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BALANCE PROTEIQUE ET PHENOTYPE MUSCULAIRE

Le maintien de la masse musculaire est étroitement li¢ a la balance entre la synthése et la dégradation des
protéines. L’exercice physique est un puissant régulateur de la balance protéique et plus particulierement
I’exercice en résistance. S’intéresser a la balance protéique aprés un exercice s’inscrit dans une compréhension
des mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant aux phénomenes d’hypertrophie et/ou d’atrophie
musculaire. Nos travaux mettent en évidence que I’hypertrophie obtenue dans le muscle FDP aprés 10 semaines
d’un entrainement en résistance chez le rat, est en lien avec 1’activation chronique de la voie IL-6/STAT3 apres
chaque exercice aigu, en partie au sein du pool de cellules satellites activées. En phase proliférative, les cellules
dont la voie de signalisation STAT1/STATS3 est activée, répriment I'expression des facteurs myogéniques comme
MyoD et retournent ainsi a 1'état quiescent, concourant a augmenter le pool de réserve. Ces mécanismes
participent a la synthese protéique par I’apport de nouveau matériel génétique au sein des fibres musculaires
conduisant a une augmentation de leur surface de section ainsi qu'a leur conversion phénotypique avec
I’entrainement. L’exercice en résistance favorisant la protéolyse, nos travaux ont cherché a caractériser les
systeémes protéolytiques (autophagique-lysosomal, ubiquitine-protéasome) impliqués dans la balance protéique
post-exercice. Les marqueurs moléculaires étudiés (activités enzymatiques du protéasome et de la cathepsine L,
expression protéique et génique de LC3B, des E3 ligases...) ne permettent pas d’expliquer clairement les +30%
de protéolyse obtenus une heure aprés des contractions excentriques sur muscle EDL isolé de rat en condition a
jeun. Des perspectives d’étude des systemes des calpaines, des caspases et/ou des métalloprotéases matricielles

sont alors a envisager.

Mots clés : exercice, hypertrophie, IL-6, cellules satellites, autophagique-lysosomal, ubiquitine-protéasome

PROTEIN BALANCE AND MUSCULAR PHENOTYPE

The maintain of muscle mass is closely controlled by protein synthesis and degradation balance. Physical
activity and mainly resistance exercise is a powerful stimulus to positive muscle protein balance. To understand
how protein balance is regulated after exercise, cellular and molecular mechanisms leading to muscular
hypertrophy and/or atrophy have to be elucidated. Our works point out that FDP muscular hypertrophy after 10
weeks of resistance training in rat is partly due to the chronically activation of IL-6/STAT3 signaling pathway,
occurring in the activated satellite cell pool, after each single exercise bout. Once activated and engaged in the
myogenic program, cells in which STAT1/STAT3 signaling pathway is activated, could downregulate MyoD
and return to a quiescent state, leading to increase satellite cell reserve’s pool. These events participate to
enhance protein synthesis by the incorporation of new genetic material into muscle fiber leading to increase their
cross sectional area and phenotypic shift after training. As resistance exercise increases proteolysis, our works
attempt to characterize the proteolysis systems (lysosomal-autophagic, ubiquitin-proteasome) involved in protein
balance after exercise. The molecular markers measured ( chymotrypsin-like and cathepsin L activities, protein
and gene expressions of LC3B, E3 ligases...) could not explain the +30% of proteolysis obtained one hour after
resistance eccentric contractions on EDL muscle of starved rats. Further studies based on calpains, caspases and

metalloproteinase activities and/or expressions should bring us valuable information.

Keywords : exercise, hypertrophy, IL-6, satellite cells, lysosomal-autophagic, ubiquitin-proteasom
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Introduction générale

Le muscle strié squelettique grace a sa capacité de production de force est le tissu responsable du

mouvement humain volontaire mais assure ¢galement le maintien postural du corps. Les cellules du
muscle aussi appelées fibres musculaires ou myocytes sont multinuclées suite a la fusion de plusieurs
cellules mononuclées issues de la lignée myogénique, les myoblastes. Au sein de ces fibres,
l'appareillage contractile est regroupé en myofibrilles dont les acteurs majeurs sont 1’actine et la
myosine. Lorsque ces deux myofilaments coulissent I’un par rapport I’autre, les myofibrilles se
raccourcissent entrainant le raccourcissement des fibres et donc du muscle entier. Le raccourcissement
du muscle appelé contraction concentrique s’accompagne systématiquement de la production d’une
force.
Apres la naissance, les capacités d'adaptations des muscles squelettiques sont possibles en "quantité"
et en "qualité" regroupées sous le terme de plasticité musculaire.Cette plasticité dont est doté le muscle
lui permet d’adapter la taille et la composition de ses fibres en fonction des sollicitations qu’il subit.
Par exemple, des modalités bien précises d’exercice physique ou une alimentation hyper protéinée
peuvent conduire a une augmentation de la synthése protéique musculaire voire une hypertrophie
contrairement a certaines pathologies, la sédentarité ou le vieillissement qui peuvent générer une perte
de masse musculaire ou atrophie. Ces changements de taille du muscle sont souvent accompagnés
d’une modification de son phénotype contractile et métabolique. La masse musculaire représente 40%
du poids corporel, le tissu adipeux 20%, la peau 7%, le foie et le cerveau 2,5% chacun, le cceur et les
reins 0,5%. Le muscle squelettique étant indispensable a la motricité ainsi qu’a la posture, le maintien
de la masse musculaire est alors un facteur important pour une bonne autonomie et qualité de vie. En
effet, la perte musculaire associée a 1'age qui commence apres 'dge de 55 ans, est I'un des facteurs les
plus importants de perte d'autonomie chez les personnes dgées augmentant également les risques de
chute et de fracture. La baisse cumulée de la masse musculaire atteint 40% de 20 a 80 ans mais elle
peut également se produire avant notamment lorsqu'une maladie chronique apparait. Ainsi, dans un
contexte économique ou I’enjeu est la réduction des coflits de santé publique, la compréhension des
mécanismes de régulation de la masse musculaire est une préoccupation majeure. Les protéines
musculaires représentant 85% du volume total de la fibre, le maintien de la masse musculaire est
étroitement lié a la balance entre la synthése et la dégradation des protéines. Ainsi, la régulation de la
masse musculaire est en lien avec une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires responsables des modifications du métabolisme protéique

De récents progres ont été faits dans la compréhension des voies de signalisation conduisant a
I’hypertrophie ou I’atrophie musculaire. Ainsi, il est trés clairement démontré que ’activation ou
I’inhibition de la voie canonique phosphatidylinositol-3-kinase (P/3K)/Akt/mammalian target of
rapamycin (mTOR) induit une hypertrophie ou une atrophie du muscle via une modification de la

balance entre la synthése et la dégradation des protéines musculaires. Par ailleurs,
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l'augmentation de la synthese protéique musculaire n’est pas uniquement due a la voie canonique
PI3K/Akt/mTOR mais est la résultante de plusieurs voies signalétiques dont leur action simultanée ou
alternative sont complémentaires et menent a la réponse maximale. Ainsi, la voie des Mitogen
Activated Protein Kinases (MAPKs) a travers les protéines Extracellular signal-regulated kinase
(ERK1/2) et p38 MAPK et plus récemment la voie de I’interleukine-6 (IL-6)/Janus Kinase
(JAK)/Signal Transducer and Activator of Transcription-3 (STAT3) ont été montrées comme étant des
voies supplémentaires contribuant aux phénomenes anaboliques dans certaines conditions. Parmi ces
acteurs, les facteurs de croissance (Insulin like Growth Factor 1 (IGF-1), hormone de croissance...),
I’exercice physique conduisent a [’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR alors que certaines
pathologies (cancer, myopathies secondaires...), un statut nutritionnel inadéquat (jeline, anorexie...),
le vieillissement vont concourir a la diminution de son activation et a ’augmentation de I’implication
de voies signalétiques régulant le catabolisme musculaire. Ces derniéres activent des systemes de
dégradation des protéines différemment impliqués selon les stimuli: les calpaines, le systeme
ubiquitine-protéasome (UPS) et le systeme autophagique-lysosomale (LAS).

Parmi ces stimuli, I’exercice physique a lui-seul est un puissant régulateur de la balance protéique
et plus particulierement 1’exercice en résistance. Il permet de stimuler la synthése protéique en partie
via PI3K/Akt/mTOR jusqu’a 48 heures aprés un exercice et lorsque celui-ci est répété, notamment
dans un contexte d’entrainement, il conduit a une hypertrophie des muscles sollicités aprés seulement
quelques semaines. Cependant, un tel exercice active les mécanismes de dégradation des protéines qui
sont exacerbés lorsque le statut « nutritionnel » de la cellule est inadéquat notamment lorsque certains
acides aminés essentiels font défaut. Si les mécanismes régulant la synthése protéique aprés un
exercice ont fait I’objet de nombreuses ¢tudes, les différents systémes de dégradation des protéines et
leur régulation sont largement moins décrits. Ainsi, comprendre les mécanismes cellulaires et
moléculaires régulant la masse musculaire présente un intérét majeur a la fois dans le monde sportif et
médical. Dans un objectif de performance, la compréhension des voies signalétiques impliquées dans
la balance protéique pourrait permettre de proposer des stratégies nutritionnelles adaptées pour
optimiser les effets de 1’entrainement en résistance. Par ailleurs, I’exercice de résistance étant un
puissant stimulus anabolique, il est de plus en plus envisagé comme traitement thérapeutique
complémentaire aux agents pharmacologiques, dans des pathologies associées a des fontes
musculaires (cachexie cancéreuse, sarcopénie de la personne agée). A cet égard, les travaux de ces
derniéres années ont vu émerger une cytokine comme nouveau médiateur potentiel dans I’induction de

I’hypertrophie musculaire, l'interleukine- 6. A 1’exercice I’IL-6 est produite par le muscle actif et peut
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agir de maniere autocrine et paracrine sur 1’homéostasie du glucose. Cependant, certaines données
récentes suggerent son implication dans 1’hypertrophie induite d’exercice.

Le travail de these présenté ici sera divisé en trois études. Tout d’abord, 1’intérét sera porté sur le
role de la voie de signalisation IL-6/STAT3 dans I’hypertrophie musculaire induite par un
entrainement en résistance ainsi que sur ses mécanismes cellulaires et moléculaires d’action. La revue
de littérature concernant la 1" étude sera composée de trois chapitres principaux qui exposeront le
remodelage musculaire induit par un exercice en résistance puis les mécanismes cellulaires et
moléculaires conduisant a [’hypertrophie et enfin I’implication de la voie IL-6/STAT3 dans
I’hypertrophie musculaire. Ensuite, I’intérét sera porté sur la balance protéique aprés un exercice de
résistance et un traitement au 2-agoniste, le clenbutérol (Cb) et plus particulieérement sur I’implication
des différents systémes de dégradation des protéines. La revue littérature des études 2 et 3 s’attachera
dans un 1 temps a décrire les principaux systémes de dégradation protéiques puis les mécanismes
moléculaires de leur régulation par 1’exercice en terminant par 1’importance de la nutrition dans la

régulation de la balance protéique.
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PREMIERE PARTIE IMPLICATION DE LA VOIE IL-6/STAT3 DANS
L’HYPERTROPHIE MUSCULAIRE INDUITE PAR UN ENTRAINEMENT EN
RESISTANCE

I- INFLUENCE DE L’ENTRAINEMENT EN RESISTANCE SUR LE TISSU MUSCULAIRE

L’une des propriétés les plus remarquables du muscle est sa faculté a s’adapter aux différentes
sollicitations qu’il subit notamment a I’échelle de ses constituants protéiques et structuraux. Cette
plasticité musculaire lui permet d’adapter son équipement en protéines contractiles (isoformes des
chaines lourdes de myosine-MHC) ou métaboliques (enzymes oxydatives et glycolytiques) en fonction
de parametre qualitatif (intensité) et quantitatif (fréquence) de 1’activité de contraction. Ces réponses
physiologiques du muscle a I’entrainement sont radicalement différentes entre un entrainement en
endurance, en force ou en résistance. Ces trois types d’entrainement peuvent étre distingués en
considérant que pour un individu donné et une modalité d’exercice, il existe une intensité maximale de
contraction. Ainsi, un exercice peut étre dit de force lorsque I’exercice est réalisé entre 80-100% du
maximum, de résistance entre 60-80% et d’endurance pour une intensité d’exécution inférieure a 60%.
L’intensité de la contraction musculaire étant différente, la durée d’exécution du mouvement sera alors
inversement proportionnelle. Ainsi, les exercices d’endurance représentent ceux dont les durées
d’exécution sont les plus importantes. Les adaptations du muscle a ce type d’exercice ont trés
rapidement intéressé les scientifiques et ce n’est que plus récemment que 1’on étudie les réponses du
muscle aux exercices de force et résistance. Alors que 1’entrainement en endurance ne détermine que
de faibles variations de masse musculaire, au contraire 1’entrainement en force et plus spécifiquement
en résistance sont a 1’origine de I’hypertrophie marquée des muscles actifs. De ce fait, les travaux de
thése présentés ont été menés a partir de protocoles d’entrainement en résistance, modéle

physiologique pour I’étude des mécanismes cellulaires et moléculaires de I’hypertrophie musculaire.

a. Effet de ’entrainement en résistance sur le phénotype musculaire
i. Phénotype contractile

Le phénotype contractile est déterminé par la vitesse de contraction couplée a la force développée
par la fibre musculaire. Ces deux paramétres dépendent majoritairement des isoformes des chaines
lourdes de myosine (MHC) présentent dans la fibre. La vitesse de contraction de la fibre étant
étroitement liée a l'activité ATPasique portée par la téte de myosine, 1’étude de la composition en
MHC du muscle est un bon critére pour caractériser son phénotype contractile. On distingue alors des
fibres lentes riches en MHC de type I qui développent des forces plus faibles que des fibres rapides
riches en MHC de type II. 11 existe aussi plusieurs isoformes des MHC de type Il que 1’on distingue
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Figure 1 : Courbes force-vitesse (/a) et force-puissance (/5) des trois types de fibres I,
Ila et IIb chez I"homme. D aprés Bottinelli et al., 1999.
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en fonction de leur vitesse de contraction, par ordre croissant: Ila, IIx et IIb chez le rongeur,
I’isoforme IIb n’existant pas chez ’homme. Il a noté que I’isoforme IIb est souvent employée a tort
chez ’homme a la place de IIx. Par ailleurs, les fibres de type rapide ayant des vitesses de
raccourcissement maximal supérieures aux fibres lentes (Figure la), la composition du muscle en
types de fibres joue un rdle important sur les performances en force (Figure 1b). De plus, une fibre
pouvant exprimer plusieurs isoformes de MHC, il existe une grande variété de propriétés mécaniques
possibles du muscle. L’entrainement en résistance va induire une conversion des fibres rapides
glycolytiques de type IIx en fibres rapides glycolytique et oxydative (« fibres intermédiaires ») de
type Ila chez I’homme, quel que soit le muscle étudié¢ pourvu qu’il ait été sollicité de fagcon majeure
dans I’exercice [1, 2]. Des adaptations similaires sont retrouvées chez le rongeur qui se traduisent par
une transition des fibres de type IIb vers des formes plus lentes de type IIx et Ila /3, 4/. Bien que la
transition phénotypique soit identique chez le rongeur et chez ’homme, les données chez le rongeur
n’ont pas toujours été obtenues a la suite de protocoles d’entrainement en résistance : Caiozzo et al.,
1997 et Haddad et al., 1998 ont utilis¢ un modele de contractions involontaires contrdlées par un
ergometre ; seuls Lee et al., 2004 ont réalisé un protocole de résistance sur une échelle d’escalade qui
présente I’inconvénient d’étre peu physiologique, les rats étant stimulés par des décharges électriques.
Dans ce contexte, une partic de ce travail de thése s’est attaché a développer un modéle
d’entrainement en résistance physiologique chez le rat reflétant la transition phénotypique obtenue
chez ’homme.

A D’inverse des fibres de types rapides, les modifications sur les fibres de type I sont trés dépendantes
du type d’entrainement en résistance. Ainsi, selon les protocoles aucune modification ou une
diminution des fibres de type I ont été rapportée [2, 4, 5]. Enfin, cette transition du phénotype
contractile du rapide vers un phénotype intermédiaire semble assez rapide et apparaitre dés la

deuxiéme semaine d’un entrainement de résistance de deux séances par semaine [6].

ii. Phénotype métabolique

Le phénotype métabolique fait référence aux voies métaboliques sollicitées pour la fourniture
d’énergic (ATP) et donc a 1’équipement biochimique pour resynthétiser I’ATP. On distingue deux
grandes filiéres pour la production d’ATP a partir de substrats glucidiques ou lipidiques qui sont la
filiere anaérobie lactique et la filicre aérobie. La premiére voie consiste en la dégradation du glucose
en lactate dans le cytosol alors que 1’oxydation du glucose et des lipides se poursuit dans la
mitochondrie pour la deuxiéme voie. Le phénotype métabolique d’un muscle peut alors étre estimé a
partir du dosage de I’activité des enzymes spécifiques de chacune des deux filiéres ou des substrats
utilisés. On distingue alors les fibres glycolytiques utilisant la voie anaérobie, des fibres oxydatives
utilisant la voie aérobie pour produire 1’énergie. Au-dela de cette dichotomie, aucune fibre n’est

strictement oxydative ou glycolytique. Par ailleurs, le phénotype
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métabolique est assez bien corrélé au phénotype contractile, les fibres lentes de type I étant les plus
oxydatives, les fibres rapides de type lla intermédiaires, et les fibres rapides de type IIx et IIb tres
glycolytiques.

De manicre générale, I’entrainement en résistance ne se traduit par aucune amélioration des
capacités oxydatives musculaires puisque ’activité des enzymes oxydatives musculaires telles que la
citrate synthase ou la succinate déshydrogénase sont le plus souvent non modifiées et parfois
diminuées [7, 8]. Des données récentes ont permis de montrer une augmentation des flux de transport
et de captation du glucose ainsi que de I’expression des transporteurs du glucose GLUT-4 [9-11], une
augmentation de l’enzyme impliquée dans la transformation du pyruvate en lactate, la lactate-
deshydrogénase-A (LDH-A), fortement corrélées au métabolisme glycolytique [12, 13]. De plus, une
augmentation de la capacité a transporter du lactate a travers la membrane, en particulier dans le sens
de I’extrusion de cet ion [14], va également dans le sens d’une meilleure tolérance de 1’augmentation

du potentiel glycolytique induit par I’entrainement en résistance (Annexe 1).

En résumé, contrairement a I’entrainement en endurance, un entrainement en résistance mené
chez I’homme ou le rat n’entraine pas le passage d’un phénotype lent vers le rapide mais permet
I’obtention d’un phénotype intermédiaire a travers I’augmentation des fibres de type Ila,. De ce fait un
muscle oxydatif (soléaire par exemple) sera davantage glycolytique aprés un exercice de résistance
alors qu’un muscle rapide (Extensor Digitorum Longus ou EDL, Plantaris) verra son potentiel oxydatif
augmenté. Ce changement phénotypique ne semble pas étre majoritairement li¢ au type de muscles
mais semble varier suivant le protocole d’entrailnement employé chez [’homme (nombreuses
répétitions a charges modérées ou peu de répétitions a charges plus élevées). Cette différence de
résultat est peu fréquente chez le rongeur, les protocoles de résistance s’apparentant davantage a de la

stimulation électrique ou des exercices plutot de force isométrique.

b. Entrainement en résistance et hypertrophie musculaire
i. Chez homme

L’augmentation de la masse musculaire observée en réponse a un entrainement en résistance
résulte principalement d’une hypertrophie des fibres musculaires, autrement dit d’une augmentation de
la surface de section de la fibre (CSA). Un certain nombre d’études ont pu décrire des augmentations
de I'ordre de 10 a 30 % de la CSA au terme d’un entrainement de 10 a 12 semaines chez des
populations initialement sédentaires [1, 8, 15-17]. Cette augmentations de la surface de section suite a
un entrainement de résistance affecte tous les types de fibres mais plus particulierement les fibres Ila
et [Ix avec des augmentations d’au moins 25% alors que la CSA des fibres lentes serait moins touchée

(15%) (Annexe ). Le phénomene
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hypertrophique peut étre encore plus marqué chez les populations d’athlétes entrainés en force depuis
plusieurs années: Kadi et al. (1999) [18] ont montré une hypertrophie de plus de 80 % de la surface de
section transversale des fibres musculaires de type Ila et IIx comparativement a une population
sédentaire dans le muscle trapéze [18]. L’importance de 1’hypertrophie pourrait dépendre alors de la
plasticité musculaire initiale qui semble étroitement liée au contenu initial en cellules satellites [15].

Les protocoles ayant permis d’obtenir ces hypertrophies ont été réalisés sur des appareils de
musculation de type extension du genou, squat, presse pour les membres inférieurs et des exercices de
tirages (rowing) ou développé-couché pour les membres supérieurs. Classiquement, les exercices sont
réalisés entre 3-4 séries de 8-10 répétitions entrecoupés de 1 a 3 minutes (min) de récupération entre
les séries. Chaque répétition est effectuée entre 70-80% de la répétition maximale (RM). Cette
derniére est définie comme la charge maximale qui peut étre soulevée en une fois. Ces exercices sont
réalisés 3-4 fois par semaine entre 8-12 semaines, temps nécessaire pour obtenir une hypertrophie de

I’ensemble des types de fibres (Annexe 1).

ii. Chez Panimal

Si I’on s’intéresse a I’hypertrophie musculaire induite par un entrainement en résistance chez le
rat, les données restent trés peu fournies puisque les modeles d’entrainement en résistance chez le rat
restent marginaux. On peut tout de méme citer deux modeles, I’un davantage critiquable que 1’autre :
le modele de squat de Tamaki et al. (1992) [19] (Figure 2a) et le modele d’échelle d’escalade de Lee
et al. (2004) [20] (Figure 2b). Apres 4 semaines d’entrailnement en squat, Barauna et al. (2005) [21],
Barauna et al. (2007) [22] ont pu obtenir une hypertrophie cardiaque contrairement a 1’étude de Krisan
et al. (2004) [9] dans laquelle aucune hypertrophie des muscles des pattes arriére n’a été obtenue apres
12 semaines d’entrainement. Cette absence d’hypertrophie peut s’expliquer par deux raisons : le faible
volume de contraction (3 x 10 répétitions a 75%, 3 fois par semaine) mais également 1’aspect peu
physiologique du modele, les rats subissant des décharges électriques (10V). Par ailleurs, ce mode¢le
étant tres attirant par sa proximité avec les modeles chez ’homme, nous avons essay¢ de le reproduire
a I’identique avec I’intention de modifier le protocole d’entrainement pour obtenir une hypertrophie
des pattes arriere. Malgré des stimulations électriques importantes, des heures de familiarisation et
beaucoup de patience, les rats ont toujours refusé d’effectuer correctement des squats. Bien
qu’utilisant une stimulation électrique, 1’échelle d’escalade [20] est beaucoup plus physiologique que
le 1% mod¢le et démontra une augmentation de CSA de 20% d’un muscle des pattes avant (Flexor
Hallucis Longus) apres 8 semaines d’entrainement.

Jusqu’a présent, les études s’intéressant aux mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans
I’hypertrophie induite par augmentation de l’activité contractile, ont toujours été¢ menées sur des

modeles animaux de surcharge par ablation de muscles antagonistes [23, 24]. Ce mod¢le est éloigné
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d’un protocole d’entrainement en résistance a proprement parlé au moins sur le plan de la stimulation

neuronale de type tonique sur le(s) muscle(s) devant compenser les muscles de la posture enlevés.

En résumé, ’entrainement en résistance détermine un profond remodelage phénotypique du tissu
musculaire chez I’homme. D’un point de vue histologique, cela se traduit par une hypertrophie
musculaire par augmentation de la surface de section des fibres musculaires de préférences rapides. A
une échelle plus microscopique, les protéines représentatives du phénotype contractile (MHC) ou
métaboliques (enzymes glycolytique ou oxydatives) attestent d’une transition vers un phénotype
« intermédiaire » c’est-a-dire rapide-oxydatif di en partie a I’augmentation des MHC de type Ila. Un
modele physiologique d’entrainement chez le rat reste a envisager pour confirmer les adaptations
obtenues chez I’homme et permettre des ¢études approfondies des mécanismes moléculaires et

cellulaires sous-jacents.

11- MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS L’HYPERTROPHIE

INDUITE D’EXERCICE

a. Introduction

Si ’entrainement en résistance permet une hypertrophie des muscles sollicités, en opposition la
réduction de I’activité musculaire qu’elle soit expérimentale (dénervation, suspension des pattes
arrieres du rongeur, alitement), physiologique (vieillissement) ou physiopathologique (cancer,
pathologie neuromusculaire, speticémie...) conduit a une atrophie musculaire [25]. Ces adaptations au
stress mécanique et/ou métabolique s’expliquent par des modifications de [’expression génique
conduisant a un gain ou a une perte de masse musculaire. Les protéines myofibrillaires représentant
80% du volume de la fibre [26], tout mécanisme stimulant I’expression génique de ces protéines
pourrait avoir un effet hypertrophiant. Ainsi, toute situation qui modifiera la balance entre la synthése
et la dégradation des protéines (protéolyse) aura un impact sur la masse musculaire. En effet, des
études chez I’homme ou chez le rat ont pu montrer une augmentation de la synthése protéique de 3 a
48 heures apreés un exercice de résistance [27, 28]. Cependant, de tels exercices induisent également
une augmentation de la protéolyse de telle fagcon que la balance protéique (différence entre synthese
protéique et protéolyse) est négative immédiatement apres 1’exercice, les phénomenes de dégradation
protéique étant stimulés de maniere plus précoce [27]. Il existe un moyen simple de rendre cette
balance protéique positive : la prise alimentaire. Les acides aminés essentiels (AAE) présents dans
I’alimentation contribuent a eux seuls a stimuler la syntheése protéique induite par I’exercice [29, 30].
I est alors compréhensible qu'une alimentation déséquilibrée, carencée, le jeline ou encore que des
pathologies telles que le cancer, le VIH, la Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO)

induisent des pertes de masse musculaire en modifiant ’utilisation des
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substrats énergétiques. Les acides aminés sont alors utilisés comme fournisseur d’énergie, détournés
de leur métabolisme initial, un déséquilibre dans la balance protéique survient conduisant a une perte
de masse musculaire. L’inactivité a également des effets opposés a 1’exercice puisque la synthese
protéique est réduite apres 14 jours d’alitement [31] ou encore lors d’une suspension par les pattes
arriere du rongeur augmentant également la protéolyse [32].

Toute perte ou gain de masse musculaire est donc conditionné par des variations de la balance
protéique, résultat de modifications au niveau de la transcription et de la traduction des protéines
myofibrillaires mais également au niveau de I’activation des différents systémes de dégradation :
ubiquitine-proteasome, autophagique-lysosomal et les calpaines. Enfin, I’augmentation du nombre de
noyaux au sein de la fibre musculaire peut contribuer a ’accroissement des capacités de synthése en
augmentant la capacité transcriptionnelle non-sélective de la cellule. La régulation de la synthese
protéique par I’incorporation de nouveaux noyaux implique la participation des cellules satellites au

phénomene hypertrophique [33].

b. Régulation de la balance protéique musculaire
i. Role de la synthese protéique
1. Traduction des protéines par la voie de signalisation PI3K/Akt

Il est trés clairement reconnu 1’implication de la voie PI3K/Akt dans la régulation de la masse
musculaire. Le stress mécanique, les facteurs de croissance (IGF-1, insuline) ou les acides aminés vont
induire la phosphorylation de PI3K [34] permettant la fixation de la protéine sérine-thréonine kinase
Akt ou PKB (Protein Kinase B) au niveau de la membrane puis sa phosphorylation par la kinase 3’
phosphoinositol-dependent protein kinase (PDK). Lorsque Akt est activée, plusieurs de ses substrats
peuvent étre phosphorylés, dont certains participent a la régulation de la synthese protéique.

La protéine clé et principale cible d’Akt est mTOR qui peut étre phosphorylée via I’inhibition des
protéines Tuberous Sclerosis protein 1/2 (TSC1/2) et PRAS40 (proline-rich Akt/PKB substrate 40
kDa) [35, 36]. mTOR est a I’origine de la modulation de deux voies différentes : la voie de PHAS-1 et

la voie de la protéine kinase ribosomale S6 (p70°°

), toutes les deux impliquées dans le controle de
facteurs de traduction appelés « eukariotic initiation (elF), elongation (eEF) and release (eRF)
factors ». L’inhibition de PHAS-1ou 4EBP1, régulateur négatif de I’initiation de la traduction, permet
la phosphorylation de elF4E pour la formation du complexe elF4E-elF4G alors que I’activation de

p70S6k induit la phosphorylation de S6 et elF4B [37].
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Une seconde cible d’Akt, la proteine glycogen synthetase kinase 3 beta (GSK3[) a été montrée
comme pouvant moduler I’hypertrophie [39]. La phosphorylation de GSK3f par Akt permet de lever
l'inhibition que GSK3p exerce sur le facteur d’initiation de 1’élongation, elF2B [40, 41]. Ainsi,
I’inhibition de GSK3p peut induire une hypertrophie par stimulation de la synthese protéique mTOR
indépendante.

Un consensus est largement établi sur I’activation de la voie PI3K/Akt a la suite d’un exercice en
résistance [42]. Les travaux de Bolster et al. (2003) chez le rat montrent une activation rapide et
transitoire de la phosphorylation de Akt, mTOR et de I’ensemble des molécules cibles 4EBP1, S6,
elF2b apreés un protocole de stimulation électrique a haute fréquence (simulation d’un exercice de
résistance). De plus, 1’étude de Kubica et al. (2005) confirme I’implication de cette voie puisque
I’administration d’un inhibiteur spécifique de la protéine mTOR a des rats, la rapamycine, abolie
totalement ’activation de cette voie apres une stimulation électrique. Ainsi, I’état de phosphorylation
des facteurs d’initiation et d’élongation de la traduction (S6, 4EBPI1, elF2B) est admis comme
marqueurs de I’activation de la synthése protéique [44, 45]. Ils sont fréquemment mesurés, de par leur
technique de mesure plus facile en Western blot par comparaison a la mesure directe du taux de
synthése protéique. Méme s’il est prouvé que 1’exercice de résistance augmente la synthése protéique
via I’activation de la voie PI3K/Akt, les signaux a I’origine de cette activation reste a éclaircir. On
cherche toujours a comprendre si la contrainte mécanique elle-méme peut activer cette voie ou encore
si ’effet de I’exercice est médi¢ par certains facteurs de croissance, le lactate ou encore les acides

aminés.

2. Voie de I’IGF-1

Depuis quelques années, il est reconnu que I’exercice induit la production locale d’IGF-1 par le
muscle qui elle-méme contribue a augmenter de fagon rapide et transitoire les concentrations
plasmatiques d’IGF-1 [24, 46, 47]. Les études ont tout d’abord cherché a caractériser 1’origine de cette
IGF-1 plasmatique. En effet, le foie est la principale source de I’IGF-1 circulante qui agit de manicre
endocrine dans la médiation des effets de ’hormone de croissance (GH) mais le muscle est également
une source de production de I’IGF-1 dont ’action est autocrine/paracrine et qui peut en partie étre
régulée par la GH. La surexpression ou I’administration exogéne d’IGF-1 dans le muscle n’induisent
pas d’augmentation de la concentration plasmatique d’IGF-1 mais permettent une hypertrophie
musculaire [48, 49]. En revanche, I’administration systémique d’IGF-1 ou a I’inverse sa diminution
dans un modeéle murin déficient pour le géne de I’IGF-1 hépatique (souris LID), n’entrainent pas de
modification de la masse musculaire [50, 51]. Il semble donc que I’IGF1 musculaire et non hépatique
participe a I’hypertrophie musculaire. Cette hypothése est supportée par une étude sur des rats

dépourvu d’hypophyse qui présentent les mémes augmentations musculaires d’ARNm de
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I’IGF-1 dans un mod¢le de surcharge [52]. Plus récemment, Matheny et al. (2009) se sont intéressés a
la régulation de I’axe GH/IGF-1 dans I’hypertrophie induite par un 16 d’entrainement en résistance sur
le modele de I’échelle d’escalade chez les souris LID. L’augmentation de la masse musculaire obtenue
apres 16 semaines d’entrainement en résistance sur le plantaris était identique entre les deux génotypes
de souris et associés a une augmentation musculaire de ’ARNm de I’IGF-1. Ainsi, I’hypertrophie
musculaire induite d’exercice n’est pas liée a la libération d’IGF1 hépatique dans le sang mais est en
partie due a une action autocrine/paracrine de I’IGF-1 produite par le muscle lui-méme a la suite de
I’exercice. L’augmentation de la production d’IGF-1 musculaire locale est le résultat d’une
augmentation de la transcription du variant IGF-1Eb chez le rat et IGF-1Ec chez I’homme du géne de
I’'IGF1. Ce variant est appelé mechano-growth factor (MGF) puisque sa production est sensible a la
contraction du muscle alors que le variant IGF-1Ea, forme exprimée a la fois dans le foie et les
muscles, est moins régulé au niveau du muscle a la suite d’un exercice en résistance [47, 54, 55]. Les
protocoles d’exercice en résistance sont relativement différents entre les études et peuvent expliquer
les différences obtenues sur la production d’IGF-1 musculaire. Bien qu’aucun consensus ne soit établi,
il apparait que des contractions réalisées en excentriques soient a 1’origine d’une production plus
importance d’IGF-1 [54-56]. Par ailleurs, la régulation transcriptionnelle de I’'lGF-1 a été retrouvée
augmentée dés 2h30 aprés un exercice de résistance [47] et peut perdurer jusqu’a 4 jours [55]. Sachant
que l’action hypertrophique de I'IGF-1 s’opére via les voies PI3K/Akt/mTOR et
PI3K/Akt/GSK3B [57], on comprend ainsi que l’entralnement en résistance puisse induire une

hypertrophie musculaire par activation de la voie PI3k/Akt via le facteur IGF-1.

3. IGF-1 et MAPKs

Par ailleurs, la stimulation de la synthese protéique par I’exercice via I’IGF-1 implique une voie
Akt indépendante : la voie des MAPKs. Chez les mammifeéres, quatre MAPKs ont été décrites :
extracellular signal-regulated kinases 1 et 2 (ERK1 et -2), the Jun—N-terminal kinases (JNK1, -2, and -
3), la p38 (a, B, 7, et 8) et extracellular signal-regulated kinases 5 (ERKS) [58]. ERK1/2 est activée
chez le rat aprés un exercice d’endurance [59] ou de résistance [24], aprés des contractions in-situ [60-
62] ou encore dans un modele de surcharge [63] mais également chez ’homme aprés un exercice
d’endurance [64-66], de résistance [67-70] ou excentrique [71]. L’activation de la voie de signalisation
ERK1/2 ne semble pas liée au phénotype musculaire [72] ni méme au type d’exercice (endurance vs
résistance). En effet, que ce soient ERK1/2, p38 ou JNK, ces trois MAPKSs sont activées a la suite d’un
exercice [71, 73, 74] mais ERK1/2 apparait davantage régulée apres un exercice de résistance plutot
que d’endurance [75]. La régulation de ERK1/2 apres un exercice de résistance pourrait participer au

phénomene hypertrophique. En effet,

51






Etat de la littérature-Partie 1

I’inhibition de ERK1/2 bloque I’hypertrophie induite par une infusion musculaire d’IGF-1 [76] ainsi
que I’augmentation de la synthése protéique apres un exercice de résistance [77]. De plus, ERK1/2 est
responsable de 1’activation de mTOR par inhibition de TSC2 pour stimuler la synthese protéique [77,
78]. Méme si les mécanismes restent a éclaircir, ’exercice de résistance peut induire une hypertrophie

de maniere Akt indépendante via I’IGF-1 et I’activation de la protéine ERK1/2.

4. Myostatine et régulation négative de la masse musculaire

Depuis une dizaine d’année, un consensus est ¢tabli sur le role de la protéine myostatine (Mstn)
dans la régulation de la masse musculaire. L inhibition de son activité par administration d’inhibiteurs
ou par délétion du géne chez des souris (mstn”) s’accompagne toujours d’une augmentation
importante de la taille des fibres [79-83]. Son action s’effectuerait en partie directement sur les fibres
musculaires au niveau de 1’inhibition de la synthése protéique en induisant une atrophie des fibres [83-
85]. En effet, de nombreuses études ont montré que la synthese protéique est sensible a la myostatine.
In vivo, I’augmentation de la synthése protéique a été rapportée chez des rats en période néo-natale
recevant une dose chronique d’un inhibiteur de la myostatine, la follistatine [86], chez des souris mstn®
" ainsi que chez des souris adultes traitées avec des anticorps anti-myostatine [87, 88]. Différentes
études In vivo ou in vitro ont pu également mettre en évidence un dialogue entre la myostatine et la
voie signalétique Akt/mTOR.[83, 85, 89-91]. Par ailleurs, des travaux indiquent que I’inhibition in
vitro des protéines cibles directes de la myostatine Smad2 et 3 favorise I’hypertrophie musculaire via
la protéine mTOR [89]. Ces résultats suggerent que les voies de signalisation de la myostatine et Akt
peuvent se croiser a différents niveaux comme les protéines Smad et mTOR dans la stimulation de la
synthése protéique. Aucune étude n’a encore montrée trés clairement 1’implication de la myostatine
dans I’hypertrophie induite d’exercice mais en revanche son expression génique et protéique sont
diminuées dés une heure post exercice de résistance chez ’homme [92-95] et 24 heures apres des
stimulations électriques chez le rat [55]. L’exercice de résistance induit donc une inhibition de la
myostatine au niveau transcriptionnel et traductionnel [95] qui pourrait concourir au phénoméne
hypertrophique en activant la synthése protéique de la fibre musculaire et/ou la prolifération des

cellules satellites, point développé ultérieurement.

53






Etat de la littérature-Partie 1

En résumé :

Follistatine

g Follistatine
Exercice?

Exergice?

EXERCICE @

= GF- Jl{
Myostatine GE J’ﬁs;al,
4 5)P # Prdins(3.4.5)P, . e
soppaniii p""’“f.%‘;p?
l‘° o
Q.0
Q@ " - o

O P @

i !

