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Contexte général

2

Secondaire

Moyen de lutter contre les effets secondaires indésirables 
des traitements du cancer

AP post-diagnostic est associée à un risque de mortalité 
inférieur dans le cancer colorectal et le cancer de la prostate

Amélioration de la réhabilitation péri-opératoire / après 
opération et chez des patients à un stade avancé de cancer 
des poumons

Tertiaire

L’AP débutée avant ou après le diagnostic 
engendre une diminution du risque de 
mortalité

Forte association entre pratique d’AP et 
diminution du risque de récidive des 
cancers du sein

Les cancers,  2ème cause de mortalité dans le monde
                                                          (22% des décès par maladies non transmissibles ; OMS, 2012)

( White et al. 2014)

types d’exercices:
Activité de résistance: 
Musculation
Activité d’endurance chronique
Activité d’intensité aiguë, de 
vitesse: type sprint

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24512933
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Secondaire

Moyen de lutter contre les effets secondaires indésirables 
des traitements du cancer

AP post-diagnostic est associée à un risque de mortalité 
inférieur dans le cancer colorectal et le cancer de la prostate

Amélioration de la réhabilitation péri-opératoire / après 
opération et chez des patients à un stade avancé de cancer 
des poumons

Tertiaire

L’AP débutée avant ou après le diagnostic 
engendre une diminution du risque de 
mortalité

Forte association entre pratique d’AP et 
diminution du risque de récidive des 
cancers du sein

Les cancers,  2ème cause de mortalité dans le monde
                                                          (22% des décès par maladies non transmissibles ; OMS, 2012)

( White et al. 2014)

L’Activité physique (AP) améliore la prévention secondaire et 
tertiaire des cancers

Amélioration de la condition physique globale
⇨ Diminution des effets secondaires indésirables des traitements

⇨  Baisse du risque de mortalité

AP Après diagnostic ou opération:

Risque de mortalité inférieur pour les cancers colorectaux, de la prostate et des poumons

Diminution du risque de récidive des cancers du sein

types d’exercices:
Activité de résistance: 
Musculation
Activité d’endurance chronique
Activité d’intensité aiguë, de 
vitesse: type sprint

(Courneya et Friedenreich 2011)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24512933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21113758
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Secondaire

Moyen de lutter contre les effets secondaires indésirables 
des traitements du cancer

AP post-diagnostic est associée à un risque de mortalité 
inférieur dans le cancer colorectal et le cancer de la prostate

Amélioration de la réhabilitation péri-opératoire / après 
opération et chez des patients à un stade avancé de cancer 
des poumons

Tertiaire

L’AP débutée avant ou après le diagnostic 
engendre une diminution du risque de 
mortalité

Forte association entre pratique d’AP et 
diminution du risque de récidive des 
cancers du sein

Type d’AP le plus souvent conseillé:
Chronique d’intensité modérée (Ex: Course d’endurance)

et renforcement musculaire

Les cancers,  2ème cause de mortalité dans le monde
                                                          (22% des décès par maladies non transmissibles ; OMS, 2012)

( White et al. 2014)

L’Activité physique (AP) améliore la prévention secondaire et 
tertiaire des cancers

Amélioration de la condition physique globale
⇨ Diminution des effets secondaires indésirables des traitements

⇨  Baisse du risque de mortalité

AP Après diagnostic ou opération:

Risque de mortalité inférieur pour les cancers colorectaux, de la prostate et des poumons

Diminution du risque de récidive des cancers du sein

Intensités d’AP

Faible Modérée Intense

Fréquences d’AP

Aiguë Chronique

types d’exercices:
Activité de résistance: 
Musculation
Activité d’endurance chronique
Activité d’intensité aiguë, de 
vitesse: type sprint

(Courneya et Friedenreich 2011)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24512933
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21113758
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Modulation de différents mécanismes qui permet de ralentir la prolifération tumorale

↘ Insuline et insulino-résistance

 ↘ Masse grasse et adipokines

↗ Processus inflammatoire
↗ Adaptation au stress oxydant

Importance de l’étude des voies de signalisation impliquées dans ces processus

Systémique

AP chronique d’intensité modérée

MSS = Organe endocrine

Ici, systémique
= généralisé, dans 
tout le corps et 
non spécifique 
d’un organe/tissu

Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 
progression tumorale
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Modulation de différents mécanismes qui permet de ralentir la prolifération tumorale

Importance de l’étude des voies de signalisation impliquées dans ces processus

Systémique

AP chronique d’intensité modérée

MSS = Organe endocrine

Synthèse et sécrétion

Ici, systémique
= généralisé, dans 
tout le corps et 
non spécifique 
d’un organe/tissu

Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 
progression tumorale

Myokines

OSMSPARCIL-6

↘ Insuline et insulino-résistance

 ↘ Masse grasse et adipokines

↗ Processus inflammatoire
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Modulation de différents mécanismes qui permet de ralentir la prolifération tumorale

Importance de l’étude des voies de signalisation impliquées dans ces processus

Systémique

AP chronique d’intensité modérée

MSS = Organe endocrine

Synthèse et sécrétion

Ici, systémique
= généralisé, dans 
tout le corps et 
non spécifique 
d’un organe/tissu

Myokines

OSMSPARCIL-6

 
Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 

progression tumorale

↘ Insuline et insulino-résistance

 ↘ Masse grasse et adipokines

↗ Processus inflammatoire
↗ Adaptation au stress oxydant
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AP chronique d’intensité modérée

Sécrétome

Activité contractile

 
Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 

progression tumorale

transition
épithélio-
mésenchymateuse
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AP chronique d’intensité modérée

IL-6

IL-1ra IL-10

TNF-α

prolifération tumorale 

Sécrétome

Activité contractile

 
Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 

progression tumorale

transition
épithélio-
mésenchymateuse

prolifération tumorale 
induite par le stress 

oxydant
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Oncostatine M
(OSM)

AP chronique d’intensité modérée

Cancer
du sein

IL-6

IL-1ra IL-10

TNF-α

Sécrétome

Activité contractile

 
Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 

progression tumorale

transition
épithélio-
mésenchymateuse

prolifération tumorale 
prolifération tumorale 
induite par le stress 

oxydant
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Oncostatine M
(OSM)

Ostéonectine
(SPARC)

AP chronique d’intensité modérée

Cancer
du sein

Cancer
du côlon

IL-6

IL-1ra IL-10

TNF-α

Sécrétome

Activité contractile

 
Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 

progression tumorale

transition
épithélio-
mésenchymateuse

prolifération tumorale 
prolifération tumorale 
induite par le stress 

oxydant
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Oncostatine M
(OSM)

Ostéonectine
(SPARC)

AP chronique d’intensité modérée

Cancer
du sein

Cancer
du côlon

Chitinase 3-like 1
CHI3L1

Migration
tumorale

EMT

IL-6

IL-1ra IL-10

TNF-α

Sécrétome

Activité contractile

 
Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la 

progression tumorale

transition
épithélio-
mésenchymateuse

Processus 
métastatique

(Ost et al. 2016)

prolifération tumorale 
prolifération tumorale 
induite par le stress 

oxydant

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145


Modèles d’étude de ces mécanismes
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AP chez des rongeurs porteurs de tumeurs

