecœd the 3000 mosc variable genes uslng 
ldep \'t'rslon 0.96. RNAseq data ha\oe been deposlœd under the 
accession numbe r GSE214883. 

Sing.le-cell RNAseq analysis 
Data from Oprescu et al.17 and Malecova et al.15 were obtalned and 
analyzed uslng Seurat package v 4.U 

Human clinical study 
Young active men (age 23.3:!: l 7 years; BMl 23.3 :!:0.4kgm .. ; VO., 
max 47.S:!: l6 ml kg· • min"') were recrulted cotakepart ln thlsstudy. 
The prococol was approved by the Dublin City Unl\oerslcy Ethlcs 
Commltteeand conducced ln acoordance wlth the cri ter la sec by the 
Declaratlon or Helsinki ; ail subjecrs gave wrltten lnformed consenL 
Participants were lnstrucced co refrain from exerclse and co repll­
cace food lntake the day before each cr iai. ln the mornlng, Followlng 
an overnlght rase, participants layon a bed for 1-hr after arrlvlng ac 
the lab. A blood sample was taken and chey then exerclsed on a 
bicycle ergomecer at 60% VO, peak For 1-hr. V02 peak was decer­
mlned on a cycle ergometer startlng ac 70 watts and lncreaslng ln 
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3o-watt lncrements e\oery 3 minutes uncll exhaustion. A blood 
sample was taken ac the end or the exerclse. The lntenslcy was 
decermlned uslng the results or an lncremental exerclse test to 
exhaustion. GDF- 15 proceln levels ln blood samples were deter­
mlned by ELISA (R&D Systems). 

Human AT samples 
ATwas obtalned rrom pa!lenis who provlded prior wrltten lnFormed 
oonsencaccordlng ID the ethlcsoommltteesoFToulouse Hospltals. AT 
was harvesced durlng plas!lc surgery (abdomlnoplascy) From chree 
adule patients (female, age 47.6 :1:3.7 yeais, BMl 26.7- 0.9kg m· ') ac 
Rangueil Hospital (part or CHU ofToulouse). 

Human AT·SVF isolation 
Human AT was dlgested For 4S minutes ln a-MEM (GIBCO) contalnlng 
oollagenase (NB4, Co~r. 0.41U/ml), Dlspase Il (Roche, l6Ul/mL 
Base O. ln a water-shaklng bath ac 37 OC. After digestion. an equal 
volume or a-MEM was added co stop enzymatlc d igestion. The cells 
were passed througha 100-µm ftlcer (Steriftlp, MUllpore, Blllerlca, MA) 
and then centrifuge<!. The pellet was resuspended ln a-MEM oontaln­
lng 2" PLP and the tOtal number of ce lis ln the SVF was counced. 

Statistical analysis 
Data are expressed as the mean±s.e.m Sta!lstlcal analyses v.ere per­
Formed uslng Student's t test (cwo-slded paired or unpalred) or one­
way ANOVA followed by the pose hoc Dunnett'sand Tukey's œscwlth 
GraphPad Prism software v9 (GraphP.ld Sortware). P values less than 
-p < 0.0S; -p < 0 .01 and -p < 0.001 were sta!lsclcally slgnlflcanL 

Reporting summary 
Further lnFormaclon on research design ls avallable ln the Nature 
Portfolio Repor!lng Summary llnked ID thlsar!lcle. 

Data availability 
Data underlylng Ag. 2A-E, H; -C, F-H; 4A-C; SA, C, E-G; 6B, C, E-H; 
78, C E-H, lare provlded as Source Data llles. The remalnlng data and 
Supplementary Figures are avaflable wlthln the article or from the 
authors upon reasonable requesL Data rrom the human oohorc of 
exerclsed patients ln thls study are not pubRcly avallable bue can be 
requesced asabove. The RNAseq data ofprlrnary ASCs and FAPsgen­
eraœd ln thls study have been deposlced ln the NCBrs GEO under 
accession rode GSE214883. The slngle-cell RNAseq data from Oprescu 
ecal.17 and MaleoovaecaL 15 reanalyzed cogenerace Ag. l Eareaccesslble 
under accession rodes GSE138826 and GSE100474, respec!lvely. 
Confocal and Tv.o-phocon lmaglng dataselS, whlch are se\oeral glga­
byces, wlll be promp!ly made avaYable upon request bue are noc 
lmmedlately avallable for download due ID Ille slze. Source data are 
provlded wlth thls paper. 
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Adipose tissue is a source of regenerative cells that augment t he repair of skeleta l muscle 
after injury 
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Figure 51 : Validation of mouse models of muscle injury 
(A) Principal component analysis (PCA) of RNAseq expression values of FAPs and ASCs isolated from injured (1 
dpi) and control animais. (B) Representative images of Hemalun-Eosine stained muscles from control uninjured 
mice (0 dpi) and during muscle regeneration (Gly, 3 to 14 dpi). Regenerating fibers are detected with the 
presence of centronuclei. Bar scale 200µm. (C) Expression of proinflammatory cytokines at 1 dpi in injured 
muscles (Gly, CTX) compared to uninjured muscle (Ctrl). n= 4-10 (Ctrl), 5-6 (Gly or CTX) animais over 4 
independent experiments. (Dl Representative image of positive and negative gates w hich were set by 
analysing isotype or unstained control sample in each analysis. (El Comparison of in vivo EdU incorporation in 
FAPs by flow cytometry after Gly damage at 1 dpi. n=8 animais at all time points over 3 independent 
experiments. Results are expressed as mean ± SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs Ctrl. 
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Figure S2 : Both FAP increase and ASCs decrease are injury-dependent effects and do not modify 
body weight and glycemia of the animais. 
At 1 dpi with NaCI 0,9% injected in the quadriceps muscle, CD4S· cells (A) and FAPs (B) were 
quantified in the muscle by flow cytometry analyses. For A, n= 12(Ctrl), 4 (NaCI) animais of 2 
independent experiments. For B, n= 14 (Ctrl), 5 (NaCI) animais of 2 independent experiments. ASCs (C) 
or CD4S• (D) cells from t he ScAT were quantified by flow cytometry analyses at ldpi w it h NaCI 0.9% 
injection in the quadriceps muscle. For C, n= 6 (Ctrl), 5 (NaCI) animais of 2 independent experiments. 
For D, n= 3 (Ctrl), 4 (NaCI) animais of 2 inde pendent experiments. Time course of body weight (E) and 
glycemia (F) in uninjured (Ctrl) or muscle injured (Gly or CTX). For E and F, n=3 animais for ail groups at 
each time point. Results are expressed as mean ± SEM. Statist ical significance is set at p:50.05. 
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Figure S3 : Validation of the fat grafting model. 
(A) Representative image of grafted ScAT (delimited by the white dashed line) inserted in the host 
adipose tissue (left panel). Fluorescent image was performed to visualize functional revascularization 
with lectin staining (red) injected in vivo 7 days after the grafting (right panel). Bar scale : 1 mm. (B) 
Gating strategy of muscle-derived SVFs from CD34-GFP grafted animais which were glycerol injured (lnj­
Gly) or not (Ctrl), here is presented a non-fluorescent animal as an internai cytometry control. (C- D) 
GFP genomic expression ana lysis of CD34· -GFP cells infiltrated in organs of grafted mice at 1 dpi. For C, 
n= 5 (grafted) and 3 (grafted+Gly) animais over 2 independent experiments. For D, n=12 (Forelimb, liver 
and kidney) and 8 (GFP) animais over 4 independent experiments. (E) Madel of ScAT grafting from 
Rpsa26mT/mG (red) or CAG:KikGR (green) mouse into WT C57Bl/6 mice, the figure was partly generated 
using Servier Medical Art, provided by Servier, licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 
unported license. (F) Flow cytometry analysis of the SVF from injured muscle of the mT/mG grafted 
mice (1 dpi). (G) lmmunohistological confocal images of injured quadriceps in CD34-GFP grafted mice at 
1 dpi in situ (arrowheads point CD34-GFP·/Podoplanin•/CD4S- or CD34-GFP·/CD140a•/CD31-/CD4S­
cells). Bar scales, 10 um (left and middle panels), 20 and 2 um (right panel). Results are expressed as 
mean ± SEM. Statistical significance is set at p~0.05. 
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Figure S4 : Effect of platelet depletion on gene expression of early markers of muscle regeneration 
(A) Time course expression of myogenic genes in quadriceps muscle from injured animais in the 
presence (Gly) or absence (Gly + aPL) of platelets. n= 8-14 (Ctrl), 3-9 (Gly), 4-6 (Gly+a PLA) animais over 
4 independent experiments. Results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance is set at 
pS0.05. 
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Figure SS: lime courses of body weight (A), fat mass (B), Perigonadal adipose tissue (PGAT) mass (C) 
food intake (D) and blood glucose (E) in sham control and lipectomied animais up to 28 days post­
surgery. 
For A-E, n= 3-5 (Ctrl), 3-9 (Ctrl-ScAT) animais over 3 independent experiments. PGAT (F) and Quadriceps 
muscle (G) mass in sham and lipectomied animais 1 day post muscle injury with glycerol. For F-G n=9-16 
(Ctrl), 10-22 (Ctrl-ScAT) animais over 5 inde pendent experiments. 
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To coordinate specialized organs, inter-tissue communication appeared during 