Elongation Initiation
|

SYNTHESE PROTEIQUE

Figure 3 : Voies de signalisation de la synthése protéique induite par I’exercice

5. Régulation de la traduction par les microARNs

Les micro ARNs (miARNs) sont de petits ARNs non-codants (19-22 nucléotides) jouant un réle
dans la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression de certains genes. Ces miARNs peuvent
cliver ou inhiber la traduction d’ARNSs cibles, influencant directement le contenu en protéine de la
cellule. Plusieurs genes peuvent étre la cible d’un seul miARN [96]. Les miARNs peuvent étre
ubiquitaires ou tissue-spécifique ainsi miR-1, -133a,-133, -206, -499 sont muscles spécifiques. Peu de
données existent sur les mécanismes d’actions et les génes cibles de ces miARNs dans le muscle
(myomiR) mais de plus en plus de scientifiques s’y intéressent notamment parce qu’ils participeraient
a la croissance du muscle ainsi qu’a sa régénération [97]. De ce fait, les miARNs présentent une
nouvelle voie dans le traitement de certaines pathologies mais pourraient également expliquer les
adaptations musculaires induites d’exercice. Par exemple, ces myomiARNs sont modulés suite a une
surcharge fonctionnelle [98] par 1’exercice d’endurance chez I’homme [99] et chez la souris [100]
mais également par I’exercice de résistance [101]. L’étude McCarthy&Esser (2007) [98] montre
I’implication des myomiARNs dans I’hypertrophie induite par la surcharge fonctionnelle. Apres 7
jours de surcharge fonctionnelle, le muscle plantaris présente une augmentation de 45% de sa masse

associée a une diminution de 1’expression de miR-1 et -133a et une
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augmentation de miR-206. Par ailleurs, les auteurs suggerent I’implication de miR-206 dans la mise en
place du phénotype lent celui-ci étant plus exprimé dans le muscle soléaire (SOL) que dans le
plantaris. Dans cette perspective, ils ont pu mettre en évidence un lien entre 1’expression des MHC de
type I et miR-499 et -208, suggérant I’existence d’une famille de myomiARNs modulant le phénotype
contractile [102, 103]. Suite a un exercice en résistance, I’expression de miR-1 peut étre diminuée
alors que celle de miR-133a ne semble pas étre modifiée [104]. Récemment, Davidsen et al. (2011)
[101] ont permis une avancée dans la compréhension des différences interindividuelles dans les
adaptations musculaires aprés un entrainement. Aprés 12 semaines d’un entrainement en résistance,
les sujets ont été classés en deux groupes sur la base de I’hypertrophie obtenue au niveau des muscles
sollicités : « bons répondeurs » et « moins répondeurs ». Parmi les 21 myomiARNs analysés (les plus
exprimés au sein du tissu musculaire), I’expression de 15 myomiARNs n’a pas été modifiée par
I’entrainement (miR-1; miR-133a; miR-206...). Cette différence de résultat avec les études de
McCarthy&Esser (2007) [98] et Drummond ef al. (2008) [104] peut s’expliquer par une activation de
ces myomiARNs uniquement dans la phase initiale de surcharge. En revanche, I’expression de miR-
378, -29 et 26a sont réduites chez les « mauvais répondeurs » mais inchangés chez les « bons
répondeurs » alors que D’expression de miR-451 est augmentée seulement chez les « moins
répondeurs ». Par ailleurs, 1I’expression de miR-378 est trés bien corrélée au gain de masse musculaire
(R=0,71 ; p=0.01) alors que miR-126 tend a &tre positivement corrélé a la quantité de MHC de type |
(R=0,46 ; p=0.06). Cette ¢tude met clairement en évidence la contribution des micros ARNs dans le
remodelage musculaire induit par 1’exercice en résistance et est la premiére a montrer le potentiel
important de la génomique dans 1’explication des réponses interindividuelles a I’exercice. Par ailleurs,
de telles avancées pourraient étre utilisées en médecine dans le cadre de prédiction individuelle ou
dans la prescription des traitements sur la base d’une cartographie de 1’expression de micros ARNs
d’intérét. Enfin, le role biologique des myomiARNs a la suite d’un exercice ainsi que leurs genes
cibles restent largement a explorer tout comme les mécanismes de régulation de leur transcription. Ils
ouvrent des perspectives intéressantes dans 1’explication de la régulation des protéines musculaires a

la suite d’un exercice.

ii. Régulation de la protéolyse

L’augmentation de la masse musculaire est en partie en lien étroit avec le maintien d’une balance
protéique positive c’est-a-dire avec une synthése protéique supéricure a une protéolyse. La
dégradation des protéines musculaires est un processus physiologique qui permet d’une part la
plasticité du muscle en dégradant des protéines non-fonctionnelles ou peu adaptées a la demande
contractile et d’autre part en éliminant les protéines vieillissantes. Les phénomenes de synthése
prendront ensuite le relai pour remplacer les protéines dégradées. Ces phénomenes se déroulant en

méme temps, le terme de « turnover protéique » est employé pour désigner la vitesse de

57






Etat de la littérature-Partie 1

renouvellement des protéines. Alors qu’en période postprandiale (jusqu’a 3-4 heures aprés un repas) la
balance protéique est augmentée chez le sujet jeune et sain, le sujet 4gé présente une altération de cette
balance puisque la synthése protéique est moins stimulée et la protéolyse peu inhibée [105].
Progressivement, cette diminution du turnover protéique conduit a une perte de masse musculaire avec
I’avancée en age et au phénomeéne de sarcopénie. L’importance du role joué par la protéolyse se
retrouve également dans certaines pathologies notamment dans les cancers souvent associés a des
cachexies (30-80%)[106]. Ces cachexies sont définies comme un syndrome associant entre autres
anorexie, inflammation, insulino-resistance ainsi qu’une augmentation majeure des phénomeénes
cataboliques [107, 108]. La régulation des systémes de dégradation des protéines est donc un élément
critique dans le maintien de la masse musculaire et particulierement dans les phénomeénes atrophiques.
Méme si I’exercice de résistance est considéré comme un puissant stimulus anabolique, il induit
également une augmentation de la dégradation protéique. De ce fait, la régulation de cette protéolyse
induite d’exercice peut étre un élément déterminant dans 1’hypertrophie induite par un entrainement en
résistance. Plusieurs systémes protéolytiques dont le systeme autophagique-lysosomal, le systéme
ubiquitine-proteasome, les calpaines et certaines protéases sont responsables de la dégradation des
protéines dans le muscle. Selon les situations (exercice, pathologie, vieillissement, jetne...), leur
implication et leur régulation peut étre différente [105, 109]. En effet, il apparait que le systéme
ubiquitine-protéasome (UPS) soit le principal systeme impliqué dans la protéolyse de la sarcopénie du
sujet 4gé [110] ainsi que dans celle des cachexies cancéreuses [107, 111]. Enfin, trés peu de données
existent sur ’implication des différents systemes protéolytiques dans la protéolyse induite d’exercice.
Ce dernier point fera I’objet d’étude de la deuxiéme partie de cette thése. Les mécanismes d’action et
les voies signalétiques de régulation des systémes protéolytiques seront également développés dans

1’état de la littérature spécifique a cette deuxiéme partie.

¢. Régulation du nombre de noyaux

Le potentiel de synthése protéique d’une fibre musculaire est intimement li¢ a son nombre de
noyaux. En effet, 1’augmentation du nombre de noyaux permet une capacité de transcription
potentiellement plus importante qui aboutit in fine a augmenter la capacité de synthése des protéines.
In vivo, les fibres musculaires multinuclées sont & un état permanent de différenciation (sorties du
cycle cellulaire) et donc incapables d’une activité post-mitotique (i.e division cellulaire) [112]. Ainsi,
en complément de cellules non-myogéniques (fibroblastes, cellules immunitaires...), les myofibres
sont accompagnées de cellules souches quiescentes : les cellules satellites (SCs). Activées, ces cellules
peuvent fusionner avec les fibres musculaires existantes et concourir a I’apport de noyaux donc de
matériel génétique. Différents stimuli concourent a 1’activation des cellules satellites via I’activation

de voies de signalisation impliquant entres autres PI3K/Akt/mTOR.
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i. Les cellules satellites et les MRF's

Les cellules satellites sont des précurseurs myogéniques situées entre le sarcolemme et la lame
basale de la fibre musculaire [113]. Quiescentes a I’age adulte, elles sont responsables de la croissance
post-natale [23, 114], jouent également un role critique dans le processus de régénération musculaire a
la suite d’une Iésion [115, 116] ou encore peuvent &tre activées a la suite d’un exercice [15, 117, 118].
Les cellules satellites activées s’engagent dans une étape de prolifération au cours de laquelle elles se
multiplient augmentant ainsi leur nombre ou pool. Ces cellules satellites activées (i.e engagées dans le
programme myogénique) devenues myoblastes vont se différencier puis fusionner en myotubes avec
les fibres musculaires préexistantes conduisant a l’incorporation de nouveaux noyaux. Toutes les
cellules satellites ne se différencient pas, certaines quittent le cycle cellulaire apres 1’étape de
prolifération pour retourner dans leur état quiescent, conduisant in fine a [’augmentation de leur pool
[119, 120] (Figure 3). Les étapes du cycle des cellules satellites sont controlées par 1’expression de
facteurs de transcription tels que paired box transcription factor (Pax) et les myogenic regulatory
factors (MRFs) MyoD, Myf5, Myogénine et MRF4, séquentiellement activés ou réprimés. Le role de
ces différents facteurs de transcription dans le cycle cellulaire a été découvert il y a une dizaine
d’année mais n’est actuellement pas totalement élucidé. En effet, les cellules satellites quiescentes ou
en prolifération expriment le facteur Pax7. Pax7 joue un rdle dans la prolifération des myoblastes mais
retarde également leur différenciation en régulant I’expression du facteur MyoD [119, 121]. Au
contraire, les facteurs MyoD et Myf5 sont exprimés par des myoblastes indifférenciés en phase
proliférative et leur expression détermine I’engagement des cellules dans la différenciation.
L’expression de MyoD détermine un potentiel de différenciation de telle fagon que la délétion du gene
MyoD (souris MyoD -/-) augmente, en phase proliférative, la proportion de cellules satellites
retournant a I’état de quiescence [122, 123]. Myf5 participerait plutot a réguler le taux de prolifération
puisque la délétion du géne (souris Myf5 -/-) conduit & une diminution de 1’amplification du nombre
de myoblastes [124]. Enfin, le facteur myogénine serait essenticl dans la phase précoce de
différenciation alors que MRF4 participe davantage dans la derniére phase de maturation [125-127].
Plus récemment, une dynamique du cycle cellulaire apparait a travers I’expression et/ou la
coexpression successive de Pax7 et des MRFs, indicateur de 1’état fonctionnel des cellules satellites in
vitro et In vivo [119, 128, 129]. Les cellules a 1’état de quiescence expriment uniquement Pax7
(Pax7+) mais lorsqu’elles s’engagent en phase proliférative, elles coexpriment Pax7, MyoD et Myf5
(Pax7+/MyoD+ ou Pax7+/Myf5+). Zammit et al. (2004) [119], Yoshida et al. (1998) [122] suggérent
qu’une partie des cellules Pax7+/Myf5+ ou Pax7+/MyoD+ ont la capacité de retourner a 1’état de
quiescence alors que la diminution de I’expression de Pax7 est déterminante pour I’engagement de ces

cellules dans la phase de différenciation (Pax7-/MyoD+) [121]. A cette étape, les cellules peuvent soit
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exprimer Pax7'/MyoD et contribuer a I’augmentation du pool des cellules quiescentes, soit exprimer
Pax7/MyoD" et s’engager dans la phase de différenciation. Dans cette derniére phase, les cellules
deviennent MyoD /myogenine” (Figure 4). Si le profil d’expression de ces facteurs de transcription ne
différe pas entre les phénotypes musculaires suggérant que les mécanismes de régulation du nombre
de noyaux sont identiques entre les muscles, une différence existe sur le nombre de cellules satellites.
Ainsi, Schultz et al. (2006) [129] montrent que les muscles oxydatifs possédent un nombre plus
importants de cellules satellites que les muscles glycolytiques. I semble aussi que MyoD soit
davantage exprim¢ dans les muscles rapides alors que myogénine soit plus exprimée dans les muscles
lents [130, 131]. L’activation et la répression successives de ces facteurs de transcription sont régulés
par des stimuli extracellulaires [128] tels que la protéine myostatine, des facteurs de croissance (IGF1,
Fibroblast Growth Factor), certaines cytokines (IL-6, IL-4...) impliquant des voies de signalisation

différentes.

ii. Implication des cellules satellites dans I’hypertrophie induite d’exercice

La participation des cellules satellites dans I’hypertrophie induite par un entrainement en
résistance est attestée par de nombreuses ¢tudes a travers les mesures de 1’activité de ces cellules mais
aussi de I’incorporation de nouveaux noyaux (myonuclei) au sein de la fibre, chez 1’animal ou chez
I’homme. Il est couramment rapporté qu’apres plusieurs semaines d’un programme d’entrainement en
résistance induisant une hypertrophie musculaire de plus de 25%, le nombre de noyaux par fibre
musculaire soit augmenté [15, 18, 132, 133] indiquant la participation des cellules satellites. En
revanche, certaines études n’ont pas rapporté d’augmentation du nombre de myonuclei a la suite d’un
entrainement de résistance [118] résultant d’une hypertrophie inférieure a 20%. L’ensemble de ces
résultats suggere que jusqu’a une certaine limite, I’augmentation de la surface de section des fibres
peut étre obtenue sans I’ajout de nouveaux noyaux et par le seul effet d’une activation de la synthese
protéique. L’existence d’une relation entre le nombre de myonuclei et la taille de la fibre a donné
naissance au concept de domaine myonucléaire représentant la quantité de cytoplasme sous la charge
d’un seul noyau. Les travaux de Charifi ef al. (2003) [117] et de Petrella et al. (2008) [15] chez
I’homme ont permis de proposer une valeur critique de 2000pum’ de 1’aire myonucléaire, au moins
dans le vaste latéral du quadriceps, au-dela de laquelle la fibre ne peut s’hypertrophier a moins
d’ajouter de nouveaux noyaux. En plus de 1’activation des cellules satellites, un entrainement de
résistance d’au moins 8 semaines peut conduire a I’augmentation de leur pool, adaptation qui persiste
jusqu’a 3 mois a compter du désentrainement [18, 118, 133]. D’un point de vue méthodologique,
I’activation des cellules satellites est obtenue a partir de ’analyse des marqueurs myogéniques
notamment a travers ’expression des facteurs MyoD et myogénine mais aussi des marqueurs plus
globaux du cycle cellulaire non spécifiques des cellules myogéniques tels que c-Myc, CyclinD1

controlant 1’étape de prolifération ou p21 impliquée dans la différenciation. Apres un exercice de
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résistance, I’expression génique de ces marqueurs est rapidement régulée dés 6-12 heures jusqu’a 3
jours post-exercice aussi bien chez le rat [134, 135] que chez ’homme [12, 136]. L expression
génique de myogénine est retrouvée systématiquement augmentée alors que 1’augmentation de
I’expression de MyoD est plus discrete [136-138] voire nulle [139]ou avec une tendance a la
diminution [12, 135] entre 6-12 heures post-exercice. L’augmentation de I’expression génique de
myogénine est trés bien corrélée avec son expression protéique [135] ainsi qu’avec I’augmentation de
I’expression génique de p21 [12, 136]. Ces résultats vont dans le sens d’une activation de la
différenciation des myoblastes immédiatement apres 1’exercice de résistance. Par ailleurs, Drummond
et al. (2010) [135] ont mesuré une expression génique de MyoD augmentée a 6 et 12 heures post-
exercice alors que I’expression protéique diminue pour retrouver un niveau basal 48 heures post-
exercice. Il semble donc que la régulation traductionnelle de MyoD soit plus tardive que myogénine
suggérant qu’a la suite d’un exercice aigu, les myoblastes se différencient, fusionnent et peuvent
participer ensuite a la réparation des fibres 1ésées ; aucune hypertrophie ne pouvant étre obtenue apres
un seul exercice. On peut également émettre I’hypothése qu’une augmentation de 1’expression
protéique de MyoD puisse étre retardée dans le temps (plus de 48 heures) et de fagon plus probable si
I’exercice est répété lors d’un programme d’entrainement qui induit une hypertrophie importante. Le
seul pool de réserve de SCs ne peut plus étre suffisant, la prolifération de celles-ci est alors
indispensable. En effet, I’étude de McKay et al. (2009) [140] rapporte une augmentation du nombre de
cellules satellites Pax7" dés 24 heures et jusqu’a 72 heures post-exercice. La moitié de ces cellules est
en état de prolifération alors que les autres sont quiescentes. Ce nombre de cellules Pax7" en
prolifération est augmenté des 4 heures post-exercice, I’activation de la prolifération précede donc
I’augmentation du pool de cellules satellites retrouvées a partir de 24 heures. Les résultats de cette
étude suggerent donc que I’augmentation de la prolifération a la suite d’un exercice aigu concourt de
maniere préférentielle a 1’augmentation du pool de cellules satellites donc a la perte de I’expression du
facteur MyoD. L’expression génique de MyoD n’est donc pas ou peu modifi¢ 6 a 48 heures apres
I’exercice puisqu’une partie des myoblastes en prolifération semble participer au renouvellement du
pool de SCs (attestée par 1’augmentation de Pax7) alors que ’autre partiec des myoblastes entre
rapidement en différenciation (attestée par 1’expression génique de myogénine rapidement
augmentée).

Bien qu’il soit difficile de définir précisément 1’étape du cycle cellulaire dans lequel sont engagées les
cellules satellites, ces derniéres sont activées a la suite d’un exercice aigue de résistance. Plus
largement, un exercice aigu de résistance active la prolifération et la différenciation des cellules,

stimulus qui lorsqu’il est répété (entrainement) permet d’obtenir une hypertrophie musculaire [141].
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iii. Voies de signalisation impliquées dans ’activation des cellules satellites a la

suite d’un exercice

Les voies canoniques Notch et Wnt sont importantes dans la régulation de la myogénéese post-
natale mais également dans I’activation des cellules satellites a la suite de traumatismes musculaires
[142, 143]. Notch bloque I’expression et l’activité du facteur myogénique MyoD ce qui inhibe la
différenciation des cellules [144, 145]. A I’inverse, la voie Wnt induit la différenciation puis la fusion
en modulant I’expression des MRFs. Des études suggerent que 1’activité de Notch prédomine pendant
la phase proliférative puisqu’une transition s’opere vers une activation de la voie Wnt pour induire la
différenciation et la fusion des myoblastes [146]. Dans un modele de surcharge, Armstrong&Esser
(2005) [147] ont montré 1’activation de la voie Wnt impliquant la formation du complexe [3-catenin-
Lef-1 et ’activation de facteurs de prolifération cibles c-Myc et CyclinD1 impliquée dans la régulation
du cycle cellulaire. La voie Wnt pourrait donc étre un bon candidat dans la médiation des effets
hypertrophiques de 1’exercice, cependant peu d’études s’y sont intéressées. Immédiatement aprés un
exercice d’endurance de 60min chez le rat, le marqueur B-caténine de la voie Wnt est activé en partie
via I’inhibition de GSK3p et en lien avec la déplétion glycogénique [148]. L’étude de Leal et al.
(2011) [149] suggere I'implication de cette voie aprés 8 semaines d’un exercice de résistance
hypertrophiant, a travers une augmentation de la protéine [-caténine et de 1’expression des geénes
cibles de cette voie (LEF-1, CyclinD1). Ces données suggerent des perspectives d’études intéressantes
dans I’activation de la voie Wnt aprés un exercice de résistance et son role dans la régulation de la
masse musculaire par les cellules satellites [149].

L’effet hypertrophique de I’'IGF-1 sur le muscle s’exerce a la fois sur la stimulation de la synthese
protéique mais implique également les cellules satellites [150, 151]. L’IGF-1 et plus spécifiquement
MGF stimule la prolifération et la différenciation des cellules myogéniques via PI3K/Akt/mTOR mais
également ERK1/2 [60, 152]. L’étude de Coolican et al. (1997) [152] montre in vitro que la voie
ERK1/2 est indispensable pour I’étape de prolifération alors que la voie PI3K joue davantage un role
dans I’étape de différenciation. ERK1/2 est alors responsable de [D’activation de facteurs de
transcription régulateurs du cycle cellulaire (c-Myc) ou encore des proto-oncogénes c-jun et c-fos
impliquée dans la prolifération des cellules, I’apoptose et la réparation de I’ADN [153, 154]. Le role
spécifique de la voie ERK1/2 aprés un exercice reste encore a éclaircir mais de nombreux résultats
suggerent qu’en parallele de sa participation a la synthése protéique, la voie de signalisation de
ERK1/2 est impliquée dans prolifération ainsi que dans les derniéres étapes de la différenciation des
cellules [155-157].

Si le réle de la myostatine comme régulateur négatif de la masse musculaire est clairement admis, des
débats existent sur ses différentes cibles cellulaires et particulierement ’effet de son inhibition sur
I’activation des cellules satellites. Plusieurs études rapportent son implication dans la prolifération et la

différenciation des myoblastes et des cellules satellites en culture. Ces résultats en relation avec le
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phénotype hypermusclé des souris mstn” suggérent un role de la myostatine dans la maintenance des
cellules satellites a 1’état de quiescence [158-160]. Cependant, les résultats de Amthor ez al. (2009)
[161] et plus récemment ceux de Lee et al. (2012) [162] remettent en question 1’implication des
cellules satellites dans 1’hypertrophie induite par une inhibition de la myostatine. En effet, I’inhibition
de la myostatine chez des souris dont I’activité des cellules satellites est déficiente (Sdc4”/” et Pax77/)
induit toujours une hypertrophie musculaire sans fusion des cellules satellites aux fibres musculaires
préexistantes. Les auteurs émettent 1’hypothése que la myostatine puisse agir directement sur les
myofibres induisant une signalisation secondaire pour I’inhibition des cellules satellites ou encore en
rendant la fibre musculaire moins permissive a la fusion de ces cellules [162]. Comme évoqué
précédemment, la myostatine est diminuée aprés un exercice de résistance mais aucune étude n’a relié
I’inhibition de la myostatine post-exercice a I’hypertrophie induite par un entrainement.

Certaines cytokines telles que IL-4 et IL-6 peuvent étre sécrétées par le muscle et moduler la
prolifération et la différenciation des cellules satellites [128]. Les facteurs de transcription et les génes
cibles de ces cytokines dans des modeles d’hypertrophie sont peu connus. Parmi les facteurs de
transcription, serum response factor (SRF) serait responsable des productions d’IL-6 et IL-4 par le
muscle [163, 164] et de leur action paracrine sur la prolifération et la fusion des cellules satellites
[165, 166]. L action de I’IL-6 sur les cellules satellites peut également impliquer la voie JAKs/STAT3
[165, 167]. Ces dernic¢res données sont intéressantes puisque 1’IL-6 peut étre produite localement par
le muscle a la suite d’une contraction [168, 169] et que le facteur de transcription STAT3 est
également activé a la suite d’un exercice en résistance [170, 171]. Les voies SRF/IL-6, SRF/IL-4 ou
encore IL-6/STAT3 ouvrent des perspectives dans 1’é¢tude des mécanismes d’implication des cellules
satellites a la suite d’un exercice de résistance.

La protéine Ca*”calmoduline dépendante, calcineurine, peut également étre un acteur dans la mise en
place des mécanismes responsables d’une hypertrophie musculaire. En effet, des cultures in vitro de
myoblastes ont démontré que la calcineurine participe a la différenciation des cellules satellites par
I’activation de myogénine et MyoD [172-175] mais également par médiation des effets de I’IGF-1 via
les facteurs de transcription nuclear factor of activated T cells (NFAT) et GATA2 [176, 177]. In vivo,
I’administration d’inhibiteurs de la calcineurine tels que la cyclosporineA (CsA) ou FK506, bloquent
I’hypertrophie induite par une surcharge fonctionnelle dans les différents types de fibres [178, 179]
mais aussi la croissance des fibres musculaires en récupération d’atrophie [180, 181]. Cependant, /n
vivo, son implication dans I’hypertrophie musculaire par des inhibiteurs spécifiques reste trés
controversée [182, 183] probablement en raison de doses de CsA employées trop faibles. De plus, la
surexpression ou la sous-expression du géne de la calcineurine chez des souris ne montrent aucune
altération de la croissance du muscle, du nombre et de la taille des fibres [182, 184]. Talmadge et al.
(2004) [185] ont cependant montré une hypertrophie du soléaire mais pas des muscles rapides dans un

modele de souris transgénique ayant une calcineurine suractivée. Ces études semblent indiquer une
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implication de la calcineurine lorsque les cellules satellites contribuent au phénomene d’hypertrophie
(surcharge fonctionnelle) mais également une influence de la calcineurine sur la masse musculaire
selon Dlactivité contractile du muscle. L’implication de la calcineurine a la suite d’un exercice
corrobore ces hypotheses. Celle-ci est davantage activée a la suite d’un exercice d’endurance plutot
qu’un exercice de résistance en raison d’une concentration intracellulaire en calcium plus importante
[186-188]. Seuls Lamas et al. (2010) [189] ont montré une augmentation de Dactivité¢ de la
calcineurine mais pas de sa transcription apres 8 semaines d’un entrainement de résistance sans pour
autant le relier a I’hypertrophie musculaire obtenue. De facon intéressante, la production d’IL-6
musculaire est en partie dépendante de l’activation de la calcineurine mais aprés un exercice
d’endurance chez le rat [186], de plus discuté précédemment, 1I’IL-6 peut également contribuer aux
phénomenes d’hypertrophie musculaire [165]. L hypothése d’un role de I’IL-6 dans la médiation des
effets hypertrophiques de la calcineurine via I’activation de la différenciation des cellules satellites

peut étre envisagée mais son activation apres un exercice de résistance reste peu évidente.

En résumé, si de nombreuses voies de signalisation ont été caractérisées dans 1’activation des
cellules satellites dans I’hypertrophie musculaire, ces données ont été obtenues dans des modéles non-
physiologiques (modé¢les de souris knockout (KO), de surcharge par ablation des muscles synergiques,
modele pharmacologique). L’implication des cellules satellites dans 1’hypertrophie induite d’exercice
est trés clairement admise [15, 118] et méme si le role de la voie de I’IGF-1 a été bien décrite dans ses
adaptations, d’autres voies de signalisation impliquées restent largement a élucider. Ainsi, les voies
des MAPKSs, de la myostatine et plus récemment des Wnts et de I’IL-6 sont actuellement des

perspectives d’étude apres un exercice de résistance.

d. Vision intégrée des mécanismes conduisant a I’hypertrophie induite par un

entrainement en résistance

Une hypertrophie musculaire significative est obtenue aprés un minimum de 4 semaines
d’entrainement et de 3 séances par semaine. Selon les protocoles d’entrainement et leur durée,
I’hypertrophie est plus ou moins importante et résulte donc d’une accumulation de signaux cellulaires
induits par chaque session d’exercice aigu [141]. Les mécanismes pouvant étre impliqués dans cette
hypertrophie ont été successivement détaillés mais leur implication ne suit pas ce schéma tres linéaire.
Selon le modele proposé par Fluck (2006) [141], chaque session d’entrainement (exercice aigu) induit
une augmentation de I’activité transcriptionnelle pendant la période de récupération pouvant conduire
a la traduction de protéines spécifiques (Figure 5). Si I’on considére 1’entrainement en résistance, il
peut s’agir de ’augmentation des ARNms des chaines lourdes de myosine de type Ila/Ilx, des facteurs
myogéniques (MyoD, myogénine), des facteurs IGF-1, IL-6...L’accumulation progressive de ces

transcrits a la suite de chaque session peut conduire a leur traduction en protéine objectivable par une
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augmentation de 1’expression protéique. Méme si la quantit¢ d’ARN peut augmenter apres chaque
exercice aigu, la régulation de certains génes est diminuée, conduisant progressivement a la
diminution de leurs transcrits et donc la diminution de ’expression de ces protéines. Ces adaptations
transcriptionnelles expliquent les changements phénotypiques et structuraux obtenus apres des
semaines.

Dans le cadre d’un exercice de résistance, 1’augmentation de 1’expression de protéines spécifiques
telles que I’IGF-1, IL-6 ou la diminution d’autres telles que myostatine, notch...vont induire des
cascades de transduction et par phosphorylation successive conduire a une activation de la synthése
protéique via entre autres les protéines PI3K/Akt/mTOR ou encore ERK1/2. Si dans un 1 temps, de
tels signaux induisent seulement une activation ou une désactivation de ces protéines par
phosphorylation ou déphosphorylation ; la stimulation répétée de ces voies participera dans un second
temps a I’augmentation du contenu de la forme totale de ces protéines conduisant a 1’augmentation du
contenu en protéines musculaires. L’augmentation du contenu en protéines totales est suffisante pour
induire une augmentation de la taille de la fibre musculaire d’au moins 25% qui se traduit par une
augmentation du domaine myonucléaire précédemment défini. Si le stimulus de 1’exercice perdure, le
processus d’hypertrophie de la fibre ne peut se poursuivre que par I’ajout de nouveaux myonuclei
émanant des SCs. Le domaine myonucléaire retrouve alors des valeurs basales. L’incorporation de ces
myonuclei concourt a I’apport de matériel génétique et donc permet de maintenir une réponse
transcriptionelle supérieure (Figure 6).

Durant des années, les scientifiques ont pensé¢ que le phénoméne hypertrophique pouvait
connaitre une limitation notamment chez des athlétes trés entrainées en musculation (bodybuilder) en
raison d’un épuisement du pool de cellules satellites. Des données récentes ont pu mettre en évidence
la propriété d’auto-renouvelement des cellules satellites, un épuisement du pool de ces cellules est
donc potentiellement évitable. De plus, il est apparu que I’entrainement en résistance active ce
processus de renouvellement, ce qui concourt a une augmentation du pool de ces cellules apres des
semaines d’entrainement. Il reste a savoir s’il existe une limite au phénomeéne hypertrophique et

jusqu’a quelle mesure 1’auto-renouvellement de ces cellules y participe.

I1- INTERLEUKINE-6 ET EXERCICE MUSCULAIRE

a. Cytokines et exercice

Les cytokines sont de petites protéines impliquées dans la communication entre le systéme
neuroendocrinien et le systétme immunitaire. L’exercice induit des changements considérables du
systéme immunitaire qui ont conduit a étudier le rdle des cytokines dans les modifications
immunitaires a la suite d’une contraction musculaire. Ces recherches ont permis de découvrir qu’une
quantité importante de cytokines est augmentée apres 1’exercice notamment lorsque ce dernier est long

et intense [190, 191]. Chez un sujet sain au repos, les cytokines sont absentes ou en faible quantité
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dans le plasma mais I'lL-6, le tumor necrosis factor alpha (TNF-a), I’interleukine-10 (IL-10),
linterleukin-1 receptor antagonist (IL-1ra) ou I’interleukine-8 (IL-8) peuvent apparaitre au cours ou
au décours d’un exercice (Figure 7). Parmi ces cytokines, I’IL-6 présente le pic plasmatique le plus
important mais aussi le plus précoce contrairement au TNF-a qui est rarement augmenté sauf aprés un
marathon [167]. Le pic plasmatique d’IL-6 apparait immédiatement a 1’arrét de 1’exercice puis
diminue rapidement pour retrouver des concentrations basales. L.’amplitude du pic plasmatique dépend
du type d’exercice. L’IL-6 est considéré comme une cytokine inflammatoire, sa sécrétion a tout
d’abord été reliée aux dommages musculaires induit par un exercice excentrique [192, 193].
Cependant, en comparaison aux exercices concentriques, le pic plasmatique d’IL-6 n’est pas plus
important mais est retardé et diminue plus lentement a la suite d’un exercice excentrique. Ces données
suggerent que les 1ésions musculaires ne sont pas responsables de la production d’IL-6 mais au
contraire, cette production semble sensible a I’intensité de I’exercice plutét que le mode d’exercice.
Les exercices de longues durées présentent les pics plasmatiques d’IL-6 les plus importants
probablement en lien avec la déplétion glycogénique du muscle [167]. En effet, I’ingestion de glucose
au cours de I’exercice diminue le pic plasmatique d’IL-6 [194, 195] alors que cette réponse est
davantage augmentée lorsque les réserves en glycogenes musculaires sont faibles [168]. Un des roles
biologique de L’IL-6 a donc été identifié : cette cytokine pourrait étre une molécule signal des réserves
énergétiques et particulierement de la disponibilité en glycogéne. L’IL-6 joue en effet un role
endocrine dans la production hépatique du glucose [196] mais posséderait également des effets sur le
métabolisme des lipides en favorisant la lipolyse [197, 198] et donc la mise a disposition de substrats

énergétiques pour le muscle en contraction.

b. IL-6 : une myokine

L’hypothése que les cellules immunitaires soient responsables de la production d’IL-6 aprés un
exercice a ¢té remis en cause puisque la quantité d’ARNm codant I’IL-6 n’est pas augmentée dans les
monocytes a la suite d’un exercice [199, 200]. Il est maintenant trés clair que la principale source de
I’IL-6 circulante aprés un exercice est le muscle lui-méme. En effet, les ARNm de I’IL-6 sont
augmentés dans les muscles actifs immédiatement aprés un exercice d’endurance chez I’homme et le
rat [168, 186, 201], un exercice de résistance chez I’homme [140, 171] ou un protocole d’électro-
stimulation chez le rat [202]. Par ailleurs, la mesure de la différence artério-veineuse de la
concentration d’IL-6 du muscle actif confirme qu’une partie de la libération d’IL-6 plasmatique émane
principalement du muscle et en moindre mesure de facteurs systémiques liés a 1’exercice [201, 203].
Bien que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes [204] peuvent dans
certaines conditions produire de I’IL-6 ; le myocyte apparait comme la principale source de production

de I’'IL-6 systémique apres un exercice [169, 205].
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Les études portant sur la production d’IL-6 en lien avec un exercice de résistance sont tres récentes
ainsi le contrdle de la transcription du gene de I’IL-6 a été uniquement étudi€ a la suite d’un exercice
d’endurance. La stimulation de la transcription de I’IL-6 serait médiée par la p38 MAPK, activée par
la déplétion glycogénique induite par ’exercice d’endurance [206]. Ce type d’exercice engendre
également des concentrations ¢élevées en calcium responsables de D’activité augmentée de la
calcineurine et du facteur de transcription cible NFAT. Cette derniere explique en partie la
transcription de I’IL-6 [207] dont les effets seraient en partie dépendants de la p38 MAPK [186]. Le
contrdle de la transcription du gene de 1’IL-6 a la suite d’un exercice d’endurance implique donc pour
une part un dialogue entre la voie Ca®”"NFAT et la voie p38 MAPK-glycogéne dépendante. (Figure 8)
Cependant, il n’existe pas encore de données sur le contrdle transcriptionnel de 1I’IL-6 apres un
exercice de résistance. Ce type d’exercice induisant des mouvements rapides et amples de Ca®* et
n’étant pas associée a des déplétions glycogéniques séveres, le contréle transcriptionnel doit étre
différent de celui d’un exercice d’endurance. Ainsi, la voie de la calcineurine ne semble pas étre une
perspective d’étude intéressante. Quant a la p38 MAPK, I’hypothése qu’elle soit impliquée est
envisageable si I’on considere qu’elle puisse étre activée par d’autre stimulus que la déplétion
glycogénique et/ou induire des facteurs de transcription différents. Le promoteur du géne de I’IL-6 a
été décrit par Dendorfer er al. (1994) [208] qui ont mis en évidence des sites de fixation pour les
facteurs de transcription tels que glucocorticoid receptor (GR) ; AP-1, capable de fixer le complexe c-
fos/c-jun ; la famille des GATA protéines ; NF-kB (nuclear factor kappa B); CREB, senseur de
I’AMPc ; la famille des Ets (Ets1, Elk-1...)... Par ailleurs, certaines études ont mesuré des expressions
géniques augmentées pour c-fos [170, 171], les MAPKs [75] dont les facteurs de transcription CREB,
c-fos/c-jun, Elk-1 sont les cibles [74]. L’ensemble de ces données suggere que la stimulation génique
de I’'IL-6 a la suite d’un exercice de résistance pourrait étre induite par la voie des MAPKs et leur
facteur de transcription cible c-fos/c-jun, CREB mais également la voie impliquant le facteur de

transcription SRF évoqué précédemment.