Utilisation d’actimètres:
- Sur roue instrumentée
- Sur tapis roulant motorisé

Nage forcée
Electrostimulation d’un muscle squelettique (MSS)

In vivo

=> Marc-Antoine 
Custaud, CRCNA

Fibres ST = Slow twitch=
Contraction lente
métabolisme oxydatif
et aérobie

basse fréquence (10 Hz)
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Modèles d’étude de ces mécanismes

AP chez des rongeurs porteurs de tumeurs

Utilisation d’actimètres:
- Sur roue instrumentée
- Sur tapis roulant motorisé

Nage forcée
Electrostimulation d’un muscle squelettique (MSS)

In vivo

=> Marc-Antoine 
Custaud, CRCNA

Fibres ST = Slow twitch=
Contraction lente
métabolisme oxydatif
et aérobie

=> On travail sur corps entier, 
les effets peuvent provenir de 
facteurs issus d’autres 
organes/tissus (ex: Adipokines 
du tissu adipeux / foie…)

Limites de ces modèles:

On ne sait pas si les effets de l’AP sur la croissance des tumeurs sont liés ou non au 
sécrétome du muscle

Autres limites:
Nage forcée non modulable en intensité
L’électrostimulation n’entraîne que la contraction 
concentrique des fibres ST

Course sur tapis roulant  =
Modèle in vivo qui mime le mieux les effets de la 

course d’endurance chez l’Homme

basse fréquence (10 Hz)

Animaux en cage, donc 
inévitablement sédentaires en 

dehors des phases d’AP
+ Seuls, donc 

stress chronique
                                                ⇨ 
Biais potentiels
 ⇨ Leur utilisation pour étudier les 
effets de l’AP est-elle pertinente?

=> Très discuté par Derbré, à 
documenter dans le mémoire 
(ref) ou à zapper
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Principal intérêt:
Permet l’isolement et l’étude du sécrétome d’un seul organe ou type de cellule

Principe: Mimer l’AP sur des cellules ou des tissus en culture

In vitro
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Principal intérêt:
Permet l’isolement et l’étude du sécrétome d’un seul organe ou type de cellule

Principe: Mimer l’AP sur des cellules ou des tissus en culture

Différents types de stimulations sont possibles:

Stimulation chimique:
- Traitement chronique avec un analogue de l’AMP (AICAR)

Stimulation mécanique / mécanotransduction

Stimulation électrique:
- Electrostimulation in vitro =  méthode EPS “Electrical Pulse Stimulation”

In vitro



Effets de l’AP chronique d’intensité modérée

17

Augmentation des marqueurs suivants:

Fibres à 
contraction Lente

Fibres à contraction rapide

Oxydatives Glycolytiques

ST FTa FTx FTb

Isoforme de MyHC
caractéristique

MyHC-β/lent MyHC-IIa MyHC-IIx/d MyHC-IIb

Gène associé MYH7 MYH2 MYH1 MYH4

Biogenèse
mitochondrialeLà est la différence avec 

l’AP aiguë, où seul PGC-1α 
est augmenté =>

- Interleukine 6 (IL-6)

- Phospho-AMPK (Thr172)

- PGC-1α

- Enzymes mitochondriales 
                              Ex: citrate synthase (CS)

- Isoformes de la chaîne lourde de myosine MyHCβ et MyHC2a Ici, description des 
marqueurs chez l’Homme
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Augmentation des marqueurs suivants:

Fibres à 
contraction Lente

Fibres à contraction rapide

Oxydatives Glycolytiques

ST FTa FTx FTb

Isoforme de MyHC
caractéristique

MyHC-β/lent MyHC-IIa MyHC-IIx/d MyHC-IIb

Gène associé MYH7 MYH2 MYH1 MYH4

- Interleukine 6 (IL-6)

- Phospho-AMPK (Thr172)

- PGC-1α

- Enzymes mitochondriales 
                              Ex: citrate synthase (CS)

- Isoformes de la chaîne lourde de myosine MyHCβ et MyHC2a

Biogenèse
mitochondrialeLà est la différence avec 

l’AP aiguë, où seul PGC-1α 
est augmenté =>

Si expression augmentée de 
ces marqueurs 

⇓
Alors, validation du protocole 

de stimulation
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Chronique et haute fréquence

Intermittente Continue

Durée
EPS

plusieurs fois 90 min à
intervalle régulier durant 

4 jours

24 h

Programmes EPS chroniques dans la littérature

-Myotubes: C2C12 et SOL8
-Voltage: 14 V
-Fréquence: 50 Hz
-Durée d’impulsion: 1 ms
-Durée d’un train d’impulsions: 1 sec
-Temps de récupération après chaque 
stimulation (1 sec)

(Burch et al. 2010)

Différences induites par la fréquence 
entre ces 2 là? => Voir les marqueurs

Impact du temps
et diff entre intermittent
et chronique sur 
expression
marqueurs Expression de PGC-1α plus forte pour une stimulation 

chronique en continu par rapport à une stimulation 
chronique intermittente <=Serait causé par une augmentation des

ROS durant la stim (Silveira)Sol8 (rat, soleus) n’a 
pas de réponse forte 
pour la stim 
chronique.
La réponse 
adaptative dépend 
aussi de la nature du 
muscle utilisé =>

+ estrogen-related 
receptor α (ERRα, 
NR3B1)

NRF2a = GABPA

Cyt c = CYCs = 
Cytochrome c

TFAM = mitochondrial 
transcription factor A

tous les voltages pour C2C12 
sont entre 10 et 15 V
Pour l’Homme on a du 30 V par 
contre

Effets de la stim sur le 
catabolisme énergétique:
Contenus en ATP / PCr / 
Lactate ? (glycolytique/oxydatif/ 
aérobie/anaérobie ?)
métab du glc et des ac.gras
(Nikolic)

 PDK4 = pyruvate dehydrogenase 
complex kinase 4
CPT1b = carnitin palmitoyl 
transferase b

Variés et non standardisés

⇨ Plutôt s’orienter vers une   
    stimulation  chronique en continu

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20532042
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Chronique et basse fréquence

Myotubes utilisés Homme

Durée totale de la session de 
stimulations

24 ou 48h

Durée d’impulsion 2 ms

Voltage 30 V

Fréquence 1 Hz

Effets sur le métabolisme Augmentation du métabolisme oxydatif

Changements cellulaires 
observés

Biogenèse mitochondriale

Variations de différents 
marqueurs

oxydation du glucose et des acides gras ↗

PDK4 ↗ IL-6 ↗ Cyt c ↗ CPT1b ↗

Programmes EPS chroniques dans la littérature

(Burch et al. 2010 ; Nikolić et al. 2012)

Différences induites par la fréquence 
entre ces 2 là? => Voir les marqueurs

Impact du temps
et diff entre intermittent
et chronique sur 
expression
marqueurs

<=Serait causé par une augmentation des
ROS durant la stim (Silveira)Sol8 (rat, soleus) n’a 

pas de réponse forte 
pour la stim 
chronique.
La réponse 
adaptative dépend 
aussi de la nature du 
muscle utilisé =>

Augmentation de l’expression des gènes des 
protéines impliquées dans la 

phosphorylation oxydative et la biogenèse 
mitochondriale

-Gènes OXPHOS
(Cyt c ; ATPsyn ; COX ; CS…)