evolution. Consequently, individual organs communicate their states via a vast interorgan 

communication network (ICN) made up of peptides, proteins, and metabolites that 

act between organs to coordinate cellular processes under homeostasis and stress. 

However, the nature of the interorgan signaling could be even more complex and 

involve mobilization mechanisms of unconventional cells that are still poorly described. 

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) virtually reside in all tissues, though the biggest 

reservoir disoovered so far is adipose tissue where they are named adipose stromal 

cells (ASCs). MSCs are thought to participate in tissue maintenance and repair sinœ the 

administration of exogenous MSCs is well known to exert beneficial effects under several 

pathological conditions. However, the role of endogenous MSCs is barely understood. 
Though largely debated, the presence of circulating endogenous MSCs has been 

reported in multiple pathophysiological conditions, but the significance of such cell 

circulation is not known and therapeutically untapped. ln this review, we discuss current 

knowledge on the circulation of native MSCs, and we highlight recent findings describing 

MSCs as putative key components of the ICN. 

Keywords: adipose tissue, native mesenchymal stromal cell, stroma homeostasis, enck>genous reservoir, rare 
cells in circulation 

INTRODUCTION 

Each organ is a combination of a functional compartment, the parenchyma, and a stromal 
compartment, the stroma, supporting the parenchymal cells of the organ (Feeback, 1987). The 
main function of the stroma! compartment is to structure and remodel functional tissue in 
order to ensure organ homeostasis (Scadden, 2012). ln normal tissue, stroma maintains the 
tissue microenvironment and sustains cell growth in various ways with spatial and temporal self­
limitations (Huet et al., 2019). Conversely, stroma imbalance nurtures organ imbalance, which 
can eventually lead to twnor progression (Valkenburg et al., 2018). Among the cel! types residing 
in the stroma, mesenchymal stem/stroma! cells (MSCs) are key components allowing stromas 
supportive function . MSCs attract lots of attention because they hold great promise for a multitude 
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of emerging therapies in regenerative medicine since they 
promote tissue repair in various degenerative contexts such as 
osteoarthritis, bone defects, myocardial infarction, inflammatory 
bowel disease, or neurodegenerative disorders. As such, they have 
been the subject of clinical trials for more than 20 years (Galipeau 
and Sensébé, 2018; Pittenger et al., 2019}. MSC identification 
and characterization rely on in vitro work, and long steps of 
culture are needed to collect a usable amount of cells (Dominici 
et al., 2006). Culture-expanded MSCs consist of a heterogeneous 
population of cells exhibiting various phenotypes and functional 
properties, and the extent of these properties depends on the 
tissue, donor, and species of origin, isolation technique, and 
culturing protocols (Ankrum et al., 2014). Such variations are 
known to litnit the potential of MSCs for dinical translation, and 
strategies to enhance engraftment are needed (Hou et al., 2005; 
Hénon, 2020). 

ln the past few years, investigating the endogenous repair 
mechanisms of injured tissues has paved the way for future 
"in situ" strategies to potentiate the body's own repair capacity 
(Andreas et al., 2014). In this regard, pharmacological activation 
of endogenous stem cell mobilization from either the blood 
or a tissue-specific niche is a promising approach (Krankel 
et al., 20 11 ). Consequently, both triggering and controlling 
the endogenous mobilization of MSCs represent an additional 
strategy to achieve effective tissue repair and regeneration. ln 
this review, we present the current state of knowledge and 
unresolved gaps about the circulation of endogenous MSCs and 
propose MSC interorgan trafficking as a complementary pathway 
of communication. 

WHAT DO WE KNOW ABOUT THE 
CIRCULATION OF ENDOGENOUS 
MESENCHYMAL STEM/STROMAL 
CELLS? 

Circulating Mesenchymal Stem/Stromal 
Cells: Myth or Reality? 
Studies reporting the mobilization, circ,ùation, and recruitment 
of endogenous MSCs are sparse and heterogeneous (Roufosse 
et al., 2004} and generated lots of conflicting results (Ojeda-Uribe 
et al., 1993; Lazarus et al., 1997; Zvaifler et al., 2000; Wexler et al., 
2003}. Consequently, the presence of blood circulating MSCs is 
still debated (Mansilla et al., 2006; Wang et al., 2006; Hoogduijn 
et al., 2014). 