En résumé, I’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire induite dans des réponses immunitaires
mais également définie comme une « myokine » car produite par le muscle lui-méme a la suite d’une
contraction musculaire. L’IL-6 est impliquée dans la mise a disposition des substrats énergétiques lors
d’un exercice d’endurance mais pourrait jouer un réle dans des modeles d’hypertrophie musculaire

(Figure 8).
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c. Signalisation musculaire de ’'IL-6 dans les phénomeénes hypertrophiques
i. Role de la voie IL-6/STAT3 dans I’hypertrophie musculaire

La voie signalétique de I’IL-6 est ainsi envisagée comme une voie supplémentaire pouvant
contribuer a I’intégration des signaux des phénomenes hypertrophiques par activation des cellules
satellites dans certaines conditions. En effet, Serrano et al. (2008) [165] ont montré sur un modéle de
souris IL-67", ayant subi une surcharge compensatoire, une absence d’hypertrophie du plantaris de ces
souris contrairement aux souris sauvages qui aprés cette méme surcharge présentaient une
hypertrophie musculaire ainsi qu’une augmentation de 1’expression de I’IL-6. Cette implication dans
I’hypertrophie musculaire se ferait de manicre paracrine en agissant sur les cellules satellites. Dans ce
modele, ’action sur les étapes de prolifération et de migration des myoblastes de 1’IL-6 interviendrait
par la voie des JAKs via la phosphorylation de STAT3 [165]. Par ailleurs, Trenerry et al. (2007) [170]
ont montré pour la premiére fois, une augmentation de la phosphorylation de STAT3 ainsi qu’une
translocation nucléaire de cette protéine dans les 2 heures qui ont suivi un exercice d’extension du
genou. Par la suite, McKay et al. (2009) [140] ont pu confirmer 1’activation de la voie IL-6/STAT3 a
la suite d’un exercice traumatisant ainsi que Trenerry ef al. (2011) [171] 3 heures apreés un exercice de
résistance. La voie IL-6/STAT3 est donc activée trés rapidement a la suite d’un exercice de résistance
mais aucune étude n’a encore montrée son implication dans I’hypertrophie induite par un entrainement
en résistance. Cependant, 1’étude de Serrano et al. (2008) [165] ainsi que des études in vitro établissent
clairement un role de la protéine STAT3 et plus précisément de la voie JAK/STAT3 dans la
prolifération et la différenciation des myoblastes [209, 210]. Ces données permettent d’émettre
I’hypothese de I’existence d’un lien entre 1’activation de la voie IL-6/STATS3 a la suite d’un exercice
en résistance et I’implication des cellules satellites dans 1’hypertrophie musculaire aprés des semaines
d’entrainement. L’étude de Toth et al. (2011) [211] est une avancée en faveur de cette hypothése
puisque la voie IL-6/STATS3 serait exclusivement activée dans les cellules satellites pour induire la
prolifération de celles-ci dés une heure aprés un exercice traumatisant. L’activation précoce des
cellules satellites pourrait étre juste le marqueur de leur participation au phénoméne de régénération
musculaire, I’exercice étant associé¢ a une augmentation de la créatine kinase ainsi que de I’infiltration
de macrophages et neutrophiles 48 heures post-exercice [140, 211]. Ainsi, I’implication de I’'IL-6 dans
I’hypertrophie musculaire induite par un entrainement de résistance doit encore étre précisée ainsi que
les mécanismes moléculaires et cellulaires en lien avec la voie JAK/STAT3 et I’implication des

cellules satellites.

ii. Voie JAK/STAT3

L’IL-6 partage son récepteur membranaire gpl30 avec d’autres cytokines telles que leukemia

inhibitory factor (LIF), ciliary neurotrophic factor
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Figure 9. Voie signalétique de I’inhibition des cytokines de la famille de I'IL-6. D ‘aprés Heinrich
1998. Plusieurs signaux dont la dégradation du récepteur gp130 par endocytose, la famille des SOCS ou
d’autres protéines telle que PIAS, peuvent conduire a la régulation négative des cytokines apparentées a I'IL-6

Figure 10. Voie de signalisation de I'IL-6/STAT3
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(CNTF), oncostatin M (OSM), IL-11 et la cardiotrophin-1, I’ensemble constituant ainsi la famille des
cytokines de I'IL-6. La signalisation induite suite a 1’activation du récepteur gpl130 implique les
protéines JAKs et les facteurs de transcription de la famille des STATs [212, 213]. L’activation de
JAK1/2 par I’IL-6 induit la phosphorylation de STAT1/3 donc son activation qui permet son homo ou
hétéro-dimérisation et la translocation nucléaire de STAT3 [165, 209, 214, 215] (Figure 9). La
protéine STAT3 phosphorylée (pSTAT3) est responsable de la transcription de nombreux geénes cibles
impliqués dans diverses fonctions biologiques incluant la prolifération, la différenciation et la survie
des myoblastes [216]. Ces réponses sont médiées par

I’expression des régulateurs du cycle cellulaire c-Myc et CyclinD1 [165, 217, 218], des génes anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bel-xI (B cell-lymphoma) [219], des geénes

c-fos et junB [220, 221], le facteur VEGF [222] et enfin le suppressor of cytokine signaling 3
(SOCS3) [223, 224] (Figure 10)

In vitro, la voie de signalisation JAK2/STAT2/STAT3 est requise pour la différenciation myogénique
[210]. STAT3 semble pouvoir interagir avec MyoD et ainsi le complexe STAT3-MyoD serait
responsable de la stimulation de la différenciation des myoblastes [225]. Au contraire, 1’activation de
la voie de signalisation JAK1/STAT1/STATS3 serait responsable de la prolifération des myoblastes et
inhiberait la différenciation précoce de ceux-ci par un phénoméne d’inhibition de la transcription de
MyoD [209] (Figure 11)

Les données in vivo sur les mécanismes moléculaires impliquées dans ’activation de STAT3 sont peu
abondantes. Ainsi, si Serrano et al. (2008) [165] ont bien mis en évidence que I’activation de la voie
IL-6/STAT3 et des genes cibles CyclinD1 et c-Myc sont nécessaires pour la prolifération des cellules
satellites dans I’induction d’une hypertrophie musculaire. Dans un modé¢le de régénération musculaire
chez le rat, STAT3 est activé dés 3 heures apres la blessure dans les cellules satellites activées, les
myoblastes en prolifération ainsi que les myofibres « survivantes ». Ces données relient celles
retrouvées chez I’homme a la suite d’un exercice induisant des 1ésions musculaires pour lequel STAT3
est activée des 1 heure presque exclusivement dans les cellules satellites en prolifération [211]. Ce role
de STAT3 dans la prolifération des myoblastes est renforcé par 1’expression augmentée de Myf5
(marqueur de la prolifération), 1’absence de modification de 1’expression de MRF4 (marqueur de la
différenciation) et une augmentation des cellules positives pour c-Myc 24 heures aprés I’exercice. Par
ailleurs, les auteurs n’ont pas retrouvé d’augmentation de la phosphorylation de JAK2, ce qui rejoint
les résultats des études in vitro pour lesquelles la voie JAK2/STAT3 est principalement impliquée
dans la différenciation des myoblastes. L’ensemble de ces résultats confirme in vivo I’implication de la
voie IL-6/STATS3 et particulierement le réle important joué par la protéine STAT3 dans I’activation et
la prolifération des cellules satellites. Cependant, rien n’est précis€¢ concernant les mécanismes en
amont de STAT3 et I’implication des protéines JAK1/2 et STAT1/2, ni méme son implication dans

I’hypertrophie induite par un entrainement de résistance de plusieurs semaines
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Figure 11. Mod¢le d’activation de la voie de signalisation JAK/STAT3 dans la
prolifération et la différenciation des cellules satellites.
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OBJECTIFS
Dans ce contexte, le travail de cette premicre partie de thése (Etude n°1) s’intéresse a la participation
de la voie de signalisation IL-6/JAK/STAT3 dans I’intégration des signaux conduisant a une
hypertrophie musculaire aprés plusieurs semaines d’un entrainement de résistance. L’adaptation d’un
modele d’exercice en résistance chez le rat permettra de :
Obtenir (ou non) des changements phénotypiques et une hypertrophie musculaire identiques aux
adaptations habituellement retrouvées chez I’homme apres un entrainement de résistance de plusieurs

semaines

Confirmer (ou non) I’implication de la protéine STAT3 apres un exercice aigu de résistance et

étudier son activation apreés un entrainement de plusieurs semaines

Déterminer la participation ou non de 1’IL-6 et plus particulicrement de la voie de signalisation

IL-6/STAT3 dans I’hypertrophie musculaire induite par 1’entrainement

Identifier les événements moléculaires et cellulaires impliquant la voie JAK1, 2/STAT3 dans la
prolifération et la différenciation des cellules satellites dans les adaptations aigues et chroniques d’un

exercice de résistance
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DEUXIEME PARTIE : ROLE DES DIFFERENTS SYTEMES PROTEOLYTIQUES
DANS LA BALANCE PROTEIQUE INDUITE PAR UN EXERCICE EN
RESISTANCE ET AU COURS D’UN TRAITEMENT AU CLENBUTEROL

I- METABOLISME PROTEIQUE ET PROTEOLYSE MUSCULAIRE

S’intéresser a la balance protéique aprés un exercice s’inscrit dans une compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant aux phénoménes d’hypertrophie et/ou d’atrophie
musculaire. En effet, la conservation de la masse musculaire est directement liée aux phénomenes de
synthése protéique évoquée dans la premicre partie mais également aux phénomenes de dégradation
protéique. Or I’exercice peut étre un puissant stimulus de la synthése protéique, ce qui explique qu’il
soit I’objet d’étude en tant qu’outil thérapeutique des atrophies musculaires. Cependant, 1’exercice
favorise également la dégradation protéique ce qui conduit a définir la notion de balance protéique qui
englobe les variations entre ces deux phénomeénes dans la compréhension de la conservation de la

masse musculaire.

a. Notions de balance et turnover protéique

Les protéines étant un assemblage d’acides aminés, leur synthése se fait a partir d’un pool (1%
des acides aminés constituant 1’organisme) divisé en un pool d’acides aminés libres extracellulaires
ainsi qu’en un pool intracellulaire représentant 95% des acides aminés libres. Les phénomeénes de
synthése et de dégradation se déroulant au sein de la cellule, les acides aminés libres extracellulaires
pénetrent dans la cellule a I’aide de transporteurs. Afin d’étre utilisés a 1’étape de traduction dans la
synthése protéique, les acides aminés libres intracellulaires doivent étre activés ou « chargés » par un
ARN de transfert (ARNt). Parmi I’ensemble des 20 acides aminés, certains ne sont pas synthétisables
par I’organisme et ne peuvent étre fourni que par I’alimentation, ils sont au nombre de 8 et appelés
acides aminés essentiels (AAE). Au sein des AAE, les acides aminés Isoleucine, Leucine et Valine
sont distingués en acides aminés branchés (AAB) en lien avec leur configuration spatiale. L’absence
ou la faible disponibilité en AAB peut perturber voire arréter la synthése protéique. On comprend alors
toute I'importance d’un apport alimentaire protéique adéquat pour répondre a cette demande
particuliérement exacerbée dans les pathologies associées a des pertes de masse musculaire. Par
ailleurs, la protéolyse (ou dégradation protéique) libére des acides aminés dans le pool intracellulaire
ainsi synthése protéique et protéolyse sont simultanés et participent au renouvellement protéique ou
turnover (Figure 12). L’équilibre entre ces deux derniers phénomenes est donc responsable de la
conservation de la masse musculaire. En considérant que le pool d’acides aminés libres ne varie pas, la
différence entre les apports et les pertes protéiques appelée balance azotée correspond directement a la

différence entre la synthese et la dégradation protéique appelée
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balance protéique. Ainsi, une synthese protéique plus importante que la dégradation (balance protéique
positive) résulte en un gain protéique net (accrétion protéique) improprement appelé anabolisme
protéique. A contrario, une protéolyse supérieure a la synthese (balance protéique négative) résultera
en une diminution de la masse protéique appelée catabolisme protéique. Additionné a ces deux
phénomenes, il existe une dégradation irréversible des acides aminés qui correspond a I’oxydation de
ces derniers pour participer principalement a la fourniture d’énergie (néoglucogénese). Dans ce cas les
acides aminés dégradés sont totalement perdus pour le métabolisme protéique (Figure 12). Ainsi, la
perte de ces acides aminés doit étre compensée par un apport protéique alimentaire. De ce fait, le
renouvellement des protéines musculaires représente environ 20 % du renouvellement protéique total
et celui du foie environ 10 %. La masse hépatique étant trés inférieure a la masse musculaire, ce taux
n’est que de 10%, en revanche ses protéines sont renouvelées beaucoup plus rapidement. Enfin, les
protéines de la peau et du tube digestif constituent les deux autres participants importants (environ 15

% chacun) du turnover protéique global.

b. Régulation de la protéolyse musculaire

Toute perte ou gain de masse musculaire est donc conditionné par des variations de la balance
protéique, résultat de modifications au niveau de la synthése protéique dont les mécanismes de
régulation ont été évoqués dans la premicre partic mais également au niveau de 1’activation des
différents systémes de dégradation, principalement : ubiquitine-protéasome (UPS), autophagique-
lysosomal (LAS), les calpaines et les caspases. Contrairement a la synthese protéique, les mécanismes
d’activation de la protéolyse et plus particulierement la compréhension de la part des différents
systémes protéolytiques dans la dégradation protéique musculaire restent largement a élucider. De
nombreuses questions subsistent concernant le fonctionnement de chacun des systemes et 1’adressage
des protéines conduisant in fine a leur dégradation par tel ou tel systéme. Des hypothéeses ainsi que des
premiers résultats de recherche suggeérent une spécificité des 4 systémes quant aux protéines a
dégrader mais également des interactions et/ou des activations séquentielles de chacun d’eux variant
selon les stimuli (sarcopénie, cachexie, exercice, glucocorticoides, jelne...). Les enjeux étant
également une meilleure compréhension du fonctionnement séparé de chacun des 3 systémes majeurs
afin de déterminer leur role dans la dégradation protéique musculaire totale suite a différents stimuli.
La compréhension de cette régulation complexe permettant d'envisager par la suite des stratégies pour

contrecarrer leur activation exacerbée dans les situations de perte de masse musculaire.

i. Le systéeme ubiquitine-proteasome

L’UPS est un composant majeur de la machinerie protéolytique des cellules eucaryotes

particulierement impliqué dans les phénoménes d’atrophie du muscle.[226, 227] Le fonctionnement de
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Figure 13. Le systeme Ubiquitine-Protéasome
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I’UPS est ATP-dépendant et responsable de la dégradation de protéines préalablement marquées par
une ou plusieurs molécules d’ubiquitine (Ub). Ce processus d’ubiquitination est coordonné par trois
types d’enzymes appelées des ligases (E1, E2 et E3), chargées in fine d’amener les protéines a
dégrader vers le complexe protéasome 26S. Ce dernier est composé de deux sous-untés régulatrices
ATP-dépendantes (19S) et d’une sous-unités catalytique ATP-indépendante (20S). Les protéines
ubiquitinées sont alors reconnues et ingérées par la sous-unité 19S du protéasome 26S de maniere
ATP-dépendante pour étre ensuite dégradées par la partie catalytique 20S de maniére ATP-
indépendante. (Figure 13). Cette derni¢re est divisée en une sous-unité o, support structural, et une
sous-unité P responsable des activités trypsine-like (B1), caspase-like (B2) et chymotrypsine-like (5)
[228].

Dans certaines situations d’atrophie, I’UPS serait impliqué dans la dégradation des myofibrilles apres
que celles-ci aient subies une dégradation partielle probablement par les calpaines [229] ou les
caspases [230]. De nombreuses évidences dans des modeles animaux de situations cataboliques
suggerent D’implication de I'UPS a travers 1’augmentation de la transcription de ligases,
I’accumulation de protéines poly-ubiquitinées [226, 230] ainsi que ’inhibition de la protéolyse lorsque
I’activité du protéasome est bloquée [231]. Depuis 2001, les E3 ligases musculaires MAFbx/atrogin-
1(muscle atrophy F-box protein) et MuRF-1 (muscle ring finger protein 1) sont caractérisées pour étre
largement impliquées dans de nombreux modeles d’atrophie tels que : septicémie [232, 233], diabéte
[234], dénervation [235], traitement aux glucocorticoides [236], mais également a la suite d’exercices
excentriques [237, 238] ou de résistance [92, 239]. De plus, les modéles de souris KO MAFbx” ou
MuRF-1"" sont résistantes, respectivement 56% et 36%, a I’atrophie induite par la dénervation [235]
suggérant que ces E3 ligases sont en partie responsables de la dégradation protéique UPS-dépendante
dans les situations cataboliques [35]. En effet, MAFbx pourrait contrdler la syntheése protéique et la
croissance musculaire en dégradant principalement le facteur d’initiation elF3f, ou encore les facteurs
myogéniques MyoD et myogénine [240-242]. MuRF-1 dégraderait principalement des protéines
sarcomériques et contractiles (MHC-II, actine) ainsi que des protéines métaboliques comme la créatine
kinase [236, 243, 244]. Ainsi au sein du muscle, MAFbx participe a la diminution de la synthése
protéique ainsi qu’a la diminution de la différenciation musculaire alors que MuRF-1 participe a la
dégradation des protéines contractiles, I’ensemble de ces actions conduisant a I’atrophie du muscle.
Récemment mis en évidence, la régulation transcriptionnelle de MAFbx et MuRF-1 serait médiée par
la cytokine TNF-a via la p38 MAPK [232] ainsi que par la voie de signalisation NF-«xB [245],
modulateur de la réponse immunitaire [246]. Par ailleurs, MAFbx et MuRF-1 semblent &tre régulées
de fagon indépendante par ces 2 voies de signalisation (TNF-a et NF-kB). La transcription de ces
ubiquitine-ligases serait également sous le contrdle des facteurs de transcription de la famille Foxo
(forkhead box protein O) notamment Foxo 1 et 3 [234, 247, 248] dont I’activation est inhibée par Akt
[35, 249, 250].
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Figure 14. Le systéme autophagique-lysosomal
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ii. Le systéme autophagique-lysosomal (LAS)

Le lysosome est un systeme cellulaire en charge de dégrader des protéines cytosoliques, des
agrégats protéiques, des pathogeénes ainsi que des organelles tels que les mitochondries ou
peroxisomes. Sa membrane en forme de vésicule, est composée de phospholipides et de
glycoprotéines enzymatiques comme les pompes a proton responsables du pH acide des lysosomes
(pH 4-5) et des protéines LAMP ( Lysosomes associated membrane protein ) uniquement présentes sur
des lysosomes matures ainsi que des phosphatases acides présentes au niveau des lysosomes primaires.
Ces vésicules lysosomales contiennent de nombreuses hydrolases (protéases, phosphatases,
glycosidases...) qui fonctionnent a pH acide et jouent un réle primordial dans la dégradation de
différentes macromolécules [251]. Contrairement aux autres systémes de dégradation (calpaines, UPS,
caspases), les enzymes hydrolases sont séparées des autres constituants cytoplasmiques par la
membrane du lysosome. Ainsi, les macromolécules a dégrader sont amences jusqu’au lysosome

principalement par endocytose, phagocytose ou autophagie (Figure 14).

1. L’autophagie

L’autophagie est un des systémes majeur permettant la reconnaissance, la séquestration puis la
délivrance 1) des protéines au lysosome pour leur dégradation par les hydrolases suite a un stress
environnemental (jeine, hypoxie...), 2) des organites cellulaire (endommagés, surnuméraires ou
pathogenes). Classiquement, on distingue la microautophagie (peu présente dans le muscle
squelettique), la macroautophagie et I’autophagie réalisée par des protéines chaperonnes (Figure 14).
L’autophagie médiée par des protéines chaperonnes (CMA) dégrade des protéines portant un motif
KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) comme le facteur de transcription c-fos, I'inhibiteur de facteur
transcriptionnel IkB ou encore des parties du protéasome [252]. Ce mécanisme posséde donc une
spécificité d’action et seules les protéines solubles sont dégradées excluant entre autre les
mitochondries. Ce sont les protéines chaperonnes « heat-shock cognate » (hsc70 et hsc90) qui
reconnaissent la séquence KFERQ pour amener les protéines a dégrader au niveau de la partie
cytosolique de la protéine lysosomale membranaire LAMP2a. Le complexe protéique peut ensuite étre
internalisé dans le lysosome pour étre dégradé [253] (Figure 15).
La dégradation protéique par la macroautophagie communément appelée « autophagie » est la seule
voie pouvant dégrader massivement des macromolécules et des organites, Iui conférant un role tout
aussi important mais alternatif a I’UPS [254]. Ce processus est dynamique et releve de plusieurs
étapes : 1) Etape d’initiation avec la séquestration des protéines a dégrader dans une structure appelée
pré-autophagosome ou phagophore ; 2) Etape d’élongation du phagophore en autophagosome ; 3)

Etape de maturation puis fusion de 1I’autophagosome avec le lysosome pour former un autolysosome ;
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Figure 16. Mode¢le schématique de I’autophagie. D ‘aprés Tanida et al., 2011
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4) Etape de dégradation des composants séquestrés dans 1’autolysosome[255] (Figure 16). La
formation des vacuoles d’autophagosomes peut étre tres rapide dans des conditions cataboliques mais
au contraire leur demi-vie est drastiquement diminuée en situation anabolique. La macroautophagie est
en effet un processus treés impliquée dans la dégradation protéique en réponse a une privation en
nutriments [256-259]. Les acteurs majeurs dans ce processus dynamique sont des protéines Atg
(Autophagy related Genes) identifiées au nombre de 30 chez la levure Saccharomyces cerevisiae dont
environ la moitié¢ est conservée chez les mammiferes [260, 261]. L’activité de la protéine kinase de
classe 3 (PI3K), Vps34 (vacuolar protein sorting 34), semble indispensable pour la formation du
phagophore et s’intégre dans un complexe formé entre autres par les Atgs : Beclin-1 (Atg6), Ulkl
(Atgl), AtgS, Atgl2 et FIP200 [262, 263]. Le complexe Atgl2-AtgS semble permettre ensuite le
recrutement de la protéine LC3 (microtubule-associated protein light chain 3) ou Atg8 pour la
formation de 1’autophagosome [264, 265]. LC3 est conjugué a la phosphatidyléthanolamine (PE) et
s’incorpore dans la membrane du phagophore apres lipidation. En effet, la lipidation de LC3 qui se
traduit par un clivage de LC3-I (LC3 cytosolique) en LC3-II (Atg8-PE) par Atg7 sert de marqueur
dans la formation de 1’autophagosome [266, 267]. LC3-II permet alors 1’élongation et la formation de
I’autophagosome mature et n’est donc présent qu’au niveau de sa membrane. Par ailleurs, LC3-II
serait indispensable pour I’étape de fusion [268, 269]. Apres formation de I’autolysosome, LC3-II est

délipidé et recyclé en LC3-I au sein du lysosome [256] (Figure 17).

2. Le systéme lysosomal

L’activité protéolytique du lysosome est alors trés dépendante du systeme autophagie mais
également des phénomeénes d’endocytose ou phagocytose des vésicules lysosomales (hétérophagie)
qui concourent a I’apport des éléments a dégrader au sein des lysosomes. Les protéases cathepsines L,
B, D et H, ubiquitaires, semblent jouer un role majeur dans la dégradation lysosomale [251, 270]. Leur
activité est en lien étroit avec le pH du lysosome ainsi la cathepsine D n’est active qu’a pH 6 alors que
la cathepsine B reste active a pH 7. L’interaction entre les cathepsines et les protéines a dégrader
dépend de la concentration de ces hydrolases, du pH mais également du turnover cellulaire. En effet,
leur activité est augmentée dans le foie, les reins et la ratte. De plus, en ce qui concerne le muscle, leur
contenu differe selon le type de fibre. Les muscles oxydatifs seraient plus riches en cathepsines que

des muscles glycolytiques [251].
3. LAS dans le muscle squelettique

Finalement, le systéme autophagique-lysosomal joue un rdle crucial dans I’homéostasie de la

fibre musculaire et plus particulierement dans le controle de la masse musculaire [271, 272]. En effet,
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de nombreuses pathologies musculaires sont associées a des altérations des protéines lysosomales mais
également du systéme autophagique [273-275].

L’expression des geénes des cathepsines B et L est augmentée dans des modeles animaux de cancer
[229, 234, 276] lors d’un traitement aux glucocorticoides [276, 277], chez des patients atteints de la
myopathie de Duchenne [278, 279] et plus particulierement la cathepsine L dans le diabete [234, 280].
L’expression des genes des cathepsines B et D ne sont pas systématiquement augmentées dans les
modeles d’atrophie contrairement a la cathepsine L dont I’augmentation génique est systématiquement
plus importante que les 2 autres et semble largement reconnue comme un marqueur de 1’atrophie
[251]. Par ailleurs, les variations dans 1’expression des génes des cathepsines ne reflétent pas toujours
des modifications de leur activité au sein du lysosome suggérant un contréle post-transcriptionnel ou
translationnel.

Lorsque la cellule est privée en nutriments ou en 1’absence de facteurs de croissance, la stimulation de
I’autophagie est alors un mécanisme de défense via lequel les acides aminés sont recyclés pour
maintenir la survie de la cellule et limiter I’apoptose [281, 282]. Ainsi, le vieillissement se caractérise
par un déclin des processus autophagiques qui serait en partie responsable de 1’accumulation de
protéines vieillissantes et non fonctionnelles [283]. Dans un tel contexte, la restriction calorique
permettrait d’activer I’autophagie qui est de plus en plus envisagé comme mécanisme augmentant la
longévité [259, 284] notamment par sa capacité a dégrader les « vieilles » mitochondries dont la
production des espéces oxygénées réactives (EORs) est exacerbée avec 1’age [285]. Par ailleurs, des
souris Atg7” ou Atg5” présentent une altération du systéme autophagique qui conduit a des maladies
neurodégénératives chez ces souris [286, 287] suggérant un réle de I’autophagie dans les maladies
d’Alzheimer [288] et de Parkinson [289]. Les expériences récentes de Masiero [271, 290] sur le
modele des souris Atg7”” montrent une atrophie exacerbée avec le vieillissement attestée par une
accumulation de protéines dégradées, de radicaux libres ainsi qu’une activation de 1’apoptose.
L’autophagie est également trés impliquée dans les cancers et particulierement dans le développement
des tumeurs lorsque le systeme est défaillant [291]. Ce mécanisme participerait a la stabilité des
chromosomes et sa diminution serait responsable de dommages a I’ADN dans I’induction de tumeurs
[292]. Enfin, une défaillance du systéme de I’autophagie est aussi a I’origine de nombreuses
myopathies comme la maladie de Danon en lien avec une altération de la protéine LAMP2a [293]. Ces
données indiquent trés clairement que 1’autophagie est essentielle au maintien de 1’homéostasie
musculaire mais cependant une autophagie excessive peut conduire a ’atrophie [294] et a des

maladies musculaires comme la myopathie XMEA [295].

iii. Le systeme calcium-dépendant : les calpaines

Les calpaines sont des endoprotéases a cystéine calcium-dépendante, responsables a la différence

de ’'UPS et du LAS, d’une digestion partielle des protéines cibles. Elles sont présentes dans presque
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tous les types cellulaires. Cette famille est composée de 14 membres dont les plus représentées les
calpaines 1 et 2 (u-calpaine et m-calpaine) sont ubiquitaires. A celles-ci se rajoutent des formes moins
conventionnelles issues d’un épissage alternatif ou de I’absence d’une sous-unité ou encore des formes
tissu-spécifique comme la calpaine 3 (p94) dans le muscle. Les calpaines sont des hétérodimeres
constitués de deux sous-unités codées par deux genes différents, une sous-unité catalytique de 80 kDa
et une sous-unité régulatrice de 28 kDa. Elles sont synthétisées sous-forme de pro-enzyme et leur
activation débute par une autolyse des deux sous-unités [296, 297]. Ensuite leur activité dépend des
concentrations intracellulaires en calcium [298], de leur localisation cellulaire, de 1’activité de
I’inhibiteur endogéne la calpastatine (Cpst) et probablement de leur état de phosphorylation. Elles
régulent de multiples fonctions cellulaires telles que la migration cellulaire [299], I’apoptose [300] et
le cycle cellulaire [301]. Au sein du muscle squelettique, elles sont impliquées dans la migration et la
différenciation des myoblastes [302-305] notamment dans les processus de régénération musculaire
[306], d’atrophie [307, 308] dans certaines pathologies telles que les dystrophies [309, 310], le diabéte
de type 2 [311] ou encore la maladie d’Alzheimer [312]. De nombreux substrats des calpaines ont été
identifiés in vitro comme les protéines du cytosquelette (troponines, titine, desmine, vinculine...), des
protéines membranaires (PKC, Focal Adhesion Kinase...) ainsi que des enzymes et des facteurs de
transcription [313]. In vivo, la dégradation d’une protéine par les calpaines implique que celle-ci soit
dénaturée [314] ainsi il n’est pas évident qu’un substrat des calpaines in vitro le soit in vivo et ainsi de
nombreuses études sont encore nécessaires pour caractériser leur substrat in vivo. De par ces substrats
décrits ci-dessus, 1’implication des calpaines dans la transition phénotypique d’un muscle du rapide
vers le lent [306, 315] ainsi que dans le remodelage musculaire suite a un exercice induisant des
dommages musculaires chez le rat et 'Homme [316-319] ne sont pas surprenantes. Dans ces
contextes, elles seraient responsables du démantelement du cytosquelette par la digestion partielle des
protéines structurales avant que celles-ci soient orientées vers I’UPS et/ou le LAS. Cependant, ce role
ainsi que leur mode d’action lors de phénoméne d’hypertrophie doivent encore étre clarifiés. Un
modele d’étude de ’hypertrophie musculaire aprés un traitement chronique aux p2-agonistes comme
le clenbutérol [320, 321] est en lien avec une réduction de la dégradation protéique [322, 323] mais
également une activité réduite de la calpaine 1 et une augmentation de la calpastatine [324, 325]. Par
ailleurs, I’activité des calpaines 1 et 2 est augmentée chez des animaux traités pendant 21 jours au
clenbutérol a une dose de 4mgkg’ concomitant avec ’obtention d’une hypertrophie musculaire
associée a une transition phénotypique du lent vers le rapide des muscles SOL et EDL [326].
Cependant, ce role des calpaines dans 1’hypertrophie musculaire induite par les f2-agonistes nécessite
d’autres études pour comprendre le lien entre calpaine et modele d’hypertrophie musculaire. D’un
point de vu métabolique, I’inactivation de la calpaine-3 dans le muscle contribuerait a la diminution du
relargage du calcium par le reticulum sarcoplasmique ainsi qu’a la diminution de la quantité des

récepteurs a la ryanodine (Ryr) [327].
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Le complexe formé par la calpaine-3 et la protéine aldolase serait capable de se lier aux Ryr et induire
le relargage du calcium. Les calpaines ne jouent donc pas qu’un role protéolytique mais pourraient étre
impliquées dans le maintien de I’intégrité de complexes protéiques. Par ailleurs si leurs rdles dans la
régénération musculaire ainsi que dans I’organisation architecturale de la fibre musculaire ont été

montré ; leur implication dans le turnover protéique n’a pas été mise en évidence.

iv. Les caspases

Les caspases (cysteine-dependent aspartate-directed proteases) sont des enzymes impliquées dans
les processus apoptotiques. L’apoptose ou « mort cellulaire programmée » est un processus par lequel
la cellule déclenche son autodestruction en réponse a un signal tel que 1’augmentation anormale des
especes oxygénées réactives ou azotées, les ligands des récepteurs de mort cellulaire (TNF-a, IL-6...),
un déséquilibre calcique ou encore une accumulation des protéines de la famille des Bcl-2 [328]. La
destruction de la cellule apoptotique génére des débris cellulaires qui seront éliminés par les
macrophages [329]. Activée dans le cytosol, les caspases sont principalement responsables du clivage
de nombreuses protéines du cytosquelette (actine, P-caténine...), de 1’enveloppe nucléaire, de
protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation de ’ADN [330]. L’apoptose semble jouer
un role important dans 1’atrophie musculaire induite par de nombreuses pathologies (insuffisance
cardiaque, l1ésion de la moelle épiniére, sarcopénie), la dénervation, I’immobilisation et également
dans certaines dystrophies.[328]. Onze caspases ont été décrites chez ’homme et parmi elles, les
caspases -8,-9,-12 seraient plus spécifiquement impliquées dans 1’étape d’initiation de I’apoptose alors
que les caspases -3,-6,-7 dans I’étape d’exécution. Cependant, I’apoptose peut étre initiée sans
I’activation des caspases et a I’inverse 1’activation des caspases pourrait étre nécessaire au remodelage
musculaire sans conduire a la mort cellulaire dans certaines conditions [331]. Ainsi, 1’activité des
caspases n’est pas toujours augmentée dans un modele d’atrophie par suspension du train arriére chez
le rongeur bien que I’apoptose soit augmentée [328, 332]. A I’'inverse, dans un mode¢le d’atrophie par
dénervation, ’activité de la caspase-3 [333] ainsi que celle de la caspase-8 [334] peuvent étre
augmentées sans induction de 1’apoptose suggérant un role différent des caspases selon le stimulus
atrophique. De la méme maniére, le processus de vieillissement est en lien avec une augmentation de
la fragmentation de I’ADN (apoptose) qui n’est pas systématiquement associée a une augmentation de
I’activité des caspases 3 et 9 [259, 335]. Ainsi, des données suggerent que certaines caspases activées
dans I’apoptose peuvent également étre impliquées dans d’autres processus cellulaires comme la
dégradation protéique en agissant comme des kinases, phosphatases, lipases...[331]. En effet, de fagon

intéressante, la caspase-3 pourrait étre impliquée dans la dégradation protéique au cours de ’atrophie
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en dégradant préférentiellement 1’actomyosine et I’actine dans un modele de cellules L6 ainsi que dans
des muscles de rats diabétiques ou insuffisants rénaux [230]. Ces données suggerent son role potentiel

dans la protéolyse induite par un exercice excentrique.

v. Les metalloprotéinases matricielles

Les métalloprotéinases ou métalloprotéases matricielles (MMPs) sont des régulateurs importants
dans la formation, le remodelage et la dégradation de la matrice extracellulaire a la fois dans des
processus physiologiques que pathologiques au sein du muscle squelettique. Les MMPs sont activées
dans la croissance musculaire, I’angiogenése ainsi qu’a la suite d’un exercice physique mais également
dans les maladies neuromusculaires, certaines dystrophies et plus généralement dans des situations
d’atrophie [336, 337]. La famille des MMPs est composée de 22 membres d’enzymes calcium et zinc-
dépendantes sécrétées par les cellules de schwann, les cellules satellites ainsi que les fibroblastes
[336]. Leur activit¢ est modulée par une famille d’enzyme, ftissue inhibitor of matrix
metalloproteinases (TIMPs), inhibitrices spécifiques des MMPs. Le role et la régulation des MMPs
dans le muscle squelettique sont trés peu décrits dans la littérature, cependant MMP-2 (gélatinase A) et
MMP-9 (gélatinase B) capables de dégrader le collagéne IV, semblent jouer un role prépondérant dans
le remodelage de la matrice extracellulaire aprés une blessure. Ainsi, 1’élastine, la fibronectine et de
facon intéressante la laminine, la troponine I, I’a-actine et les chalnes 1égeres de myosine I ont été
identifi¢es comme substrats de MMP-2 au sein du myocarde [338], ouvrant des perspectives
intéressantes concernant 1’implication des MMPs dans la dégradation protéique aprés un exercice

traumatisant.

Le turnover protéique est un processus physiologique crucial dans le maintien de la masse musculaire,
et intégrité des mécanismes cellulaires de par la dégradation de protéines vieillissantes ou non
fonctionnelles. Si la régulation de la synthése protéique dans des situations d’hypertrophie et/ou
d’atrophie est largement caractérisée, les mécanismes de dégradation protéiques manquent encore de
compréhension. Toutefois, les systémes ubiquitine-protéasome et lysosomal-autophagique
apparaissent comme les acteurs majeurs de la protéolyse musculaire dans la plupart des situations
cataboliques avérées (cachexie, sarcopénie, traitement aux glucocorticoides, infections...). Cependant,
des systemes aux substrats trés spécifiques comme les caspases, les calpaines et les MMPs, sont
majoritairement impliqués dans situations tres particuliéres comme les dystrophies, les phénomenes de
régénérations et lésions musculaires. Compte tenu que chaque systéme possede ses protéines cibles a
dégrader, les études suggerent que toute situation catabolique implique au moins I’activation de deux

systémes mais leurs mécanismes d’activation simultanés ou séquentiels restent a élucider.
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I1- INFLUENCE DE L’EXERCICE DE RESISTANCE ET/OU DE LA NUTRITION SUR LA BALANCE

PROTEIQUE
a. Effet de I’exercice de résistance sur la dégradation protéique
i. Systeme Ubiquitine Protéasome et exercice de résistance
1. Role de I’UPS dans la protéolyse induite par I’exercice en résistance

Les données concernant I’implication de ce systeme a la suite d’un exercice sont davantage
fournies et semblent indiquer une activation systématique de 1’UPS a la suite d’un exercice qu’il soit
de type endurance [92, 339, 340], de résistance en mode concentrique [92, 239, 341, 342] ou
excentrique [237, 238]. En effet,Willoughby ef al. (2003) [238] ont montré des augmentations
protéiques et des transcrits de ’ubiquitine (Ub), d’une ligase E2 ainsi que de la sous-unité 20S du
protéasome a 6, 24 et 48 heures apres un exercice excentrique d’extension du genou. Cette activation
de ’UPS ¢était associée a une diminution du contenu en protéines myofibrillaires 48 heures apres
I’exercice ainsi qu’une augmentation de [’activité de la caspase-3, protéine impliquée dans les
phénomenes apoptotiques ainsi que probablement dans I’initiation de la dégradation des protéines
myofibrillaires [230]. Par ailleurs, un exercice réalisé en excentrique est a I’origine de dommages
musculaires importants s’accompagnant d’une réaction inflammatoire plus importante que lors de
contractions en mode concentrique [318] qui pourrait expliquer I’activation de I’UPS via la voie de
signalisation de NF-kB. Que ce soit I’é¢tude de Stupka et al. (2001) [237] ou Willoughby ez al. (2003)
[238] I’absence de mesure des activités B de la sous-unité 20S, mesure physiologique et directe de
I’activation de I’UPS est une limite pour affirmer I’implication du systéme ubiquitine-protéasome a la
suite d’un exercice excentrique. En effet, les mesures concernant I’'UPS sont généralement portées sur
I’activation transcriptionnelle des E3 ligases MAFbx et MuRF-1 dont ’augmentation de I’activité
génique ne signifie pas automatiquement une augmentation de la dégradation protéique par le
protéasome d’autant plus qu’elles peuvent étre régulées de maniére indépendante. En effet, il est
presque systématiquement rapporté une augmentation de I’activation génique de MuRF-1 associé a
une diminution ou aucun changement de MAFbx dans les heures qui suivent un exercice concentrique
[92, 94, 341, 343]. S’il semble que la transcription de MuRF-1soit augmentée rapidement a la suite
d’un exercice, le retour a des conditions basales se fait en moins de 48 heures contrairement 8 MAFbx
dont I’activation n’est soit pas modifiée [92, 341-343] soit diminuée entre 3 et 72 heures post-exercice
[239, 344]. Des résultats similaires ont également été obtenus par Kostek et al. (2007) [345] puisque
les ARNm de MAFbx seraient diminués de 3 a 24 heures a la suite d’un exercice excentrique et non
apres des contractions concentriques. Seuls Deldicque et al. (2008) [344] et Louis et al. (2007) [92]
ont pu montrer une augmentation transitoire de MAFbx immédiatement apres 1’exercice. Ces résultats
sont en accord avec les données de Phillips ef al. (1997) [27] qui rapportent une augmentation de 31%

de la dégradation protéique 3 heures apres
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un exercice de résistance qui n’est plus que de 18%, 24 heures post-exercice et retrouve des valeurs
basales au bout de 48 heures. L’augmentation transitoire de la protéolyse est donc en partie
concomitante avec principalement I’augmentation de I’activité génique de MuRF-1, ce qui suggere
I’implication de ’'UPS dans la protéolyse d’exercice et plus spécifiquement de MuRF-1. Cependant,
des mesures de I’expression protéique de ces E3 ligases ainsi que de ’activité du protéasome 20S
manquent pour confirmer cette hypothese.