-NRF2a
-TFAM

+ estrogen-related 
receptor α (ERRα, 
NR3B1)

NRF2a = GABPA

Cyt c = CYCs = 
Cytochrome c

TFAM = mitochondrial 
transcription factor A

tous les voltages pour C2C12 
sont entre 10 et 15 V
Pour l’Homme on a du 30 V par 
contre

Effets de la stim sur le 
catabolisme énergétique:
Contenus en ATP / PCr / 
Lactate ? (glycolytique/oxydatif/ 
aérobie/anaérobie ?)
métab du glc et des ac.gras
(Nikolic)

 PDK4 = pyruvate dehydrogenase 
complex kinase 4
CPT1b = carnitin palmitoyl 
transferase b

Variés et non standardisés

Chronique et haute fréquence

Intermittente Continue

Durée
EPS

plusieurs fois 90 min à
intervalle régulier durant 

4 jours

24 h

-Myotubes: C2C12 et SOL8
-Voltage: 14 V
-Fréquence: 50 Hz
-Durée d’impulsion: 1 ms
-Durée d’un train d’impulsions: 1 sec
-Temps de récupération après chaque 
stimulation (1 sec)

(Burch et al. 2010)

Expression de PGC-1α plus forte pour une stimulation 
chronique en continu par rapport à une stimulation 

chronique intermittente

⇨ Plutôt s’orienter vers une   
    stimulation  chronique en continu

⇨ Les paramètres de ces protocoles
semblent bien mimer l’AP chronique

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20532042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22457744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20532042


21

Programmes EPS chroniques dans la littérature (2)

Chronique et basse fréquence

Myocytes utilisés C2C12

Durée totale 24 h

Voltage 11,5 V

Fréquence 1 Hz

Durée d’une impulsion 2 ms

Intervalle entre 2 impulsions 1 s

(Gogh et al. 2015)

durée d’une impulsion
= wavelenght/ longueur
d’onde

Chronique et basse fréquence

Myocytes utilisés C2C12

Voltage 4 V

Fréquence 2 Hz

Durée d’une impulsion 6 ms

Intervalle entre 2 impulsions 0,5 s

(van der Schaft et al. 2013)

Chronique basse et haute fréquence

Myocytes utilisés C2C12

Durée d’impulsion 20 ms

Voltage 10 V

Fréquence 1 Hz 15 et 5 Hz

Temps de 
récupération

Aucun 5 secondes

(Orfanos et al. 2016)

Orfanos => En tirer les effets de 
la fréquence, et expliquer à 
partir de ça pourquoi il vaut 
mieux une stimulation de basse 
fréquence pour mimer l’AP 
chronique
Il vaut mieux éviter d’avoir un 
protocole qui soit rapidement 
délétère pour les myotubes si
l’on souhaite aller sur des 
durées longues supérieures à 
24 h

Chronique et basse fréquence

Myocytes utilisés Homme

Durée totale De 2 à 24 h

Voltage 11,5 V

Fréquence 1 Hz

Durée d’impulsion 2 ms

Intervalle entre 2 impulsions Aucun

Type d’impulsion Bipolaire

(Lambernd et al. 2012)

Impact de la fréquence

Apparition de lésions sur les sarcomères 
pour des fréquences trop élevées sur 
une durée trop longue

tous les voltages pour C2C12 
sont entre 10 et 15 V
(Sauf pour van der Schaft, mais 
ils ne s’intéressent pas au 
sécrétome)
Pour l’Homme on a du 30 V par 
contre (Nikolic)

Limites également matérielles:
Tout n’est pas possible avec le 
C-Pacer (durées d’impulsions…)

⇨ Utiliser une fréquence entre 1 et 2 Hz
pour une stimulation chronique continue de 
basse intensité

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26804343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
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Programmes EPS chroniques dans la littérature (2)

Chronique et basse fréquence

Myocytes utilisés C2C12

Durée totale 24 h

Voltage 11,5 V

Fréquence 1 Hz

Durée d’une impulsion 2 ms

Intervalle entre 2 impulsions 1 s

(Gogh et al. 2015)

durée d’une impulsion
= wavelenght/ longueur
d’onde

Chronique et basse fréquence

Myocytes utilisés C2C12

Voltage 4 V

Fréquence 2 Hz

Durée d’une impulsion 6 ms

Intervalle entre 2 impulsions 0,5 s

(van der Schaft et al. 2013)

Chronique basse et haute fréquence

Myocytes utilisés C2C12

Durée d’impulsion 20 ms

Voltage 10 V

Fréquence 1 Hz 15 et 5 Hz

Temps de 
récupération

Aucun 5 secondes

(Orfanos et al. 2016)

Orfanos => En tirer les effets de 
la fréquence, et expliquer à 
partir de ça pourquoi il vaut 
mieux une stimulation de basse 
fréquence pour mimer l’AP 
chronique
Il vaut mieux éviter d’avoir un 
protocole qui soit rapidement 
délétère pour les myotubes si
l’on souhaite aller sur des 
durées longues supérieures à 
24 h

Chronique et basse fréquence

Myocytes utilisés Homme

Durée totale De 2 à 24 h

Voltage 11,5 V

Fréquence 1 Hz

Durée d’impulsion 2 ms

Intervalle entre 2 impulsions Aucun

Type d’impulsion Bipolaire

(Lambernd et al. 2012)

Impact de la fréquence

Apparition de lésions sur les sarcomères 
pour des fréquences trop élevées sur 
une durée trop longue

tous les voltages pour C2C12 
sont entre 10 et 15 V
(Sauf pour van der Schaft, mais 
ils ne s’intéressent pas au 
sécrétome)
Pour l’Homme on a du 30 V par 
contre (Nikolic)

Une durée de stimulation d’au moins 48 h apparaît nécessaire pour obtenir une 
augmentation significative de l’activité des enzymes mitochondriales

(Ex: Activité de la CS)
(Nikolić et al. 2012)

Limites également matérielles:
Tout n’est pas possible avec le 
C-Pacer (durées d’impulsions…)

Choix de la durée du programme

⇨ Utiliser une fréquence entre 1 et 2 Hz
pour une stimulation chronique continue de 
basse intensité

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26804343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22457744
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Paramètres d’électrostimulation

Stimulation en continu
Intensite: 1 Hz
Voltage: 14V
Durée d’impulsion: 2 ms
Durée: 48 h ou 72 h

mimer l’AP chronique d’intensité modérée

pas de temps de 
récupération entre 
chaque impulsion

Durée suffisante pour 
avoir une biogenèse 
mitochondriale 
suffisante et une 
augmentation de 
l’activité enzymatiq mito

= Le protocole d’
électrostimulation 
idéal serait...

http://athaziwald.deviantart.com/art/Stimulateur-EPS-607550825?ga_submit_new=10%253A1462624501


Objectif

mettre en place un modèle EPS in vitro sur des myotubes qui soit le plus possible 
capable de mimer l’AP chronique d’intensité modérée et ses effets in vivo

24

Modèle choisi:
Myotubes murins C2C12

Souris C3H / HeNRj

Stimulateur EPS
“Electrical Pulse Stimulator”

http://www.janvier-labs.com/isotope/p/photo_c3h_inbred_mouse.jpg


Objectif

mettre en place un modèle EPS in vitro sur des myotubes qui soit le plus possible 
capable de mimer l’AP chronique d’intensité modérée et ses effets in vivo
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Modèle choisi:
Myotubes murins C2C12