Yet, several studies show that endogenous MSCs are found in 
the bloodstream of various species, but their frequency is rare 
[0-0.025 colonies/10'6 of peripheral blood mononuclear cells 
(He et al., 2007)]. Conversely, the circ,ùation of endogenous 
MSCs greatly increases in response to various types of injuries. 
Indeed, skeletal traumas, regardless of their severity (Alm et al., 
2010), cardiomyopathies (Marketou et al., 2014, 2015), coronary 
syndrome (Wojakowski et al., 2008), ski n burns (Mansilla et al., 
2006), üver damages (Chen et al., 2010; Liu et al., 2015), and 
some types of cancers (Fernandez et al. , 1997; Bian et al., 
2009} are some examples of clinical situations triggering this 
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increase. Whether endogenous MSCs circulate in vivo is not a 
matter of debate anymore but rather a malter of methods of 
investigation, titne frame (Churchman et al., 2020), and clinical 
co ntext. Such limitations relate to a lack of p recise knowledge 
of functional, phenotypic, and molecular criteria that define 
endogenous circulating MSCs. 

lmmunophenotypic Characteristics of 
Circulating Endogenous Mesenchymal 
Stem/Stromal Cells 
Despite extensive efforts to characterize MSCs, the 
definition of in vivo identity(ies) of MSCs is still very 
obscure (Parekkadan and Milwid, 2010). ln humans, 
the canonical MSC surface marker combination 
CD13+ /CD44+ /CD73+ /CD9o+ /CDI05+ /CD34-/CD3l - /CD45-
directly derives from their in vitro culture expansion (Dominici 
et al., 2006). However, many factors, from the harvesting 
methodology to the conditions of cell cttlture, dramatically 
influence MSC phenotype and functions (Bara et al., 2014; 
Jones and Schafer, 2015; Pittenger et al., 2019; Walter et al., 
2020}. ln that regard, we and others have demonstrated that 
cell surface marker profiles of in vitro expanded human MSCs 
differ compared to freshly isolated cells and those residing 
in their native microenvironment (Sengenès et al., 2005; 
Maumus et al. , 201 l ; Bara et al., 2014). In particular, the 
absence of CD34 is considered among the prerequisites to 
identify MSCs; however, we have shown that CD34 is strongly 
expressed in native adipose-derived MSCs and that cell culture 
abolishes its expression (Sengenès et al., 2005; MaLUnus et al., 
2011). Moreover, though some of the MSC markers appear 
constitutively expressed regardless of environment (Jones et al., 
2006), "immunophenotypic drifts" are expected while MSCs 
circulate. Jndeed, the expression of membrane markers such 
as CD29, CD44, CD73, and CD90, which all regulate MSC 
adhesion/migration processes, is known to change dramatically 
to allow MSC detachment and further migration (Rege and 
Hagood, 2006; Ode et al., 2011; Qian et al., 2012; Xu and Li, 
2014). Consequently, using flow cytometry analysis with a 
combination of surface markers (validated in vitro) to detect 
circulati ng native MSCs may lead to underestimation and 
generates conflicting results when compared with studies using 
functional assays to detect MSCs [such as colony-forming 
unit-fibroblast (CFU-F) activity] (Fellous et al., 2020; Figure 1). 
Indeed, the level of blood cirntlating c045- /CD27I+ MSCs 
shows higher correlation to CFU-F numbers than the one of 
CD45- /CD73+/CD90+/CDI05+ MSCs (Rebolj et al., 2018). 
This illustrates that understanding MSC heterogeneity holds 
promise for refining the definition of MSCs. ln that regard, tl1e 
analysis of MSC heterogeneity from various tissue [bone marrow 
(BM), adipose tissue (AT), skeletal muscle] is under active 
investigation using single-cell RNA sequencing technologies 
(Burl et al., 2018; Hepler et al., 2018; Baryawno et al., 2019; 
Wolock et al., 20 19). However, though powerful, those studies 
will inform about the signature(s) of native tissue-resident MSC 
subpopulations but will fail for circulating MSCs. Interestingly, 
high-throughput technology capable of efficiently capturing 
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without marker-based approach and molec,ùarly interrogating 
rare cells in the circulation at single-cell resolution is under 
development to study circulating tumor cells (CTCs) (Cheng 
et al., 2008). Those technologies will be of great utility both to 
capture and to enable single-cell transcriptome analysis of rare 
and limited cell populations of circ,ùating endogenous MSCs. 

How Do Endogenous Mesenchymal 
Stem/Stromal Cells Navigate in the 
Bloodstream? 
Little is known about the behavior of MSCs in flowing 
blood, and our current understanding mostly derives from 
intravascular infused cultured-expanded MSCs from which we 
could infer the behavior of native MSCs. While circulating 
MSCs are always considered to be isolated cells floating in the 
bloodstream, recent studies demonstrated the close interaction 
of MSCs witl1 the blood microenvironment. Indeed, using 
in vivo confocal microscopy, it has been reported that the 
majority of intravascular MSCs are in contact with platelets 
and/or neutrophils (Teo et al., 2015). Additionally, BM-derived 
MSCs bind platelets that shield them from surface adhesion, 
so that they barely adhere at ail in the blood flow via a 
mechanism involving podoplanin, the endogenous ligand for 
C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) (Sher iff et al., 2018; Ward 
et al., 20 19). CLEC-2 is being expressed broaclly, including in 
platelets, inflammatory leukocytes, and lymphatic endothelial 
cells. Moreover, platelet depletion decreases MSC trafficking to 
sites of injury (Langer et al., 2009; Teo et al. , 2015). Platelet 
fonctions extend beyond the immediate environment of the 
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thrombus (Golebiewska and Poole, 2015). For instance, they play 
important roles for tissue regeneration (Eisinger et al., 2018), 
and they also contribute to tumor metastasis (Tesfan1ariam, 
2016). Indeed, it is admitted that CTCs are partly covered with 
platelets to provide them with "stealth" properties and help their 
survival in the circulation, where they are challenged by physical 
forces in the circ,ùation ( ieswandt et al., 1999; Heeke et al., 
2019). Whether circulating endogenous MSCs are not single cells 
traveling the blood alone but are accompanied by other cell 
types and partners possibly modifying their immw1ophenotype 
needs more investigations (Figure ! }. However, targeting the 
interaction ofMSCs with other cells is a promising tool and future 
research to improve endogenous MSC detection, collection, 
and trafficking. 

What if Not Just the Blood? 
The peripheral blood is considered as the bona fide route for 
native MSC trafficking (He et al., 2007). Indeed, the detection 
of blood-borne CFU-Fs was earlier (Maximow, 1928) than 
the detection of BM CFU-Fs (Friedenstein et al., 1968, 1970). 
However, it is well established that some types of stem cells 
such as hematopoietic stem cells recirculate daily bet:ween tlie 
BM and the blood and egress to extramedullary tissues via 
the lymphatic system (Massberg et al., 2007). Until a few 
years ago, the composition of the lymphatic fluid was virtually 
unknown. This lack of knowledge was mostly due to the technical 
difficulty in cannulating lymphatic vessels and the small amount 
of collected fluid. Over time, some of these technical issues 
have been resolved, and as such, lymph "omic" composition 
in physiological and pathological conditions received a lot of 
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attention (Santambrogio, 20 18). However, the precise cellular 
composition of lymph is still obscure, and imnume cell transit 
was mostly investigated (Platt and Randolph, 2013). Yet, we have 
demonstrated that MSCs originating from AT, the ASCs (Zuk 
et al., 2001; Gimble and Guilak, 2003), are found in the lymph 
fluid in response to lymph node inflammation (Gil-Ortega et al., 
2013). Other studies indicate that systemically infused MSCs 
can be found in secondary lymphoid organs [e.g., mesenteric 
lymph nodes after intracardiac infusion (Li et al., 2012), lymph 
nodes, Peyer patches, spleen (Schwarz et al., 2014)]. Interestingly, 
Han et al. (2020) very recently reported the presence of lots of 
circulating cells able to form spheroids in the thoracic duct of 
a mouse mode! of melanoma, though distant metastases were 
not developed. Altogether, those data suggest that as cancer cells 
do, MSCs may exploit several bodily fluid systems as natural 
transportation routes (Follain et al., 2020; Figure 1). 