La réponse de I’'UPS a la suite d’un entrainement en résistance a encore moins ¢té étudiée mais Leger
et al. (2006) [346] rapportent une augmentation de ’activation génique des atrogénes (MAFbx et
MuRF-1) 48 heures aprés un programme d’entrainement en résistance de 8 semaines mais un retour a
des conditions basales 8 semaines apres ’arrét du protocole. Les auteurs suggérent que I’implication
de ces E3 ligases est en lien avec I’hypertrophie musculaire retrouvée aprés ces 8 semaines
d’entrainement en résistance. En effet, un muscle hypertrophié est davantage constitué¢ de protéines de
structures et du cytosquelette, [’augmentation de MuRF-1 et MAFbx pourrait contribuer a augmenter
le turnover protéique afin de maintenir le taux de protéolyse basale. Cette hypothése reste spéculative
étant donné que les auteurs n’ont pas mesuré ni la protéolyse ni le turnover protéique a I’issu de
I’entrainement ni méme lors de la phase d’atrophie liée a ’arrét de la sollicitation musculaire. Cette
hypoth¢se est aussi critiquable compte tenu que des athlétes entrainés depuis des années en résistance
présentent une diminution de I’expression génique de MuRF-1 3 heures aprés un exercice aigu [347]
et aucun changement de MAFbx [348]. L entrainement pourrait induire a long terme une diminution
de la dégradation protéique participant a I’augmentation de la balance protéique en lien avec le gain
d’hypertrophie musculaire plus important chez des athleétes trées entrainés versus sédentaires apres le
méme protocole d’entrainement [118].

Si le systeme ubiquitine-protéasome semble activé a la suite d’un exercice en résistance (Annexe 2),
son réle dans la protéolyse induite d’exercice reste a expliquer ainsi que les actions probablement
différentes et spécifiques de MuRF-1 et MAFbx. Etant donné que MuRF-1 dégrade principalement les
protéines contractiles et sarcomériques, les données présentées ci-dessus suggerent son implication
forte dans la protéolyse proteasome-dépendante a la suite d’un exercice aigu et plus fortement lorsque
celui-ci est excentrique. L’activation de MuRF-1 post-exercice pourrait également expliquer le
remodelage phénotypique obtenu aprés des semaines d’entrainement en résistance. En revanche,
MyoD ou elF3f pouvant étre des cibles de MAFbx, ’absence de modification ou une diminution de
MAFbx aprés un exercice aigu pourrait participer a [’hypertrophie musculaire induite par
I’entrainement grace a la diminution de la polyubiquitination de marqueurs de prolifération et
différenciation myogénique ainsi que la polyubiquitination de facteurs d’initiation de la synthese

protéique.
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2. Voies signalétiques impliquées dans la régulation de I’UPS par

I’exercice

La voie de signalisation de Akt serait en partie au centre de la régulation de la balance protéique.
Ainsi, I’activation d’Akt peut étre responsable de la diminution de la transcription de MuRF-1 et
MAFDbx via I’inhibition des facteurs de transcription Foxo [235, 248]. Si les études sur ’animal et des
myotubes C2C12 montrent le role essentiel de la signalisation Akt-Foxo sur la régulation de MAFbx
et MuRF-1, son rdle chez ’homme a la suite d’un exercice de résistance semble trés modeste. En effet,
au regard des études rapportant une régulation différente de MAFbx et MuRF-1 a la suite d’un
exercice [92, 239, 343] associé a 1’augmentation transitoire des 2 ligases; ces données sont en
contradiction avec 1’activation d’ Akt retrouvée aprés un exercice [343] et suggérent d’autres voies de
signalisation dans la régulation de MAFbx et MuRF-1 a la suite d’un exercice. La voie de I’AMP-
activated protein kinase (AMPK) peut également étre envisagée comme inducteur du systéme UPS
cours d’un exercice. En effet, cette protéine peut favoriser in vitro la dégradation des protéines
myofibrillaires suite a I’activation des E3 ligases via la phosphorylation de Foxo3a sur les résidus
sérines 413/588 [247, 349, 350]. L’activation de I’AMPK ¢étant trés sensible au statut énergétique de la
cellule notamment au rapport AMP/ATP ainsi qu’a I’augmentation des concentrations en calcium, il se
trouve particulierement augmenté pour des exercices entre 60-75% VO, Ou des exercices a faible
intensité menés jusqu’a épuisement [339, 351]. Si cette augmentation de ’AMPK au cours d’un
exercice semble étre en lien avec I’inhibition de la synthése protéique, ceci ne peut étre affirmé dans
les heures qui suivent I’exercice. En effet, Dreyer ef al. (2006) [352] ont pu montrer une augmentation
de I’activation de ’AMPKa2 au cours d’un exercice de résistance (10 x 10 répétitions a 65-70% de
I1RM ) chez I’homme associée a une diminution de la syntheése protéique. En revanche, 1’activité de
I’AMPK a2 restait élevée jusqu’a 2 heures post-exercice alors que la synthése protéique était relancée.
Ainsi, il est donc envisageable que 1’augmentation de I’AMPK a la suite d’un exercice soit en lien
avec ’augmentation de la protéolyse et soit en partie responsable de 1’activation de I’UPS et des E3
ligases via la phosphorylation de Foxo3a sur les sérines 413/588. Par ailleurs, la régulation
transcriptionnelle de MAFbx et MuRF-1 serait médiée par la cytokine TNF-a via la p38 MAPK [232]
ainsi que par la voie de signalisation NF-kB [245] dans le muscle. Or, que ce soit la p38 ou NF-kB,
ces deux voies de signalisation ont été retrouvées activées aprés un exercice de résistance [75, 353]
ouvrant, avec la voie de I’AMPK-Foxo3a, des perspectives intéressantes dans la régulation des E3

ligases de mani¢re Akt indépendante (Figure 18).
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ii. Activation du systéme Autophagique-Lysosomal avec I’exercice
1. Role de I’autophagie dans la protéolyse induite d’exercice

Le systeme autophagique-lysosomal et plus spécifiquement 1’autophagie est sensible au statut
énergétique de la cellule et activé lors d’une privation en nutriments particuliérement en acides aminés
essentiels. Ainsi, il existe davantage de données sur I’activation de ce systeme avec I’exercice et
I’entrainement en endurance (Annexe 2). Grumati et al. (2011) [354] montrent de facon intéressante
que I’autophagie est induite a la suite d’un exercice d’une heure de course chez des souris sauvages
mais altérée chez des souris dont les muscles sont déficients en collagéne VI (Col6al™). Ces souris
Col6al™ présentent alors une accumulation de mitochondries non fonctionnelles responsables de la
dégénérescence des fibres par apoptose. Les auteurs mettent en relation ce résultat avec la défaillance
du systéme autophagique rencontrée chez ces souris Col6al™ a la suite de I’exercice. En lien avec ces
résultats, 1’étude de He ef al. (2012) [355] montrent que 1’augmentation du métabolisme du glucose
par I’exercice n’est pas retrouvée chez des souris présentant une mutation de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2. Ces souris présentent alors une déficience du systéme autophagique puisque cette
mutation empéche la dissociation de Bcl-2 avec Beclin-1 pour 'induction de 1’autophagie par
I’exercice perturbant 1’homéostasie glucidique a I’exercice. Dans un autre contexte, une épreuve
d’ultra-endurance de 24 heures chez I’homme, conduit a I’activation de marqueurs de 1’autophagie
(Atgl2, LC3-II) en lien avec une diminution drastique de la prise alimentaire [339]. Seuls Kim et al.
(2012) [340] ont observé une diminution du ratio LC3-II/LC3-I, des protéines Beclin-1, Atg7 et
LAMP2a, attestant d’une diminution de ’activation de 1’autophagie dans les heures qui suivent 50min
de course chez des souris. A ’origine de cette discordance de résultats avec les études précédentes,
une intensité d’exercice de 12m/min probablement trop faible comparée a celle de 40m/min maintenue
pendant une heure de Grumati et al. (2011) [354] ou I’exercice a charge croissante jusqu’a épuisement
de I’étude de He et al. (2012) [355]. Le protocole de Kim ef al. (2012) [340] n’a surement pas été
assez intense pour produire un déficit énergétique suffisant afin d’induire I’autophagie. Ainsi,
I’ensemble de ces données suggerent que I’induction de ’autophagie par I’exercice d’endurance est
essentielle au maintien de I’homéostasie du muscle mais d’autres études sont requises pour préciser le
role bénéfique de ce systeme dans les adaptations musculaires a 1’exercice ainsi que les conditions de
sa régulation. Dans cette perspective, I’entrailnement en endurance permettrait de réduire
I’augmentation de I’expression de certaines protéines du LAS (Beclin-1, Atgl2, Atg7, LC3 et
cathepsine L) aprés un traitement a la doxorubicine (anticancéreux) chez le rat [356]. Ces résultats
démontrent qu’une régulation fine du LAS par I’entrainement d’endurance est possible dans le
maintien de 1’intégrité du muscle lors d’un traitement pharmacologique au cours d’une pathologie.

Peu d’études se sont intéressées aux marqueurs de 1’autophagie a la suite d’un exercice aigu de

résistance (Annexe 2). MacKenzie et al. (2009) [357] ont pu montrer une augmentation de 1’activité de
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la protéine Vps34 3 et 6 heures apres des stimulations électriques de type résistance chez le rat
suggérant une activation du systéme autophagie. En revanche apres un exercice aigu chez ’homme,
aucune modification du ratio LC3-1I/LC3-I n’a été observé par Glynn et al. (2010) [358] 1

une heure post-exercice contrairement a Fry et al. (2012) [343] qui rapportent une diminution de
I’expression génique de I’Atg GABARAP a 3 et 6 heures post-exercice ainsi qu'une diminution du
ratio protéique LC3-II/LC3-I, au bout de 3, 6 et 24 heures apres I’exercice. En revanche, aucune
régulation des protéines Atg7 et Beclin-1 n’a été observé dans cette étude. Ces données ne permettent
pas de conclure sur I’implication de I’autophagie a la suite d’un exercice de résistance. En effet, une
diminution du ratio LC3II/LC3I peut étre attribuée soit a une diminution de la traduction de LC3II en
protéine soit a une augmentation de la vitesse de son recyclage dans le lysosome en lien avec une
augmentation du flux autophagique. Ainsi, il apparait important de mesurer des marqueurs intervenant
a différentes étapes de ce systeme et plus particulierement 1’activité de la protéine Vps34 comme
marqueur de I’initiation ainsi qu’une mesure du flux autophagique ou turnover de LC3, ce que n’ont

pas mesur¢ Fry et al. (2012) [343], Glynn ef al. (2010) [358]

2. Voies potentielles de régulation de I’autophagie par 1’exercice

La protéine mTOR est au centre de la régulation du systéme autophagique dans de nombreuses
conditions. Ainsi dans des conditions normales de croissance c¢’est-a-dire en présence d’un milieu
riche en nutriments, la protéine mTOR est phosphorylée pour agir comme régulateur négatif de
I’autophagie [359]. A I’inverse, lorsque 1’autophagie est exacerbée au cours du jeline ou une privation
en nutriment de la cellule, mTOR est alors inactivée. La cascade de régulation négative de
I’autophagie par mTOR inclut en amont les protéines PDK1 et Akt via PTEN (phosphatase and
tensin-like protein) qui jouent alors un rdle parfois antagoniste a Vps34. En effet, en lien avec la
quantité d’acides aminés présents au sein de la cellule, Vps34 semble avoir un effet positif a la fois sur
I’autophagie [360, 361] et également sur mTOR [362, 363] suggérant I’hypothése de partenaires
différents dans la formation d’un complexe Vps34-Vps15 conduisant a I’induction ou I’inhibition de
I’autophagie [364, 365]. Vps34 peut en effet induire I’autophagie en s’associant avec la protéine
Beclin-1 [360] mais serait indispensable pour la phosphorylation de S6K1 via I’insuline de manicre
Akt et TSC1/2 indépendante [363]. Un rapprochement intéressant peut étre fait entre 1’implication de
la protéine Vps34 dans le turnover protéique en lien avec le statut nutritionnel de la cellule et
I’augmentation de son activité a la suite de contractions électriques chez le rat. En effet, I’activité de
Vps34 est augmentée de 3 a 6 heures aprés un exercice de résistance [357] et davantage lors de
contractions excentriques [366]. Méme si I’augmentation de 1’activité de Vps34 est corrélée a
I’augmentation de ’activité de S6K1, 3 heures apres I’exercice, une augmentation massive de la
phosphorylation d’ Akt est mesurée 30 minutes apres ce méme exercice. Comme pour la stimulation de

Vps34 via I’insuline et les acides aminés, 1’exercice
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peut stimuler mTOR via Vps34 de mani¢re Akt indépendante (Figure 19). Ces auteurs suggerent que
la synthese protéique induite par un exercice en résistance et plus particulieérement en excentrique
concourt a la diminution du pool intracellulaire en acides aminés et donc a 1’activation de Vps34 pour
stimuler 1’autophagie. L’autophagie serait alors un mécanisme pour augmenter la concentration
intracellulaire en acide aminé pour participer au maintien de 1’activation de mTOR [366].

La voie de ’AMPK peut également étre envisagée comme inducteur d’autophagie via I’inhibition de
mTOR au cours d’un exercice mais également ’activation de Foxo3a (Figure 19). En effet, cette
protéine est un régulateur négatif de la synthése protéique via I’inhibition de mTOR mais peut
également participer in vitro a la dégradation des protéines myofibrillaires via la phosphorylation de
Foxo3a sur les résidus sérines 413/588 [349, 350]. Si cette phosphorylation de Foxo3a par I’AMPK est
impliquée dans la dégradation des protéines myofibrillaires via I’'UPS [247], récemment, il a été
montré comme interagissant avec ULK1(Atgl) via Foxo3a pour induire ’autophagie [367, 368]. En
lien avec le résultat de Dreyer et al. (2006) [352] montrant une activité¢ de I’AMPKa2 élevée aprés un
exercice de résistance chez I’homme; ’hypothése d’un réle de I’AMPK dans la protéolyse d’exercice
via I’activation de I’autophagie est a envisager.

En relation avec la premiére partie de cette thése, la voie de signalisation Fyn/STAT3 pourrait
contribuer a la régulation de Vps34 de facon mTOR indépendante [369]. Fyn est un proto-oncogéne
membre de la famille des non-récepteurs tyrosine kinases (Src) dont les isoformes majeures sont FynB
et FynT. Yamada er al. (2012) [369] ont pu montrer que les souris Fyn  ne présentent pas
d’augmentation de la phosphorylation de STAT3 ni de diminution du contenu de la protéine Vps34 a
la suite d’un gavage consécutif a une privation de nourriture contrairement a des souris sauvages. En
situation de jetine, la diminution de I’activité¢ de Fyn est directement corrélée avec la diminution de la
phosphorylation de STAT3 et Iaugmentation du contenu en protéine Vps34. Sachant que la
phosphorylation de la protéine STAT3 est augmentée entre 2 et 6 heures aprés un exercice de
résistance [170] la voie Fyn/STAT3 ouvre une perspective intéressante dans la régulation de

I’autophagie par 1’exercice (Figure 19).

3. Activation et régulation du systéme lysosomal en situation d’exercice

L’étude des cathepsines a la suite d’un exercice présente treés peu de données (4nnexe 2). Aucune
cathepsine ne semble activée immédiatement ou 24 heures aprés un exercice d’endurance chez le rat
[356] ou chez ’homme [339]. L’absence d’activation des cathepsines peut résider dans la cinétique de
mesure, par ailleurs de par son implication dans toutes les situations d’atrophie [251], la cathepsine L
apparait comme un marqueur a étudier préférentiellement dans les heures qui suivent un exercice de

résistance.
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iii. Activation du systéme des calpaines avec I’exercice

Des études s’intéressant au systéme calcium-dépendant des calpaines ont pu montrer une
activation des calpaines 1 et 2 apres un exercice excentrique [318, 319] ou un exercice d’endurance
mené jusqu’a épuisement [316, 370] (Annexe 2). Ces modifications d’activité des calpaines sont
corrélées a des mesures directes (histomorphologie) des lésions des myofilaments [318, 319] ou
indirectes a travers |’augmentation de la créatine kinase ou la dégradation de protéines myofibrillaires
(tropomyosine, actine) et/ou du cytosquelette (Tenascine C, desmine, vimentine). En effet, Belcastro
(1993) [316] ont pu montrer une corrélation entre 1’augmentation de I’activité¢ de la calpaine 1 et la
dégradation de la desmine qui est in vitro, avec la titine, une cible des calpaines [280]. Murphy e al.
(2007) [371], Murphy&Lamb (2009) [372] ont pu retrouver une activité augmentée de la p94, 24
heures apres un exercice excentrique chez I’homme mais celle-ci ne serait pas activée immédiatement
ni 3 heures apres cet exercice. Cependant, I’implication des calpaines a la suite d’un exercice de
résistance concentrique semble moins évidente. En effet, Louis et al. (2007) [92] n’ont pas observé de
modifications transcriptionnelles des calpaines 1 et 2 jusqu’a 24 heures apres un exercice d’extension
de genou, quel que soit le type de fibres [341]. Aprés un exercice de sprint de 30s sur ergocycle,
Murphy et al. (2006) [373] n’ont pas obtenu de modifications des activités des calpaines 1 et 3
immédiatement aprés le sprint. Ces données sont en adéquation avec [’augmentation des
concentrations intracellulaires en calcium aprés un exercice excentrique ou en endurance qui restent
¢élevé jusqu’a 24-48 heures apres 1’exercice et serait donc suffisant pour activer les calpaines [374]. En
effet, les études deSultan er al. (2000) [306], Sultan ef al. (2001) [315] utilisant un modele de
stimulation électrique a basse fréquence chez le rat ou le lapin montrent une activation du systéme des
calpaines sans dommages notoires des fibres musculaires confirmant le rdle joué par des
concentrations intracellulaires élevées en calcium pendant une période longue. Au regard de ces
études, I’implication du systéme des calpaines dans la dégradation protéique induite par un exercice en
résistance semble avoir une place peu importante en lien avec la libération calcique mais étre
davantage activé si ’exercice génére des dommages musculaires majeurs. Dans ce cas, 1’activation des
calpaines pourraient participer a la digestion partielle des protéines du cytosquelette afin de les faire

dégrader par I’'UPS et/ou le LAS.
iv. Activation du systéeme des caspases avec [’exercice

L’activité des caspases étant communément associée aux phénomenes apoptotiques, trés peu de
données existent sur leur activation a la suite d’un exercice de résistance et encore moins leur
implication dans la protéolyse induite par ce type d’exercice (4dnnexe 2). Si I’on considére un exercice
d’endurance, Kocturk et al. (2008) [375] ont rapporté que [’activité des caspases 9 et 3 augmentait
immédiatement apres une €preuve de course mence jusqu’a €puisement alors que la caspase 8 n’était
retrouvée augmentée que 3 heures post-exercice. Par ailleurs 48 a 72 heures aprés un entrainement en

endurance de plusieurs semaines chez le rongeur, il n’a pas été rapporté d’augmentation des
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phénomenes apoptotiques ni d’activation des caspases quel que soit le type de muscle. En revanche, ce
type d’entrainement chez des rats agés pourrait permettre de diminuer a la fois 1’apoptose et
I’activation des caspases associées au phénomene du vieillissement [376, 377] ou un traitement aux
glucocorticoides [356]. Ces données suggerent qu’apres un exercice d’endurance source de production
importante de EORs et donc potentiellement de phénomeénes apoptotiques, I’activation précoce des
caspases pourrait contribuer a ce phénomene. En revanche 1’augmentation du systéme antioxydant
avec I’entrainement contribue a limiter leur activation expliquant la diminution de 1’apoptose chez le
sujet ag¢ entrainé en endurance.

Les quelques données existantes sur 1’exercice en résistance chez ’homme rapportent une activité
génique de la caspase-3 non modifiée 1, 4 ou 24 heures post-exercice quel que soit le type de fibre.
[341, 358]. Le point limitant de ces deux études est ’absence de mesure de I’activité des caspases,
mesure nécessaire pour attester ou non de leur activation. Par ailleurs, comme 1’entrainement en
endurance, un entrainement en résistance pourrait contribuer a diminuer la présence des caspases 3 et
9 dans le sérum. Sharafi&Rahimi (2012) [378] ont pu montrer que I’augmentation de ces dernieres
immédiatement et 3 heures aprés un exercice de résistance épuisant chez des sujets sédentaires, n’est
pas retrouvé chez des sujets entrainés. Ces modifications des caspases dans le sérum sont en lien avec
les changements sériques de la p53, marqueur mitochondrial activateur de ces caspases. Ainsi, si
I’exercice en résistance peut induire de 1’apoptose en lien avec une activation des caspases 3 et 9,
I’entrainement en résistance induit une diminution de la production de p53 probablement par
I’augmentation des défenses antioxydantes. Ces résultats doivent étre considérés en regard du
protocole employé c’est-a-dire un exercice conduit jusqu’a épuisement ; aucune autre ¢tude ne s’est
intéressée a I’apoptose et a I’activation des caspases apres un exercice de résistance classique ce qui ne
permet pas de conclure sur le réle et I’implication des caspases aprés ce type d’exercice. Enfin, si
I’activité de la caspase-3 est augmentée 24 heures aprés un exercice excentrique chez des sujets
sédentaires, elle est diminuée lorsque ces méme sujets réitérent cet exercice a 3 semaines d’intervalles
[238]. L’augmentation de I’activité de la caspase-3 apres le 1% exercice est corrélée a la diminution du
contenu en ADN ainsi qu’en protéines myofibrillaires du muscle d’autant que ces derniers marqueurs
ne sont plus modifiés aprés le 2° exercice. Ces résultats semblent montrer I’implication de la caspase-3
dans la dégradation protéique post-exercice ainsi que dans I’apoptose en lien avec la diminution du
contenu en ADN. La diminution de I’activité de la caspase-3 a la suite du 2° exercice est en lien avec
la plasticité du muscle qui a su renforcer ses fibres pour répondre de facon plus efficiente a la future
demande impliquant que la dégradation des protéines myofibrillaires ne soit plus nécessaire. Tout
comme D’entrainement d’endurance ou de résistance en mode concentrique, I’entrainement en
excentrique est responsable d’une diminution de I’activité de la caspase-3 attestant d’un effet

protecteur de 1’entrainement en général contre les phénomeénes apoptotiques.
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v. Activation des MMPs avec l’exercice ?

L’expression de MMP-2 est augmentée apres une stimulation électrique chronique chez le rat
[379] ainsi que I’expression de MMP-9 en lien avec 1’augmentation du flux sanguin [380]. Méme si
les résultats concernant |’activation des MMPs avec [’exercice et |’entralnement sont assez
hétérogenes, il semble que les expressions géniques et protéiques de ces deux MMPs soient
augmentees a la suite d’un exercice de course de longue durée chez le rat [381-383] ou ’homme [384-
386] dans certaines conditions. Ainsi, Yeghiazaryan et al. (2012) [383] ont obtenu une augmentation
génique de MMP-9 mais pas de MMP-2, 2 heures apres un exercice aigu d’endurance. Des résultats
similaires ont également été obtenus chez ’homme [384, 386] avec 1’augmentation des ARNm et de
I’activité de MMP-9, 2 heures apres un exercice d’endurance.

Apres 10 jours d’entrainement en endurance chez I’homme, plus aucune activit¢é de MMP-9 n’est
observée contrairement a son activité transcriptionnelle qui reste élevée alors que 1’activité de MMP-2
est augmentée [384, 385]. Comme chez I’homme, Yeghiazaryan ef al. (2012) [383] ont obtenu une
augmentation génique de MMP-9 mais pas de MMP-2 au bout de 5 et 14 jours d’entrainement en
endurance chez le rat. En revanche, les activités de ces derni¢res sont augmentées aprés 5 jours
d’entrainement. A 1’opposé, Carmeli et al. (2005) [382] n’ont pas observé de changement de
I’expression génique de MMP-9 contrairement a MMP-2 qui est augmentée apreés 14 jours
d’entrainement en endurance chez le rat.

L’ensemble de ces résultats suggeére une régulation différente de ces MMPs dans les adaptations
musculaires a 1’exercice aigu ou a I’entrainement en endurance. Le type de muscle ainsi que les
modalités d’exercice semblent étre d’importants modulateurs de la cinétique d’activation des MMPs.
En effet, Koskinen ez al. (2001) [387] rapportent une augmentation protéique et de 1’activité de MMP-
2 sans modification de celles de MMP-9 principalement dans les muscles lents, 2, 4 et 7 jours aprés un
exercice excentrique. (Annexe 2). Par ailleurs, il apparait que MMP-2 soit principalement localisée au
niveau du myocyte alors que MMP-9 est davantage retrouvé au niveau des cellules satellites et

endothéliales [383, 384], données pouvant en partie expliquer des cinétiques de réponses différentes.
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Si I’UPS semble activé a la suite d’un exercice en résistance, son role dans la protéolyse induite
d’exercice reste a préciser a travers des mesures directes d’activités du protéasone ainsi que la
caractérisation des actions probablement différentes et spécifiques de MuRF-1 et MAFbx. Quant au
systéme lysosomal-autophagique, I’exercice en endurance semble I’activer notamment en lien avec la
déplétion énergétique. Méme si un exercice de résistance n’induit pas un tel stress énergétique, des
données moléculaires (Vps34, AMPK-Foxo3a) suggerent son activation et son implication dans la
protéolyse d’exercice. La caspase-3, enzyme pro-apoptotique, aurait un role dans la dégradation des
protéines myofibrillaires et est donc potentiellement impliquée a la suite d’exercices traumatisants. Il
n’est pas non plus a exclure un réle des calpaines plus particuliérement dans les exercices excentriques
en raison de ses substrats spécifiques : les protéines sarcomériques ainsi que de la fuite du calcium
résultats des dommages musculaires. Dans cette perspective, les MMPs impliquées dans le remodelage
de la matrice extracellulaire, pourraient intervenir dans la dégradation des protéines myofibrillaires.
Chacun de ces systémes peut donc contribuer a la protéolyse induite par un exercice en résistance et
spécifiquement lorsque celui-ci est exécuté en mode excentrique. De plus, certains systemes (UPS,
LAS) sont davantage en lien avec le statut énergétique de la cellule alors que d’autres (caspases,
calpaines, MMPs) semblent davantage impliqués dans le remodelage musculaire (hypertrophie,
phénotype) induit par I’entrainement et/ou un traitement pharmacologique. Ainsi, dans des
perspectives de maintien ou de gain de masse musculaire, il peut étre intéressant d’augmenter la
balance protéique post-exercice en limitant la protéolyse notamment celle activée lors d’un statut
nutritionnel inadéquat. Les acides aminés essentiels apparaissent alors comme une stratégie
nutritionnelle efficace principalement pour la stimulation de la synthese protéique et plus récemment

dans I’inhibition de la protéolyse via la leucine.

b. Role des acides aminés essentiels sur la balance protéique apreés un exercice
i. Acides aminés essentiels et balance protéique

Les phases d’effort et les repas déterminent des alternances de périodes cataboliques et
anaboliques. En situation de repos a jeun, le bilan protéique est négatif et majoré dans certaines
situations d’atrophies musculaires telles que 1’hypoxie, le vieillissement, 1’alitement, certaines
pathologies comme le diabete, la BPCO, le cancer... En revanche, un exercice physique de type
résistance accompli a jeun produit dans les heures qui suivent un bilan protéique musculaire moins
défavorable sans toutefois arriver a le positiver en 1’absence d’apport nutritif [27] Ainsi, la prise
d’acides aminés s’avere essentielle pour optimiser la période anabolique post-exercice [388-390]. Plus
généralement une supplémentation en acides aminés serait intéressante lors de situations cataboliques
pour optimiser la balance protéique en stimulant la synthése protéique notamment [391-393]. De
maniere plus précise, il est admis que seuls les acides aminés essentiels (AAE) et parmi ceux-ci plus

spécifiquement les acides aminés branchés (AAB) et la
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L-leucine en particulier ont un effet sur la synthese protéique [394-396]. En effet, des prises
importantes entre 10 a 20g d’acides aminés essentiels au décours d'un exercice physique, chez le sujet
jeune ou agé contribuent a améliorer de facon similaire la protéosynthese [30, 392, 397, 398]. L’action
positive des AAE sur la balance protéique musculaire se ferait davantage sur la synthése protéique
plutdt que sur I’inhibition de la protéolyse. Cependant, dans des situations cataboliques, la leucine
posséderait davantage une action anti-protéolytique [399-401]. Ainsi, une supplémentation en leucine
contribuerait a inhiber 1’activation de I’UPS chez le rat 4gé [110] ainsi que 1’augmentation de la
protéolyse chez des rats cancéreux [402]. Un role de la leucine sur I’inhibition de la protéolyse induite
d’exercice peut donc €tre envisagé comme stratégie d’optimisation de la balance protéique en faveur
de I’anabolisme. Si toutes les études s’intéressant a la prise d’AAE ou de compléments protéiques
(whey proteins, caséine) sur la balance protéique d’exercice rapportent une augmentation de la
synthése protéique, aucune ne s’est intéressée ou n’a rapporté un effet de cette prise d’acides aminés
sur la protéolyse [30, 389, 403, 404]. L’absence d’un effet anti-protéolytique de la leucine aprés un
exercice peut s’expliquer par les quantités entre 1 et 8§ grammes de leucine relativement faible au
regard des quantités de 1g.kg" administrées chez le rongeur. Ainsi, I’exercice de résistance associé a
une supplémentation en AAB semble donc étre un moyen efficace de contrdle de la masse musculaire
chez les sujets agés et/ou atteints de pathologies entrainant une fonte musculaire importante. Par
ailleurs, des compositions en AAB enrichis en leucine s’aveérent étre une perspective d’étude a
envisager dans I’inhibition de la protéolyse induite d’exercice pour un meilleur contréle de la masse

musculaire.

ii. Voie signalétiques impliquées dans la stimulation de la balance protéique

par les acides aminés branchés

L’activation de la synthése protéique par les AAB et/ou D’exercice, impliquent les voies
mTOR/p70S6K et mTOR/4EBP1 [70, 352, 396, 405, 406]. De maniére plus précise, et contrairement a
I’exercice, 1’activation de mTOR par les AAB ne serait pas dépendante de la voie Akt [391]et donc
des facteurs TSC1/TSC2, dont la phosphorylation par Akt permet de lever 1’inhibition sur mTOR. En
effet, la synthese protéique par les AAB impliquerait une voie parallele a la voie Akt/TSC activée par
I’insuline suite a la prise de glucose et/ou I’exercice. L’activation de la voie mTOR/p70S6K/4EBP1
par les AAB et particulierement la leucine, serait médiée par d’autres protéines kinases dont Vps34
[362, 363] et/ou MAP4K3 (mitogen-activated protein 4 kinases 3) [407] dont les roles ne sont pas
clairement définis. La protéine Vps34 semble alors étre au carrefour de la régulation de la synthése
protéique et/ou de l’autophagie [365] a la fois a la suite d’un exercice [357, 366] et d’une
supplémentation en leucine [362, 363]. Récemment, la phospholipase D1 (PLD1) a été mise en

évidence comme cible potentielle de Vps34 dans la stimulation de mTOR par les acides
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aminés[408]. Par ailleurs, la PLD1 est également impliquée dans 1’activation de la synthese protéique
via mTOR a la suite de contraction en excentrique [409]. Ces données récentes mettent en évidence de
nouvelles pistes d’étude du contrdle de la synthése protéique et/ou de I’autophagie via Vps34/PLD1

par les AAB et/ou I’exercice de résistance (Figure 20).

L’exercice en résistance ainsi que les acides aminés branchés et plus particulierement la leucine sont
des stimuli indépendants capables d’activer la synthése protéique. Par ailleurs, ’effet anti-
protéolytique de la leucine a pu étre démontré dans des cas de catabolismes exacerbés tels que les
cachexies ou la sarcopénie. Si I’on considére que 1’exercice en résistance concourt a augmenter a la
fois la synthese protéique mais également la protéolyse ; une stratégie nutritionnelle riche en leucine
associée a l’exercice en résistance pourrait s’avérer intéressante dans le controle de la masse
musculaire. Par ailleurs, la protéine Vps34, senseur des concentrations intracellulaires en leucine pour
I’activation de mTOR serait également activée par 1’exercice probablement pour la stimulation de
I’autophagie suggérant un rdle double de cette protéine (Figure 20). Ainsi, une supplémentation en
acides aminés branchés enrichis en leucine pourrait étre un moyen efficace pour augmenter la synthése
protéique induite d’exercice mais également inhiber en partie la protéolyse dans un objectif de prise de

masse musculaire.
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OBJECTIFS

Dans ce contexte, une petite partie du travail de cette deuxieme partie de theése a consisté en une
collaboration au sein de 1’équipe, aux travaux de thése d’ Aymeric Douillard pour étudier I’implication
du systéme des calpaines dans 1’hypertrophie musculaire induite par un traitement prolongé au
clenbutérol (Etude n°2). Ainsi, deux mode¢les ont été utilisés pour comprendre le role des calpaines
dans la médiation des effets du clenbutérol sur le remodelage musculaire a travers :

- L’inhibition pharmacologique des calpaines 1 et 2 parallélement a un traitement au clenbutérol
sur des cellules satellites de souris.

- La surexpression de la calpastatine par électrotransfert dans le Tibialis Anterior de souris

traitées 21 jours au clenbutérol

Ensuite, les travaux majeurs de cette deuxiéme partie ont été consacrés a I’étude de I’impact
d’une stratégie nutritionnelle en acides aminés branchés et plus particuliérement en leucine sur la
protéolyse induite par un exercice de résistance et plus spécifiquement réalisé en mode excentrique
(Etude n°3). L’objectif étant de montrer dans quelle mesure I’exercice couplé a la prise de leucine
pourrait étre envisagé a la fois comme outil thérapeutique simple de mise en ceuvre pour lutter contre
la perte de masse musculaire mais également envisagé dans une stratégie de récupération ou de prise
de masse musculaire chez le sportif. Ainsi, 1’adaptation d’un modele d’exercice excentrique réalisé ex
vivo sur muscle isolé de rat a été utilisé pour :

Déterminer la part des différents systémes protéolytiques impliqués dans la protéolyse induite
d’exercice

Caractériser les différents marqueurs moléculaires et voie de signalisation des systeémes
protéolytiques impliqués a la suite de cet exercice

Etudier le role anti-protéolytique de la leucine sur les systémes de dégradation activés par

I’exercice en particulier I’autophagie
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Matériels et Méthodes

I- PLANS EXPERIMENTAUX

Toutes les expérimentations ont été approuvées par le Comité d’éthique d’expérimentation
Animal du Languedoc Roussillon (n° de saisine : CEEA-LR-1069) et en accord avec les
recommandations du Guide pour le Soin et I’Utilisation des Animaux de Laboratoire de I’Institut
National Francais pour la Santé. Toutes les dissections ont été réalisées sous anesthésie par une
injection de Pentobarbital et toutes les précautions ont été prises pour minimiser la souffrance des

animaux.

a. Etude n°l : Implication de la voie IL-6/STAT3 dans I’hypertrophie musculaire

induite par un entrainement en résistance

Une échelle (hauteur 1m, espacement des barreaux de 2cm, inclinaison 85°) a été construite au
sein du laboratoire selon le modéle décrit par Lee er al. (2004) et utilisée pour les protocoles
d’exercice et d’entrainement en résistance. Dans un 1% temps, les rats étaient placés en bas de cette
échelle et devaient monter volontairement jusqu’en haut. Apres une semaine de familiarisation, les
protocoles d’exercice et d’entrainement ont pu commencer. Des charges étaient attachées a la base de
leur queue et les poids soulevés étaient placés dans de petits sacs en tissus et fixés a la queue des rats

par un adhésif en velcro.

i. Protocole d’entrainement en résistance

Apres une semaine d’adaptation, 36 rats males (Wistar Han) ont été répartis par randomisation en
6 groupes : CTL2, CTL4, CTL10 (CTL= contr6le non entrainés, n=6 par groupe) et E2, E4, E10
incluant respectivement des rats entrainés pendant 2, 4 et 10 semaines (Entrailnement, n=6 par groupe).
La charge initiale soulevée a été déterminée en fonction du poids corporel du rat et débutait a 50%.
Les rats étaient placés en bas de 1’appareil d’escalade et étaient autorisés a se reposer sur une
plateforme pendant 2 minutes a I’issue de la montée. Le protocole d’entralnement consistait en 10
répétitions ou montées, 5 fois par semaine pendant 2 (E2), 4 (E4) et 10 (E10) semaines. Le poids des
rats était relevé tous les matins des jours d’entrainement de fagon a déterminer quotidiennement la
charge a soulever et I’exercice était ensuite réalisé ’aprés-midi. La charge était augmentée de 10%
tous les 2 jours uniquement si 1’animal était capable d’accomplir les 10 répétitions au cours de la
séance précédente. Un test pour déterminer la répétition maximale a été effectué pour le groupe 10
semaines a la fin du protocole. Celle-ci correspondait a la charge maximale pouvant étre soulevée en
une répétition. A 1’issu du protocole d’entrainement et 72 heures apres le dernier exercice, les rats ont
été sacrifiés par injection létale de pentobarbital 50mgkg” (Penthotal®). Les muscle des pattes
arrieres, Extensor Digitorum Longus (EDL) et Soleus (SOL) ainsi que des muscles des pattes avants
Flexor Digitorum Profondus (FDP) ont été prélevés afin d’observer les effets du protocole sur des

typologies musculaires différentes de muscles

133






Matériels et Méthodes

potentiellement les plus impliqués dans ce type d’exercice. Les muscles prélevés ont ensuite été

plongés dans de I’isopentane refroidi par l'azote liquide et conservés jusqu'a utilisation a -80°C.

ii. Protocole d’exercice aigu en résistance

Apres la semaine d’adaptation, 12 rats (Wistar Han) ont été répartis par randomisation en trois
groupes : Repos (n=4) dont les animaux ont été sacrifiés avant 1’exercice, E2H (n=4) et E6H (n=4)
pour lesquels les animaux ont été respectivement sacrifiés 2 et 6 heures apres I’exercice aigu. Les
animaux de chaque groupe ont recu une dose de 100mg.kg" de bromodeoxyuridine (BrdU, B5002,
Sigma Aldrich) en intrapéritonéale, 24 heures avant le sacrifice afin d’identifier les cellules en
mitotiquement actives. L’aprés-midi, les rats des groupes E2H et E6H ont effectué le protocole
d’exercice suivant : 4 montées a 25%, 50%, 75% du poids corporel et 6 montées a 100% soient 18
montées au total. Les animaux opéraient un repos de 2min entre chaque répétition. A I’issu du
protocole, les rats ont été sacrifiés par injection létale de pentobarbital 50mg.kg” (Penthotal®) et le
muscle FDP uniquement a été prélevé et plongé dans I’isopentane refroidi par 1’azote liquide pour une

conservation a -80°C.

b. Etude n°2: Implication des calpaines dans la médiation des effets

hypertrophiques du clenbutérol chez la souris

Les souris utilisées pour ces expérimentations étaient des souris F2 issues du croisement de deux
hybrides F1 issus eux-mémes d’un croisement de deux souches pures, des femelles C57BL/6 et des
males CBA. Ces souris dgées de 7 semaines environ pesaient en moyenne 26 grammes en début de
protocole. Le remodelage musculaire induit par le clenbutérol (Cb) n’est pas significatif avant 10 jours
au cours d’un traitement chronique. Ainsi, les souris ont re¢u une injection sous-cutanée quotidienne
de Imgkg" de clenbutérol pendant 21 jours ainsi qu’une électroporation dans les tibialis antérieurs
(TA) a JO et J11 du plasmide pcDNA3-calpastatine ou du vecteur vide pcDNA3. Ces différents
traitements permettent de constituer 4 groupes (n=8 par groupe) :

- CTL: TA gauche électroporé avec pcDNA3 + injection saline

Cpst : TA droit électroporé avec pcDNA3-calpastatine+ injection saline

- Cb: TA gauche électroporé avec pcDNA3 + injection clenbutérol

- Cb+ Cpst : TA droit électroporé avec pcDNA3-calpastatine+ injection clenbutérol

Les souris étaient sacrifiées 24 heures apres la derniere injection de clenbutérol par dislocation
cervicale et les TA prélevés, plongés et congelés dans de ’isopentane refroidi par I’azote liquide pour

une conservation a -80°C
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c¢. Etude n°3 : Implication des différents systémes protéolytiques dans la protéolyse

induite par un exercice en résistance et/ou le jeline
i. Expériences ex vivo, sur muscle isolé
1. Protocole de contractilité

Un appareil de contractilité sur muscle isolé (model 805, Aurora Scientific) a été utilisé afin de
générer des contractions musculaires grace a I’induction d’un courant électrique. Un muscle de petit
animal fraichement disséqué est placé dans un bain d’incubation gazé (95% O,, 5% CO,), entre deux
¢lectrodes et attaché au niveau de ses tendons a un transducteur de force/longueur contr6lé par un
ordinateur. Ce systeme permet de générer une stimulation électrique ou d’induire des modifications de
force et de longueur du muscle tout en récupérant grace a un systeme d’acquisition (DMC v. 4.1.6,
Aurora scientific) des mesures fonctionnelles du muscle en contraction a une fréquence préalablement

déterminée.