Souris C3H / HeNRj

Stimulateur EPS
“Electrical Pulse Stimulator”

Il reste à choisir les marqueurs de validation du protocole
et les paramètres de stimulation

http://www.janvier-labs.com/isotope/p/photo_c3h_inbred_mouse.jpg


Matériel et Méthodes

Plan du protocole
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Myotubes C2C12

Etat des cellules en 
culture

Myoblastes Myocytes Myotubes

Processus en cours Quiescence Activation Prolifération Différenciation Maturation

Expression des gènes

MyoD

Herculine (Myf-6)

Myogénine (Myf-4)
Ainsi que:
                        Gènes des isoformes de chaîne lourde de myosine, MYH 1, 2, 4 et 8
                        Gène de la protéine des muscles des membres inférieurs, MLP

Marqueurs de la différenciation

http://athaziwald.deviantart.com/art/Organisation-pour-les-protocoles-C-dish-1-607466502
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Plan du protocole
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Myotubes C2C12

Expériences réalisées (1)

Ainsi que:
                        Gènes des isoformes de chaîne lourde de myosine, MYH 1, 2, 4 et 8
                        Gène de la protéine des muscles des membres inférieurs, MLP

Marqueurs de la différenciation

Etat des cellules en 
culture

Myoblastes Myocytes Myotubes

Processus en cours Quiescence Activation Prolifération Différenciation Maturation

Expression des gènes

MyoD

Herculine (Myf-6)

Myogénine (Myf-4)

Prolifération/Différenciation/Maturation

Myoblastes Myotubes

Vérification de la différenciation

http://athaziwald.deviantart.com/art/Organisation-pour-les-protocoles-C-dish-1-607466502


Matériel et Méthodes

Plan du protocole
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Myotubes C2C12

Effets de la stimulation EPS

Expériences réalisées (2)

Etat des cellules en 
culture

Myoblastes Myocytes Myotubes

Processus en cours Quiescence Activation Prolifération Différenciation Maturation

Expression des gènes

MyoD

Herculine (Myf-6)

Myogénine (Myf-4)
Ainsi que:
                        Gènes des isoformes de chaîne lourde de myosine, MYH 1, 2, 4 et 8
                        Gène de la protéine des muscles des membres inférieurs, MLP

Marqueurs de la différenciation

http://athaziwald.deviantart.com/art/Organisation-pour-les-protocoles-C-dish-1-607466502


Résultats attendus
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⇨ Les myotubes sont bien différenciés

Concentration et expression des marqueurs
MyoD, MRF, Myf-4, Myf-6, MLP, MYH 1,2,4 

et 8 ↗ 



Résultats attendus
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⇨ Les myotubes sont bien différenciés

Concentration et expression des marqueurs
MyoD, MRF, Myf-4, Myf-6, MLP, MYH 1,2,4 

et 8 ↗ 

Concentration Phospho-AMPK(Thr172) ↗
Concentration et expression de

PGC-1α, IL-6 et CS ↗
Activité de la CS ↗

 ⇨ Augmentation de la biogenèse 
mitochondriale

Concentration et 
expression de MyHC-β ↗

 ⇨ Adaptation typologique
des myotubes



Résultats attendus
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⇨ Les myotubes sont bien différenciés

⇨ Validation du protocole de stimulation

Concentration et expression des marqueurs
MyoD, MRF, Myf-4, Myf-6, MLP, MYH 1,2,4 

et 8 ↗ 

Concentration Phospho-AMPK(Thr172) ↗
Concentration et expression de

PGC-1α, IL-6 et CS ↗
Activité de la CS ↗

 ⇨ Augmentation de la biogenèse 
mitochondriale

Ces variations reflètent les adaptations du muscle squelettique à  l’AP 
chronique d’intensité modérée

Concentration et 
expression de MyHC-β ↗

 ⇨ Adaptation typologique
des myotubes



Conclusion et perspectives
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Si les résultats sont ceux attendus, ce protocole de stimulation EPS devrait permettre la 
récupération d’un sécrétome dans le milieu qui contient les myotubes

Perspectives

- Découvrir de nouvelles myokines dans le sécrétome
- Etudier les potentielles interactions entre myokines  (Ex: OSM et SPARC)
- Etudier les rôles des myokines IL-6, SPARC et OSM dans les cancers

- Aller voir comment les effet 
de ces myokines sur des 
lignées de cellules tumorales 
sont médiés => quelles voies 
de signalisation sont 
activées/inhibées?.

- Mettre également en place des 
protocoles EPS permettant d’imiter 
l’AP aigue ou intermittente (Quid de 
leurs effets, mêmes myokines 
retrouvées? + de Sparc et OSM en 
aigu d’après biblio!!!)

(mais est ce pertinent par rapport à ce qui
se retrouve chez l’AP pratiquable par les 
patients, in vivo?? Pas forcément...

- Et passage chez l’Homme ? 

= Milieu 
conditionné (MC)
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Perspectives

Sécrétome

IL-6

SPARC

OSM

traitement

Lignées tumorales

carcinome du côlon murinC26

cancer du sein murin
4T1

E0771

- Découvrir de nouvelles myokines dans le sécrétome
- Etudier les potentielles interactions entre myokines  (Ex: OSM et SPARC)
- Etudier les rôles des myokines IL-6, SPARC et OSM dans les cancers

- Aller voir comment les effet 
de ces myokines sur des 
lignées de cellules tumorales 
sont médiés => quelles voies 
de signalisation sont 
activées/inhibées?.

- Mettre également en place des 
protocoles EPS permettant d’imiter 
l’AP aigue ou intermittente (Quid de 
leurs effets, mêmes myokines 
retrouvées? + de Sparc et OSM en 
aigu d’après biblio!!!)

(mais est ce pertinent par rapport à ce qui
se retrouve chez l’AP pratiquable par les 
patients, in vivo?? Pas forcément...

- Et passage chez l’Homme ? 

Si les résultats sont ceux attendus, ce protocole de stimulation EPS devrait permettre la 
récupération d’un sécrétome dans le milieu qui contient les myotubes

= Milieu 
conditionné (MC)
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Perspectives

Sécrétome

IL-6

SPARC

OSM

traitement

Lignées tumorales

carcinome du côlon murinC26

cancer du sein murin
4T1

E0771

- Découvrir de nouvelles myokines dans le sécrétome
- Etudier les potentielles interactions entre myokines  (Ex: OSM et SPARC)
- Etudier les rôles des myokines IL-6, SPARC et OSM dans les cancers

- Aller voir comment les effet 
de ces myokines sur des 
lignées de cellules tumorales 
sont médiés => quelles voies 
de signalisation sont 
activées/inhibées?.

- Mettre également en place des 
protocoles EPS permettant d’imiter 
l’AP aigue ou intermittente (Quid de 
leurs effets, mêmes myokines 
retrouvées? + de Sparc et OSM en 
aigu d’après biblio!!!)

(mais est ce pertinent par rapport à ce qui
se retrouve chez l’AP pratiquable par les 
patients, in vivo?? Pas forcément...

- Et passage chez l’Homme ? 