Whether the clinical context, fluid biomechanics, and tissue 
microenvironment have a role in the initial choice of the 
fluid route is unknown. As well, accessibility of blood and 
lymphatic vasculature may strongly influence the pathway 
taken for MSCs to transit. Finally, flow velocities and shear 
stress are lower in lymphatic vessels (Dixon et al., 2006), 
and lymphatic dissemination has been suggested as less 
deleterious than dissemination through the blood for some 
type of cancer cells (Wong and Hynes, 2006). Lymph fluid 
could thus represent a more fuvorable route for MSCs since 
their survival may benelit from the passive, low-shear system 
of fluid transport characteristic of lymphatics. Consequently, 
an improved understanding of this process might provide 
a new avenue for targeting MSC transit and might explain 
conflicting results. At last, the fibroblastic nature of MSCs 
allows considering extra-circulatory alternative routes, such 
as connective tissues, for MSC mobilization (Figure 1). The 
potential for such trafficking events, putative mechanisms, and 
potential functional roles represents important questions for 
future investigation. 

WHICH PHYSIOLOGICAL RESERVOIRS 
MAY BE MOBILIZED? 

MS Cs reside in virtually ail postnatal organs and tissues; however, 
not ail organs contain the same an1ount of MSCs (da Silva 
Meirelles et al., 2006; Crisan et al., 2009). BM is generally 
considered as the major reservoir of mobilizable MSCs (Koh 
et al., 2007; Koning et al., 2013). Nevertheless, together with 
the absence of unique specific markers, tl1e lack of MSC 
tissue-specific markers impairs the parallel analysis of varions 
physiological reservoirs. Consequently, it is very likely that the 
role played by extramedullary organs in participating in the pool 
of circulating endogenous MSCs is underestimated. Indeed, AT is 
a large source ofMSCs, named ASCs (Zuk etal., 2001; Gimble and 
Guilak, 2003). The uncultured stroma-vascular fraction (SVF) 
from AT usually contains up to 30% of ASCs. This is 2,500-fold 
more than the frequency found in BM (Fraser et al., 2008; Baer 
and Geiger, 2012). Consequently, AT represents so far the larges! 
physiological reservoir of MSCs. 
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In the attempt of investigating to what extent AT contributes 
to the pool of circtùating endogenous MSCs, we and others 
have shown that endogenous ASCs are mobilizable and that 
such mobilization is triggered in response to various types of 
stresses from inflammation to fat overload (Zhang et al., 2009; 
Kolonin, 2012; Gil-Ortega et al., 2013, 2014; Girousse et al., 2019). 
Consequently, AT also largely accounts for the pool of circtùating 
endogenous MSCs, but animal models are still needed to clearly 
evaluate tl1e respective part played by BM vs. AT. 

WHY DO ENDOGENOUS 
MESENCHYMAL STEM/STROMAL 
CELLS CIRCULATE? 

Whatever the reservoir, circulating endogenous MSCs belong to 
the group of blood-circulating rare cell populations, classified 
by Schreier and Triampo (2020) into "constructive" and 
"destructive" cell types. MSCs are mostly considered as 
constructive cell types because oftheir repair and/or homeostasis 
maintenance properties. The current knowledge on the 
ftmctional roles of MSCs mainly relies on studies using in vitro­
expanded MSCs (Keating, 2012; Galipeau and Sensébé, 2018; 
Pittenger et al., 2019). The struggles in clearly defining native 
MSCs negatively influence advancement in understanding their 
role(s) in vivo and what is more the role of their circulation. Last, 
since MSCs virtually reside in all postnatal organs and tissues (da 
Silva Meirelles et al., 2006; Crisan et al., 2009), one may wonder 
why MSCs circulate toward distant "injured/inflamed" sites, 
while resident ones cotùd perform the same activities. 

The lnterorgan Communication Network 
The long-term maintenance of an organism's homeostasis 
and health relies on the accurate regulation of organ-organ 
communication (Silvertl1on et al. , 2009). To do so, tl1e 
central nervous system regulates many organ behaviors using 
hormones or neurons and organs developed systems to directly 
communicate their states to one another. This interorgan 
communication network (ICN) is made up of soluble factors 
such as peptides, proteins, and metabolites that act bet:ween 
organs to coordinate essential and specialized cellular processes 
under homeostasis and stress (Droujinine and Perrimon, 2016; 
Figure 2). Recent studies show that more than 15% of the 
protein-coding genome encodes for roughly 3,000 secreted 
proteins, but only a handful of them has been properly 
annotated (Uhlen et al., 20 10; Lindskog, 2015). Consequently, 
the nature of the IC remains largely a mystery (Droujinine 
and Perrimon, 2013). The interorgan commmücation is seen 
to occur through secreted molecules; however, accumtùating 
data show that organs communicate their state via other ways. 
For instance, extracell,ùar vesicles (EVs) have emerged as a 
nove! messaging system of the organism, mediating cell-cell and 
interorgan communication (Gould et al., 2003). EVs are secreted 
membranous structures, entrapping nucleic acids, diverse cellular 
proteins, and metabolites, and are predicted to transfer their 
packaged molecules from one cell to another (Gmùd et al., 2003). 
EVs traffic to local or distant targets to execute defined biological 
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fonctions (Théry et al., 2009; Thomou et al., 2017; Margolis 
and Sadovsky, 2019). Consequently, the ICN encompasses other 
modes of communication than secreted molecules, and as such, 
whether the circulation of MSCs is a way of communication 
bet:ween organs needs to be considered. 

Circulating Mesenchymal Stem/Stromal 
Cells, a Way to Communicate Between 
Bodily Stromas 
As stated above, the stroma! compartment of each organ 
structures, nurtures, and remodels the functional compartment 
to ensure organ homeostasis. MSCs, being a central cellular 
component ofbodily stromas, can beviewed as stroma "sentine!;' 
sensing stroma! state and ultimately the organ state. The 
following scenario regarding the role of circulating endogenous 
MSCs may be proposed. 