Appareil de contractilité ex vivo
(modele 805A, Aurora Scientific)

=

Dans notre étude le muscle EDL a été utilisé¢ pour sa facilité de fixation par ses 2 tendons sur le
transducteur de force. Le muscle était placé a sa longueur de repos (L) définie comme la longueur du
muscle permettant de générer une force isométrique maximale. Des contractions musculaires
maximales ont ensuite été¢ générées sur muscle étiré a une longueur de 5% de L, afin de reproduire un
protocole de contractions excentriques. Ces contractions ont été induites a une fréquence de 100Hz
avec un train de stimulation de 0,5ms a 150Hz pendant 10s soit 19 contractions. A 1’issu, le muscle
retrouvait sa L, et ¢tait maintenu au repos pendant 1min avant de réitérer le protocole et cela 15 fois.
Ce protocole de contraction permettait de mimer un exercice excentrique de type résistance puisque
chaque contraction était maximale avec un temps de contraction de 15 x 9,5secondes soit 2min 22s

pour 296 contractions au total.

2. Approche expérimentale

Les muscles EDL étaient prélevés sur des rats Wistar males de 250-300g anesthésiés au

pentobarbital (Penthotal®). Certains ont été mis a jeun le soir précédent I’expérience c’est a dire
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pendant 12 heures (groupe A Jeun =A4J) tandis que d’autres ont été nourris « ad libitum » (groupe Non
A Jeun = NAJ). Des précautions ont ¢té prises lors de la dissection afin de ne pas tirer sur le muscle et
de garder un des deux tendons intacts pour permettre sa fixation sur le transducteur de force/longueur.
Le muscle était alors incubé pendant 15min afin qu’il s’équilibre, dans un milieu a 30°C de Krebs-
Ringer gazé (95% O,, 5% CO,) composé de (mM): 120 NaCl, 25 NaHCOs, 4,8 KCl, 1,2 MgSO,. 1,2
KH,POy; 2,5 CaCl,, 5 Glucose, 5 HEPES a pH 7,4 (Krebs 1). Apres ce temps d’équilibration, la
longueur de repos (Lo) a été déterminée et le protocole de contractilité en excentrique appliqué (groupe
Exercice = EX). A I’issu du protocole, le muscle était détaché, fixé tendon a tendon a L, par des
minuties sur un morceau de silicone puis incubé dans 3ml de milieu de Krebs-Ringer gazé a 30°C
pendant 1 heure en présence de 0,1% BSA (Bovine Serum Albumine, 98% free fatty acid, 47030,
Sigma) (Krebs 2) et 0,5mM de cyclohéximide (C7698, Sigma). Des muscles n’ont pas été soumis au
protocole de contractilité afin de servir de muscles contrdles (groupe Controle= CTL) et ainsi ont
directement étés incubés pendant 1 heure apres les 15min d’équilibration. Le milieu d’incubation était
ensuite récupéré pour déterminer la protéolyse fonction de la concentration en tyrosine dans le milieu,
mesurée par spectrofluorimétrie. Le muscle était ensuite séché, pes¢ puis congelé dans 1’azote liquide
et conservé a -80°C pour son utilisation a posteriori. Dans 1’objectif de déterminer la part des
différents systémes protéolytiques dans la dégradation protéique a la suite du protocole de
contractilité, des inhibiteurs de certains systemes majeurs de dégradation ont été ajoutés aprés la

contractilité¢ dans le milieu d’incubation du muscle pendant 1 heure.

Ainsi nous avons utilisé :

- Pepstatine A (10um, P5318, Sigma) + E64d (10um, E8640, Sigma) pour inhiber le LAS

- 3-méthyladénine (3-MA, 10mM, M9281, Sigma) pour inhiber le systéme autophagique
uniquement

- MGI132 (40uM, 3175-V, Wako Chemicals) ou lactacystine (20uM, clasto-Lactacystin -

lactone, L7035, Sigma) pour inhiber I’UPS

Dans un 1¢" temps, nous avons donc constitué les groupes suivants :
b

- Controle A Jeun (CTL AJ): EDL de rat mis a jeun pendant 12 heures, sans contractilité
(n=19)

- Exercice A Jeun (EX AJ) : EDL de rat mis a jeun pendant 12 heures, avec contractilité¢ (n=10)
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- Exercice A Jeun + pepstatineA+E64d (EX AJ + pepstatineA+E64d) : EDL de rat mis a jeun
pendant 12 heures, avec contractilité puis inhibition du LAS (n=10)

- Exercice A Jeun + 3-MA (EX AJ + 3-MA) : EDL de rat mis a jeun pendant 12 heures, avec
contractilité puis inhibition du systéme autophagique (n=10)

- Exercice A Jeun + MG132 (EX AJ + MG132) : EDL de rat mis a jeun pendant 12 heures, avec

contractilité puis inhibition de I’'UPS (n=6)

Au regard des résultats obtenus, nous avons ensuite ajouté les groupes suivants afin de déterminer la
part des différents systémes protéolytiques dans la protéolyse induite par les 12 heures de jetine :
- Contrdle A Jeun + pepstatineA+E64d (CTL AJ + pepstatineA+E64d) : EDL de rat mis a jeun
pendant 12 heures, sans contractilité puis inhibition du LAS (n=4)
- Contrdle A Jeun + 3-MA (CTL AJ + 3-MA) : EDL de rat mis a jeun pendant 12 heures, sans
contractilité puis inhibition du systéme autophagique (n=8)
- Contrdle A Jeun + MG132 (CTL AJ + MG132) : EDL de rat mis a jeun pendant 12 heures,

sans contractilité puis inhibition de I’UPS (n=5)

Les résultats issus des groupes ci-dessus, ont présentés des difficultés d’analyse. En effet, le MG132 a
contribué¢ a augmenter la protéolyse du groupe CTL AJ + MGI32 suggérant un probléme de
spécificité. L’inhibiteur présenté comme davantage spécifique dans la littérature, la lactacystine, a
donc été utilisé. De plus, aucun des autres inhibiteurs n’a permis d’inhiber la protéolyse obtenu en
condition sans inhibiteur (CTL AJ) ainsi une absence d’effet de la mise a jeun a été soulevée, nous
amenant a mesurer la protéolyse chez des rats nourris « ad libitum ».

- Contrdle Non A Jeun (CTL NAJ) : EDL de rat nourris « ad libitum », sans contractilité (n=10)

- Exercice Non A Jeun (EX NAJ) : EDL de rat nourris « ad libitum », avec contractilité (n=3)

- Controle A Jeun + lactacystine (CTL AJ + lactacystine) : EDL de rat mis a jeun pendant 12

heures, sans contractilité puis inhibition de ’'UPS (n=4)

- Exercice A Jeun + lactacystine (EX AJ + lactacystine) : EDL de rat mis a jeun pendant 12

heures, avec contractilité puis inhibition de ’'UPS (n=7)
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ii. Expériences In vivo : modele d’exercice en résistance chez le rat

L’objectif étant la mesure de la balance protéique a la suite d’un exercice en résistance, des
expériences préliminaires ont été¢ menées afin de déterminer le timing de mesure post-exercice le plus
approprié pour obtenir une balance protéique positive la plus grande possible
Les rats étaient mis a jeun le matin pendant 4 heures puis en utilisant le modele de 1’échelle
d’escalade, le protocole suivant était appliqué :

Les animaux ont ensuite été sacrifiés 1, 2 ou 3 heures apres la fin de I’exercice. Les muscles EDL,
SOL et FDP ont été prélevés, pré-incubés 30 minutes dans une solution de Krebsl puis incubés
pendant 1 heure dans 1,5ml de Krebs2 gazé a 30°C en présence de L-['*C(U)]-Phenylalanine,
(NEC284E, Perkinelmer) pour mesurer la synthése protéique et dans certains cas en présence de 3-MA
(10mM). Le milieu était ensuite récupéré pour mesurer la balance protéique et les muscles congelés

dans I’azote liquide et conservé a -80°C.

iii. Expériences In vitro : Culture cellulaire L6

Des études préliminaires ont été réalisées sur des myotubes L6 de rats a 7 jours de différenciation
(J+7). Les cellules étaient mises en culture et maintenues dans un milieu de DMEM (D5796, Sigma)
enrichis avec 10% de sérum de veau fétal (SVF, 500105Y, Pan Biotech) dans une étuve sous
atmosphere 95% 0,/5%CO,. Le SVF ¢tait ensuite remplacé par 2% sérum de cheval (500131, Pan
Biotech) afin de stimuler la différenciation. A J+7 de différenciation, le milieu de DMEM était
remplacé par un milieu déprimé en nutriments appelé PBS atrophie. Selon les conditions, les cellules
étaient placées quelques heures dans ce milieu afin d’induire des mécanismes mimétiques des
situations d’atrophie ou de jeline [410, 411]. A I’issu, le milieu était remplacé par un milieu identique
de PBS atrophie 1X mais contenant différents traitements présentés ci-dessous. A la fin du traitement,
le milieu était récupéré pour le dosage de la protéolyse et les cellules récupérées pour le dosage

protéique, la quantification de protéines et de génes d’intérét.

PBS Atrophie (10X)
53,6 mM KCI

16,6 mM MgSO,

IM NacCl

262 mM NaHCO;

9 mM NaH,PO,, 2H,0

Extemporanément
2,38 mM CaCl, (238mM ; 100x)
Filtrer sur 0,22um
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Expérience n°l1 (1 culture) : Effet dose-réponse de la L-leucine

4 heures PBS atrophie

Boites de 60mm, 2 boites par condition

Traitement sur 2 heures en présence de cyclohéximide (0,5mM)

PBS atrophie + leucine (5SmM)

PBS atrophie + leucine (10mM)

PBS atrophie + leucine (20mM)

PBS atrophie + MG132 (10uM)

PBS atrophie + 3-MA (5mM)

PBS atrophie + pepstatine (10ug.ml™) + E64d (10ug.ml™) + 3-MA
PBS atrophie + pepstatine + E64d + MG132

PBS atrophie + pepstatine + E64d + MG132+3-MA

Expérience n°2 (1 culture) : Effet de L-leucine et différents inhibiteurs

4 heures PBS atrophie

Boites de 100mm, 2 boites par condition

Traitement sur 3 heures en présence de cyclohéximide (0,5mM)

II-

PBS atrophie + leucine (SmM)

PBS atrophie + MG132 (10uM)

PBS atrophie + pepstatineA (10mg.ul") + E64d (10pg.ml™)

PBS atrophie + 3-MA (5mM)

PBS atrophie + pepstatineA (10pg.ml") + E64d (10pug.ml™") + 3-MA
PBS atrophie + 1-butanol (0,5%)

PBS atrophie + 1-butanol + leucine

MISE EN EVIDENCE DE LA TYPOLOGIE ET DE L’HYPERTROPHIE MUSCULAIRE : ETUDE

N°1 ET2
a. Contenu en protéine et ADN : étude n°1

i. Extraction protéique et de ’ADN

La méthode d’Adams&McCue (1998) [48] permettant I'extraction et la quantification des

protéines totales et myofibrillaires a été modifiée pour récupérer du contenu en ADN a partir de la

méme solution d'homogénéisation.

Environ 15 a 30mg étaient récupérés sur le cryostat puis broyés a ’aide d’un piston en téflon dans dix

fois le volume du muscle d'une solution tampon composée de 100mM KCL et SmM EDTA (pH 7) a
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4°C. 25pl étaient prélevés et homogénéisés volume a volume dans du PBS (25mM Na,HPO,, 1M
NaCl, pH 7,4) a 4°C, puis congelés a -20°C pour le dosage du contenu en ADN. L’homog¢énat restant
était ensuite dilué volume a volume dans le tampon KCL/EDTA précédent. Un aliquot de 20ul était
congelé a -20°C pour le dosage des protéines totales. L’extraction des protéines myofibrillaires était
réalisée a partir de ’homogénat précédent par centrifugation a 1000g pendant 10mn a 4°C. Le
surnageant de chaque échantillon était éliminé aprés la centrifugation et le culot est repris
successivement deux fois dans trois solutions de lavage : solution 1 : 250mM sucrose, 100mM KCI,
20mM imidazole et SmM EDTA (pH 6,8) ; solution 2 : 0,5% Triton X-100 and 175mM KCI (pH
6,8) ; solution 3 : 150mM KCI et 20mM imidazole (pH 7). Le culot final était suspendu dans 50pul
d’une solution de NaCl (500mM) et 1’échantillon congelé a -20°C.

ii. Dosage des protéines totales et myofibrillaires

Les concentrations en protéines totales et myofibrillaires étaient déterminées en utilisant la
méthode BCA (BCA™ #23225, Pierce®, France) sur plaque ELISA. L’absorbance du complexe,
proportionnelle a la concentration protéique, était mesurée par spectrophotométrie (Elx 800, Biotek) a

une longueur d’onde de 570 nm et lue contre une droite étalon exprimée en mg/ml.

iii. Dosage du contenu en ADN

La concentration des échantillons en ADN ¢tait déterminée aprés dilution au 1/4° dans une
solution de TEN (TRIS 10mM, EDTA 0,1mM, NaCl 0,5mM) et quantifiée par fluorescence avec
Hoescht 33258 (bizbenzimide), un composé fluorescent (A excitation: 365nm, A émission: 450nm) tres
sensible et spécifique de I’ADN qui permet de détecter des concentrations situées entre 1 a 50pg/ml.
La fluorescence du complexe mesurée au luminometre (Synergy?2, Biotek) a une absorbance de 260nm
est proportionnelle a la concentration en ADN. La fluorescence de 1’échantillon est lue contre une

droite étalon établie a partir de I’ADN de sperme de saumon (D-1626, Sigma).

b. Technique d’immunohistochimie

Cette technique consiste a appliquer un anticorps primaire spécifique de la protéine a révéler puis
un anticorps secondaire couplé a un systéme enzymatique ou fluorescent pour la révélation au

microscope.
i. Coupes musculaires

Des coupes de muscles ont été réalisées dans un cryostat (Microm HM 560, Microm Microtech,
France) a -20°C. Le muscle était placé sur un support d’OCT et des coupes transversales sériées (10

pm) ont été réalisées sur lame polysiline et conservées a -20°C jusqu’a leur utilisation.
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ii. Immunohistochimie des chaines lourdes de myosines (MHC) : études 1 et 2

Les coupes musculaires étaient fixées dans 1’acétone pendant 10 minutes puis rincées 3 fois avec
du tampon phosphate pH 7,4 (PBS 1X). Apres fixation, les lamelles étaient saturées dans une solution
contenant du PBS 1X avec 2% de BSA pendant 30 minutes. Les coupes étaient ensuite incubées 2
heures a température ambiante, dans une solution de PBS/BSA 2% et contenant les anticorps primaires
monoclonaux (DSHB, Université d’lowa) spécifique aux MHC-I (44-971), MHC 1la (2F7), MHC IIx
(6HI) et MHC-IIb (10F5). Aprés 3 ringages au PBS 1X, un anticorps secondaire couplé a une
peroxydase rabbit anti-mouse IgG (4-9044, Sigma) était déposé sur les coupes pendant lheure a 37°C
en chambre humide. Les coupes étaient révélées grace au kit NovaRED™ (Vector® Lab, USA) et enfin
montées sur lame avec du Mowiol. Les coupes musculaires étaient ensuite photographiées a l'aide d'un
microscope (ZEISS Axiophot) couplé a une caméra numérique CCD, reliée a un ordinateur. Le
comptage des différents types de fibres ainsi que le calcul de leur surface de section ont été réalisés a
I’aide du logiciel ImagJ® a un grossissement x10 sur 1500 fibres par groupe (250 fibres par muscles,

n=6).

iii. Immunofluoresence pSTATS3 et Pax7 : étude n°l

Les coupes musculaires ont été utilisées pour co-marquer les protéines pSTAT3 et Pax7 afin de
distinguer la localisation cellulaire de la protéine STAT3 activée (pSTAT?3) soit au sein des myocytes
soit au sein des cellules satellites en quiescence ou active (cellules Pax7"). Avant de débuter
I’immunofluorescence, les sections musculaires ont été réhydratées dans du PBS 1X. Pour le
marquage pSTAT3 et Pax7, les coupes ont été saturées dans 1% BSA pendant 1 heure a température
ambiante. Les anticorps primaires ont été incubés dans du PBS avec 0,1% Triton X-100 et 1% BSA
toute la nuit a 4°C. La solution de PBS 1X a été utilisée pour toutes les étapes de lavages a 1’exception
de I’anticorps Pax7 pour lequel une solution de TBS (Tris Buffered Saline) a été utilisée. Les coupes
ont été incubées une premiére fois avec ’anticorps anti-pSTAT3 puis une 2° fois avec 1’anti-Pax7.
Apres incubation avec pSTAT3 (1/50), les coupes ont été rincées et un anticorps secondaire goat anti-
rabbit couplé a un fluorochrome (1/1000, Alexa Fluor® 488, #A-11034, Invitrogen Life
Technologies) a été appliquée pendant 30 minutes a 37°C puis les coupes ont été fixées dans une
solution a 1% de paraformaldéhyde (PAF) pendant 10 minutes avant d’étre incubées avec le 2°
anticorps primaire anti-Pax7 (non dilué) toute la nuit a 4°C. Apres ringage, ’anticorps goat anti-mouse
(1/1000; Alexa Fluor® 568, #A-11031, Invitrogen Life technologies) a été appliqué pendant 30
minutes a 37°C sur les coupes. Aprés un ringage rapide, 1’intercalant nucléique fluorescent Hoescht a

été appliqué puis les coupes ont été une derniére fois fixées au PAF avant d’étre montées sur lame.
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iv. Co-marquage immunofluorescent BrdU et laminine : étude n°l

Un double marquage avec les anticorps anti- BrdU et anti-laminine a été réalisé pour observer les
SCs mitotiquement actives. Les coupes préalablement réhydratées dans du PBS, ont été fixées Smin
dans 4% de PAF (pH 7.2) puis rincées au PBS et placées dans une solution de HCl (2M) a 56°C
pendant 30 minutes afin de dénaturer les doubles brins de I’ADN. Apres une étape de neutralisation
dans une solution de sodium borate (0,1M ; pH 8,5) pendant 10 minutes, les coupes rincées ont été
saturées dans du sérum normal de chévre (normal goat serum, 1/30, G9023, Sigma) pendant 1 heure a
25°C. L’anticorps anti-BrdU (B-2531, Sigma) a été appliqué en 1¥ pendant 2 heures a 25°C aprés
dilution (1/50) dans une solution de PBS avec 0,2% BSA et 0,05% Tween-20. Aprées ringage au PBS,
I’anticorps secondaire, goat anti-mouse (1/250, Alexa Fluor® 568, #A-11031, Invitrogen) a été déposé
pendant lheure 30 a 25°C. Apres fixation au PAF (4%), les coupes ont ét¢ incubées avec 1’anticorps
primaire anti-laminine (1/50, L9393, Sigma) diluée dans 1% BSA pendant 30 minutes a 37°C. Apres
ringage, 1’anticorps secondaire goat anti-rabbit (1/1000, Alexa Fluor® 488) a été appliqué sur les
coupes pendant 30 minutes a 37°C suivant d’une derni¢re fixation au PAF (4%).

Toutes les sections musculaires étaient montées sur lame polysiline avec le milieu de montage
Dako (#53023, Dako) et les images obtenues a l'aide d'un microscope (ZEISS Axiophot) couplé a une
caméra numérique CCD, reliée a un ordinateur et analysées avec le logiciel Imagel®.

Les cellules marquées avec le BrdU étaient considérées comme des cellules satellites lorsqu’elles
étaient situées entre la lame basale visualisée par le marquage de la laminine. Elles étaient exprimées

en pourcentage du nombre de fibres (500 fibres comptées par muscle, n=4).

II- TECHNIQUE _D’ELECTROPORATION DES PLASMIDES : SUREXPRESSION DE LA

CALPASTATINE (ETUDE N°2)

a. Développement et extraction du plasmide

Un plasmide désigne une molécule d’ADN distincte de I’ADN chromosomique capable de
réplication autonome [412] Le plasmide de la calpastatine, nous a été gracieusement offert par
I’équipe USC2009 Protéolyse, Croissance et Développement Musculaire (UPCDM Université
Bordeaux I) du Pr. P. Cottin. Le plasmide était constitu¢ d’un fragment de 2,5kb inséré entre Hind III
et Bam II de CD136 (pRSV-CSN) dans le site de multiclonage (MCS) de pcDNA3-Neo. La
réplication des plasmides contrdles (pcDNA3) et calpastatine (pcDNA3-calpastatine) a été effectuce
dans des lignées bactériennes d'E.Coli placées pendant une nuit dans un milieu de croissance (LB-
medium, Tryptone ; extrait de levure ; NaCl ; Q-Bio gene) et d’ampicilline a 37°C sous agitation.
L’extraction de ’ADN plasmidique a été réalisée a I’aide du kit d’extraction JETstar (Genomed,

Lohne, Allemagne). La procédure consistait a lyser les bactéries par un détergent en milieu alcalin
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(SDS/NaOH) afin de libérer ’ADN génomique et plasmidique. Le lysat obtenu était placé dans les
colonnes de purification qui permettaient de séparer I’ADN plasmidique de I’ARN, des protéines ainsi
que des autres impuretés. Puis, le plasmide était précipité dans de I’isopropanol (C5HgO) et centrifugé
pour étre ensuite lavé dans 1’éthanol afin de dissoudre les sels et restituer les propriétés physico-
chimiques a I’ADN. Enfin, le plasmide était repris en suspension dans du tampon ou dans du sérum
physiologique en fonction de I’utilisation future. Le dosage de I’ADN a été réalisé ensuite a [’aide
d’un spectrophotométre avec une lecture a longueur d'onde de 260 nm (biophotometer, eppendorf, Le

Pecq, France). La concentration finale en plasmide était ajustée a Ilmg/mL.

b. Electroporation des plasmides

Les souris étaient anesthésiées par inhalation d’isoflurane (0.75% a 1% O,) avant de recevoir
50ul d’une injection de hyaluronidase bovine (0.4U/ul) dans les muscles TA. Cette enzyme hydrolyse
I’acide hyaluronique responsable de la viscosité des tissus et accroit donc la perméabilité tissulaire.
Une heure aprés, les souris étaient injectées avec une solution de kétamine (100mg.kg™) et xylazine
(10mg.kg™") en intrapéritonéale et 15ug de plasmide pcDNA3-calpastatine étaient injectés dans les TA
droits tandis que 15ug de plasmide vide pcDNA3 étaient injectés dans les TA gauches. Les muscles
étaient ensuite soumis a un protocole de stimulation électrique : 65V, 6 séries de 6 pulses de 60ms
espacés de 100ms, Ss entre les séries (Caliper électrode 384L ; générateur BTX ECM 830). Dans une
étude préliminaire, 1’efficacité de 1’électroporation au cours du temps a été vérifiée sous microscope
par un marquage fluorescent. Le méme vecteur (pcDNA3) était couplé a la GFP (green fluoresence

protein).

IV- MESURE DE LA BALANCE PROTEIQUE : ETUDE N°3

a. Dosage de la L-tyrosine par spectrofluorimétrie : mesure de la protéolyse

Les milieux d’incubation des muscles des expériences ex vivo, In vivo et in vitro ont été récupérés
afin de mesurer la quantité de 1’acide aminé tyrosine dans le milieu. La tyrosine est un acide aminé
avec la phénylalanine et le tryptophane, composé d’une base aromatique. Son dosage peut donc étre
effectué par fluorescence. Cependant, dans le cas ou une méthode non radioactive est choisi comme
dans les expériences ex vivo et in vitro, il est obligatoire de stopper la synthése protéique par du
cyclohéximide afin de bloquer la ré-incorporation de la tyrosine en protéine. Dans le cas de
I’utilisation de la technique radioactive (décrite ci-dessous) utilisée dans les expériences /n vivo, un
simple calcul permet de déterminer la tyrosine ré-incorporée.

Les échantillons étaient conservés a —20°C depuis le jour de I’incubation. 1ml de milieu en dupliquat

était réparti dans des tubes en polypropylene et 250ul d’acide perchlorique 1.5M (PCA) étaient
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ajoutés. Une gamme étalon était établie a partir de solutions stocks de tyrosine. Le volume de chacun
des points de gamme était également de 1ml auquel 250ul de PCA (1,5M) étaient ajoutés. La réaction
s’effectuait dans un 1% temps dans un mélange volume a volume de Nitrosonaphtol (solution a 1g/L
dans Ethanol 95%) et Nitrite de Sodium (solution a 0,5g/L dans HNO; 14%) préparé
extemporanément. 1,5ml de ce mélange étaient distribués dans les échantillons et points de gamme.
Les tubes étaient ensuite protégés de 1’obscurité et incubés 30 minutes dans un bain marie a 55°C. Le
mélange nitrosonaphtol/nitrite de sodium ajouté a 1’échantillon permettait apres incubation a 55°C de
transformer la tyrosine en un composé fluorescent. Apres refroidissement a température ambiante, Sml
de dichloroéthane (C,H,Cl,) étaient ajoutés dans les tubes qui étaient ensuite fortement agités pendant
2 minutes et centrifugés 2000g a 4°C pendant 5-10minutes. On obtenait 2 phases dont la phase
supérieure aqueuse qui contenait le dérivé tyrosine et qui était dosé par fluorimétrie. L’ajout de
dichloroéthane permettait d’extraire le nitrosonaphtol en exces et de retrouver le composé fluorescent
dans la phase aqueuse apres centrifugation. 1,5ml de la phase aqueuse étaient préleves, déposés dans
des cuves 4 faces optiques pour une lecture rapide (A excitation = 460nm, A émission = 570 nm) au
spectrofluorimetre. La concentration en tyrosine dans le milieu était calculée a partir de la droite
d’étalonnage et exprimée en nmole/ml de milieu. Elle correspondait a la quantité de tyrosine libérée
par le muscle dans le milieu pendant le temps d’incubation. Cette quantité de tyrosine était normalisée
par le poids du muscle (g) dans les expériences ex et /n vivo et par la quantité de protéines (mg) dans

les expériences in vitro.

b. Incorporation de L-[C'*|-phénylalanine : Mesure de la synthése protéique

Dans les expériences in vivo, les muscles EDL ont été pré-incubés 30 minutes dans un milieu de
Krebsl a 30°C et gazés. Ces muscles étaient ensuite transférés pendant 1 heure dans un milieu frais de
Krebs2 dans lequel était ajouté 0,5 mM de phénylalanine froide (non radioactive) et de L-[C'*]-
phénylalanine (2,8 uCi/ml). Le milieu d’incubation était ensuite récupéré pour la mesure de la
dégradation protéique par dosage de la tyrosine. Le muscle était utilisé pour la mesure de la synthése
protéique par comptage radioactif de la quantité de phénylalanine radiomarquée ré-incorporée au sein
du muscle. Le muscle pouvait aussi étre congelé dans 1’azote liquide et conservé a -80°C pour une
utilisation ultérieure.

Apres avoir été pesé, le muscle était broyé a ’aide d’un polytron dans un tube en polypropyléne avec
2ml d’eau distillée puis homogénéisé avec 2ml d’Acide Trichloracétique 20% (TCA 20%). Les tubes
étaient ensuite placés dans de la glace pour laisser les protéines précipiter puis vortexés plusieurs fois
jusqu’a ce que le précipité soit completement dissout. L homogénat était centrifugé a 4°C pendant
Smin a 10 000g et le surnageant éliminé. Le culot constitué de la fraction protéique était lavé 3 fois
avec 3ml de TCA 10% par centrifugations successives afin d’éliminer la radioactivitée libre. Le culot

restant était solubilisé dans 2ml de NaOH 1M pendant 1 heure a 37°C. 1,5ml de ’homogénat sodique
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étaient ensuite placés dans un flacon a scintillation en présence de 300ul d’acide chlorhydrique (HCI)
5M et 10ml de liquide a scintillation (6013321, Ultima Gold, PerkinElmer). Un flacon a scintillation
Blanc contenant 1,5ml de NaOH 1M et 300ul de HCI 5M permettant de déterminer le bruit de fond lié
au comptage ¢tait rajouté. Enfin, 2 flacons a scintillation 7émoins étaient nécessaires pour déterminer
la radioactivité spécifique de 1’expérience a partir de 150ul de Krebs2 radioactif, 1,5ml de NaOH 1M
et 300ul de HCI 5M. L’ajout de HCI permet de neutraliser la soude afin que celle-ci ne soit pas
comptée par chimioluminescence. Les flacons a scintillation €taient ensuite placés dans un compteur et
la radioactivité était mesurée 5 minutes par flacon et exprimée en désintégrations par minute (dpm). Le
calcul de la radioactivité spécifique de la phénylalanine (AS Phe) a partir des flacons témoins

s’effectuait comme suit :

LAS Phe (dpm/nmole) = (moyenne radioactivité Témoin) / [14C— Phe] Témm-,,|

La radioactivité comptée (dpm) pour chaque échantillon était rapportée a la quantité de muscle (g)
présente dans le flacon de comptage. La synthése protéique s’exprimait en nmole de phenylalanine/g

de muscle et se calculait comme suit :

Synthése protéique (nmole/g) = [radioactivité échantillon / (AS Phe)] /poids muscle

Synthese protéique (nmole/g) = [MC—Phe]échamiuon /poids muscle

La dégradation protéique correspondante au relargage de tyrosine par le muscle dans le milieu
d’incubation et mesurée par fluorimétrie doit étre ajoutée a la quantité de tyrosine recyclée au sein du
muscle. Cette tyrosine recyclée participe a la synthése protéique et ne se retrouve donc plus dans le
milieu d’incubation. Pour calculer la quantité de tyrosine incorporée, il est considéré que pour une
molécule de phénylalanine incorporée, 0,77 molécules de tyrosine sont incorporées dans le muscle.
Ainsi la quantité de tyrosine recyclée dans un muscle correspond a 0,77 x ["*C-Phe] cchangiion- La

protéolyse pour un muscle donné correspond donc a :

Protéolyse (nmole/g)= ([L-tyrosine] miticu incubation + [tyrosine recyclée]sce)/ poids muscle

Protéolyse (nmole/g) = ([L-tyrosine] mijicu incubation + [0,77 X [14C-Phe]échamm°n] muscle) / poids muscle

157







Matériels et Méthodes

V- ACTIVITES ENZYMATIQUES : CALPAINES, CHYMOTRYPSINE-LIKE DU PROTEASOME,

CATHEPSINE L (ETUDES 2 ET 3)

a. Activité chymotrypsine-like et cathépsine L : Etude 3

Les protocoles décrits ci-dessous ont été gentiment diffusés par Cécile Jamart de I'unité EXR6 de
la Faculté des Sciences de la Motricité¢ de Louvain-la-neuve (Belgique) adaptés de la version originale

issue du laboratoire de Sue Bodine a Davis (USA)

i. Extraction des protéines cytosoliques

Un échantillon de muscle des expériences ex vivo était broyé dans 30 volumes de tampon pH7.5 (
50mM Tris-HCl pH 8, ImM EDTA, ImM EGTA, 10% glycérol) auquel était ajouté extemporanément
un cocktail d’inhibiteur de protéases (P8340, Sigma) qui ne contenait pas d’inhibiteur de thréonine
protéase, activité essentielle de la sous-unité chymotrypsine-like ($5). Ceci afin d'éviter d’obtenir des
résidus d’activité chymotrypsine-like modifiant 1’activité basale spécifique. L’homogénat protéique
obtenu était centrifugé 1500g pendant 15 minutes a 4°C puis le surnageant était récupéré pour étre
centrifugé a 10 000g pendant 15 minutes a 4°C. Les protéines étaient ensuite dosées par la méthode

BCA.

ii. Mesure de Dactivité chymotrypsine-like (sous-unité f5) du protéasome par

fluorescence

Dans une microplate noire de 96 puits et pour chaque échantillon, 1 puits servait a la mesure de la
fluorescence non spécifique en présence de I’inhibiteur spécifique du protéasome, la lactacystine
(20uM ) et du substrat spécifique a la sous-unité BS(LLVY-AMC, 100uM ); tandis que 2 puits réalisés
en dupliquat permettaient la mesure de 1’activité spécifique en présence uniquement du substrat. Un
puits sans présence de 1’échantillon mais uniquement du substrat servait de mesure du bruit de fond
(« blanc »).

Pour la mesure de I’activité spécifique (AS), 4ul de DMSO, 10ul d’une solution tampon « UPS » 10X
(250mM HEPES, 5SmM EDTA, 0.3% SDS, pH 7.5) et 25ug de protéines cytosoliques ¢taient déposés
pour un volume final de 100ul. L’activité non spécifique (ANS) était mesurée en dupliquat en
déposant par puits : 4ul de lactacystine 0.5mM, 10ul d’une solution tampon « UPS » 10X (pH 7.5) et
25ug de protéines cytosoliques pour un volume final de 100ul. La plaque était ensuite placée dans un
luminometre, agitée pendant 10s puis recouverte d’aluminium pour une incubation a 25°C pendant 20
minutes. A I’issue, 10ul du substrat LLVY-AMC (N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-
Methylcoumarin, S6510, Sigma) a 1mM étaient ajoutés rapidement dans chacun des puits et la plaque

était lue a 25°C pendant 2 heures.
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iii. Mesure de Pactivité de la cathepsine L lysosomale par fluorescence

Dans une microplaque noire de 96 puits et pour chaque échantillon, 1 puits servait a la mesure de
la fluorescence non spécifique en présence de I’inhibiteur spécifique de la cathepsine L (10uM,
Calbiochem, 219421) et du substrat spécifique Z-Phe-Arg-MCA (100uM, Z-Phe-Arg 7-amido-4-
methylcoumarin hydrochloride, C9521, Sigma); tandis que 2 puits réalisés en dupliquat permettaient la
mesure de I’activité spécifique en présence uniquement du substrat.

Pour la mesure de I’activité spécifique (AS), 4ul de DMSO, 50ul d’une solution tampon « cathepsine
L» 2X (20mM Acétate de sodium, 2mM EDTA, 2mM DTT extemporanément, pH 5.5) et 20ug de
protéines cytosoliques étaient déposés pour un volume final de 100ul. L’activité non spécifique (ANS)
était mesurée en dupliquat en déposant par puits : 4ul de I'inhibiteur a 250uM, 50ul de la solution
tampon « cathepsine L» 2X (pH 5.5) et 20pg de protéines cytosoliques pour un volume final de 100pul.
La plaque était ensuite placée dans un luminometre, agitée pendant 10s puis recouverte d’aluminium
pour une incubation a 25°C pendant 20 minutes. A ’issue, 10l du substrat Z-Phe-Arg-MCA a 1mM

étaient ajoutés rapidement dans chacun des puits et la plaque était lue a 25°C pendant 2 heures.

La quantification des activités cathepsine L et chymotrypsine-like s’effectuait en retirant pour
chaque point mesuré le bruit de fond c’est-a-dire le « blanc ». Puis, la courbe des activités spécifiques
(AS, aprés avoir moyenné les valeurs des dupliquas) et non spécifiques (ANS, Unité Arbitraire, UA)
en fonction du temps ¢Etaient tracées. L'activité de la cathepsine L ou chymotrypsine-like correspondait

a la différence de pente entre les activités spécifiques et non spécifiques.

Exemple de calcul

43000
41000
39000 y = 132040x+ 31451 R?*= 0,98 sur 15 mesures
R*=0,9802
» 37000
2 * AS Pente AS = 132040 UA
= 35000
£ W ANS Pente ANS =5808 UA
f) 33000 —Linéaire (AS)
5 31000 y = 5808,3x + 27895 Hintalte (ANS) Activité Echantillon = 132040-5808
. R - 0,1501 Activité Echantillon=126232 UA
o ——
27000
25000
00:00:00 00:28:48 00:57:36 01:26:24 01:55:12 02:24:00
Temps (h:mn:s)
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b. Activité calpaine : Etude n°2

L’activité des calpaines était déterminée sur un homogénat total de muscle c’est-a-dire en
présence de I’inhibiteur endogene, la calpastatine. Le principe de la méthode a été décrit par Edelstein
et al. (1995) [413]. Brievement, le SLY-AMC (N-succinyl-Leu-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin,
S1153, Sigma) servait de substrat aux calpaines. 150pg d’extrait musculaire €taient incubés dans la
solution d’extraction (Tris HCI 20mM, CaCl, 5SmM, DTT 1mM, 10pg/ml Pefabloc, 10ug/ml
pepstatine A ; pH=7,4 ; 10min ; 37°C), puis Sul de substrat (SLY-AMC, 50mM dans DMSO) étaient
ajouté a la solution ainsi que de la solution tampon pour ajuster le volume a 1ml. La fluorescence de
I’AMC libérée était mesurée 15 minutes a 37°C dans un fluorimétre (Perkin Elmer ; excitation
380nm ; émission 460nm). Les essais contrdle étaient réalisés dans une solution tampon sans CaCl,
mais remplacé par de 'EDTA et EGTA afin de le chélater. Le clivage calcium dépendant du SLY-
AMC représente ainsi 1’activité calpaine. L’activité était exprimée en unité arbitraire par minutes

d’incubation en fonction de la quantité de protéines (mg).