- Mettre également en place d’autres protocoles EPS qui permettent de mimer 
        l’AP aiguë ou chronique intermittente à différentes intensités
                     ⇨ Composition du sécrétome différente         (Ex: SPARC davantage exprimé en aigu)

(Aoi et al. 2013)

Si les résultats sont ceux attendus, ce protocole de stimulation EPS devrait permettre la 
récupération d’un sécrétome dans le milieu qui contient les myotubes

= Milieu 
conditionné (MC)

Comprendre pourquoi 
ces myokines
sont anti-cancéreuses

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22851666
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Limites de cette approche:

➤ Effet potentiel du milieu stimulé sans myotubes sur les tumeurs

          Un effet de ce type a déjà été rapporté sur des cellules issues d’un hépatome (FAO, rat)

(Gogh et al. 2015)

“Non-cell EPS-CM”
hépatocytes FAO
rat
hépatome

Si les résultats sont ceux attendus, ce protocole de stimulation EPS devrait permettre la 
récupération d’un sécrétome dans le milieu qui contient les myotubes

= Milieu 
conditionné (MC)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
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Limites de cette approche:

➤ Effet potentiel du milieu stimulé sans myotubes sur les tumeurs

          Un effet de ce type a déjà été rapporté sur des cellules issues d’un hépatome (FAO, rat)

➤ Ne permet pas d’étudier les effets sur le microenvironnement tumoral 
                                                                                   (Remaniement de la MEC et angiogenèse)

                               ⇨ Ne permet pas l’étude de certaines myokines comme la CHI3L1

                                         Solution  => Culture des lignées de cellules tumorales sur un Matrigel  ?

“Non-cell EPS-CM”
hépatocytes FAO
rat
hépatome

Culture de myotubes sur un 

Matrigel (van der Schaft et 
al. 2013)

(Gogh et al. 2015)

Si les résultats sont ceux attendus, ce protocole de stimulation EPS devrait permettre la 
récupération d’un sécrétome dans le milieu qui contient les myotubes

= Milieu 
conditionné (MC)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
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Contexte général (2)
Types d’AP

40

Définir les types, fréquences, intensité d’AP pour qu’on comprenne le 
choix des paramètres EPS

Pourquoi le chronique c’est le plus intéressant?



Pourquoi chercher à mimer l’activité physique in vitro ?

Effets de l’AP sur les mécanismes moléculaires liés à la progression tumorale

41

Modulation de différents mécanismes qui permet de ralentir la prolifération tumorale

AP

↘ Insuline et 
insulino-résistance

 ↘ Masse grasse 
et adipokines

↗ Processus 
inflammatoire

Apoptose
↗

↗ Adaptation au 
stress oxydant

Indice HOMA ↘
Insuline ↘

Adiponectine ↗
Leptine ↘

Bax ↗
Bcl-2 ↗

cytotoxicité des 
LNK
↗

Prolifération des 
lymphocytes

↗

enzymes 
antioxydantes, 
Mn-SOD, GPx

et catalase
↗

Importance de l’étude des voies de signalisation impliquées dans ces processus



Pourquoi chercher à mimer l’activité physique in vitro ?

Production et sécrétion de facteurs par le MSS durant l’AP et effets sur les cancers

42

Oncostatine M
(OSM)

SPARC

AP chronique d’intensité modérée

Cancer
du sein

Cancer
du côlon

Chitinase 3-like 1
CHI3L1

Processus 
métastatique

EMT

IL-6

IL-1ra IL-10

TNF-α

prolifération tumorale 
induite par le stress 

oxydant

Synthèse et sécrétion



Méthode EPS

Stimulateur EPS
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http://athaziwald.deviantart.com/art/Stimulateur-EPS-607550825?ga_submit_new=10%253A1462624501


Matériel et Méthodes

1. Plan du protocole

44

http://athaziwald.deviantart.com/art/Design-experimental-manip-2016-1-605925261?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=1


Matériel et Méthodes

1. Plan du protocole

1.1. Culture cellulaire

45

http://athaziwald.deviantart.com/art/protocole-EPS-C2C12-culture-et-differenciation-604940644?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=2


Voies de signalisation de l’insuline et de l’IGF-1

46

http://athaziwald.deviantart.com/art/Insulin-IGF-1-pathways-604842222?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=9


Voies de signalisation de l’IL-6

47

http://athaziwald.deviantart.com/art/IL-6-voie-de-signalisation-607677026


4.1. Détermination de la méthode de vérification de la différenciation complète des cellules satellites 
en myoblastes, puis en myotubes

4. Les marqueurs à tester pour vérifier la différenciation et la contraction des myocytes

48

http://athaziwald.deviantart.com/art/Marqueurs-de-differenciation-des-myotubes-605738780?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=6


Tableau I: Les différentes myokines actuellement connues (1)
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Myokine Gène Espèce Référence
Les Interleukines

IL-4 IL4 - Brandt et Pedersen 2010
IL-6 IL6 - Brandt et Pedersen 2010
IL-7 IL7 - Brandt et Pedersen 2010
IL-8 IL8 - Brandt et Pedersen 2010

IL-15 IL15 Homme Ost et al. 2016

Rat Ost et al. 2016

Mice Ost et al. 2016

Brain-Derived Neurotrophic Factor (Neurotrophin) BDNF Rat Ost et al. 2016

Souris Ost et al. 2016

Souris
C2C12

Ost et al. 2016

Homme Ost et al. 2016

Leukemia Inhibitory Factor LIF Homme Ost et al. 2016

Souris MDX Ost et al. 2016

Irisin FNDC5 Souris Ost et al. 2016

Homme Ost et al. 2016

Les “Fibroblasts Growth Factors” / Facteurs de croissance de fibroblastes 
Fibroblast Growth Factor 2 (Basic) FGF2 - Brandt et Pedersen 2010
Fibroblast Growth Factor 21 FGF21 Human Ost et al. 2016

Mice Ost et al. 2016

Secreted Protein, Acidic and Rich in Cystein (Osteonectin) SPARC Human So et al. 2014

Mouse
Insulin-like growth factor 1 (Somatomedin C) IGF1 - Ost et al. 2016

Les “Growth / Differenciation Factors”
GDF-8 (Myostatine) MSTN - Ost et al. 2016

GDF-15 GDF15 - Ost et al. 2016

Myonectine CTRP15 - Ost et al. 2016

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.sciencedirect.com.distant.bu.univ-rennes2.fr/science/article/pii/S2213422014000705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145


Tableau I: Les différentes myokines actuellement connues (2)
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Myokine Gène Espèce Référence
Follistatin-Like Protein 1 (FSL1) FSTL1 - Brandt et Pedersen 2010
Meteorin, Glial Cell Differentiation Regulator-Like (Subfatin) METRNL - Brandt et Pedersen 2010
Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 1 CXCL1 - Brandt et Pedersen 2010
Transforming Growth Factor, Beta 1 (TGF-β) TGFB - Brandt et Pedersen 2010
Ciliary Neurotrophic Factor CNTF - Schnyder et Handschin 2015
Oncostatin M OSM - Schnyder et Handschin 2015
Chemokine (C-C Motif) Ligand 2 (MCP-1) CCL2 - Raschke et Eckel 2013