Just as suggested for the regulation of body temperature or AT 
mass in the form of thermostat and adipostat, respectively, bodily 
stromas could be regulated by a set point to ensure the organism's 
homeostasis that we will name here the "stromastat." Organ 
failure leading to stromastat modification could be detected by 
resident MSCs and trigger the early and rapid transfer from 
MSC reservoirs to the failing organ. This early transfer of 
MSCs would support the resident pool of MSCs to allow the 
rebalance of the failing organ. In parallel, to ensure stromastat, 
data report that the mobilized reservoir may be replenished 
(Koning et al., 2013; Figure 2). Thus, a possible answer to the 
meaning of MSC circulation could be that MSCs may represent 
the cellular part of the ICN. lndeed, evidence that MSCs may 
belong to the ICN is accwnulating. For instance, following organ 
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imbalance (e.g., inflammation, metabolic stress), we observed 
that ASCs transfer very early from AT toward inflamed lymph 
nodes (Gil-Ortega et al., 2013) or injured/remodeling skeletal 
muscle (Girousse et al., 2019). Similar results were also reported 
for BM-derived MSCs in response to other inflammatory/injury 
contexts such as myocardial infarction (Fukuda and Fujita, 2005), 
cranio cerebral traun1a (Deng et al. , 2011 ), and encephalomyelitis 
(Koning et al., 2013). Interestingly, independently of the clinical 
context or the reservoir investigated, the common point of 
tl1ose studies is the kinetic with which MSCs transfer from 
their reservoir to the unbalanced site. Such interorgan MSC 
transfer involves few amounts of cells when compared to the 
pool of local MSCs. However, we and others have demonstrated 
tlrnt, though discrete, such infiltration dramatically impacts the 
fate of the organ repair/regeneration/ remodeling (Kwnar and 
Ponnazhagan, 2012; Hu et al., 2013; Koning etal., 2013; Girousse 
et al., 2019). ln addition to this, the impact of this rare MSC 
pop,tlation could be amplified by the production of EVs, like an 
inverted funnel eJfect. 

CONCLUSION AND PERSPECTIVES 

Both tl1e mobilization and circulation of endogenous MSCs in 
physiology and pathology are undoubtful as seen in the present 
review. However, there are sti ll several questions to be resolved 
before understanding the meaning of such circulation. One 
can argue that this is merely explainable because of current 
available technologies and lack of MSC-specific markers. lndeed, 
being a population of rare cells in the blood, we have only 
scratched the surface of the potential of circulating MSCs in 
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diagnostics and regenerative medicine. lt appears that in case of 
"emergency;' MSCs traffic from adipose or BM reservoir toward 
distant "injured/inflamed/imbalanced" organs where infiltrated 
MSCs trigger local mechanisms to allow repair/regeneration. 
In return, the MSC provider replenishes its own reservoir so 
that both compartments balance their respective MSC pools, 
suggesting the presence of a set point that we suggested 
to name the "stromastat'' (Figure 2). How the stromastat 
regulates organ responses to various stresses and pathological 
contexts is completely unexplored. This interorgan way of 
communication may be an unsuspected source of therapeutic 
targets to help in maintaining whole-organism homeostasis. 
At last, a better understanding of the control of endogenous 
MSC circulation, including the description of mobilization and 
attraction mechanisms, will represent an essential step that will 
condition their therapeutic potential. 
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Résumé 

Les progéniteurs fibro-adipogéniques (FAPs), cellules stromales mésenchymateuses (CSMs) résidentes 

du muscle squelettique, jouent un rôle crucial dans l'homéostasie et la régénération musculaire via 

leurs activité paracrine. Les avancées technologiques récentes dans le domaine du séquençage de 

I' ARN en cellule unique ont permis la description de l'hétérogénéité de cette population ce llulaire. 

Dans cet article nous présenterons les différentes sous-populations de FAPs en condition basale, 

lésionnelle ou de dégénérescence ainsi que leurs fonctions associées chez la souris et l'Homme. Nous 

discuterons ensuite de l'origine extra-musculaire possible d'une popu lation de FAPs post lésion. Ainsi, 

des travaux récents démontrent que des CSMs provenant du tissu adipeux et infiltrées dans le muscle 

pourraient participer à l'hétérogénéité des FAPs. 

Introduction 

En 2010, deux groupes décrivent dans les muscles squelettiques de souris la présence de progéniteurs 

fibro-adipogéniques (FAPs)[l, 2] . Les FAPs appartiennent à la famille des cellules st romales 

mésenchymateuses (CSMs) définies en 1974 par Friedenstein dans la moelle osseuse[3] et qui se 

caractérisent par leur capacité à se différencier en adipocytes, chondrocytes et ostéocytes. En outre 

les FAPs possèdent également une valence fibroblastique[l, 2]. Bien que les FAPs aient d'abord été 

identifiés dans un contexte physiopathologique visant à expliquer les mécanismes ce llulaires 

responsables de l'accumulation ectopique de graisse dans les muscles squelettiques, un ensemble 

d'études a mis en lumière depuis 2010 leurs rô les bénéfiques dans l'homéostasie et la régénération 

musculaire[4]. 

Comme la plupart des populations cellulaires, les FAPs présentent une hétérogénéité, soit intrinsèque, 

soit influencée par le microenvironnement. L'étude de cette hétérogénéité initialement réa lisée par 

des mesures d'expression génique sur FAPs triés et par cytométrie en flux s'est enrichie des 

technologies plus puissantes de séquençage de I' ARN sur groupe de cell ules puis en cellu le unique. 

Ainsi, cette revue a pour objectif de présenter succinctement dans une première partie les différentes 

sous-populations de FAPs et leurs fonctions identifiées chez la souris et l'Homme. Dans une seconde 

partie, nous discuterons de travaux récents mettant en jeu tissu adipeux et muscle squelettique, qui 

permettent aujourd'hui de proposer une origine extra-musculaire d'une population de FAPs 

participant à l'hétérogénéité de cette famille cellulaire. 
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1/ La Mosaïque fascinante des FAPs 

D'un point de vue fonctionnel, les FAPs sont décrits pour fournir un environnement de soutien aux 

cellules myogéniques; ils représentent la principale source de composants de la matrice extra­

cellualire (MEC), tels que les collagènes (par exemple ColGal, ColSal), la laminine (lama2, lambl) et la 

fibronectine (Fbnl)[S] . Cette structure joue un rôle essentiel dans la transmission de la force 

musculaire, fonction principale du muscle. Les FAPs permettent ainsi le maintien de l'organisation de 

la MEC et donc d'assurer la longévité de la fonction musculaire. 

a) FAPs quiescents : les gardiens de la structure 

Une vingtaine d' études fondées sur des analyses OMICS en cellules uniques ont documenté 

l'hétérogénéité de la population de FAPs. Chez la souris, Malecova et al. ont d'abord rapporté 

l'existence de 2 populations caractérisées par les marqueurs Tie2 et Vcaml; la forte expression de 

Vcaml étant préférentiellement associée à un profil pro-fibrotique[G] . Par la suite, d'autres études ont 

également décrit la présence de deux populations différentes de FAPs[7-10] : i) une population de 

progéniteurs multipotents ayant pour marqueurs dpp4+, fbnl + et cdss+ et ii) une population cxcl14+, 

lum+, exprimant des gènes impliqués dans le remodelage de la MEC (Tableau 1). Le sécrétome 

« virtuel » proposé par Negroni et al. soutient le rôle fonctionnel de ces 2 sous-populations de FAPs 

dans l'organisation structurelle de la MEC[ll]. 