VI- QUANTIFICATION PROTEIQUE PAR WESTERN BLOT : ETUDES 1 A 3

a. Extraction protéique

Tous les westerns blots ont été réalisés sur le muscle FDP (Etude n°1) et le muscle EDL (Etude
n°3) de rat ainsi que sur des TA de souris (Etude n°2). Environ 20mg de muscle étaient broyés dans 10
volumes d’une solution tampon en présence d’un cocktail inhibiteur de protéase au 100x (P8340,
Sigma). Les échantillons étaient ensuite centrifugés a 4°C, le surnageant récupéré puis dosé par la

méthode BCA. Les tampons et conditions d’extraction sont décrits ci-dessous :

Etudes 1 et 2 Etude 3

TAMPON « BASE » TAMPON « LC3 » TAMPON « RIPA »
20mM TRIS pH 6.8 20mM TRIS-HCI ) _
Ripa-Buffer (R0278,Sigma)
100mM NaCl 150mM NacCl
50mM NaF
1mM EGTA ImM EDTA
2mM Na3VO4
0.5% Triton X-100 2% Triton X-100
100mM NaF 20mM NaF
SmM Na3;VO, ImM Na;VO,

Centrifugation
Etude 1 : 1000g 10min

Etude 2 : 12000g 20°min

Centrifugation

Incubation 30min a 4°C puis

12000g 20min

Centrifugation
1000g 10min
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Dans I’étude n°3, le tampon « LC3 » a été utilisé pour la quantification des protéines LC3B, Atg4B et

Atg7 et le tampon « RIPA » pour I’ensemble des autres protéines d’intérét.

b. Electrophoreése

Les extraits protéiques étaient dénaturés en mélangeant 1’échantillon avec une quantité
équivalente (v/v) de tampon de charge de type Laemmli (2X) et 0,03% p/v de bleu de Bromophenol
servant de marqueur pour la migration. La linéarisation des protéines ¢était achevée par une incubation
de 4 minutes a 95°C. Les échantillons étaient déposés sur gel d’acrylamide (SDS-PAGE). Le
pourcentage du gel de séparation d’acrylamide variait selon les protéines d’intérét tandis que le gel de
concentration est a 4% d’acrylamide (acrylamide/bis-acrylamide 37,5:1). 40-50pug de protéines ¢taient
déposés dans les puits du gel de concentration. La migration au sein du gel de séparation était réalisée
a une tension constante de 140 V (Mini Protean II, Bio-Rad, France) dans le tampon d’électrophorese

TGS 1X

Gel de concentration Gel de séparation Laemmli 2X TGS 1X
5%Acrylamide/Bis- Acrylamide/Bis- 0,IM TRIS pH 6,8 | 25mM TRIS pH 8§,1-8,4
acrylamide acrylamide (% variable 4% SDS 192mM Glycine
0,125M TRIS (pH 6,8) | selon la protéine d’intérét) | 25% Glycérol 0,1% SDS
0,1% SDS 0,375M TRIS (pH 8,8) 0,03% bleu de

0,1% SDS bromophénol
Extemporanément Extemporanément Extemporanément
0,1% Ammonium 0,1% Ammonium 0,2M DTT
persulfate persulfate
0,1% TEMED 0,1% TEMED

c¢. Transfert

Les protéines étaient transférées sur une membrane de nitrocellulose (Trans-blot, 0,2um, Biorad,
USA). Le transfert était réalisé a une tension constante de 300mA pendant 1 heure 30 a 4°C, dans un
tampon compos¢ de TG 1X (25mM TRIS, 192mM Glycine) a 20% d'éthanol. Au terme du transfert, la
membrane était incubée pendant 5 minutes sous agitation dans une solution de rouge ponceau (Sigma-
78376) afin de visualiser les protéines transférées sur la membrane et valider la qualité du transfert

pour poursuivre le Western blot. Les membranes sont ensuite rincées a 1I’eau osmosée (H,Opmmg)-
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Protéine d'intérét kDa Reférence Source Saturation Incubation | Dilution
ph”“’""’%{‘)‘m (¥l 8401 |  Cell Signaling #9171 Polyclonal Lapin BSA BSA 1/500e
STATI1 84.91 Cell Signaling #9172 Polyclonal Lapin Lait BSA 1/1000e
phospho-STAT3 T : ;
Etude 1 (Tyr705) 79.86 Cell Signaling #9131 Polyclonal Lapin BSA BSA 1/1000e
STAT3 79.86 Cell Signaling #9132 Polyclonal Lapin Lait BSA 1/1000e
P?,?;?;gz—f;;;;‘z 4244 Cell Signaling #9106 Monoclonal Souris Lait BSA 1/500e
p44/42 42,44 Cell Signaling #9102 Polyclonal Lapin Lait BSA 1/500e
calpastatine 120 Cell Signaling #4146 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
ph“:’Th;:r']A_gd)P K& | 60 | CeliSignaling#2535 | Monoclonal Lapin lait BSA 1/1000e
AMPKa 62 Cell Signaling #2603 Monoclonal Lapin lait BSA 1/1000e
ph““‘"‘*:;'}‘; Gl 50 | Consigmling#060 | Monoslonal Lapin lait BSA 1/2000¢
Akt 60 Cell Signaling #9272 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
phospho-rpSé T - ;
Etude 2 3 # i
ude (Ser235/236) 32 Cell Signaling #4856 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
rpS6 32 Cell Signaling #2317 Monoclonal souris lait Lait 1/1000¢
phospho-4E-BP1 A ; . :
7] ¥ /
(Thr37/46) 15,20 Cell Signaling #2855 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
4E-BP1 15,20 Cell Signaling #9452 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
phospho-CaMK2 . ’ ’ ’ y
(Thr286/287) 50.60 Millipore #06-881 Polyclonal Lapin lait BSA 1/500e
CaMK2 50,60 Millipore #07-1496 Polyclonal Lapin lait lait 1/500¢
p62/SQSTM1 60 Cell Signaling #5114 Polyclonal Lapin Lait BSA 1/1000e
AtgdB 11 Sigma A2981 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
Atg7 75 Sigma A2856 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
LC3B 18 Sigma L7543 Polyclonal Lapin lait BSA 1/500e
Lamp2a 110 Abcam 37024 Polyclonal Lapin lait lait 1/500e
phospho-Akt (Ser473)| 60 Cell Signaling #4051 Monoclonal souris lait BSA 1/1000e
Akt 60 Cell Signaling #9272 Polyelonal Lapin lait BSA 1/1000e
Etude 3 :’;‘E:{’;‘;’S'lrzgsﬁ;’ 32 Cell Signaling #4856 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
rpS6 32 Cell Signaling #2317 Monoclonal Souris lait Lait 1/1000e
4E-BP1 15,20 Cell Signaling #9452 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000e
phospho-p38 ; i g !
3
(Thr180/182) 43 Cell Signaling #9211 Polyclonal Lapin lait BSA 1/1000¢
p38a 38 SantaCruz SC-535 Polyclonal Lapin lait lait 1/200e
Ubiquitine SantaCruz SC-8017 Monoclonal Souris lait lait 1/3000¢
p-calpaine 80 AR B e Polyclonal Lapin lait lait 1/1000e
08803
Elt"zd;s a-tubuline 55 Sigma T6199 Monoclonal Souris Lait Lait 1/2500e
Anticorps secondaire Reférence Source Solution d'Incubation Dilution
e anti-lapin GE Healthcare NA934V Singe lait 1/5000¢
Etl'“;es anti-souris Sigma #A9044 Lapin lait 1/4000e
Etude 3 anti-souris GE Healthcare NA931V Mouton lait 1/5000e

Tableau 1 : Références des anticoprs primaires et secondaires utilisés en Western Blot
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d. Saturation

Afin de bloquer les sites non spécifiques (sans protéines), les membranes étaient incubées dans
une solution de saturation contenant 5% de lait écrémé ou de BSA dans du TTBS (Tween Tris Buffer
Saline; 50 mM Tris Base, 150mM NaCl, pH 7,5, avec 0,1% Tween 20), pendant 1 heure a
température ambiante (TA), sous agitation lente. Pour établir le profil d’ubiquitination, les membranes

étaient saturées pendant 30 minutes.

e. Anticorps primaires et secondaires

L’anticorps primaire était ensuite préparé a la dilution appropriée (Tableau 1) dans la solution de
saturation puis incubé avec la membrane la nuit a 4°C. Pour le profil d’ubiquitination, les membranes
étaient incubées avec I’anticorps primaire pendant 3 heures a TA. A I’issue, les membranes ¢taient
rincées 3 fois 5 minutes dans du TTBS puis incubées avec 1’anticorps secondaire approprié (anti-lapin
ou anti-souris) et dilué dans du TTBS avec 5% lait pendant 1 heure a TA sous agitation lente. Les

membranes étaient ensuite rincées 3 fois 5 minutes dans du TTBS avant la révélation.

f. Révélation et quantification

Les protéines étaient ensuite révélées par chimioluminescence (Enhanced Chemiluminescence,
ECL, #32106, Pierce®, France). Cette réaction de chimioluminescence avec 1’anticorps secondaire va
impressionner un film photo (4dmersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare, Royaume-Uni). Ce dernier
est ensuite numérisé puis les bandes de I’image obtenue sont quantifiées par densitométrie a 1’aide du
logiciel ImageJ®. L’analyse prend en compte 1’intensité de la bande (unité de densité optique DO) et

sa surface et s’exprime en unité arbitraire.

VII- ETUDES N°1 ET N°3 : EXPRESSION GENIQUE PAR RT-QPCR

L'acronyme RT-PCR signifie Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, soit une PCR
apres transcription inverse d'un acide ribonucléique (ARN) en ADN complémentaire (ADNc). Elle est
une méthode trés sensible pour détecter (et éventuellement quantifier), les ARN messagers au niveau
d'un organe, d'un tissu ou d'une cellule. L'une des difficultés de cette méthode concerne la préparation

des ARNs qui peuvent étre trés facilement dégradés et contaminés par de 'ADN génomique

a. Extraction des ARNs

Les ARNS étaient extraits a partir de 30mg de muscle a I’aide d’un kit d’extraction sur colonne

(RNeasy Fibrous mini kit, 74704, Qiagen Germantown, MD). Les ARNs étaient ensuite dos€s avec un
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spectrophotometre (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) a une longueur d’onde de 260nm (1
DOs6onm=50ng/ul). La pureté des ARNs était vérifiée a partir du ratio de densité optique mesuré aux
longueurs d’onde 260nm et 280nm qui doit étre supérieur a 1.95 (DOys/DOsgy > 1.95) afin de
controler I’absence d’ADN dans nos échantillons. Une électrophorése sur gel d'agarose 1% était
réalisée dans une solution de migration TBE 1X (89mM TRIS, 89mM acide borique, 2mM EDTA, pH
8.2 contenant du bromure d'éthidium (BET)) a partir de 1pg d’ARNs déposés par puits afin de
controler I'intégrité de ces derniers. Pour cela, I’intensité de la bande 28S des ARNs ribosomaux doit
étre le double de I’intensité de la bande 18S et aucun « smear » ne doit étre visible entre les 2 bandes

(figure ci-contre).

+28S

ARNS sur gel d’agarose visualisé€s sous lampe a

UVs

+<18S

b. Transcription Inverse (RT)

2pg d’ARN totaux de chaque échantillon étaient transformés en ADNc dans un volume final de
20ul a l'aide d’un kit (High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystem Life
Technologies Carlsbad, CA). La réaction de transcription inverse (RT) s’effectuait selon les
instructions du fournisseur dans un thermocyleur (MiniCycler™, MJ Research, St Bruno, Canada)
puis les échantillons de RT étaient dilués 10 fois (Etude 1) ou 60 fois (Etude 3) dans une eau ultra-
pure contenant de I’ADN de sperme de saumon dénaturé. Le principe étant que I’ADN de saumon
adhére aux parois des microtubes et réduise ainsi la fixation des ADNc d’intérét dont presque la
totalité pourra étre prélevé lors du pipetage. Les échantillons de RT peuvent aussi étre aliquotés et
congelés a -20°C pour une utilisation ultérieure. Les cycles décongélation-congélation sont a éviter

pour ne pas dégrader ’ADN tres fragile.

¢. PCR quantitative en temps réel (QPCR)
i. Principe général

Cette technique permet d’obtenir a partir d’un €chantillon peu abondant, une quantité importante
d’un fragment d’ADN spécifique et de longueur définie. Elle repose sur la possibilité de suivre au
cours du temps (« en temps réel ») la réaction en chaine par polymérase (PCR) a l’aide de la

fluorescence émise dans nos conditions par un fluorophore : le SYBR Green qui s’intercale entre les
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bases de I’ADN. Les données de fluorescence sont collectées a chaque cycle de la PCR et représentent
la quantité d’ADN amplifiés a cet instant. Plus I’échantillon est & 1’origine concentré en ADN cibles,
moins de cycles seront nécessaires pour atteindre un point pour lequel le signal fluorescent est
significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est défini comme le Cq et apparait en début de
phase exponentielle. Cette quantification n’étudie donc pas la fin de la PCR et n’est donc pas affectée
par les éléments limitant identifiés lors de la phase du plateau. Ce concept de Cq est a la base de la

précision et de la reproductibilité de la technique

ii. Conditions expérimentales

La PCR en temps réel était réalisée dans un volume final de 20uL. sur une plaque transparente de 48
puits contenant dans chacun des puits:

- SuL de I’échantillon de RT

- 250nM d’amorces sens (Forward) du gene d’intérét

- 250nM d’amorces anti-sens (Reverse) du geéne d’intérét

- 2Xde SYBR Green (iQ SYBR Green Supermix, Bio-rad, Hercules, CA)

- H,O ultra-pure

Les séquences des amorces sont détaillées dans le tableau 2.

Apres 10 minutes a 95°C, la plaque était soumise a 40 cycles de température réalisés avec le
thermocylceur MiniOpticon™ (Bio-rad) :
- Etape de dénaturation : 10s a 95°C
- Etape d’hybridation : 30s a environ 60°C (cette température dépend des amorces et est
indiquée dans le tableau 2)
- Etape d’¢longation : elle n’est pas nécessaire étant donné que les amorces sont de petites

tailles (<300bp)

A T’issu des 40 cycles, une courbe de fusion est réalisée afin de controler I’absence de structures
secondaires et la spécificité des amorces. Le principe est que la diminution de la fluorescence en
fonction de 1’augmentation de la température entraine un pic de fusion d’un produit PCR. Celui-ci va
se distinguer facilement des pics de fusion de produits non spécifiques qui vont fondre a des

températures plus faibles en présentant des pics généralement plus larges.
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Exemple pour le géne RPS9

Amplification Standard Curve
" 25 ... ! !
24 4
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é 22 4
% 21
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50 05 10 5 20
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0,005 T - i
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:

Temperature, Celsius

Courbe de fusion

Les valeurs obtenues par régression pour chaque échantillon (Cq) ont été¢ analysées par la méthode
comparative des ACq décrites par Pfaffl (2001) [414]. Les niveaux de transcription étaient ensuite
normalisés par la moyenne arithmétique des Cq de deux geénes de références pour chaque échantillon
soit: le gene de la cyclophilineA et le géne ribosomal Rpl32 (Etude n°l) ainsi que les génes

ribosomaux Rpl32 et RPS9 (Etude n°3).

VIII- ANALYSES STATISTIQUES

Pour les études 1 et 3, les données étaient exprimées en moyenne =SEM et la normalité des
distributions vérifiées a partir de la droite de Henry. Pour 1’ensemble des résultats des ¢tudes 1 et 3,
I’analyse de variance (ANOVA) a un facteur pour échantillons indépendants a été utilisée ainsi que le
test post-hoc de Fischer afin de préciser les différences entre les groupes lorsque ’ANOVA était
significative a p<0,05.

Pour I’étude 2, les données sont exprimées en moyenne = SD et la normalité des distributions vérifices
avant d’effectuer une analyse de variance (ANOVA) pour échantillon indépendant a deux facteurs :
traitement (clenbutérol vs saline) et électroporation (pcDNA3-calpastatine versus pcDNA3-vide). Le

test post-hoc de Tuckey a été appliqué lorsque I’ANOV A était significative au seuil de p<0,05.
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a 2 semaines d'entrainement (E2)
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
(f.i/har;g; Jour Poids | Nombre de| Poids | Nombrede| Poids [Nombrede| Poids | Nombrede| Poids [Nombrede| Poids | Nombre de
co:[l:)]rels) Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions
50 J1 236 5 230 8 224 7 229 7 235 4 221 8
50 J2 247 8 232 8 228 8 232 8 238 8 227 8
50 J3 252 8 243 8 237 8 239 8 241 8 230 8
50 J4 260 10 249 10 236 10 243 10 242 10 236 10
50 J5 264 10 256 10 243 10 249 10 253 10 244 10
80 Jo 278 7 265 10 246 10 266 10 262 10 255 10
100 J7 287 5 278 8 254 8 269 8 261 8 260 8
100 J8 296 6 279 12 258 12 277 12 268 12 260 12
120 J9 296 12 279 12 262 12 279 12 272 12 266 12
120 J10 300 7 283 10 262 10 277 10 272 10 266 9
b 4 semaines d'entrainement (E4)
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
f;har!;: 3 Poids | Nombrede| Poids | Nombrede| Poids |Nombrede| Poids | Nombrede| Poids | Nombrede| Poids | Nombre de
c‘ﬂ:::::e:) AN Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions
50 J1 221 10 217 10 210 10 210 10 217 10 213 10
50 J2 223 10 224 10 215 10 215 10 225 10 217 10
50 J3 225 10 227 10 218 10 218 10 226 10 219 10
50 J4 220 10 L32 10 222 10 224 10 234 10 224 10
50 J5 232 10 236 10 224 10 224 10 238 10 230 10
80 J6 247 10 250 10 240 10 242 10 250 10 241 10
100 J7 248 10 248 10 241 10 245 10 251 10 240 10
100 J8 253 10 252 10 246 10 246 10 258 10 246 10
120 J9 253 10 256 10 250 10 250 10 262 10 247 10
120 J10 253 18 255 11 252 8 253 13 262 10 249 14
120 J11 270 10 268 10 261 10 265 10 276 10 262 10
120 J12 269 10 274 10 262 10 266 10 275 10 264 10
120 J13 270 10 276 10 263 10 268 10 270 10 264 10
130 J14 274 10 276 10 266 10 272 10 262 10 266 10
130 J15 273 10 279 10 267 10 274 10 271 10 272 10
130 J16 280 10 286 10 278 10 285 10 293 10 279 10
140 J17 282 10 294 10 278 10 287 10 291 10 277 10
140 J18 285 10 289 10 278 10 285 10 294 10 282 10
150 J19 287 10 292 10 278 10 290 10 294 10 283 10
150 J20 287 18 291 30 280 30 294 35 291 31 284 18
W
¢ (E4)
250
-
200 4
2 150
-
= 100
>l
0+ 7
J10 120
moyenne + SEM; * p<0,05

Figure 21: Evolution des charges d’entrainement au cours d’un programme de 2 (a) et 4 (b)

semaines de résistance, (c) travail développé au bout de 2 semaines (J10) et 4 semaines

(J20) du groupe E4.




Résultats-Etude 1

ETUDE 1 : IMPLICATION DE LA VOIE IL-6/STAT3 DANS L’HYPERTROPHIE
MUSCULAIRE INDUITE PAR UN ENTRAINEMENT EN RESISTANCE

I- CARACTERISTIQUES DE L’ENTRAINEMENT EN RESISTANCE

a. Evolution des charges d’entrainement

La fréquence d’augmentation de la charge portée par le rat a été ajustée en fonction de la
tolérance a I’exercice de I’animal. L’incrémentation de la charge a été globalement identique entre les
groupes E2, E4 et E10 attestant de la reproductibilité de I’entrainement (Figures 21 et 22). Le groupe
E2 a été le 1™ groupe a effectuer I’entrainement, des ajustements et des mises au point du protocole
sont donc a I’origine des variations obtenues dans le nombre de répétitions. Les groupes E4 et E10
présentent trés peu de variations inter et intra-individuelles au niveau de la charge et du nombre de
répétitions effectuées. Seul I’animal n°2 du groupe E10 n’a pas terminé le protocole en raison de refus

pour réaliser 1’exercice.

b. Mesures de performance

Afin de vérifier que le protocole d’entrainement induisait bien une amélioration des performances
chez les rats entrainés, un test de maximum de répétition a un pourcentage de masse corporelle du rat a
été effectué a J10 et J20 du groupe E4 (Figure 21). A partir des résultats, le travail développé par le rat

peut étre calculé selon la formule suivante :

| W = nombre de répétitions x charge kg (masse du rat + masse portée) x g x h (hauteur de I’échelle)

Au bout de deux semaines d’entrainement (J10), le rat développait un travail moyen de 67,6 J et de
190,9 J au terme des 4 semaines (J20) (Figure 21). Ces résultats attestent de 1’efficacité de
I’entrainement en termes d’amélioration des capacités physiques du rat.

Au terme des 10 semaines d’entrainement (E10 ; J50), un test de répétition maximale a ¢été
effectué¢ afin de comparer 1’efficacité du protocole d’entrainement chez des rats entrainés versus
sédentaires. La répétition maximale moyenne des animaux entrainés correspondait a des masses
moyennes soulevées de 1,2 kg soit 350% de la masse corporelle du rat. Les animaux sédentaires
étaient capables de porter des masses moyennes de 400g soit 100% de leur masse corporelle (Figure
22). Ces résultats montrent une amélioration de la force maximale apres 10 semaines d’entrainement

en résistance.
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10 semaines d'entrainement (E10)
Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
((“:/:l;;ig;s Jour Poids N'omt.)r-e de| Poids Noml?r-e de| Poids Nom‘t‘)rle de| Poids Nomt.)r-e de| Poids Noml?r-e de| Poids Noml‘Jr.e de
corporel) Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions | Corporel | répétitions
50 J1 218 6 225 7 219 5 225 10 215 10 215 10
50 J2 217 10 226 10 219 10 227 10 218 10 221 10
50 J3 225 10 237 10 222 10 236 10 221 10 226 10
50 J4 226 10 247 10 225 10 241 10 224 10 230 10
50 J5 232 10 255 10 228 10 248 10 232 10 234 10
80 Jo 244 10 276 10 240 10 264 10 245 10 248 10
100 J7 251 10 280 10 242 10 266 10 253 10 253 10
100 J8 251 10 284 10 242 10 272 10 251 10 253 10
120 J9 256 10 293 10 249 10 276 10 262 10 262 10
120 J10 | 255 10 292 10 248 10 276 10 257 10 261 10
120 Ji1 264 10 304 10 251 10 287 10 270 10 267 10
120 J12 270 10 315 10 261 10 295 10 281 10 273 10
120 J13 278 10 325 10 260 10 295 10 280 10 274 10
130 J14 280 10 326 10 258 10 294 10 285 10 283 10
130 J15 282 10 333 10 249 10 285 10 291 10 290 10
130 J16 | 294 10 345 10 272 10 310 10 303 10 302 10
140 J17 | 289 10 342 10 278 10 313 10 305 10 305 10
140 J18 293 10 345 10 278 10 318 10 306 10 304 10
150 J19 [ 298 10 347 10 281 10 321 10 313 10 309 10
150 J20 300 9 357 5 283 9 328 10 313 10 309 10
150 J21 307 10 364 10 285 10 342 10 327 9 322 10
150 J22 307 10 364 10 288 9 342 10 327 10 322 10
150 J23 | 307 10 368 10 288 10 342 10 327 10 322 10
160 J24 307 10 365 10 285 10 343 10 328 10 321 10
160 J25| 311 10 370 10 287 10 345 10 328 10 321 10
160 J26 323 10 383 10 298 10 355 10 341 10 330 10
160 J27 320 10 384 10 302 10 360 10 345 10 332 10
170 J28 | 323 9 388 8 299 10 355 10 345 10 334 10
170 J29| 324 10 380 10 302 10 365 10 347 10 336 10
180 J30 | 324 10 387 10 304 10 366 10 348 10 336 10
180 J31 328 10 391 10 306 10 366 10 354 10 345 10
190 J32 | 330 10 391 10 309 10 368 10 354 10 344 10
190 J33 326 10 391 8 309 10 368 10 351 10 338 10
190 J34 | 326 10 396 4 312 10 370 10 351 10 338 10
190 J35 328 10 392 5 311 10 370 10 351 10 338 10
190 J36 | 337 10 407 3 318 10 379 10 355 10 340 10
190 J37| 333 10 404 0 315 10 379 10 347 10 332 10
190 J38 | 340 10 409 321 10 384 10 358 10 344 10
200 J39 | 343 10 416 319 10 384 10 356 10 344 10
200 J40 336 10 409 313 10 386 10 360 10 345 10
200 J41 343 10 321 10 392 10 364 10 350 10
200 J42 | 343 10 318 10 389 10 362 10 350 10
200 J43 | 345 10 320 10 391 10 363 10 351 10
200 J44 | 340 10 320 10 392 10 365 10 351 10
200 J45 340 10 316 10 392 10 362 10 345 10
210 J46 346 10 324 10 401 10 372 8 355 10
210 J47| 344 10 319 10 401 10 372 9 355 9
210 J48 | 344 10 319 10 400 10 372 10 351 10
210 J49 | 342 10 317 10 397 10 370 10 352 10
MAX [J50 [ 344 340% 321 360% 402 380% 369 340% 353 320%
Répétition Maximale
i - * Figure 22: Evolution des charges
gzzg ‘ d’entrainement au cours d’un programme de
=]
% - résistance de 10 semaines (a) et performance
=
s 1052 lors d’un test de répétition maximale (b)
CTL10 E10

moyenne + SD; * p<0,05
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I1- MODIFICATIONS PHENOTYPIQUES INDUITES PAR L’ENTRAINEMENT

a. Evolution de la masse corporelle

A partir de 6 semaines d’entrainement (30 jours d’exercice), la masse corporelle des rats
entrainés est augmentée treés faiblement contrairement aux rats sédentaires (Figure 23). Ainsi, au terme
des 10 semaines d’entrainement, la masse corporelle des rats entrainés était inférieure aux rats
sédentaires (non significatif). Il aurait été intéressant de mesurer la quantité¢ de graisse abdominale
et/ou épididimale afin d’expliquer cette différence de masse. En effet, la différence de masse
corporelle dans le groupe entrainé versus sédentaire peut s’expliquer par l’effet lipolytique de
I’entrainement et/ou la diminution de Dactivité spontanée chez des rats sédentaires liée a

I’augmentation de 1’age (16 semaines a la fin du protocole).

b. Modification phénotypique du muscle Soleus
i. Contenu protéique et ADN

Les effets de I’entrainement sur le contenu protéique du muscle oxydatif soléaire apparaissaient
au bout de 10 semaines d’entrainement (E10) (Figure 24a). On observait une augmentation du
contenu en protéines totales mais qui ¢était associ¢ a une diminution du contenu en protéines
myofibrillaires. L’augmentation du contenu protéique peut étre expliquée par davantage de protéines

sarcoplasmiques.

ii. Analyse histochimique

Les immunohistochimies réalisées avec des anticorps dirigés spécifiquement contre les différents
type de MHC confirment le phénotype lent du muscle SOL composé a 85% de fibres de type I et 15%
de fibres de type Ila chez des animaux sédentaires (Figure 25). L’entrainement en résistance de 2, 4 ou
10 semaines conduisait & une augmentation de +10% de la quantité de fibres de type I. Aucune fibre
de type IIx ou IIb n’ont été retrouvées chez des animaux sédentaires ou entrainés.
Quelle que soit la durée de I’entrainement et le type de fibre, aucune hypertrophie n’a été observée
suggérant soit une trés faible participation du muscle soleus dans notre exercice soit un protocole

d’entrainement inadapté pour induire une hypertrophie musculaire.

¢. Modification phénotypique du muscle Extensor Digitorum Longus

Le contenu en protéines myofibrillaires était augmenté uniquement aprés 2 semaines
d’entrainement (E2) alors que la quantité de protéines totales se trouvait diminuée uniquement apres 4
semaines d’entrainement (E4). Aucune modification du contenu protéique ou en ADN n’était observée

dans le groupe E10 (Figure 24b). Ces modifications transitoires du contenu protéique n’étaient, dans
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380
360
340 Figure 23: Evolution de la masse
g0 — corporelle chez des rats sédentaires
§ 30 (CTL10) versus entrainés (E10)
i ndant 10 semaines
i —-E10 pe .
240
220
200
1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 S5
Jours d'entrainement
i SOL
CTL2 [>] CTLA F4 CTL10 E10
Protéines totales | 15, 34 11 | 202,79437,33| 166.46:17.06| 178452574 | 116824933 | 16096+ 1137%
PT (mg/g)
Protéines
Myofibrillaires | 4622:2,1 | 4208687 | 44614348 | 43412514 | 42244476 | 32.93 +563*
PM (mg/g)

PM/PT 0224003 | 0212004 | 0274003 2540,04 | 036+£0,007 | 0,20+0,03*
ADN/PT (x1000) | 2504073 | 3.03:0.62 | 201£056 | 233:032 | 565:086 | 6274163
moyenne # ecartype ; * different CTL10 (p<0,05)

b EDL
CTL2 [>] CTL4 E4 CTL10 E10
Protéines totales | | ¢ 0g:10.94 | 135.84:25.47| 185.85:23,74 |150,01:28,074] 1482042084 | 134,81 1479
PT (mg/g)
Protéines
Myofibrillaires | 2386509 | 37.93:600% | 4284556 | 39912709 | 35804654 | 35,1644,57
PM (mg/g)

PM/PT 0,16£003 | 029:009% | 024+0,03 0,27+0,07 | 024+ 0,003 [ 026+0,04
ADN/PT (x1000) | 255:055 | 327085 | 1474017 | 2,12+044% | 6244234 | 7374311
moyenne + ecartype ; * different CTL2, t different CTLA (p<0,05)

& FDP
CTL2 CTL4 E4 CTL10 E10

Protéines totales | o oo, 1834 (13046416064 1689421441 | 166072902 | 16056 12,61 | 157,88+ 1535

PT (mg/g)

Protéines
Myofibrillaires | 4392:93 | 41.25:55 | 44015501 | 4433459 | 45224241 | 3803 £7.01%

PM (mg/g)

PM/PT 024+005 | 031+006 | 026:005 | 027+005 | 0.28+0,008 | 0,24+0,03F
ADN/PT (x1000) | 176:039 | 1.78:041 221:0,6 2,15¢038 | 475t046 | 4,73:062

moyenne £ ecartype ; * different CTL2 ; ¥ different CTLI0 (p<0,05)

Figure 24 : Contenu en protéines totales (PT), myofibrillaires (PM) et en ADN aprés un
entrainement de 2, 4 et 10 semaines dans les muscles (a) SOL, (b) EDL et (¢) FDP

SOLEUS

CTL2- Fibres de tvpe |

E2- Fibres de type |

CTL2- Fibres de type lla

E2- Fibres de type lla

CTL2 E2 CTL4 E4 CTL10 E10
Type | 82,48 9331% 83,61 93,45% 88,94 91.23"
Type de fibres 352 28 £1,75 L1.82 £348 +0,95
(%)
Type lla 1752 6,69% 16,39 6,55% 11,06 2,77
3,52 £2,82 £1,75 £1,82 £3.48 +0,95
Birfuce dé Typel 2426,30 1976,15 3175,07 2607,23 3943,58 3259.84
256,61 +879.40 +159,45 £161,72 266,50 29746
section des
fibres (pmx) Tgpe fia 1966.,59 1881,18 244740 2223,50 288223 2960,27
+171,22 +267.87 +88.23 +37,17 +218,54 +438 52

Figure 25 : Typologie et Surface de section des fibres du muscle Soleus aprés 2, 4 et 10 semaines d’entrainement.

moyennes+ SEM ; *différent entre CTL et E (p<0,05)
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aucun des groupes, associées a une modification de la typologie du muscle ou a une hypertrophie
musculaire (Figure 26). En accord avec la littérature, le muscle EDL posséde un phénotype
glycolytique avec environ 25-30% de fibres lentes ou rapides oxydatives (I et Ila) et 70-75% de fibres
rapides (IIx et IIb). De la méme maniere que pour le muscle SOL, il semblerait que I’EDL ne soit pas

impliqué dans notre modele d’exercice.

d. Modification phénotypique du muscle Flexor Digitorum Profundus
i. Contenu protéique et ADN

Les changements du contenu protéique du muscle FDP semblaient anecdotiques (Figure 24c). En
effet, une diminution du contenu en protéines totales était obtenue au bout de 2 semaines mais n’était
pas modifiée apres 4 (E4) ou 10 (E10) semaines d’entrainement. Par ailleurs, les protéines

myofibrillaires étaient diminuées uniquement dans le groupe E10.

ii. Analyse histochimique
1. Phénotype musculaire

Ce muscle peu décrit dans la littérature est constitué entre 15-25% de fibres de type I, 25-40% de
fibres de type Ila et 40-60% de fibres de type IIx. Le phénotype du muscle FDP peut étre caractérisé
de mixte (Figure 27).

Dés 2 semaines d’entrainement, on observait une diminution de 50% des fibres de type I ainsi qu’une
hypertrophie des fibres de type IIx (+ 85%). Ces changements se retrouvaient aprés 4 semaines
d’entrainement, la diminution des fibres de type I accompagnait celle des fibres de type IIx (-25%)
alors qu’on notait une augmentation de 110% des fibres de type Ila. L hypertrophie des fibres de type
IIx (+48%) ¢était associée a celle des fibres de type Ila (+25%) au terme des 4 semaines
d’entrainements. Ces adaptations phénotypiques étaient amplifiées apres 10 semaines d’entrainement
puisque tous les types de fibres étaient hypertrophiés avec des augmentations de surface de section de

77%, 91% et 100%, respectivement pour les fibres de type I, Ila et 1Ix.

Contrairement aux muscles SOL et EDL, le muscle FDP est majoritairement impliqué dans notre
type d’exercice. En effet, lorsque I’on observe un rat effectuant une montée de [’échelle, la
participation des muscles fléchisseurs des pattes avants semble prépondérante, les muscles des pattes
arriéres ayant une action davantage de soutien que de poussée. De plus selon la nature du mouvement,
il semblerait que le régime de contraction du muscle FDP s’apparente a régime concentrique lors des
montées bien que quelques secondes par séances aient été passées en régime isométrique lorsque

I’animal faisait du « sur place ».
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Extensor Digitorum Longus

CTL2- Fibres de type lla

CTL2- Fibres de tvoe lix

CTL2- Fibres de tvpe Ilb E2- Fibres de tvoe llb

CTL2 E2 CTL4 E4 CTL10 E10
Type 1 6,709 6,7+0,6 42:10 7,516 2,1+1,1 48413
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Figure 26. Typologie et Surface de section des fibres du muscle EDL aprés 2, 4 et 10 semaines
d’entrainement. Moyenne + SEM ; *différent entre CTL et E (p<0,05)
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2. Domaine myonucléaire

L’augmentation de la surface de section des fibres était associée a une augmentation du nombre
de noyaux au sein de la fibre dans le groupe E10 par rapport au groupe CTL10. Ainsi, le domaine
myonucléaire défini comme le ratio de la surface de section de la fibre (um®) par le nombre de noyaux
n’était pas modifié au bout de 10 semaines d’entrainement (Figure 27). Ces données suggerent

I’incorporation de nouveaux noyaux via les cellules satellites.

En résumé, ce modele d’entrainement en résistance a induit des changements phénotypiques des
muscles fléchisseurs et particuliecrement d’un fléchisseur des pattes avants : le muscle FDP. Des
changements de la typologie et de la taille des fibres du FDP étaient visibles dés 4 semaines
d’entrainement et majorés au terme des 10 semaines. Ces adaptations étaient similaires a celles
retrouvées chez ’homme c’est-a-dire 1’obtention d’un phénotype « intermédiaire » par augmentation
des fibres de type Ila et également une hypertrophie musculaire de 1’ensemble des types de fibres.
Enfin, le muscle FDP étant plus « répondeur » que le muscle SOL, I"implication de la voie IL-
6/STAT3 dans I’hypertrophie musculaire induite par cet entrainement a été étudiée uniquement sur le

FDP.
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Figure 27. Typologie et Surface de section des fibres du muscle FDP aprés 2, 4 et 10 semaines
d’entrainement. Moyennes + SEM ; *différent entre CTL et E (p<0,05)
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II- MARQUEURS DE L’ACTIVATION DE LA VOIE IL-6/STAT3 APRES UN EXERCICE AIGU ET

10 SEMAINES D’ENTRAINEMENT DANS LE MUSCLE FDP

a. Etat d’activation des protéines STAT1, STAT3 et ERK1/2

L’activation des protéines STATI1, STAT3 et ERK1/2 a été mesurée par leur état de
phosphorylation. La figure 28 montre que 2 heures (E2H) et 6 heures (E6H) apres un exercice aigu en
résistance, les phosphorylations de STAT1 (pSTAT1) et de STAT3 (pSTAT3) étaient augmentées,
attestant de 1’activation de la voie STATI/STAT3 apres une session d’exercice en résistance. Au
contraire, 1’activation de la voie STAT1/STATS3 était réduite aprés 10 semaines d’entrainement.

La protéine ERK1/2 est impliquée dans la prolifération et la différenciation des myoblastes et
peut étre activée a la suite d’un exercice ainsi que par I'[L-6 via STAT3 (Figure 11) [415]. La
phosphorylation de ERK1/2 (pERK1/2) donc son activation était augmentée 6 heures apres une seule
session d’exercice (E6H). En revanche, aprés 10 semaines d’entrainements, son état d’activation
n’était pas modifié (Figure 28).