Angiopoietin-Like 4 ANGPTL4 - Raschke et Eckel 2013

Vascular Endothelial Growth Factor VEGF - Ost et al. 2016

Regulator of Calcineurin 1 (RCAN-1) RCAN1 - Emrani et al. 2015
Apeline APLN - Ost et al. 2016

Chitinase 3-Like 1 (Cartilage Glycoprotein-39) CHI3L1 - Ost et al. 2016

Ostéocrine (Muscline / Musculine) OSTN - Ost et al. 2016

Vitronectine VTN - Hartwig et al. 2014

Ephrin type-A receptor 4 EPHA4 - Hartwig et al. 2014
Granulocyte colony stimulating factor 3 CSF3 - Hartwig et al. 2014
Retinoic acid receptor responder protein 1 RARRES1 - Hartwig et al. 2014
Beta-mannosidase MANBA - Hartwig et al. 2014
Collagen triple helix repeat-containing protein 1 CTHRC1 - Hartwig et al. 2014
Cartilage oligomeric matrix protein COMP - Hartwig et al. 2014
Plasminogen activator urokinase PLAU - Hartwig et al. 2014
PAI-1 (Serpin E1) SERPINE1 - Raschke et Eckel 2013

PEDF (Serpin F1) SERPINF1 - Raschke et Eckel 2013

Dipeptidyl peptidase-4 DPP4 - Raschke et Eckel 2013

Secreted frizzled-related protein 4 SFRP4 - Hartwig et al. 2014
Integrin beta-like protein 1 ITGBL1 - Hartwig et al. 2014
Latent transforming growth factor beta binding protein 2 LTBP2 - Hartwig et al. 2014
Sushi repeat containing protein X-linked SRPX - Hartwig et al. 2014

Protéoglycanes qui fonctionnent comme des myokines
Décorine DCN Ost et al. 2016

Produit du métabolisme
Acide β-aminoisobutyrique (BAIBA) Pas une 

protéine
- Schnyder et Handschin 2015

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26453501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26453501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23861558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23861558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26122706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23861558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23861558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23861558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23994228
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26898145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26453501


Tableau X: Les différents types de fibres des MSS
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Fibres à contraction 
Lente

Fibres à contraction rapide

Oxydatives Glycolytiques

Type 1 Type 2 a Type 2 x Type 2 b

“Slow twich” “Fast twich a” “Fast twich x” “Fast twich b”

ST FTa FTx FTb

Coloration Rouges Roses Blanches

Temps de contraction Lentes oxydatives Rapides 
Intermédiaires

Rapides Très rapides 

Résistance à la fatigue Elevée Assez élevée Modérée Faible

Type de métabolisme le plus 
efficace

Métabolisme aérobie Métabolisme anaérobie

Long terme Long terme Court terme Court terme

Temps maximum de 
recrutement

Plusieurs heures Moins de 30 minutes Moins de 5 minutes Moins de 1 minute

Densité mitochondriale Très forte Forte Modérée Faible

Capacités oxydatives Élevées Élevées Modérées Faibles

Vascularisation Dense Intermédiaire Faible Faible

Substrats énergétiques les 
plus stockés

Triglycérides PCr
Glycogène

ATP
PCr

Glycogène en faible 
quantité

ATP
PCr

Propriétés particulières Consommation d’acide 
lactique

Production d’acide 
lactique

et de PCr

Consommation de PCr Consommation de PCr

Isoforme de MyHC
caractéristique

MyHC-β/lent MyHC-IIa MyHC-IIx/d MyHC-IIb

Gène associé MYH7 MYH2 MYH1 MYH4



Tableau 3: Anticorps primaires utilisés pour les WB
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Anticorps primaire Hôte Dilution Référence

anti-PGC-1α Lapin 1/1000 sc-13067 ; Santa Cruz

Anti-CS Lapin 1/1000 #14309 ; Cell Signaling

Anti-MyHC-β Lapin 1/500 ab173366 ; Abcam

Anti-MyHC-IIa Lapin 1/10000 ab124937 ; Abcam

anti-Phospho-AMPKα (Thr172) Lapin 1/1000 #2531 ; Cell Signaling

Anti-MyoD Lapin 1:1000 sc-304 ; Santa Cruz

Anti-Myf-4 Lapin 1/1000 ab82843 ; Abcam

Anti-Myf-6 Lapin 1/1000 ab82842 ; Abcam

Anti-MLP Lapin 1/1000 PA5-29155 ; Gibco

Anti-MyHC-IIb Lapin 1/2000 MP4541 ; ECM BioSciences

Anti-MyHC-pn Lapin 1/1000 LS-C336250 ; LifeSpan BioSciences

http://www.scbt.com/datasheet-13067-pgc-1alpha-h-300-antibody.html
http://www.scbt.com/datasheet-13067-pgc-1alpha-h-300-antibody.html
http://www.scbt.com/datasheet-13067-pgc-1alpha-h-300-antibody.html
http://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/citrate-synthase-d7v8b-rabbit-mab/14309
http://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/citrate-synthase-d7v8b-rabbit-mab/14309
http://biossusa.com/store/bs-5885r.html
http://www.abcam.com/slow-skeletal-myosin-heavy-chain-antibody-n-terminal-ab173366.html
http://www.abcam.com/myh2-antibody-epr5280-ab124937.html
http://www.abcam.com/myh2-antibody-epr5280-ab124937.html
http://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/phospho-ampka-thr172-antibody/2531
http://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/phospho-ampka-thr172-antibody/2531
http://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/phospho-ampka-thr172-antibody/2531
http://www.scbt.com/datasheet-304-myod-c-20-antibody.html
http://www.scbt.com/datasheet-304-myod-c-20-antibody.html
http://www.abcam.com/myogenin-antibody-ab82843.html
http://www.abcam.com/myogenin-antibody-ab82843.html
http://www.abcam.com/myf6-antibody-ab82842.html
http://www.abcam.com/myf6-antibody-ab82842.html
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/antibody/CSRP3-Antibody-Polyclonal/PA5-29155#/legacy=pierce-antibodies.com
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/antibody/CSRP3-Antibody-Polyclonal/PA5-29155#/legacy=pierce-antibodies.com
http://www.ecmbiosciences.com/index.php?content=TDS&catnum=MP4541
http://www.ecmbiosciences.com/index.php?content=TDS&catnum=MP4541
https://www.lsbio.com/antibodies/anti-myh8-antibody-n-terminus-ihc-if-immunofluorescence-wb-western-elisa-ls-c336250/346747
https://www.lsbio.com/antibodies/anti-myh8-antibody-n-terminus-ihc-if-immunofluorescence-wb-western-elisa-ls-c336250/346747


Tableau 4: Amorces utilisées pour les RT-qPCR
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Gène Amorces

IL-6 Sens: 5’-CATCCAGTTGCCTTCTTGGG-3’ ; Anti-sens: 3’-CCAGTTTGGTAGCATCCATC-5’ 

PGC-1α Sens: 5’-AAACTTGCTAGCGGTCCTCA-3’ ; Anti-sens: 3’-TGGCTGGTGCCAGTAAGAG-5’

CS Sens: 5’-GGAAGGCTAAGAACCCTTGG-3’ ; Anti-sens: 3’-TCATCTCCGTCATGCCATAGT-5’