Chez l'Homme, la première description de l'hétérogénéité des FAPs a été réalisée par Rubenstein et 

al. dans une étude qui inclut de jeunes individus sains[9] . Dans ce travail, i ls rapportent la présence de 
deux populations de FAPs similaires à celles identifiées chez la souris, i.e. une population FAPs lum+ et 

une autre fbnl + (Tableau 1). Par ailleurs, un ATLAS représentatif de toutes les populations ce llulaires 

retrouvées au sein du muscle squelettique chez l' Homme a été publié[12] et a permis de confirmer ces 

sous-populations de FAPs (Tableau 1). Récemment, Fitzgerald et ses collaborateurs identifient une 

population supplémentaire de FAPs, exprimant le marqueur Mme+, présentant un profil pro­

adipogénique (Tableau 1). 

b) FAPs act ivés : les émissaires de la régénération musculaire. 

Afin d'étudier la diversité et l'évolution des populat ions de FAPs en condition de régénération 

musculaire, le modèle murin de lésion muscu laire induite par des agents myotoxiques te ls que la 

cardiotoxine ou la notexine (qui entrainent une rupture des jonctions neuromusculaires aboutissant à 
une nécrose des fibres musculaires) est le plus répandu dans la littérature. Quantitativement, la 

population de FAPs, mesurée par cytométrie en flux, augmente dès le premier jour post lésion üpl) 

pour atteindre un maximum autour de 3-4 jpl. Cette augmentation de FAPs est soutenue par une 

prolifération qui, elle, débute à 2 jpl[l, 13], laissant la phase précoce d'amplification des FAPs sans 

explication (Figure 1}. Qualitativement, dans la phase précoce (0.5-2 jpl), différents auteurs décrivent 

un changement d'expression génique des FAPs caractérisé par l'expression de marqueurs communs, 

dont de nombreuses cyto/chimiokines (Tableau 1) et qui a été traduite par une « activation » des FAPs. 
Il est intéressant de noter que cette population apparaît dès 12h [7] post-lésion et perdure à 48h[8, 

10]. 

D'un point de vue fonctionnel, l' importance de la production de cytokines par les FAPs nécessaire à 
une régénération musculaire efficace a été largement démontrée[14-17]. C'est le cas, par exemple de 

l' IL-33, majoritairement produite par les FAPs au cours des 12 premières heures après la lésion, et qui 

permet de stimuler la prolifération des cellules immunitaires Treg[lG]. Les FAPs ont aussi été rapportés 
comme sécrétant de 1'11-10 en réponse à une lésion[18], jouant un rôle important dans le changement 
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phénotypique des macrophage vers un profil anti-inflammatoire et favorisant ainsi la régénération 

musculaire[19] . De plus, les travaux de Negroni et al. visant à analyser le « sécretome virtuel» des 
FAPs, identifient la follistatine, 1'11-6, le CXCLl et le CXCLS[ll] à ce stade de la régénération musculaire. 

L' ll-6 et la follistatine ont été rapportées comme étant produites au cours de la régénération[l, 17] et 

favorisent la prol ifération[20] et la fusion[17] des cellules souches musculaires respect ivement. 

En résumé, à ce stade précoce du processus de régénération, les « FAPs quiescents », subissent un 

changement d'état vers un statut « activé ». Ce profil d'expression génique distinct, orienté vers la 
sécrétion de cytokines et de chimiokines permettrait d'établir une communication spécifique avec les 

cellules environnantes, notamment les cellules souches satellites et les cellules immunitaires, 
essentielles à l'initiation du processus de régénération musculaire. Pour illust rer l'adaptation très 

rapide des FAPs au changement du microenvironnement induit par la lésion et leur mission support 
dès l' initiat ion de la régénération musculaire nous proposons un statut de FAPs «réactifs» plutôt qu' 

« activés » comme mentionné dans la littérature. 

c) FAPs de remodelage : les ouvriers de la régénération. 

Une régénération musculaire est considérée comme aboutie lorsque la récupération morphologique 

et fonctionnelle du t issu a lieu entre 21 et 28 jpl [21] . Dans le processus de régénération, la quantité 

des FAPs atteint un pic autour de 3 jpl pour retrouver les quantités initiales autour de 9 jpl[13]. Dans 
ce contexte, les analyses OMICS en cellule unique ont révélé là aussi un changement de l'expression 

des gènes des FAPs « réactifs ». Entre 3 et 10 jpl il est rapporté par Oprescu et al., De Michelli et al. et 
Scott et al., une diminution de l'expression des cytokines et chimiokines au profit d'une expression de 

gènes liés à la modulat ion de la MEC tels que les gènes de la grande famille des collagènes, des 

laminines et des fibrillines[7, 8, 10] (Tableau 1). L'étude d'Oprescu et al. définit cette populat ion de 
FAPs par l'expression dominante du marqueur wisp1•[7]. A 10 jpl, les FAPs adoptent ensuite un profil 

d'expression qui se caractérise par l'expression majeure de dlkl (Figure 1), un marqueur connu des 

progéniteurs adipogéniques[22] pouvant suggérer un engagement de cette population vers un profil 
adipeux dans des temps plus tardifs de la régénérat ion. L'étude menée par Negroni et al. soutient 

également ces observations, mettant en évidence la prédiction de la sécrét ion de protéines 

essentielles à la composition et l'organisat ion de la MEC[ll], un processus nécessaire à la régénération 

musculaire[23]. Par leurs sécrétions les FAPs agissent alors comme des « ouvriers » capables de 

restaurer le réseau matricie l qui a été désorganisé suite à la lésion musculaire[21, 24]. 

d) FAPs de résolution : pour un retour de l'équilibre. 

Au cours des stades terminaux de la régénération musculaire, entre 21 et 28 jpl, Oprescu et al. ont 
identifié une population de FAPs caractérisée par l'expression de Osrl. Au sein de cette population, 

l'étude de trajectoire permettant d'établir le devenir de cette population à partir de l' expression 

génique, a permis de révéler une divergence de la population Osr1• vers deux sous-populat ions 

distinctes marquées par l'expression respective de dpp4 et cxcl14 décrits initialement à l'état basal 
(Tableau 1). Entre 7 jpl[lO] et 14 jpl [8], De Miche li et al. et Scott et al. décrivent une réapparition des 

populations de « FAPs quiescents ». 

e) Les FAPs en condition pathologique : émergence ou dérégulation? 

La perte de masse musculaire et son remplacement par des t issus fibreux et adipeux sont des 

caractéristiques fréquentes de diverses maladies musculaires tel le que la myopathie de Duchenne 
(OMO). Pour tenter d'expliquer l'origine de ces dépôts anormaux, l' attention s'est portée sur les FAPs 
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du fait de leur capacité à se différencier en adipocytes ou en cellules fibroblastiques[l, 2] . Dans ce 
contexte l'hétérogénéité des FAPs a également été décrite. 