La protéine STAT3 étant impliquée apreés notre exercice de résistance, nous nous sommes

intéressés a la régulation de ses génes cibles dans la voie IL-6/STAT3.

b. Impact de ’exercice et de I’entrainement en résistance sur les génes cibles de

STATS3

Nous nous avons étudié les geénes cibles de STAT3 pouvant jouer un réle dans 1’hypertrophie
musculaire induite par notre entrainement en résistance via 1’IL-6 (et/ou le LIF). En effet, comme vu
précédemment, le LIF est capable de se fixer sur les récepteurs a I’'IL-6 / gp130 et d’activer la voie
JAK/STAT (Figure 9). La question était de savoir s’il existait une réponse de LIF avec I’exercice en
résistance pouvant avoir un effet synergique a I’'IL-6. Ainsi, les ARNm de I’IL-6, LIF et SOCS3 ont
été quantifiés afin de déterminer 1’implication de la voie IL-6/STAT3. Les génes cibles de STAT3
marqueurs de la prolifération cellulaires CyclinD1 et c-Myc ont également été mesurés.

L’expression génique de I’IL-6 était augmentée de 2,2 et 3,2 fois respectivement a 2 (E2H) et 6 (E6H)
heures apres un exercice aigu et également 1.57 fois aprés 10 semaines d’entrainement (Figure 29).
Ces changements étaient corrélés a I’augmentation de I’expression génique de SOCS3, 2 et 6 heures
aprés un exercice aigu (R*=0,55, p<0,05). Aucun changement de ’expression du géne de LIF n’a été
observé a 2 et 6 heures aprés un exercice aigu alors que celle-ci était diminué de 0,6 fois aprés 10
semaines d’entrainement (p<0,05).

Les ARNm de CyclinD1 et c¢-Myc, deux marqueurs de prolifération cellulaire, étaient

significativement augmentés dans le groupe E2H mais seule I’expression génique de CyclinD1
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augmentait également dans le groupe E6H (Figure 29). L’expression génique de la CyclinD1 était
également corrélée a celle de I'IL-6 aprés un exercice aigu (R2=0,64; p<0,05). En revanche, les

niveaux d’expression des génes CyclinD1 et c-Myc diminuaient aprés 10 semaines d’entrainement.

En résumé, les expressions géniques augmentées de I’IL-6 et SOCS3 étaient significativement
corrélées entre elles et peuvent étre associées a I’augmentation de la phosphorylation de STATI et
STAT3 dans les heures qui suivent un exercice de résistance. Ces résultats associ¢s a 1’absence de
variation du géne LIF suggérent 1’activation de la voie IL-6/STAT1/STAT3 au décours d’un exercice
de résistance ; cette derni¢re pourrait étre impliquée dans I’hypertrophie musculaire observée apres 10
semaines d’entrainement puisque ’expression génique de marqueurs de prolifération cellulaires
(CyclinD1, c-Myc) était également augmentée. En revanche, I’implication de la voie IL-6/STAT3
semble jouer un role différent dans I’exercice aigue et dans I’entrainement. Par ailleurs, ces résultats
ne permettent pas de déterminer le role des myocytes différenciés et celui des cellules satellites dans
I’activation de la voie IL-6/STAT3 ainsi que sa participation dans 1’hypertrophie musculaire induite

par I’entrainement.
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V- IMPLICATION DES CELLULES SATELLITES EN REPONSE A L’ACTIVATION DE LA VOIE

IL-6/STAT3 DANS L’EXERCICE AIGUE ET L’ENTRAINEMENT EN RESISTANCE

a. Localisation nucléaire de pSTAT3

L’activation de STAT3 par phosphorylation sur la tyrosine 705 induit sa translocation dans le
noyau. Par un marquage immunofluorescent de la protéine pSTAT3 et du marqueur myogénique Pax7
sur coupes musculaires, il est possible de déterminer si ’activation de la voie IL-6/STAT3 se trouve
davantage dans les noyaux des myocytes différenciés ou dans ceux des cellules satellites. Le marquage
montrait une co-localisation des cellules exprimant Pax7 (Pax7+) avec pSTAT3 seulement 2 heures
apres un exercice aigu (E2H) (Figure 30). Aucune co-localisation de cellules Pax7+ n’a été observée
avec pSTAT3 chez des rats sédentaires (Repos, CTL10) ni mé€me 6 heures apres un exercice (E6H) ou
10 semaine d’entrainement (E10) (Figure 30 et 31). Ces résultats montrent une activation transitoire
de la protéine STAT3 dans les cellules satellites (Pax7+) aprés un exercice aigue de résistance,
permettant d’émettre ’hypothese de leur implication dans I’hypertrophie induite par I’entrainement.
Pour cela, un marquage au BrdU a été réalisé afin de rendre compte de 1’état prolifératif des cellules
satellites. L’étude de I’expression génique des facteurs myogéniques a été également effectuée pour

préciser le niveau d’implication de ces cellules en termes de prolifération et/ou de différenciation.

b. Etat de prolifération des cellules satellites aprés un exercice aigu

Pour déterminer I’implication des cellules satellites aprés un exercice en résistance, un double
marquage fluorescent BrdU et anti-laminine a été réalisé afin de distinguer les cellules en prolifération
(BrdU+) situées sous la lame basale c’est-a-dire les SCs, des autres types cellulaires tels que les
fibroblastes, macrophages...

Exprimée en pourcentage sur 2000 fibres comptées par muscle, le nombre de SCs positives au BrdU
augmentait de 0,03% au Repos a 6% et 3% respectivement 2 heures (E2H) et 6 heures (E6H) apres
une session d’exercice (p<0,05). (Figure 32). Ce résultat atteste de 1’activation et la prolifération des

SCs dans les heures qui suivent un exercice aigu en résistance.

c. Expression génique des facteurs de régulation myogéniques

L’expression de Pax7, marqueur des cellules satellites quiescentes et activées, ainsi que les
expressions des génes de MyoD et Myf5, marqueurs des cellules satellites en prolifération, étaient
significativement diminuées 2 heures aprés un exercice aigue (E2H, p<0,01). Seuls les ARNm de
MyoD et Myf5 restaient diminués 6 heures apres I’exercice aigu (E6H). Par ailleurs, 1’expression de la
myogénine, marqueur des cellules satellites en différenciation, était augmentée de 2,2 fois (p<0,05), 6

heures apres 1’exercice aigu (Figure 33).
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Apres 10 semaines d’entrainement (E10), I’expression des geénes Pax7 et MyoD n’était pas modifiée
contrairement au gene Myf5 et myogénine dont les expressions diminuaient significativement
(p<0,05). Le ratio des ARNm de Pax7/MyoD était augmenté de 4 fois, 6 heures apres I’exercice aigu

(E6H, p<0,01) mais n’était pas modifi¢ dans les autres conditions.

En définitive, ces résultats suggerent que ’activation de STAT3 dans les cellules satellites 2 heures
apres un exercice induit une prolifération de celles-ci dans les heures qui suivent 1’exercice attesté par
le marquage au BrdU. En revanche, I’expression génique des marqueurs myogéniques de prolifération
(MyoD et Myf5) restent diminués 6 heures apres 1’exercice. Si I’on considére le ratio des ARNm de
Pax7/MyoD comme marqueur du renouvellement du pool de cellules satellites, son augmentation 6
heures apres 1’exercice suggere qu'un pool de cellules satellites en prolifération retourne dans un état
de quiescence. Par ailleurs, il semble qu’un pool de cellules satellites soit capable de se différencier,
I’expression de myogénine étant augmentée 6 heures post-exercice. Au contraire, un entrainement de
10 semaines diminue I’expression génique des marqueurs de prolifération et différentiation cellulaire
(CyclinD1, ¢-Myc, Myf5, myogénine) suggérant une diminution du pool de cellules satellites en
prolifération et en différentiation et attestant d’un retour a des conditions basales (mesures 72 heures

apres le dernier exercice
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ETUDE 3 : ROLE DES DIFFERENTS SYTEMES PROTEOLYTIQUES DANS LA
PROTEOLYSE INDUITE PAR UN EXERCICE EN RESISTANCE

I- EXPERIMENTATIONS PRELIMINAIRES

Les objectifs de ces études préliminaires ont été triples :

- Déterminer un protocole de contractilité induisant une protéolyse importante
- Déterminer le timing de mesure pour lequel la protéolyse est maximale
- Vérifier la reproductibilité de 1’expérience

Ces expériences de contractilité ex vivo ont été réalisées sur le systéme de mesure Aurora Scientific
(modéle 805A) permettant de maitriser les modalités de contractions musculaires (intensité de
stimulation, fréquence de stimulation et régime de contraction). Nous avons choisi d’étudier la réponse
du muscle EDL sur ce type d’études car celui-ci présente I’avantage d’étre un muscle long et fin, et
d’avoir deux tendons a ces extrémités, permettant un accrochage aisé au transducteur de force.

Nous avons donc comparé un protocole de contractilité¢ réalisé en mode concentrique a un mode
excentrique et choisi de mesurer la protéolyse avec la méthode par fluorescence du relargage en
tyrosine en présence de cyclohéximide entre 0-1, 1-2 et 2-3 heures apres la contractilité.

Tout d’abord, nous avons choisi un protocole excentrique & 10% de la longueur de repos (L) dont la
tension générée s’est révélée trop importante provoquant le déchirement systématique du muscle.
Nous avons donc réduit I’étirement de 10 a 5% de Lo, longueur d’étirement ne générant pas de
déchirement du muscle. Ces expériences ont été réalisées le matin vers Sh sur des rats nourris ad

libitum (n=2 par conditions).

Les résultats obtenus (Figure 34) montrent que des contractions excentriques génerent davantage
de protéolyse que celles en concentriques quel que soit le timing de mesure, soit en moyenne une
protéolyse de 105% et 15% respectivement. De plus, il semble que cette protéolyse soit maximale
entre 0 et 1 heure apres les contractions quel que soit le type d’exercice. Ce résultat est en accord avec
I’étude de Kasperek&Snider (1989) [416] qui a montré que la protéolyse est maximale dans le muscle
soléaire immédiatement apres un exercice d’endurance chez le rat. Enfin, ces études préliminaires
suggerent une grande variabilité du taux de protéolyse basale si I’on compare les muscles controles
excentriques versus concentriques. Ces données suggerent une grande variabilité en lien avec la prise
alimentaire. En effet, alors que la prise alimentaire contribue a augmenter la synthése protéique et

diminuer la protéolyse, le jetine a I’effet inverse [417]
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Suite a ces résultats, nous avons dans un 1% temps basé nos études sur :

1) Un protocole d’exercice ex vivo réalisé en mode excentrique a 5% L,
2) Une mesure de dégradation protéique entre 0-1 heure apres les contractions
3) Une mise a jeun des rats pendant 12 heures afin de s’affranchir de I’effet de la derniére

prise alimentaire et réduire la variabilité interindividuelle.

II- DETERMINATION DE L’IMPLICATION DES DIFFERENTS SYSTEMES PROTEOLYTIQUES

DANS LA DEGRADATION PROTEIQUE INDUITE PAR DES CONTRACTIONS EXCENTRIQUES

EN RESISTANCE SUR MUSCLE ISOLE DE RAT

a. Mesure de protéolyse induite d’exercice en condition a Jeun
i. Mesure de protéolyse totale 1 heure apres I’exercice

Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer le pourcentage de protéolyse induite
par notre protocole de contractions excentriques réalisé sur muscle EDL de rats a jeun (EX AJ) versus
des muscles EDL contrdle sans contraction (CTL AlJ). Le niveau de protéolyse induit par I’exercice en
résistance avec les modalités décrites dans la partie « Matériels et Méthodes » atteignait + 30% par

rapport a la condition controle (Figure 35)

ii. Mesure de protéolyse spécifique des différents systemes de dégradation

La question étant de déterminer la part des différents systemes protéolytiques dans cette
protéolyse induite d’exercice, nous avons utilisé aprés 1’exercice, dans le milieu d’incubation du

muscle, différents inhibiteurs connus pour inhiber chacun ou plusieurs des systémes de dégradation :

- Autophagie : 3-méthyladénine (3-MA), inhibiteur de la PI3K Vps34
- (Autophagique-)Lysosomale : pepstatine A + E64d
- Ubiquitine-proteasome : MG132 ou lactatcystine

L’utilisation de la 3-MA permettait de distinguer au sein de la protéolyse induite par le systeme LAS
celle autophagique-dépendante de celle purement lysosomale. Les résultats de la mesure de protéolyse
induite par I’exercice en résistance sont présentés dans la figure 36 ou le systéme ubiquitine-
protéasome a ¢té inhibé avec du MG132 ou la lactacystine.

Les résultats présentés sur la figure 36 suggérent un probléme de spécificité du MG132 pourtant
couramment utilisé. Il se révele inducteur de protéolyse dans nos conditions. Ainsi, la lactacystine,
inhibiteur plus onéreux mais plus spécifique, a été utilisé et permis d’obtenir des résultats plus

cohérents.
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Lorsque ’on calcule le pourcentage d’inhibition afin de déterminer la part de ces 3 systemes dans la
protéolyse d’exercice, on remarque que le pourcentage d’inhibition est égal a 133%. (Figure 36)

Ceci peut s’expliquer d’une part par un manque de spécificité des inhibiteurs mais d’autre part
I’hypothése d’une compensation de I’inhibition d’un systéme engendrant I’activation d’un ou de
plusieurs autres n’est pas a exclure. Dans ce contexte, il apparait treés difficile de déterminer
précisément par une mesure physiologique la part exprimée en pourcentage des systemes majeurs de
dégradation. Néanmoins, il apparait que le systeme autophagique-lysosomal soit majoritairement
impliqué dans la protéolyse a la suite d’un exercice réalis¢ a jeun (Figure 36b, c). Dans nos conditions,
le jeline est déja responsable d’une activation des systémes protéolytiques ainsi il n’est pas possible de
déterminer lequel ou lesquels de ces systemes contribuent a augmenter la protéolyse de 30% a la suite
de Dl’exercice. De ce fait, il serait nécessaire de déterminer la part des différents systémes
protéolytiques dans notre condition contréle a jeun sans exercice (CTL AlJ). Les résultats sont
présentés dans la figure 37

De facon surprenante, aucun des inhibiteurs ne contribuaient a inhiber la protéolyse en situation a
jeun. L’hypothése d’absence d’induction de dégradation protéique a la suite de 12 heures de jeline
chez le rat apparait peu probable d’autant que 1’incubation d’un muscle de rat mis a jeun en présence
de la totalité des inhibiteurs contribue a diminuer de 70% la protéolyse (Figure 37). Afin d’étre
certains de I’effet protéolytique de la mise a jeun, la protéolyse a finalement été mesurée sur des
muscles EDL de rats nourris ad libitum (CTL NAJ). Les résultats sont présentés dans la figure 38
Dans nos conditions, 12 heures de jeline ont contribu¢ a augmenter la protéolyse de 27%. L hypothése
envisagée concernant I’absence d’effet des inhibiteurs sur la protéolyse induite par le jeline en lien
avec l’effet du MG132 observé précédemment (augmentation de la protéolyse induite d’exercice)
serait la suivante: dans un systéme intégré, le blocage d’un systéme de dégradation entraine
I’activation plus ou moins rapide d’un autre systeme pour compenser 1’inhibition du premier afin de
maintenir des conditions homéostasiques indispensables au déroulement de certains processus

physiologiques au sein de la cellule musculaire.

En conclusion, les inhibiteurs des systémes protéolytiques ne peuvent pas étre utilisés dans notre
modele pour déterminer physiologiquement la part de chacun des systémes dans la dégradation induite
d’exercice. En revanche, il reste intéressant pour I’étude des mécanismes cellulaires et moléculaires
qui pourront rendre compte de I’implication de tel ou tel systeme et/ou de leur distribution différente

au regard de la protéolyse basale en condition de jeline.
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b. Marqueurs moléculaires des différents systéemes protéolytiques
i. Ubiquitine-Protéasome
1. Profil d’ubiquitination

Le profil de poly-ubiquitination est le reflet de la quantité de protéines poly-ubiquitinées
autrement dit de la quantité¢ de protéines marquées par I'ubiquitine afin d’étre ciblées pour la
dégradation par le protéasome 20S. Aucune différence significative n’a été obtenue entre les trois
groupes (Figure 39a), cependant une tendance a la diminution peut étre observée en condition
d’exercice. La diminution de la quantité de protéines poly-ubiquitinées est le reflet soit d’une
diminution de I’activation du systeme UP soit au contraire une augmentation de ’activité catalytique
de la sous-unité 20S du protéasome contribuant, & un instant t, & ’augmentation de la dégradation

protéasome dépendante.

2. Activité enzymatique chymotrypsine-like (35)

L’activité chymotrypsine like (B5) du protéasome a été mesurée en spectrofluorimétrie
Le protéasome 20S posséde trois activités enzymatiques principales : I’activité caspase-like, trypsine-
like et chymotrypsine-like. Suite a I’inactivité, certains travaux ont montré une augmentation de leur
activité [418, 419] alors que d’autres ne notaient pas de modifications significatives [419, 420] selon
le type de muscle. Cependant, I’ensemble de ces études rapportent une modulation identique et
simultanée des activités chymotrypsine et trypsine-like. Ainsi, nous avons choisi de mesurer 1’activité
enzymatique du protéasome 20S a partir de 1’activité chrymotrypsine-like. Comme pour le profil
d’ubiquitination, aucune différence significative ne peut étre observée entre les groupes (Figure 39b).
Cependant, une tendance a I’augmentation peut étre observée dans le groupe EX AJ en comparaison
au groupe CTL AJ et CTL NAJ. Au regard de la littérature, la mesure, de ’activité trypsine-like
semble nécessaire pour conclure sur une augmentation ou une absence de modification de I’activité du

protéasome en situation d’exercice.

3. Expression génique des E3 ligases

La quantification de I’expression génique des E3 ligases par RT-qPCR (Figure 39¢) montrait une
régulation transcriptionnelle de MAFbx ainsi que de MuRF1 par le jeine (CTL AJ) qui par ailleurs
s’atténuait lorsque 1’on ajoute le stimulus de I’exercice (EX AJ). Dans la continuité des résultats du
profil d’ubiquitination et de la mesure enzymatique du protéasome, ’exercice ne majorait pas
I’expression génique des E3 ligases par rapport a la condition contréle a jeun; au contraire celles-ci se

trouvaient diminuées.
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ii. Autophagie
1. Quantification protéique des Atgs

Aucune différence significative des expressions protéiques des Atgs, Atgdb, Atg7 et p62
n’existait entre les groupes (Figure 40a). La quantité en protéine LC3-II, marqueur de la formation des
autophagosomes, n’était ni modifiée par le jetine (CTL NAJ vs CTL AJ) ni par I’exercice (CTL AJ vs
EX AJ). En revanche, lorsque son recyclage au sein du lysosome était bloqué grace aux inhibiteurs
lysosomales pepstatineA et E64d, une augmentation significative de son expression était obtenue en
situation de jetne (CTL AJ + pepstatineA+E64d vs CTL AJ) et une tendance (p=0,1) pouvait étre
notée en situation d’exercice (EX AJ + pepstatineA+ E64d vs EX AJ). Ces résultats attestent d’une
augmentation du turnover ou recyclage de LC3-II en situation de jeline traduisant une augmentation
des flux autophagiques. Ces données montrent qu’en situation de jeline, 1’ajout du stimulus de
I’exercice en résistance concoure a la diminution du turnover de LC3-II (Figure 40a).

Des études préliminaires ont été également conduites sur les marqueurs de I’autophagie médiée par les
protéines chaperonnes (CMA) a travers 1’expression protéique de Lamp2 et plus spécifiquement sa
partie cytosolique Lamp2a au niveau du lysosome. Les résultats obtenus a la suite d’un seul Western
blot (Figure 40b) montrent une diminution importante de Lamp2a au cours du jelne (CTL NAJ vs
CTL AJ) qui ne semble pas s’accentuer lorsque I’on ajoute 1’exercice (CTL AJ vs EX AJ). Ces

données suggerent une diminution de 1’activation de la CMA au cours du jetine.

2. Expression génique des Atgs

L’augmentation de la transcription de LC3B dans les groupes CTL AJ et EX AJ versus CTL NAJ
(Figure 41) corroborait I’augmentation du turnover de LC3B-II observée par Western blot (Figure
40a). Par ailleurs, la diminution de I’expression du gene de Atg4B et I’absence de modifications du
gene Atg7 attestaient que 1’augmentation des flux autophagiques n’étaient pas liés a la régulation de
ces Atgs (Figure 41). Enfin, comme 1’expression protéique (Figure 40b), la transcription de Lamp2a
se trouvait drastiquement diminuée par le jetine (CTL AJ) mais cette diminution n’était pas majorée

par I’exercice (EX AJ).

iii. Systeme lysosomal

La cathepsine L est considérée comme marqueur de ’activation du systéme lysosomal étant
donné que de nombreuses ¢tudes ont retrouvé ses expressions protéiques et/ou géniques augmentées
dans diverses situations d’atrophies [251]. L’activité de la cathepsine L (Figure 42a) était treés
significativement augmentée par le jetine (CTL AJ vs CTL NAJ ; p<0,01) mais celle-ci revenait a un
niveau basale en condition d’exercice (pas de différence CTL NAJ et EX AJ). La méme régulation a

pu étre observée au niveau transcriptionnel (Figure 42b). Ces données suggerent 1’implication du

207



ARNm Atg4B ARNm Atg7
1,2 16 -
1 4 T - - 1,4
_ w124 -
2 0.8 1 L1 =
“; 0,6 - % 08 -
0,4 0,6
' 0,4 -
0,2 - 02 -
0 T 1 0 T T 1
CTL NAJ CTL AJ EX AT CTL NAJ CTL AJ EX AT
ARNm LC3B ARNm Lamp2a
1,8 f * 1,2
1,6 1] T
L 1A N
=12 0,8 - *
& . . ,
o 2 06 -
0,8 - -
0,6 - 04 -
04 |
0,2 - 02
0 T T 1 0 T
CTL NAJ CTL AJ EXAJ CTL NAJ CTL AT EX AJ
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systeme lysosomal dans la dégradation protéique induite par le jeline a travers l’activation de la
cathepsine L, cependant cette derniére n’est pas induite par 1’exercice en résistance. Afin de conclure
sur 'implication du systéme lyososmal par I’exercice, d’autres cathepsines pourraient étre étudiées
notamment les cathepsines B et D.

L’ensemble des marqueurs moléculaires des trois systémes protéolytiques majeurs ne permettent
pas d’expliquer I’origine de la protéolyse induite par un protocole d’exercice de résistance en mode
excentrique. En effet, la mesure physiologique de dégradation protéique atteste d’une induction de
30% de la protéolyse lorsque 1’exercice est réalisé a jeun. Si les 27% d’induction de protéolyse par le

jetine (CTL NAJ vs CTL AJ) peuvent étre expliqués par une activation des systémes :

- Ubiquitine protéasome (T ARNm MAFbx et MuRF1)
- Autophagie (T turnover et ARNm de LC3B-II)
- Lysosomal (T activité et ARNm de la cathepsine L)

Ces derniers se trouvaient systématiquement diminués ou non modifiés lorsque I’exercice était ajouté
suggérant d’une part que les marqueurs choisis ne sont pas pertinents, d’autre part que d’autres
systémes protéolytiques sont probablement activés tels que les calpaines, les métalloprotéases
matricielles ou encore les caspases. Les perspectives d’études doivent donc maintenant se porter sur la
mesure de ’activité trypsine-like du protéasome, 1’activité des cathepsines B et D, I’activité de la

caspase-3 ainsi que des MMPs.

iv. Autres systemes

Des mesures préliminaires n’ont pas suggéré de différences sur le clivage de la p-calpaine par
Western blot (Figure 43a). Cependant, des premiers résultats sur la transcription des MMPs révelent
une augmentation de I’expression génique de MMP-2 en condition de jeline qui n’est pas diminuée par
I’exercice (Figure 43b). La mesure de D’activit¢ de MMP-2 par zymographie devient alors une

perspective intéressante.
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¢. Mesure de protéolyse induite d’exercice en condition non a jeun

Le choix de mesure de la protéolyse induite d’exercice en condition de jeline était justifié¢ par nos
premieres expériences (Figure 34) qui suggéraient une variabilité importante de la protéolyse basale
en situation « nourrie ad libitum » (CTL NAJ) et d’autant plus lorsqu’un exercice était ajouté (EX
NAJ). Cependant, la protéolyse induite par le jeline pourrait étre un stimulus si important qu’elle
empéche d’observer des différences significatives avec la condition exercice a jeun (EX AJ) rendant
difficile la distinction entre la protéolyse induite par le jeline de celle induite par I’exercice. De ce fait,
nous avons augmenté le nombre d’échantillons dans la mesure de la protéolyse basale de rat nourris ad
libitum (CTL NAJ, n=10) et effectué des mesures a la suite d’un exercice non a jeun (EX NAJ, n=3).
Ces expériences ont permis d’obtenir une augmentation de 70% de la protéolyse lorsque 1’exercice
était réalisé dans des conditions physiologiques non a jeun (Figure 44). De fagon intéressante, la
protéolyse induite d’exercice en situation de jetine (EX AJ) n’est pas plus importante qu’en situation
non a jeun (EX NAJ) suggérant un mécanisme de protection du muscle afin de le maintenir dans des
conditions homéostasiques en limitant les phénomenes protéolytiques (Figure 44).

L’étude des marqueurs moléculaires des différents systémes protéolytiques impliqués dans la
protéolyse induite d’exercice en condition non a jeun n’a pas été effectuée, ne faisant pas 1’objet de
notre question initiale. Au regard des derniers résultats présentés, il semble dorénavant possible
d’étudier et de répondre a la question de la part des différents systémes de protéolyse dans la

dégradation protéique induite d’exercice en situation physiologique non a jeun.
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II- ETUDE DE LA SYNTHESE PROTEIQUE A LA SUITE DE CONTRACTIONS EXCENTRIQUES

EN RESISTANCE SUR EDL ISOLE DE RAT

a. Mesure physiologique de la synthése protéique 1 heure aprés I’exercice

Une premiere mesure de synthése protéique par incorporation de phenylalanine radiomarquée au
C" montre de fagon non significative (n=3) que le taux de synthése protéique est diminué dans I’heure
qui suit I’exercice quel que soit le statut alimentaire (Figure 45). Cette mesure permet également de
vérifier que non seulement les 12 heures de jeline induisent une protéolyse (+27%) mais non

seulement contribuent a diminuer la synthése protéique (-40%).

b. Marqueurs moléculaires de la synthése protéique

Si la mesure physiologique de la synthése protéique était diminuée dans 1’heure qui suit
I’exercice (0-1 heure), les marqueurs moléculaires de la voie canonique Akt/mTOR étaient
globalement augmentés. Ainsi, les phosphorylations des protéines Akt et 4EBP1 ¢taient
significativement diminuées par le jetine (CTL AJ) mais augmentées en situation d’exercice (EX Al)
confirmant une donnée clairement acceptée d’une stimulation de la synthese protéique par 1’exercice
et plus précisément ici de la cascade Akt/mTOR/4EBP1 (Figure 46). La phosphorylation de S6 sur les
sérines 235/236 ne présente aucune différence entre les groupes. Ainsi, I’étude de sa phosphorylation
sur les sérines 240/244 et/ou I’étude de la protéine en amont, p70So6k, seraient alors a envisager pour
vérifier la participation de la voie Akt/mTOR/p70S6K/S6 dans la synthése protéique induite
d’exercice [24, 45]. L’activation de la voie de la p38 MAPK apres I’exercice est également un

élément dans 1’activation de la synthése protéique mais également dans la régulation de I’UPS (Figure

46).

V- ETUDE PRELIMINAIRE DE LA BALANCE PROTEIQUE A LA SUITE D’UN EXERCICE IN

VIVO EN RESISTANCE CHEZ LE RAT

Dans la perspective d’étudier 1’effet d’une supplémentation en leucine sur la dégradation
protéique induite par un exercice en résistance, nous avons réinvesti le modele d’exercice In vivo
détaillé dans la premiére étude. Cet exercice permettant au bout de 4 semaines d’entrainement
d’obtenir une hypertrophie du muscle FDP, il peut étre intéressant d’accélérer ce processus de prise de
masse musculaire en limitant la protéolyse induite d’exercice. Tout d’abord, il faut déterminer les
temps post-exercice pour lesquels la synthése et la dégradation protéique sont maximales chez le rat.
Dans les expériences préliminaires suivantes, les rats étaient mis a jeun le matin pendant 4 heures
avant le début de I’exercice. Différents timing ont été testés pour mesurer les niveaux de synthese et de
dégradation protéique. De la méme maniere nous avons testé 1’inhibiteur 3-MA de la protéine Vps34

du systeme autophagique dans certaines conditions (Figure 47).
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Protéolyse
nmole tyrosine/g muscle/h
EDL SOL FDP
Timing post-exercice CTL Exercice CTL Exercice CTL Exercice
1H-2H 95 114 153 168,6 8,2 92,5 £10,5
2H-3H 80 72 140 229 +20.7 185,3 £21.4
3H-4H B - | 25 [ 945 93 =11
Synthése Protéique
nmole [CM]—Phe/g muscle/h
EDL SOL FDP
Timing post-exercice CTL Exercice CTL Exercice CTL Exercice
1H-2H 8,9 7.3 21,5 11,6 £1,3 12,4 +1,1
2H-3H 10,7 10,8 25,8 13,7414 8.8 +0,4
3H-4H I 206 [ 205:02 | 2057402 [ 32,128
b
PROTEOLYSE SYNTHESE PROTEIQUE
(nmole tyrosine/g muscle/h) (nmole [C14]phe/g muscle/h)
SOL 1H-2H 2H-3H 1H-2H 2H-3H
SANS 3MA | AVEC 3MA | SANS 3IMA | AVEC 3MA | SANS 3MA | AVEC 3MA | SANS 3MA | AVEC 3MA
CTL 153 172 140 119 2148 7.23 25,81 15,32
EXERCICE 184 171 171 199 13,38 8.54 12,9 7.46
PROTEOLYSE SYNTHESE PROTEIQUE
EDL (nmole tyrosine/g muscle/h) (nmole [C14]phe/g muscle/h)
1H-2H 2H-3H 1H-2H 2H-3H
SANS 3MA | AVEC 3MA | SANS 3MA | AVEC 3MA | SANS 3MA | AVEC 3MA | SANS 3MA | AVEC 3MA
CTL 95 63 80 68 8,93 6,08 10,72 7,1
EXERCICE 114 105 72 58 7.3 4,7 10,83 5,84

Figure 47. Mesures préliminaires ex vivo de la balance protéique mesurée sur une heure par

incorporation de L-['*C]-phénlylalanine sur muscles SOL, EDL et FDP isolés de rats (a) au

repos (CTL), 1, 2 ou 3 heures apres un exercice de résistance réalisé in vivo (Exercice) et/ou

(b) en présence de 3-méthyladénine (3MA). Moyennes +SEM (n=1-2)




Résultats-Etude 3

Une augmentation de la protéolyse a pu étre observée dans les muscles SOL et FDP, 2 heures apres
I’exercice alors que la protéolyse du muscle EDL ne semblait pas affectée par 1’exercice (Figure 47a).
Cette différence peut étre expliquée par une action majeure des muscles fléchisseurs au cours de ce
type d’exercice. Par ailleurs, aucune modification importante de la synthése protéique de ’EDL n’a
été observée corroborant I’hypothese évoquée précédemment. La synthése protéique du muscle SOL
était diminuée jusqu’a 3 heures post-exercice mais retrouvait des valeurs basales entre 3-4 heures
suggérant qu’une augmentation de celle-ci pourrait étre retrouvée entre 4-5 heures post-exercice. En
I’absence de mesure de la synthése protéique au repos du muscle FDP, il est difficile d’argumenter sur
une diminution de la synthese protéique entre 1-3 heures post-exercice. Cependant, on peut observer
une augmentation de celle-ci entre 3-4 heures aprés I’exercice. L’ensemble de ces résultats (Figure
47a) restent a confirmer mais ils suggerent une augmentation de la protéolyse entre 2-3 heures apres
ce protocole en résistance quel que soit le muscle (SOL ou FDP) alors que la synthese protéique dans
un premier temps diminuée semble étre activée plus tardivement entre 3-4 heures post-exercice pour le
muscle FDP et probablement 4-5 heures pour le muscle SOL.

Mise a part la mesure de protéolyse du muscle SOL, la 3-méthyladénine (3-MA), inhibitrice de la
protéine clé Vps34 dans les processus d’autophagie, contribuait a diminuer a la fois la protéolyse de
I’EDL et la synthese protéique du SOL et de ’EDL en condition de repos (4 heures de jeline) et
également a la suite d’un exercice (Figure 47b). Concernant les mesures de protéolyse de ’EDL,
celles-ci suggérent I’implication de 1’autophagie dans la protéolyse basale de repos probablement en
lien avec les 4 heures de privation alimentaire dans le muscle EDL (-34% et -15% respectivement
entre 1-2 et 2-3 heures), I’inhibition n’étant pas plus importante en condition d’exercice (-8% et -14%
respectivement entre 1-2 et 2-3 heures). De fagon curieuse, la 3-MA contribue également a diminuer la
synthése protéique des deux muscles quelle que soit la condition (CTL ou Exercice) et cette inhibition
est plus marquée en condition d’exercice au timing 2-3 heures. Ces données apportent des perspectives

intéressantes sur le role peut étre « pivot » de Vps34 dans la régulation de la balance protéique.

V- ETUDE PRELIMINAIRE IN VITRO DE LA DEGRADATION PROTEIQUE EN_CONDITION

D’ATROPHIE SUR DES MYOTUBES DE RAT (L.6)

Dans I’objectif de dégager des pistes de recherche concernant les voies de signalisation
impliquées dans la dégradation protéique induite dans des conditions d’atrophie et plus spécifiquement
dans la compréhension des mécanismes de 1’autophagie en lien avec un effet anti-protéolytique de la
leucine, des expériences sur la lignée L6 de rat ont été menées.

Dans un premier temps, il s’agissait de déterminer les conditions d’atrophie et de vérifier I’action
anti-protéolytique de la leucine a partir d’une étude dose-réponse. La privation de nutriments par
retrait du milieu de culture classique (type DMEM) sur culture cellulaire est capable de simuler les

effets du jeline chez I’animal, a savoir I’induction d’une protéolyse via I’activation des systeémes
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Figure 48. Mesure de la protéolyse sur culture (n=1) de L6 de rats aprés 4 heures de PBS

atrophie suivies de différents traitements sur (a) 2 heures ou (b) 3 heures.




Résultats-Etude 3

protéolytiques vus précédemment [258, 263, 421]. Ainsi, dans une premiere étude et apres 9 heures
dans un milieu privé de nutriments (« PBS atrophie »), les cellules n’adhéraient plus a la boite de
pétrie ce qui rendait plus difficile la mesure de la protéolyse par le dosage de la tyrosine en
spectrofluorimétrie, les cellules étant en suspension dans le milieu qui devait étre recueilli. Un
protocole similaire d’atrophie ramené sur 4 heures a donc été testé et s’est révélé concluant au niveau
de I’adhérence des cellules quelle que soit le diamétre des boites de pétrie testé c’est-a-dire 35, 60 et
100 mm. Le diametre 60 mm s’avere étre un compromis intéressant pour recueillir des valeurs de
protéolyse plus élevées que sur des boites de 100mm et présente I’avantage de récupérer davantage de
protéines que des boites de 35 mm dans des perspectives de quantifications protéiques et/ou ARNm.

Une étude préliminaire sur boite de 60 mm (Figure 48a) a montré également qu’un traitement de
2 heures a 10mM de leucine en présence de cycloheximide (0,5mM) aprés 4 heures de privation en
nutriments, était suffisant pour observer une action sur la diminution de la protéolyse (-15%). Cette
premiere expérience a montré également que SmM de leucine n’avait aucun effet sur la protéolyse et
par ailleurs 20mM ne contribue pas a diminuer davantage la protéolyse par rapport a 10mM. Ces
résultats confirmaient I’observation de Busquets er al. (2000) [422] sur muscle isolé de rat qui
présentaient une diminution significative de 25% de la protéolyse aprés une incubation de 2 heures
dans un milieu a 10mM de leucine plutot que SmM.

Dans le méme objectif que I’é¢tude ex vivo sur muscle isolé, différents inhibiteurs ont été utilisés
pour déterminer I’implication de certains systémes protéolytiques en condition d’atrophie (Figure 48)
pour envisager ensuite une action de la leucine sur tel ou tel systéme. Une deuxiéme expérience a été
réalisée en utilisant la leucine a 10mM, différents inhibiteurs de la protéolyse ainsi que 1’agent
chimique /-butanol comme molécule inhibitrice de la voie de signalisation de la phospholipase D1
(PLD1), voie probablement impliquée dans I’activation de mTOR par les acides aminés branchés. Une
deuxiéme série de cultures a donc été réalisée sur des boites de 100mm avec des traitements plus longs
de 3 heures (Figure 48b). Si I’on retrouvait toujours 1’effet anti-protéolytique de la leucine (10mM),
celui-ci semblait plus marqué au bout de 3 heures plutot que 2 heures (-50% vs -15% respectivement).
Par ailleurs, I’implication de I’UPS et du LAS semblait modifiée. Aprées 2 heures de traitement (Figure
48a), il semble que I’'UPS soit majoritairement responsable de la protéolyse (- 62% avec MG132)
plutot que le systeme lysosomal (-32% avec pepstatineA et E64d). Cependant, une diminution de 65%
de la protéolyse en présence des inhibiteurs MG132, pepstatineA et E64d laisse penser a un effet peu
spécifique du MG132. Aprés 3 heures de traitement (Figure 48b), le LAS semble plus impliqué que
I’UPS (-80% versus -56%) méme si I’hypothése du manque de spécificité du MG132 peut de nouveau
étre émise. De plus, le systéme autophagique apparait jouer un role au bout de 3 heures de traitement
puisqu’une diminution de protéolyse, non obtenue au bout de 2 heures, peut étre observée (- 59%).
Ces conditions de culture avec un traitement de 3 heures ouvrent une piste sur I’implication de la voie
de la PLD1 dans I’effet inhibiteur de la leucine sur la protéolyse étant donné que 1’action de cette

derniére est inhibée en présence de /-butanol (Figure 48b)
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ETUDE 1 : IMPLICATION DE LA VOIE IL-6/STAT3 DANS L’HYPERTROPHIE
MUSCULAIRE INDUITE PAR UN ENTRAINEMENT EN RESISTANCE

Des données récentes de la littérature ont pointé du doigt l'implication de l'interleukine-6 (IL-6),
jusque-la considérée comme un senseur métabolique musculaire a l'exercice, dans les mécanismes
d'hypertrophie [423]. En effet, Serrano et al. (2008) [165] ont montré une absence d'hypertrophie du
muscle plantaris soumis a une surcharge compensatoire sur des souris IL-6" comparé aux souris
sauvages. L'IL-6 favoriserait la prolifération et l'accrétion des cellules satellites par la voie
signalétique IL-6/JAKs/STAT3 [209, 210]. Par ailleurs, en réponse a des contractions excentriques
chez ’homme, la voie IL-6/STAT3 serait activée au sein des SCs [140, 211]. Cependant, cette
activation précoce de I’IL-6 au sein des SCs pourrait étre juste le marqueur de leur participation au
phénomene de régénération musculaire, I’exercice étant associé¢ a une augmentation de la créatine
kinase ainsi que de l’infiltration de macrophages et neutrophiles 48h post-exercice [140, 211]. Si
Trenerry et al (2007,2010) ont pu montrer une activation de la protéine STAT3 a la suite d’un exercice
de résistance non traumatisant [170, 171], aucune étude n’avait encore exploré le lien entre la voie IL-
6/STAT3 et I’hypertrophie musculaire retrouvée aprés des semaines d’entrainement en résistance.
Ainsi, ’implication de I’IL-6 musculaire apres plusieurs semaines d’entrainement n’a pas été étudiée
et plus précisément, les mécanismes de son action au sein des cellules satellites via 1’étude de la
régulation des facteurs myogéniques (MRFs) n’ont pas été investigués. Dans cette perspective, nous
avons modifié un modele d’exercice physiologique chez le rat [20] afin d’étudier les événement
cellulaires et moléculaires en lien avec la voie IL-6/STAT3 a la suite d’un exercice en résistance
pouvant conduire a une hypertrophie musculaire aprés 2, 4 ou 10 semaines d’entrainement.
L’hypothese étant que 1’hypertrophie musculaire induite au bout de quelques semaines d’entrainement
serait en partie en lien avec 1’activation, apres chaque exercice aigu, des cellules satellites via la voie
IL-6/STATS3.