MyoD Sens: 5’-ATCCGCTACATCGAAGGTCT-3’ ; Anti-sens: 3’-CGCTGTAATCCATCATGCCA-5’

Myf-4 Sens: 5’-CAGTGAATGCAACTCCCACA-3’ ; Anti-sens: 3’-CGAGCAAATGATCTCCTGGG-5’

MRF4 Sens: 5’-CTACATTGAGCGTCTACAGGACC-3’ ; Anti-sens: 3’-CTGAAGACTGCTGGAGGCTG-5’

MLP Sens: 5’-TTGGCCCAGAGTCTTCACCATG-3’ ; Anti-sens: 3’-AGCAGGCAGCTTCACTCCTTC-5’

MYH1 Sens: 5’-ATTTCTCTCTCTGCCAGGCA-3’ ; Anti-sens: 3’-TCAAACTAGCCCCGCAGTG-5’

MYH2 Sens: 5’-CTGTACAAAGATCTGCTGT-3’ ; Anti-sens: 3’-CAAGTCAGCGAGTGACCA-5’

MYH4 Sens: 5’-TCTGTCACTCGGTGCTTCC-3’ ; Anti-sens: 3’-AGGGTTTTTGGAGGCTGTTT-5’

MYH7 Sens: 5’-GTGACAACAGCCCTTTCTAAAT-3’ ; Anti-sens: 3’-CTCCAGCTCCCACTCCTACC-5’

MYH8 Sens: 5’-ACACATCTTGCAGAGGAAGG-3’; Anti-sens: 3’-TAAACCCAGAGAGGCAAGTG-5’

HPRT1 Sens: 5’-CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA-3’ ; Anti-sens: 3’-CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA-5’

RPLPo Sens: 5’-ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT-3’ ; Anti-sens: 3’-ACCTCTTTCTTCCAAGCTTT-5’



Ancienne version du diapo
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D’après -------------------

AP, cancers et adipokines
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http://franceolympique.com/files/File/actions/sante/documentation/2011/Effets_de_l_APS_Thierry_BOUILLET.pdf


Effets de l’AP sur différents organes

Organes Actions favorables Type d'activité

Muscles Augmentation - Maintien
Force
Vitesse
Elasticité
Endurance 

Musculation
Vélocité
Saut, gym,
étirement,
sports de
fond

Squelette Stabilise ou augmente la 
calcification, évite
l'ostéoporose

contrainte de la pesanteur

Coeur Musculation, diminution
de fréquence de repos

Résistance Endurance



2.1. Le stimulateur électrique

2. Description du matériel

Tiré du guide d’utilisateur du C-Pace EP (IonOptix),  version révisée 
7.2, Août 2011, p17
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https://docs.google.com/document/d/1_R6Hm8CJOvDypdy3rJYUk2OjWOrGUTGRznN3JyqHQPA/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/document/d/1_R6Hm8CJOvDypdy3rJYUk2OjWOrGUTGRznN3JyqHQPA/edit?usp=sharing


2.2. Les boîtes de culture adaptées au système d’électrostimulation chronique de cellules en culture

2. Description du matériel

CULTURE DISH FOR CULTURE 
PACER SYSTEMS

(Version .pdf) (myReader)

Plateau de 6 boites de culture individuelles de 35 mm de diamètre (6 Individual 35 
mm Dishes, C-Dish, IonOptix)
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http://www.ionoptix.com/product/culture-dish-for-culture-pacer-systems/
http://www.ionoptix.com/product/culture-dish-for-culture-pacer-systems/
http://www.ionoptix.com/wp-content/uploads/2014/07/cds100r9.pdf
http://myreader.toile-libre.org/uploads/My_56562c018a946.pdf


1. Description de la lignée de myocytes murins utilisée: C2C12

C3H/He

He = Hépatome
Incidence élevée d’hépatome

pas d’athérosclérose aortique avec un régime athérogène spécifique

C3H/HeN (Normal) C3H/HeJ

LPS sensible LPS insensible

TYPE: Souris consanguine

COULEUR ET GÉNOTYPE ASSOCIÉ :

Souris agouti, A/A - MHC : Haplotype H2k

ORIGINE : National Institutes of Health (USA) - 1996 
(F169)

PERFORMANCES DE REPRODUCTION : Animal 
excellent reproducteur

GoogleDoc

Souris C3H (pdf)( = HeNRj)

Origine : Souris C3H / HeNRj

Localisation anatomique: Muscle de la cuisse (Thigh muscle) 

Localisation anatomique Muscle de la cuisse (Thigh muscle)

Capacité de différenciation OUI

Autres Cellules musculaires standards issues de muscles 
glycolytiques. Elles sont couramment utilisées comme un 
modèle in vitro du muscle (Burch et al. 2010).

Récupérées après une lésion/blessure par écrasement ( Crush 
injury)

Elles constituent un outil très utile pour étudier la différenciation 
des myoblastes et des ostéoblastes, pour étudier l’expression 
de diverses protéines (Ex: Myokines) et les mécanismes de 
certaines voies de signalisation

 Fiche fournisseur

59C2C12, ATCC: CRL-1772

http://www.janvier-labs.com/par-especes/souris-consanguines/product/c3h.html
https://docs.google.com/document/d/1i6iE67z3kd3pylNJeeqzaWJS6sRvFAk1OoyNyTEgu2A/edit?usp=sharing
http://www.janvier-labs.com/par-especes/souris-consanguines/product/c3h.html
http://www.janvier-labs.com/tl_files/_media/images/FICHE_RESEARCH_MODEL_C3H_FR.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20532042
http://www.fichier-pdf.fr/2016/02/14/crl-1772/crl-1772.pdf
http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-1772.aspx?geo_country=fr


Sarcomère

 (Schiaffino et Reggiani 2011)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22013216


Myokinome
Revue de littérature

Synthèse -DeviantArt

GoogleDrive (.svg)

Eléments graphiques

wip =>

https://drive.google.com/folderview?id=0B69DWv_sWHxfVkZiUWNIU3IxdFk&usp=sharing
http://athaziwald.deviantart.com/art/Myokinome-Synthese-globale-WIP-matrice-582986373
https://drive.google.com/file/d/0B69DWv_sWHxfdzdMb1hIQ01sTTA/view?usp=sharing
https://drive.google.com/folderview?id=0B69DWv_sWHxfcnVpbWhMZkltbzQ&usp=sharing
http://athaziwald.deviantart.com/art/Myokinome-Synthese-globale-WIP-matrice-582986373


https://cytoo.com/sites/default/files/imce_images/Diapositive2.jpg


http://athaziwald.deviantart.com/art/Striated-skeletal-muscle-regeneration-process-582219741?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=8


http://athaziwald.deviantart.com/art/Cell-Signalisation-Muscular-Hyper-A-trophy-573086898?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=11


4.1. Détermination de la méthode de vérification de la différenciation complète des cellules satellites 
en myoblastes, puis en myotubes

Etat des cellules en culture Cellules satellites
(Progéniteur)

Myoblastes
(Précurseur)

Fibres musculaires
(Myotubes)

Processus en cours Quiescence Activation Prolifération Différenciation Maturation