Contrairement à une lésion aiguë, qui induit une expansion transitoire de la population de FAPs (Figure 
1), une augmentation persistante du nombre et de l'hétérogénéité des FAPs est observée dans les 

muscles dystrophiques murins. Deux sous-populations de FAPs, caractérisées par leurs niveaux 
d'expression des marqueurs sca-1 et cd34[25] sont présents dans les muscles des animaux 

dystrophiques. Un niveau de sca-1 élevé est associé à un état prolifératif tandis qu'un niveau fa ible 
semble plutôt pro-adipogénique[25]. Plus récemment, une étude a été réalisée chez l'Homme par 

Fitzgerald et al. à partir de biopsies de patients ayant subi une arth roplastie de la hanche (THA), une 

condition également associée à une dégénérescence adipeuse des muscles à proximité. Les auteurs 
ont identifié et caractérisé fonctionnel lement une population particulière de FAPs pro-adipogéniques 

exprimant le marqueur mme (ainsi que d'autres gènes comme ptgds, cxcl14 et smoc2 impliqués 

dans l'immunorégulation et l'organisation de la MEC [26]. En revanche, cette étude n'apporte pas de 

point de comparaison chez des sujets sains, qui aurait perm is de mieux caractériser cette population 
et surtout de comprendre son évolution au cours de la mise en place de la pathologie. À ce jour, la 

littérature ne permet pas de déterminer si la fibrose et/ou l'accumulation adipeuse observée dans des 
conditions physiopathologiques résulte de l'émergence d'une nouvelle population de FAPs dans le 

muscle ou de modifications quantitatives et/ou qualitatives d'une population déjà présente à l'état 

basal (Figure 1). 

L'étude des facteurs micro-environnementaux régissant l'engagement fibre-adipeux des FAPs 
demeure nécessaire à la compréhension globale des myopathies. Différentes études ont illustré le rôle 

du TGF-13, pro-fibrotique et anti-adipogénique[24] en condition de régénération défectueuse. D'autre 

part, la sécrétion de TGF-13 par les macrophages inhibe l'apoptose des FAPs et favorise leur sécrétion 

de MEC, mettant ainsi en évidence leur rôle pro-fibrotique dans le muscle dystrophique[13]. 

Pour résumer, les techniques récentes de séquençage de l'ARN en cellule unique ont permis d'affiner 

notre connaissance des FAPs et de décrire la diversité de cette population cellulaire. Les différents 
travaux en situation basale et suite à la lésion musculaire ont révélé des sous-populations tour à tour 

« quiescentes », «réactives » et « remodelantes », avec réapparit ion du profil initia l à l' issue de la 

régénération. Sur le plan quantitatif, les études montrent une augmentation du nombre de FAPs dès 
les phases précoces de la régénération (1 jpl), mais paradoxalement sans soutien prolifératif à ce stade. 
Cette observation soulève l'hypothèse d'une origine extra musculaire de certaines sous-populations 

de FAPs qui apparaissent post-lésion. Dans le prochain chapitre, nous explorerons l'hypothèse du tissu 
adipeux comme source de CSMs contribuant à l'hétérogénéité de la population de FAPs du muscle 

squelettique. 

Il/ Deux mondes en synchronisation : le tissu adipeux et le muscle en tandem. 

a) Le tissu adipeux : réservoir d'une population de progéniteurs hétérogènes. 

Au sein du tissu adipeux, il existe un type ce llulaire étroitement similaire aux FAPs appelé ASCs, pour 

Adipose Stroma/ Cel/s, qui appartiennent également à la famille des CSMs. Si les ASCs ont été 
caractérisées bien avant les FAPs[27], l' étude de leur hétérogénéité par des méthodes de séquençage 

de I' ARN en cellule unique n'est que plus récente. Les différents travaux ayant analysé les tissus 

adipeux murins (sous-cutané -ScAT, et viscéral) avec cette technologie s'accordent tous sur la 

description de 3 sous-populations d' ASCs en condition basale chez la souris : i) une population de 

progéniteurs multipotents avec les marqueurs principaux dpp4, cdSS ou cd34 (Tableau 1) douée d'une 
forte activité prol iférative, ii) une population de précurseurs engagés dans la voie adipogénique (avec 
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marqueurs principaux icaml, dlkl, pparg) et iii) une population d'ASCs régulatrices (avec marqueurs 

principal cd142) capables de réprimer l'adipogénèse des autres ASCs via leur activité paracrine[28-32] 

(Figure 1). Chez l'Homme ces populations sont également conservées[26, 28] en condition basale et 

pathologique[33]. 

b) FAPs et ASCs : ressemblances et dissonances? 

Jusqu'à présent, aucun travail n'avait réel lement comparé les populations de FAPs du muscle 

squelettique aux populations d' ASCs du tissu adipeux que ce soit chez l'Homme ou chez la souris. Ce 

n'est qu'en 2023 que les travaux de Fitzgerald et al., dans le cadre de l'étude de la dégénérescence 

graisseuse des muscles fessiers chez des patients subissant des THA, proposent une comparaison de 

leurs données humaines dans le muscle avec les résultats de Merrick et al. dans le tissu adipeux. Leur 

population de FAPs cdss+ est très étroitement apparentée à la population d' ASCs mult ipotentes 

exprimant dpp4 du tissu adipeux. En revanche, la population de FAPs pro-adipogénique (caractérisée 

par le marqueur mme) semble transcriptionnellement distincte de la populations d' ASCs icam•/dlkl+ 

douée pourtant, au sein du tissu adipeux, du même potentiel de différentiation. 

Il est toutefois intéressant de noter que cette population de précurseurs engagés dans l'adipogénèse 

du tissu adipeux s'apparente fortement aux populations de FAPs respectivement dlkl + et icaml + 

décrites par Oprescu et al. et Merrick et al. post lésion musculaire et soupçonnés de contribuer à la 

formation d'adipocytes ectopiques en situation pathologique[26, 34] soulevant ainsi la question de 

l'existence de sous-populations de MSCs communes à ces deux t issus (Figure 2). Nos travaux de 

séquençage d' ARN, sur pools d' ASCs murines de tissu adipeux sous-cutané d'une part et de FAPs de 

muscle quadriceps d'autre part, avant et 24h post lésion musculaire, ont renforcé cette hypothèse. 

Nous avons en effet observé que le profil transcriptomique des FAPs post-lésion s'apparente plus 

fortement à celui des ASCs qu'à celui des FAPs avant la lésion [35]. 

c) Le tissu adipeux : contributeur à l'hétérogénéité des FAPs ? 

Les travaux antérieurs de notre équipe démontrant que le tissu adipeux sous-cutané de souris était 

capable de libérer des ASCs en réponse à des stress d'origine inflammatoire[36] et métabolique[37], 

le profil transcriptionnel préférentiel de ces cellules en faveur des mécanismes de migration ainsi que 

les similitudes entre ASCs et FAPs évoquées précédemment nous ont permis de proposer l' hypothèse, 

dans l'article de Sastourné-Arrey et al. en 2023, selon laquelle le t issu adipeux était capable de libérer 

des ACSs qui infiltrent le muscle suite à la lésion. 

Par des approches in vivo de traçage des ASCs couplées à des méthodes de cytométrie en flux et 
d'immunohistochimie, nous avons été capable de démontrer et quantifier l'infiltration musculaire des 

ASCs du tissu adipeux sous-cutané dans le muscle à 1 jpl. Sur un plan fonctionnel, l' interruption de 

cette infiltration affecte négativement la régénération musculaire. Ce travail permet donc de 

démontrer chez la souris que suite à une lésion musculaire, une partie des FAPs du muscle sont en 

réalité des ACSs provenant du tissu adipeux sous-cutané. 