Gènes exprimés: 

syndécanes 3/4

m-cad

CD34

Pax-3

Pax-7

Myf-5

MyoD

Desmine

MRF-4

Myogénine

4. Les marqueurs à tester pour vérifier la différenciation et la contraction des myocytes
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4.1. Détermination de la méthode de vérification de la différenciation complète des cellules satellites 
en myoblastes, puis en myotubes

4. Les marqueurs à tester pour vérifier la différenciation et la contraction des myocytes
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Facteurs de régulation myogéniques

Protéines à domaine hélice-boucle-hélice basique

MyoD Myf-4 Myf-5  Myf-6 

 ( = Myogénine) ( = Mrf-4)

= Herculine

https://en.wikipedia.org/wiki/MyoD
https://en.wikipedia.org/wiki/Myogenin
https://en.wikipedia.org/wiki/MYF5
https://en.wikipedia.org/wiki/MRF4


4. Les marqueurs à tester pour vérifier la différenciation et la contraction des myocytes

67
(Schiaffino et Reggiani 2011)

http://myreader.toile-libre.org/uploads/My_56fff35589fac.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22013216


1.1. Protocoles de type “EPS sur des cultures de myocytes (en confluence) adhérant à une surface”

1. Description des différents modèles d’EPS

Cancer cell line culture

milieu de culture

(Gogh et al. 2015)
Electric Pulse Stimulation of Myotubes as an In 
Vitro Exercise Model: Cell-Mediated and 
Non-Cell-Mediated Effects. Evers-van Gogh IJ, 
Alex S, Stienstra R, Brenkman AB, Kersten S, 
Kalkhoven E. Sci Rep. 2015 Jun 19;5:10944. 
doi: 10.1038/srep10944. PMID: 26091097
(dans la liste de publis données par 
A.Rebillard)

Pubmed  Nature Scientific Report PMC 

Pubfacts Fichier-pdf  MyReader

Protocole basé sur celui réalisé par 

Lambernd et ses collègues

(Lambernd et al. 2012)
Contractile activity of human skeletal muscle cells 

prevents insulin resistance by inhibiting 

pro-inflammatory signalling pathways. Lambernd 

S, Taube A, Schober A, Platzbecker B, Görgens 

SW, Schlich R, Jeruschke K, Weiss J, Eckardt K, 

Eckel J. Diabetologia. 2012 Apr;55(4):1128-39. 

doi: 10.1007/s00125-012-2454-z. Epub 2012 Jan 

27. PMID: 22282161

NCBI - Springer - ResearchGate - Fichier-pdf

68(Adapté de Evers-van Gogh, 2015)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26091097?report=abstract
http://www.nature.com/articles/srep10944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4473537/
http://www.pubfacts.com/detail/26091097/Electric-Pulse-Stimulation-of-Myotubes-as-an-In-Vitro-Exercise-Model-Cell-Mediated-and-Non-Cell-Medi
http://www.fichier-pdf.fr/2015/12/16/evers-van-gogh-2015-eps-myotubes-nature-srep/evers-van-gogh-2015-eps-myotubes-nature-srep.pdf
http://myreader.toile-libre.org/uploads/My_566092e6a3e42.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22282161
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00125-012-2454-z#/page-1
https://www.researchgate.net/publication/221781913_Contractile_activity_of_human_skeletal_muscle_cells_prevents_insulin_resistance_by_inhibiting_pro-inflammatory_signalling_pathways
http://www.fichier-pdf.fr/2016/01/13/lambernd-2012-human-skel-muscle-inflam-springer-diabetologia/lambernd-2012-human-skel-muscle-inflam-springer-diabetologia.pdf


1.2. Autres types de protocoles, tels que celui-ci, qui s’attache à reproduire un modèle plus fidèle à 

l’architecture cellulaire d’un muscle strié squelettique (Matrigel, MEC, 3D)

1. Description des différents modèles d’EPS

Extrait de van der Schaft et al. 2013

(van der Schaft et al. 2013)

Engineering skeletal muscle tissues from 

murine myoblast progenitor cells and 

application of electrical stimulation. van 

der Schaft DW, van Spreeuwel AC, Boonen 

KJ, Langelaan ML, Bouten CV, Baaijens FP. J 

Vis Exp. 2013 Mar 19;(73):e4267. doi: 10.3791/4267. 

PMID: 23542531

(via IonOptix) (Via Jove) (Liste du matériel - pdf) 
(Protocole pdf)

(zip)  (Protocole vidéo, YouTube privé) (Pubmed)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531
http://www.ionoptix.com/application_notes/jove-culture-pacing/
http://www.jove.com/video/4267/engineering-skeletal-muscle-tissues-from-murine-myoblast-progenitor?access=yxhdnm8c
http://www.jove.com/pdf-materials/4267/jove-materials-4267-engineering-skeletal-muscle-tissues-from-murine-myoblast-progenitor
http://www.fichier-pdf.fr/2016/01/07/liste-du-materiel/liste-du-materiel.pdf
http://www.fichier-pdf.fr/2015/12/16/schaftprotocolemyocyteculture-1/schaftprotocolemyocyteculture-1.pdf
http://www.fichier-zip.com/2015/12/16/schaftprotocolemyocyteculture-1/
https://www.youtube.com/watch?v=VL0P_PTZ42o&feature=youtu.be
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23542531


Matériel et Méthodes

1. Mise en place d’un protocole

1.1. Basé sur une revue de littérature (1)

voir aussi
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https://drive.google.com/file/d/0B69DWv_sWHxfajFpZFJ4eUhBYzg/view?usp=sharing
http://athaziwald.deviantart.com/art/Design-EPS-protocol-wip-590005025?q=gallery%3AAthaziwald%2F53555539&qo=0


Matériel et Méthodes

1. Mise en place d’un protocole

1.1. Basé sur une revue de littérature (2)

Protocoles réalisés sur des myocytes C2C12
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https://drive.google.com/file/d/0B69DWv_sWHxfUjZSTFRtMUVhNFE/view?usp=sharing


Matériel et Méthodes

1. Mise en place d’un protocole

1.1. Basé sur une revue de littérature (3)

Protocoles réalisés sur des myocytes C2C12
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https://drive.google.com/file/d/0B69DWv_sWHxfek95YldPYjZsSk0/view?usp=sharing


Matériel et Méthodes

1. Mise en place d’un protocole

1.1. Protocole proposé (1)
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https://drive.google.com/file/d/0B69DWv_sWHxfQTJjUE9BV2V4RmM/view


Matériel et Méthodes

1. Mise en place d’un protocole

1.1. Protocole proposé (2)

74



Matériel et Méthodes

1. Mise en place d’un protocole

1.1. Choix des paramètres d’électrostimulation

75

Aigu Intermittent Continu

Durée
EPS

Une fois 90 min plusieurs fois 90 min à
intervalle régulier durant 4 

jours

24 h

D’après Burch et al. 2010

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20532042


4. Les marqueurs à tester pour vérifier la différenciation et la contraction des myocytes
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Sujet de stage

• Mise en place d'un modèle de stimulation 
électrique de cellules musculaires pour 
mimer l'exercice in vitro

   Avec Amélie Rebillard au laboratoire M2S

Site du laboratoire M2S 77

http://m2slab.com/


Proposition de mémoire

• Pas encore de problématique 

78



Interrogations éventuelles

79



Couplage
 E-C

Pour le coeur !!!!