Conclusion 

Jusqu'à présent, l'hétérogénéité de la population de FAPs observée dans le muscle était attribuée aux 

changements d'expression génique induites par le micro-environnement lésionnel permettant aux 

cellules d'acquérir temporairement un profil transcriptionnel nécessaire pour assurer leurs différentes 

fonctions au cours de la régénération musculai re. Nos récents t ravaux démontrent, en plus, que cette 
hétérogénéité peut être alimentée par une origine extra-musculaire d'une partie des FAPs post lésion. 
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Le rôle de cette communication inter-organes ainsi que le celui de cette population cellulaire infi ltrée 

restent à définir. 

Liens d'intérêt 

Les auteurs déclarent n'avoi r aucun lien d' intérêt concernant les données publiées dans cet arti cle. 
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Tableau 1 : Liste des gènes exprimés par chaque sous-populat ions de FAPs et ASCs murines et 

humaines. En gras, les marqueurs majeurs choisis par les auteurs pour définir la sous-population. Les 

gènes soulignés sont communs aux différentes études. 
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Figure 1: Evolution de l'hétérogénéité des FAPs au cours de la régénération musculai re chez la souris, 

La courbe bleue correspond à l'évolution de la quantité de FAPs post-lésion issue de l' étude de Lemos 

et al .. Les encadrés correspondent à chaque population de FAPs définie par leur(s) marqueur(s), Les 

flèches en gras correspondent au changement d'état de chacune des populations conformément à 
l'hypothèse des différents auteurs. 

Condition basale 

t' 
Tissu adipeux 

,,, .. -- .. .. ... .. 
, Ica.ml " "' 

:' {Dlkl} \ 
,, "Pn>-od1pop1uqua1 

' , 
... -- __ ... 

' 

,rMuJbpatatcn 1 

CntrmmMll • : 

' ', _, 
' 

Condition lésionnelle~ 

Figure 2: Représentation des différentes populations d' ASCs et FAPs présentes dans le tissu adipeux 

et le muscle en condit ion basale et lésionnelle, 
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Introduction 

Skeletal muscles represent 40% of the body mass. lt is 

formed by contractile multinucleated muscle fibres, 

resulting from the fusion of myoblasts. The main 
function of skeletal muscles is to generate the forces 

required to maintain posture and produce movement. 

After a trauma, skeletal muscles exhib it this amazing 

capacity to regenerate and repair. However, this 

regenerative capacity is dramatically impaired as we 
age leading to muscle mass decline, associated with 

physical frai lty and increased risk of morbidity. 

lt has been shown that adipose tissue mass is 

correlated with skeletal muscle function and mobility, 

such that ad ipose t issue deposition in muscle and loss 

of muscle mass occur simultaneously wit h aging and 

in other muscle-related diseases (1-5]. Furthermore, 

muscle regeneration after injury is also associated 
with a t ransient remodeling of the stromal and 

immune cell component of muscular cells [6]. 

Thus, a better characterization of both adipocyte 

accumulation and cellular composition in skeletal 

muscle after injury is mandatory to increase our 

knowledge of the events occurring during muscle 

regeneration post-damage. 
Tissue clearing techniques, especially those using 

organic solvents have enab led t hree-dimensional 

imaging of whole tissues by transforming thick tissues 

into optical ly transparent thick tissues. But these 
techniques present some drawbacks since d irect lipid 

staining is impossible because of their complete 

extraction, making it impossible to visualize 

adipocytes by using probes staining lipids (bodipy), 
Furthermore, some tissues such as large skeletal 

muscles are d ifficult to clear entirely. An intermediate 

solution for quantification of both adipocyte content 

and cellular composition post-injury resides in pseudo 

3D imaging on thick muscle slices. 

Procedures 
Sample preparation: For this purpose, we routinely 

perform quadriceps femoris muscle sampling in mice. 

O ur objective is to obtain a global vision of the events 

present in the muscle at a given t ime. Longitudinal 

sections are the most pertinent to answer this 

question. 

The muscle is fixed in neutral buffered 4% {w/v) 

paraformaldehyde (24h at room temperature). Note, 

if samples are fluorescent, it is important to keep 

t hem away from light during fixation . Then, t he 

muscle is rinsed in PBS and embedded in 3% agarose 

gel to perform longitudinal sectioning. ln order to 

make parallel sect ions with the muscle fibres, the 
muscle must be embedded as shown in Figure 1 . 

Product Focus: 51 00mz Vibrotome 

This entry-level Microtome is perfect for techniques 
such as histology, organotypic slice culture and low­

resolution imaging 

Application Parameters 

Amplitude 

Frequency 

1.5mm 

SOHz 
Advance Speed 0.10-0.25mm/s 

For more information click visit https://campdeninstruments.com/products/ vibrating-microtome-51 00mz 

Model: 5100mz • Date: January 2022 
Campden Instruments tel: +44 (0)1509 814790 • email: infoOcampdeninstruments.com • web: www.campdeninstruments.com • loughborough. Leics., England 



               P a g e  230 | 255 

M a x i m e  M a t h i e u  

 

   

Harvest A,:arose inclusion Sllcln1asHmbtv 

"'""'""' 

Figure 1: Schematic representation of the quadriceps 
femoris muscle mounting 

Sample sectioning: The aga rose block containing the 

muscle is then turned over and attached w ith glue to 

the metal tissue mount of the 5100mz vibrotome. 

Then, the whole muscle is immersed in a pre-cooled 

PBS solution making sure to keep the temperat ure 

between 3 and 4°C to improve the sectioning 

efficiency. The cutting speed is a key parameter to 

preserve the integrity of t he tissue. The amplitude, 

frequency and the section thickness remain fixed. We 

use a speed of 0.25mm/s for young mice muscles and 

0.1 Omm/s for the injured/old ones. Using a 

paintbrush, the floating muscle thick sect ion is then 

transferred to a culture dish previously filled with PBS 

containing antibiotics and antifungals, for longer 

preservation. 

Specific examples 
Fat accumulation in t he form of adipocytes located 

between muscle fibres in response to diet challenge 

[4] or after muscle injury was investigated. BODIPY, a 

marker of neutral lipids, was used to stain the lipid 

droplets of mature adipocytes. Then, using confocal 

microscopy on whole muscle section we quantified 

the surface occupied by adipocytes within the muscle. 

Figure 2: Mouse quadriceps muscle section st ained with 
bodipy (green). (Scale 1000 µm) 

This t ype of muscle sectioning combined with the 

immunofluorescence technique has aise allowed us to 

observe both muscle-derived stromal and immune 

components. Using a CD45 antibody, a leukocyte 

M odel: 5100mz • Date: January 2022 

Application Note 
www.campden,nstruments.com 

marker, and PDGFRa antibody, a marker of muscle 

mesenchymal stromal cells, we were able to monitor 

the evolution of these cell types in the muscle over 

time after injury. 

Figure 3: Mouse quadriceps muscle section stained with 
PDGFRa (green), CD45 (red) antibody and DAPI (blue) 1 day 
after muscle injury. (mf: muscle fibers; Scale 50 µm) 
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