Jusqu’a présent, il n’existait pas de modele d’exercice en résistance chez le rat conduisant a une
hypertrophie musculaire si ce n’est des protocoles de stimulation électriques in situ. En effet,
I’appareil de squat de Tamaki ez al. (1992) [19] n’a pas permis d’obtenir une hypertrophie musculaire
des pattes arrieres apreés 12 semaines d’entrainements contenant 3 fois par semaines, 3 séries de 10
répétitions a 75% de la répétition maximale. Il apparait que ce volume d’exercice n’est pas suffisant
pour provoquer une augmentation de masse musculaire chez le rat. En utilisant le méme modéle,
Barauna et al. (2005) [21], Barauna et al. (2007) [22] ont pu obtenir une hypertrophie cardiaque a la
suite d’un protocole de 4 x 12 répétitions a 75%, 5 fois par semaine pendant 4 semaines mais ces
auteurs n’ont pas mesuré I’hypertrophie musculaire squelettique. Par ailleurs, ce modeéle de squat n’est
pas naturel pour 1’animal et nécessite donc 1’application d’un courant ¢lectrique au niveau des pattes

postérieures du rat. Apres avoir essayé de reproduire ce type d’exercice au sein du laboratoire, 1’idée a

221







Discussion - Etude 1

été¢ abandonnée puisque les animaux refusaient d’effectuer des squats correctement exécutés
(amplitude du centre de gravité de + 3cm) malgré les stimulations électriques. Ainsi, le modéle
physiologique d’exercice d’escalade de Lee et al. (2004) [20], beaucoup plus physiologique, a été
adapté et nous a permis d’obtenir des changements phénotypiques comparables a ceux retrouvés chez
I’homme a la suite d’entrainement en résistance. Ainsi, une hypertrophie musculaire a pu étre obtenue
sur le muscle Flexor Digitorum Profundus (FDP), fléchisseur des pattes avant, dés 4 semaines
d’entrainement et de fagon majorée au bout de 10 semaines. En relation avec des précédentes ¢tudes
chez I’homme, une hypertrophie de tous les types de fibres a été obtenue dans ce muscle mais celle-ci
est majorée dans les fibres de type Ila (+92%) et 1Ix (+100%) par rapport aux fibres de type I (+70%)
au bout de 10 semaines. La transition phénotypique vers un profil « intermédiaire » comme chez
I’homme c’est-a-dire une diminution des fibres de type I et IIx associée a une augmentation des fibres
Ila, s’est mise en place avant I’hypertrophie musculaire c’est-a-dire au bout de 4 semaines
d’entrainement. Ainsi, ce modele d’exercice implique davantage les muscles fléchisseurs
qu’extenseurs étant donné qu’aucune modification phénotypique n’a été retrouvée sur le muscle EDL.
Par ailleurs, le soléaire (SOL) présente une modification de son phénotype sans hypertrophie attestant
d’un remodelage majeur des muscles fléchisseurs des pattes avant plutoét qu’arriére. Enfin, I’étude du
contenu enzymatique de chaque type de fibres du FDP et du SOL pourrait s’avérer intéressant pour
préciser un changement coordonné ou non de profil métabolique. Ces résultats permettraient de
préciser si notre entrainement s’apparente davantage a développer I’endurance de force plutét qu’a
celui de la force maximale.

I1 est reconnu que chez ’homme, 1’hypertrophie musculaire est liée a une stimulation de la synthese
protéique dans les 24 a 48 heures apres une séance d’exercice en résistance [27, 424]. Méme si la
synthése protéique n’a pas été mesurée dans notre modele, le phénomene hypertrophique observé
pourrait s’expliquer par une augmentation de la synthése protéique qui ne serait pas liée a une
augmentation de la synthése des protéines myofibrillaires étant donné que le contenu en protéine
myofibrillaire était diminué au bout de 10 semaines dans les muscles FDP et SOL. Ainsi, il n’est pas a
exclure que I’hypertrophie observée puisse en partie impliquer une augmentation de la synthése des
protéines sarcoplasmiques d’autant que le contenu en protéine totale exprimé par rapport a des
grammes de muscle n’est pas modifié. N’ayant pas de données sur le poids des muscles entre avant et
apres entrainement, et surtout de données sur les acteurs moléculaires comme ceux de la voie IGF-
1/Akt/mTOR/p70S6K, on ne peut conclure a une augmentation de la synthese protéique en lien avec
une augmentation du contenu en protéine sarcoplasmique. Par ailleurs, et contrairement a certains
auteurs [425], hypertrophie observée au bout de 4 et 10 semaines d’entrainement dans le muscle
FDP, ne s’explique pas par un phénomene d’hyperplasie puisque d’une part aucune nouvelle fibre n’a
été repérée par immunohistochimie et d’autre part aucune modification du ratio ADN/Protéines totales

n’a été observée.
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En accord avec des études précédentes [60, 66], une augmentation de la phosphorylation de ERK1/2
(pERK1/2) a été mesurée 6H apres notre exercice aigu pouvant étre interprété comme une voie de
signalisation supplémentaire a celle de mTOR dans la stimulation de la synthése protéique. En effet,
apres un exercice aigu de résistance chez I’homme, pERK1/2 est capable d’activer la kinase S6
ribosomale p90 (p90RSK) de fagon mTOR indépendante [397, 426]. Il n’est donc pas a exclure que la
stimulation de cette voie apreés chaque exercice aigu pourrait expliquer une partie de I’hypertrophie
musculaire obtenue aprés 10 semaines d’entrainement. Par ailleurs, comme il n’est pas possible de
distinguer si I’activation de cette voie se fait au sein des myocytes plutot que des cellules satellites, on
ne peut pas exclure la possibilité qu’une partie de la phosphorylation de ERK1/2 mesurée provienne
des SCs et participe ainsi & leur prolifération. De plus, suggéré par 1’étude de Fukada et al. (1996)
[415] sur une lignée de cellules pro-B, pERK1/2 retrouvé 6 heures aprés notre exercice pourrait étre
induite par la voie de signalisation de I’'IL-6/STATS3 et induire la prolifération des SCs [210].

Parallelement, a ’augmentation de la synthese protéique, le recrutement des cellules satellites a la
suite d’un exercice peut concourir a 1’apport de nouveau matériel génétique augmentant la capacité
traductionnelle du muscle et participant ainsi a 1’hypertrophie musculaire. En effet, de nombreux
travaux ont pu montrer une augmentation du nombre de noyaux par fibre pour des hypertrophies
musculaires supérieures a 25%. Ainsi, le domaine myonucléaire (quantité théorique de cytoplasme
géré par un seul noyau au sein d’une fibre musculaire) reste constant bien qu’une augmentation de la
surface de section de la fibre soit mesurée, attestant de 1’ajout de nouveaux noyaux en provenance des
SCs. Cependant, un modele de souris ne possédant pas de SCs présentait une importante hypertrophie
a pu apres ablation des muscles synergiques [427]. Cette hypertrophie était associée a une
augmentation du domaine myonucléaire suggérant que les SCs ne sont pas nécessaires au phénoméne
hypertrophique dans ce mod¢le. A contrario, suite a notre entrainement de 10 semaines, nous avons
obtenu jusqu’a 100% d’hypertrophie suggérant qu’en plus d’une augmentation de la syntheése
protéique, une population de SCs pourrait participer a cette hypertrophie. Dans cette hypothése, 1'[L-6
produite localement par le muscle a la suite d’un exercice de résistance en agissant de manicre
autocrine ou paracrine pourrait favoriser la prolifération de ces dernicres via le facteur de transcription
STAT3 [171, 211]. En effet, la phosphorylation de STAT3 (pSTAT3) est augmentée a 2 (E2H) et 6
(E6H) heures apres notre exercice de résistance et est associ¢ a une augmentation de I’expression du
gene de I’IL-6 ainsi que des génes cibles de STAT3 : SOCS3, CyclinD1 et c-Myc. Le facteur de
transcription SOCS3 exerce une boucle de régulation négative sur la voie JAK/STAT3. Cette donnée
associée aux réponses des geénes cibles de STAT3 (c-Myc, CyclinD1) confirment 1’implication de la
voie IL-6/STAT3 de fagon précoce aprés notre exercice aigu en résistance. Si aprés 10 semaines
d’entrainement, 1’expression génique de I’IL-6 est toujours augmentée (1,4 fois), son augmentation
n’est plus associée a celle des genes cibles de STAT3 (ARNm de SOCS3) mais est par contre associée
a une diminution de I’expression des génes de CyclinD1 et c-Myc. Dans ces conditions, le facteur de

transcription STAT3 est également hypophosphorylé. Ces résultats attestent d’une diminution de
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I’activation de la voie IL-6/STATS3 soit en lien avec le stimulus de I’entrainement ou bien en lien avec
le timing de mesure de 72 heures apres la derniére séance d’exercice qui refléte alors un retour a des
valeurs de repos. Par ailleurs, il semble que 1’on puisse exclure la participation de phénomenes
inflammatoires dans l’augmentation du gene de I'IL-6 a la suite de I’exercice aigu et de
I’entrainement. D’une part, a travers des marquages hematoxiline/eosine (données non présentées),
aucun amas de cellules de I’inflammation n’a été repéré au bout de 10 semaines d’entrainement.
D’autre part, en regard de la littérature, la réponse inflammatoire a la suite d’un exercice est différente
de celle retrouvée dans certains phénomenes infectieux pour lesquels les cytokines pro-inflammatoires
TNF-a et IL-1B sont les premicres a étre sécrétées[428]. En effet, apres un exercice chez ’homme, le
TNF-a et I'IL-1p n’augmentent pas et I'IL-6 est le plus souvent la 1 cytokine présente dans la
circulation sanguine [201, 429]. Par ailleurs, des données récentes suggerent un effet anti-
inflammatoire de I’IL-6 en inhibant les sécrétions de TNF-a et IL-1 [430] et en stimulant les
productions de cytokines anti-inflammatoires : IL-1ra et IL-10.[431]. D’autres cytokines de la famille
de IL-6, plus particulierement le Leukemia Inhibitory Factor (LIF), pourrait également contribuer a
I’activation de STAT3 [432]. Cependant, I’expression génique du LIF n’était pas augmentée ni 2
heures ni 6 heures apres notre exercice et se trouvait diminuée apres 1’entrainement, confirmant une
activation de STAT3 par I’IL-6 aprés 1’exercice aigu.

Dans I’objectif d’explorer le lien entre la voie IL-6/STAT3 et I’intervention des cellules satellites dans
la réponse hypertrophique a la suite de notre entrainement en résistance, nous avons étudié I’activation
de cette voie au sein des cellules satellites ainsi que la réponse des facteurs myogéniques (MRFs) a la
fois a la suite de 1’exercice aigu mais également de 1’entrainement.

La phosphorylation de STAT3 obtenue 2 et 6 heures apres 1’exercice aigu, a pu étre observée de
manigére transitoire au sein des SCs (double marquage immunohistochimique Pax7/pSTAT3) c’est-a-
dire uniquement 2 heures aprés notre exercice aigu et n’a pas ¢té observéeCyclinD1 apres
I’entrainement. La voie IL-6/STAT3 était donc activée au sein des cellules satellites aprés un exercice
aigu en résistance non traumatisant et contribuerait a leur activation. En effet, la population de SCs
mitotiquement actives (BrdU+) était augmentée 2 et 6 heures apres 1’exercice aigu. L’observation de
leur prolifération était également renforcée par une expression génique de marqueurs du cycle
cellulaire CyclinD1 et c-Myc augmentées. Il faut se rappeler que ces deux marqueurs répondent a la
stimulation de I’IL-6/STATS3 et jouent un role critique dans la croissance des cellules notamment dans
la transition de la phase G1 a S [433]. Ainsi, I’ensemble de ces résultats démontrait que 1’activation de
la voie IL-6/STAT?3 a la suite d’un exercice en résistance se déroule en partie et de fagon transitoire
dans les cellules satellites et contribue a leur activation. Le comportement des SCs a été décrit dans de
nombreux travaux a travers 1’étude des facteurs myogéniques (MRFs) a la suite de 1ésions musculaires
chez le rat [434] et d’entrainement en résistance chez 1’homme[136]. Ces études rapportent une
augmentation des MRFs entre 12 heures et 2 jours apres I’exercice. Cependant, le comportement des

SCs dans des temps plus précoces apres 1’exercice est trés peu décrit. Dans notre étude, nous avons pu
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mettre en évidence une diminution précoce de I’expression génique des marqueurs prolifératifs MyoD
et Myf5 mais également une augmentation de celui de la myogénine, marqueur de la différenciation
des SCs. Si dans un 1* temps la diminution des marqueurs prolifératifs peut paraitre surprenante au
regard de I’augmentation de la prolifération des SCs apres notre exercice, elle n’est le reflet que d’une
régulation transcriptionnelle dont la conséquence au niveau traductionnelle peut étre retardée. Si 1’on
suit cette réflexion 1’augmentation transcriptionnelle de la myogénine est également contradictoire
avec 1’augmentation de la prolifération des SCs. Cependant, il est de plus en plus clair qu’il existe
différents pools de SCs dont I’engagement dans le programme myogénique peut étre différent [114,
129]. Ainsi, Schultz ef al. (2006) [129] montrent qu’un seul marqueur myogénique ne peut rendre
compte de la population totale des SCs et que par ailleurs le facteur Pax7 communément utilisé ne
rend compte qu’entre 75 a 90% du pool de SCs selon le type de muscle. En effet, ces études ont pu
montrer que les SCs en prolifération expriment a la fois les facteurs myogéniques Pax7, MyoD et/ou
Myt5 [114, 121, 129]. Certaines d’entre elles perdent alors 1’expression de Pax7, mais conservent
MyoD et/ou Myf5 et peuvent ainsi s’engager dans le programme de différentiation pour ensuite
exprimer myogénine. Au contraire, certaines SCs en prolifération peuvent conserver 1’expression de
Pax7 et perdre celles de MyoD et Myf5 et ainsi retourner en état de quiescence et participer a
I’augmentation du pool de SCs initial [122]. Cette hypothése est a mettre en relation avec
I’augmentation du pool de cellules repérée a plusieurs reprises chez ’homme a la suite d’un
entrainement en résistance [15, 118, 435] Ainsi, la régulation positive de 1’expression génique de la
myogénine 6 heures apres ’exercice suggeére que certaines SCs vont rapidement fusionner avec les
myocytes mature afin de donner leur matériel génétique et augmenter ainsi la machinerie de synthese
protéique. Parallelement, 1’augmentation de la phosphorylation de STAT1 (pSTATI1) 2 et 6 heures
apres 1’exercice renforce les résultats sur I’augmentation de la prolifération des cellules satellites. En
effet, la voie STATI1/STAT3 induit in vitro la prolifération des myoblastes et empéche leur
différenciation par inhibition de la transcription de MyoD contrairement a la voie STAT2/STAT3
nécessaire a la différenciation [209, 210] Ainsi, I’activation précoce de la voie STAT1/STAT3 apres
notre exercice en résistance participerait a la diminution de la transcription de MyoD a 2 et 6 heures et
donc a ’augmentation du pool de SCs de réserve comme I’atteste 1’augmentation de 1’expression du
ratio Pax7/MyoD. Ainsi, aprés un exercice de résistance, une phase de prolifération de SCs
indifférenciées est rapidement activée afin de constituer un pool de cellules satellites de réserves
susceptibles plus tard de s’engager dans un programme de différenciation myogénique. Pour confirmer
cette hypothése d’une activation plus tardive de la différenciation, la mesure de 1’activation de STAT2
a 2 et 6 heures ainsi que plus tardivement a 12 ou 24 heures serait une information indispensable pour
confirmer ’activation successive des voies STAT1/STAT3 puis STAT2/STATS3.

De la méme maniere qu’apres un exercice aigu, 10 semaines d’entrainement concourent a diminuer
I’expression génique de Myf5 et MyoD (p=0,1) a la différence que 1’expression de myogénine est

aussi diminuée. Cette diminution des expressions des facteurs myogéniques ainsi que celles de la
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CyclinD1 et c-Myc est a mettre en relation avec les diminutions des phosphorylations de STATI et
STAT3. Ces résultats attestent d’une part que la voie IL-6/STAT3 et plus spécifiquement IL-
6/STAT1/STAT3 n’est plus activée apres 10 semaines d’entrainement et est associée a une diminution
de la prolifération et de la différenciation des SCs. Ces mesures ayant été réalisées 72 heures apres le
dernier exercice, |’hypothése d’un retour a des conditions de repos n’est pas a exclure. Pour cela, la
comparaison avec des données obtenues 72 heures aprés un exercice aigu auraient pu étre judicieuses
tout comme celle aprés 4 semaines d’entrainement pour étre certain d’un effet spécifique d’un
entrainement de 10 semaines. Cependant, la diminution de 1’activation de la voie IL-6/STAT3 apres
des semaines d’entralnement peut €tre interprétée comme un mécanisme de protection contre une
hypertrophie excessive puisque celle-ci a été¢ augmentée jusqu’a 100% selon le type de fibre. Il serait
intéressant de vérifier cette hypothése d’une réponse protectrice a travers 1’étude de la voie de
signalisation du facteur Fgf2 et/ou du géne sproutyl (Spryl), marqueur de la quiescence des SCs
[436]. Cette idée émane d’une étude récente de Chakkalakal er al. (2012) [437] sur des souris
transgéniques jeunes et agées montrant dans des conditions homéostasiques qu’une diminution de la
capacité a maintenir les SCs en quiescence avec 1’age présente un désavantage dans un contexte de
régénération. Le déclin de du maintien en quiescence des SCs est en lien avec la diminution de
I’expression du geéne Spryl dont la fonction inhibitrice sur le facteur Fgf2 n’est plus maintenue.
L’augmentation de Fgf2 entraine alors la prolifération et la différenciation excessive des SCs et par la
suite la diminution du pool. Dans le contexte d’un entrainement en résistance, une augmentation de
I’expression génique de sproutyl ou encore une diminution de la production de Fgf2 serait responsable
d’une diminution ou d’un ralentissement de la prolifération des SCs afin de maintenir un pool de
réserve nécessaire dans un contexte de régénération musculaire. Enfin, on peut s’interroger sur les
voies conduisant a I’activation de I’IL-6 musculaire a la suite de notre exercice. Un article récent [163,
164] suggere I’implication du facteur de transcription SRF (Serum Response Factor) dans la
stimulation de la production d’IL-6 musculaire dans un modé¢le de surcharge fonctionnelle. Chez des
souris dont le géne SRF a été inactivé au niveau musculaire, la surexpression de 1’IL-6 permet de
restaurer la prolifération des SCs induite par la surcharge mais n’entraine pas la fusion de ces dernicres
résultant en une inhibition de I’hypertrophie induite par la surcharge. Ainsi, la production de SRF
jouerait & la fois un réle dans I’activation de 1’IL-6 musculaire pour I’induction d’une hypertrophie
musculaire dans un modele de surcharge fonctionnelle mais pourrait également activer rapidement
d’autre géne comme ceux de I’IL-4 et la cyclooxygénase 2 (COX2), ou encore c-fos [438] impliqués
dans la fusion des SCs dans la réponse hypertrophique a la suite d’un stress mécanique. Curieusement,
I’activité de SRF serait dépendante de la présence d’une E3 ligase, MuRF2, qui interagirait avec le
domaine de transactivation de SRF. Or lors d’un stress mécanique, comme lors d’un exercice en
résistance, il y aurait activation du domaine tyrosine kinase de la titine, une fois autophospohorylée

permettrait I’interaction avec Nbrl et MuRF2 [439]. Ainsi le stress mécanique au niveau sarcomérique
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permettrait la dissociation de Murf2 et SRF pour que ce dernier puisse migrer au sein du noyau et
activer ses geénes cibles tels que I'IL-6 et COX2 [439]. Le complexe protéique associ¢ au domaine
kinase de la titine apparait alors comme un puissant modulateur de la transcription de genes dont I’IL-
6 via le SRF, impliqués dans I’hypertrophie musculaire a la suite stress mécanique.

Pour conclure, le modele d’escalade ainsi que le protocole associé chez le rat se révele étre un
modele physiologique pertinent pour I’étude des phénomenes d’hypertrophie et des voies de
signalisation associées. Ainsi, I’hypertrophie musculaire obtenue dans le muscle FDP apres 10
semaines d’un entrainement en résistance chez le rat serait en partie expliquée par [’activation
chronique de la voie IL-6/STAT3 aprés chaque exercice aigu [141]. Chaque exercice induit
I’activation de I’IL-6 en partie au sein des SCs a travers 1’activation du facteur de transcription STAT3
et ces genes associés impliqués dans le cycle cellulaire (CyclinD1 et c-Myc). La diminution rapide des
marqueurs myogeniques révele qu'un pool de SCs s’engage dans un processus de prolifération via
I’activation de la voie STAT1/STAT3 concourant a augmenter le pool de SCs de réserve. Au cours de
I’entrainement, ces mécanismes participent a la synthése protéique par I’apport de nouveau matériel
génique au sein des fibres musculaires conduisant a une augmentation de la surface de section de la
fibre. Cependant, la voie IL-6/STAT3 n’est plus activée apres 10 semaines d’entrainement, ce que 1’on

peut interpréter comme un mécanisme de protection contre une hypertrophie excessive.
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ARTICLE 1: EARLY ACTIVATION OF RAT SKELETAL MUSCLE IL-6/STAT1/STAT3
DEPENDENT GENE EXPRESSION IN RESISTANCE EXERCISE LINKED TO
HYPERTROPHY
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ETUDE 2: ROLE DES CALPAINES DANS LE REMODELAGE MUSCULAIRE INDUIT
PAR UN TRAITEMENT CHRONIQUE AU CLENBUTEROL CHEZ LA SOURIS

Le stimulus B-adrénergique induit de maniere pharmacologique comme lors d’un traitement au
clenbutérol (Cb), entraine une conversion phénotypique du muscle squelettique d’un profil lent vers un
profil rapide ainsi qu’une hypertrophie musculaire. Différentes voies de signalisation sont impliquées
dans ce remodelage musculaire induit par le clenbutérol en particulier celles modulant la balance
protéique a travers les processus de syntheése et dégradation protéique. Ce travail s'est inscrit dans le
cadre d'études financées par I'Agence Mondiale Anti-Dopage regroupées dans un projet intitulé : " 2-
agonist effects on human performance, skeletal, cardiac, bone tissues and signalling pathways". Les
objectifs concernant le muscle squelettique définis dans l'appel d'offre étaient de répondre aux deux
questions suivantes : 1) quel est I'impact d'une stimulation chronique B-adrénergique sur la cinétique
de l'activité des calpaines ubiquitaires (calpaines 1 et 2)? 2) l'effet potenticllement ergogénique au
niveau musculaire implique-t-il une modification de l'activité de ces calpaines ? Ou encore, ces
derniéres sont- elles impliquées dans le remodelage musculaire induit par un traitement chronique au
clenbutérol a doses dopantes ? J’ai pu participer aux travaux concernant la deuxiéme question a savoir
si la conversion phénotypique vers un profil plus rapide ainsi que I’hypertrophie musculaire induite
par un traitement au clenbutérol a long terme a des doses supraphysiologiques (>100ug.kg™) [440,
441] impliquent le systéme calcium-dépendant des calpaines. Cette question a été abordée a travers la
surexpression de I’inhibiteur endogéne des calpaines, la calpastatine (Cpst) dans le muscle Tibialis
Anterior (TA) de souris traitées ou non au clenbutérol. En effet, Otani et al. (2004) [442] ont montré
avec un modele de souris transgéniques que la surexpression musculaire de la calpastatine augmentait
la masse musculaire totale et la teneur totale en protéines musculaires. Par ailleurs, une série d'études a
décrit des altérations dans I'homéostasie calcique du muscle squelettique et des modifications de
I’activité calpaine suite a un traitement P-adrénergique [323-326]. Ainsi, dans cette étude n° 2, la
calpastatine a été surexprimée par électrotransfert du gene dans le muscle TA de souris males en
paralléle d’un traitement chronique sous cutané au Cb pendant 21 jours a Img.kg™.

Les résultats principaux ont confirmé que ce traitement contribue a augmenter la masse corporelle des
souris ainsi que le poids du muscle TA. Par ailleurs, les effets du clenbutérol dans la transition
phénotypique d’un profil du lent vers le rapide ainsi qu’une hypertrophie musculaire des fibres de type
Ia, IIx et IIb du TA ont bien été retrouvées a I’issue des 21 jours de traitement (Cb vs CTL, article 2-
figures 3 et 4). En revanche, ces effets du clenbutérol sur le remodelage musculaire (Cb) étaient
largement inhibés par la surexpression de la calpastatine (Cb+Cpst). Cette derniere inhibait
I’augmentation de 1’activité¢ des calpaines induite par le traitement au clenbutérol (Cb+Cpst vs Cb,
article 2-figure 2). Ces résultats suggérent fortement que I’inhibition de 1’activité des calpaines joue
un rdle important dans le remodelage musculaire induit par le clenbutérol. L'autre résultat important

concernait la diminution de I’expression de la calpastatine endogéne a la suite du
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traitement au clenbutérol (Cb vs CTL, article 2- figure I) qui était associée a une augmentation de
I’activité des calpaines (article 2- figure 2). Les calpaines étant initiatrices de la dégradation des
protéines myofibrillaires, la stimulation de leur activité par le clenbutérol peut concourir a
I’augmentation de la dégradation de certains types de protéines myofibrillaires et participer a la
conversion phénotypique observée. Suite a cette hypothese, I’hypertrophie musculaire obtenue par le
traitement ne peut s’expliquer que par une augmentation de la synthese protéique. En effet, les voies
de signalisation Akt/mTOR/S6 et Akt/mTOR/4EBP1 conduisant a 1’augmentation de la synthése
protéique sont stimulées a la suite du traitement au clenbutérol mais ne sont pas affectées par la
surexpression de la calpastatine (article 2-figure 8). De ce fait, les niveaux de stimulation de ces voies
sont identiques entre le groupe Cb et le groupe Cb+Cpst suggérant que la surexpression de la
calpastatine et par conséquence ’inhibition des calpaines associée ne joue aucun rdle sur la synthése
protéique. Ainsi, aprés une surexpression de la calpastatine, la diminution du stimulus hypertrophique
induit par le traitement ne s’explique pas par une action du systéme calpaine/calpastatine sur la
synthése protéique mais impliquerait davantage les phénomenes de protéolyse et/ou I’accrétion des
cellules satellites[302, 305, 313].

Nos expériences préliminaires in vitro (non présentées dans le manuscrit) sur culture primaire de
souris (C57BL/6) suggerent que 1’hypertrophie musculaire induite par le clenbutérol et inhibée par la
surexpression de la calpastatine, implique les cellules satellites. En effet, les myotubes traités au
clenbutérol (5.10°M) pendant 3 jours présentaient un diamétre et un index de fusion augmentés par
rapport aux cellules contrdles confirmant 1’effet hypertrophique déja démontré du clenbutérol in vitro.
Lorsque qu’un inhibiteur de la calpaine 1 (ALLN, calbiochem) était ajouté, la taille ainsi que I’index
de fusion des myotubes étaient significativement diminués mais de maniére moins marquée qu’avec
I’ajout de I’inhibiteur seul. Ces données suggerent que I’augmentation /n vivo de I’activité calpaine 1
par le clenbutérol [326] participe au phénoméne hypertrophique en favorisant 1’accrétion des cellules
satellites qui pourrait en partie étre inhibée lors d’une surexpression de la calpastatine. Si ces
premicres données in vitro restent a confirmer, elles orientent vers une implication du systéme
calpaine/calpastatine dans la stimulation des cellules satellites pour leur participation au phénoméne
hypertrophique induit par le clenbutérol. Cette hypothése est soutenue par les résultats de 1'étude de
Raynaud et al. (2004) [301] qui ont montré que l'inhibition de la calpaine 2 bloquait la transition
GO0/G1 dans les cellules satellites de muscles de souris ayant subits une Iésion musculaire.

En conclusion, ces études montrent que 1’activité des calpaines est nécessaire a la transition
phénotypique et 1’hypertrophie musculaire induites par le clenbutérol. Cependant, leur implication
dans ce remodelage musculaire n’intervient pas sur les voies canoniques de synthése protéique
stimulées par le clenbutérol mais plutét sur un ciblage spécifique de la dégradation de protéines

d'adhésion (taline, FAK intégrines...) ainsi que de la stimulation des cellules satellites.






ARTICLE 2: CALPASTATIN OVEREXPRESSION IN THE SKELETAL MUSCLE OF MICE
PREVENTS CLENBUTEROL INDUCED MUSCLE HYPERTROPHY AND PHENOTYPIC
SHIFT
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ETUDE 3: ROLE DES DIFFERENTS SYTEMES PROTEOLYTIQUES DANS LA
PROTEOLYSE INDUITE PAR UN EXERCICE EN RESISTANCE

I- CONTEXTE SCIENTIFIQUE

Les objectifs de ce troisieme axe de travail étaient dans un premier temps de caractériser
I’implication des systémes protéolytiques dans la balance protéique post-exercice et d'étudier ensuite
I'impact d'une supplémentation en acides aminés branchés enrichie en leucine sur cette balance. En
effet, I'exercice en force ou résistance, particulierement en conditions excentriques stimule la synthése
protéique jusqu’a 48 heures aprés ’exercice mais induit également une protéolyse post-exercice
importante [27]. La balance protéique nette apres ce type d’exercice est donc négative en condition
post-absorptive mais reste supérieure en comparaison a un ¢tat post-absorptive sans exercice physique.
Ainsi, I’exercice physique constitue a lui seul un stimulus efficace pour augmenter la balance
protéique, cette dernic¢re étanten grande partie dépendante de I'état nutritionnel de 1'organisme avant
I'exercice. En effet, elle peut étre rendue positive en condition postprandiale ou suite a une prise
alimentaire immédiatement apres 1’exercice [30, 388, 390, 404, 443].Si les mécanismes régulant la
synthése protéique apres un exercice ont fait I’objet de nombreuses études, la régulation des différents
systemes de dégradation des protéines est nettement moins décrite. Parmi les acides aminés branchés
(AAB), la L-leucine, déja largement décrite pour stimuler la synthése protéique musculaire apres
I’exercice [443, 444], a été plus récemment reconnue pour avoir des propri€tés anti-protéolytiques
particulierement dans des situations cataboliques[400, 401]. Ainsi, dans un premier temps, il s’agit de
quantifier les différents systemes protéolytiques induits par l'exercice excentrique en s’intéressant
particuliecrement au systeme de ['autophagie. En effet, des d'éléments récents de la littérature
suggerent un role fondamental de ce systéme a l'exercice, jusqu’a présent longtemps sous-estimé [339,
340, 354]. Dans un second temps, il s’agira de vérifier l'effet anti-protéolytique de la leucine en
condition post-exercice et d'identifier les acteurs cellulaires et moléculaires participant a ce

mécanisme.

I1- PROTEOLYSE ET EXERCICE EXCENTRIQUE

L’objectif principal étant de « disséquer » les différentes voies de dégradation protéique
responsable de I’augmentation de la protéolyse post-exercice, il était intéressant tout d’abord d’obtenir
une mesure physiologique de la part des différents systemes dans cette protéolyse post-exercice. Cette
approche a été envisagée en utilisant différents inhibiteurs déja décrits dans la littérature comme
bloquant tel ou tel systtme de dégradation. Ensuite, I’objectif était de relier ces mesures

physiologiques a des marqueurs moléculaires des différents systemes impliqués.
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a. Mesures physiologiques de protéolyse

Les expériences préliminaires nous ont conduit & mener nos expériences sur des rats ayant été
mise a jeun pendant 12 heures afin de réduire la variabilité interindividuelle. Apres ajustement du
protocole de contraction en excentrique sur EDL isolé, nous avons pu engendrer une protéolyse de
30% en condition d’exercice a jeun (Figure 35). Cependant, certains résultats nous ont conduit a
mesurer des niveaux de protéolyse sur des animaux nourris ad libitum. Sans surprise, le jeline auquel
ont été soumis les animaux a engendré 27% de protéolyse en comparaison au niveau retrouvé chez des
animaux nourris (Figure 38). Par ailleurs, un exercice réalisé en condition non a jeun (EX NAJ)
contribue a augmenter de 70% la protéolyse basale soit de maniere plus importante qu’en condition de
jetine (EX AJ) bien que les niveaux de protéolyse post-exercice en condition non a jeun (EX NAJ)
soient identiques a ceux en condition a jeun (EX Al) (Figure 44). Ainsi, quel que soit le niveau de
protéolyse basale musculaire (plus ou moins €leve), celui-ci ne peut pas étre augmenté au-dela d’une
limite ou seuil, dans nos conditions d'exercice, pouvant étre interprété comme un mécanisme de
protection afin de maintenir des conditions homéostasiques adéquates au bon fonctionnement des
autres processus physiologiques du muscle. Avant d’obtenir ces résultats comparant les conditions a
jeun et non a jeun, nous avions largement avancé sur la caractérisation des systémes de dégradation
responsables de I’augmentation de 30% de la protéolyse post-exercice en condition de jeun (CTL AJ
vs EX AJ). Cependant, les mesures physiologiques de la part des trois systémes majeurs de
dégradation (autophagie, lysosomal et ubiquitine-protéasome) obtenues a partir de I’ajout de différents
inhibiteurs dans le milieu d’incubation des muscles n’ont pas été trés concluants puisque 1'utilisation
séparée de chaque inhibiteur contribue a inhiber de + 133% la protéolyse induite d’exercice (Figure
36). Une premiere explication serait un manque de spécificité des inhibiteurs mais [’hypothese d’une
compensation par les autres systémes protéolytiques en réponse a I'inhibition d'un des systémes n’est
pas a exclure. Cette derniére hypothése est appuyée par le fait qu'aucun des inhibiteurs pris séparément
ne contribue a inhiber la protéolyse induite uniquement par le jeline (Figure 37) alors que cette
derniére est totalement inhibée lorsque tous les inhibiteurs sont utilisés ensemble. En effet, I’inhibiteur
MG132, couramment rapporté dans de nombreuses publications pour inhiber 1’ UPS a majoré la
protéolyse dans nos expériences (conditions a jeun). Selon Holecek et al. (2006) [445], si le MG132
administré en intra péritonéale (10mg.kg™") chez des rats aprés 24 heures de jetine contribue a diminuer
I’activité chymotrypsine-like dans le muscle, il est aussi responsable d’une augmentation a la fois de la
synthése mais aussi de la dégradation protéique globale. Ainsi, le MG132 largement décrit pour
diminuer les marqueurs moléculaires de la protéolyse protéasome-dépendante [110, 446], contribue
également a augmenter le turnover protéique suggérant qu’il n’est finalement pas ’inhibiteur adéquat
pour les mesures physiologiques de protéolyse. Par ailleurs, il a été rapporté que le MG132 pouvait
également bloquer les systemes des calpaines et certaines cathepsines [445, 447]. Finalement,

I’inhibiteur lactacystine semble le plus approprié pour I’étude de I’UPS de par sa spécificité sur

245






Discussion — Etude 3

I’inhibition des différentes sous-unités du protéasome 20S [448, 449] ainsi que son absence
d’inhibition des calpaines et des protéases du systéme lysosomal. Son effet se retrouve également sur
les mesures physiologiques en inhibant la protéolyse sans pour autant majorer le turnover protéique
comme le MG132 [450]. Par ces remarques et dans nos conditions, méme si le chiffre de 40%
concernant I’inhibition de la protéolyse post-exercice par la lactacystine doit étre considéré avec
précaution (Figure 36), il met en évidence que I’UPS n’est pas majoritairement impliqué dans la
protéolyse aprés par un exercice en condition a jeun. De la méme maniére, si I’inhibition de 93% du
LAS obtenue avec la pepstatine A et E64d est a nuancer, elle montre tout de méme la place importante
jouer par ce systeme dans la protéolyse d’exercice. Au sein du LAS, nous avons voulu décortiquer la
part du systéme de ’autophagie par I’inhibition de la protéine initiatrice du processus de séquestration,
la PI3K de classe 3: Vps34. 1l existe différents inhibiteurs des PI3K comme la 3-méthyladénine (3-
MA), la wortmannine ainsi que le LY294002 [451]. Parmi eux, la 3-MA apparait comme le plus
puissant pour inhiber 1’étape de séquestration [452] mais dans certaines conditions pourrait inhiber
d’autres kinases impliquées dans de nombreux processus cellulaires. En effet, une étude de Wu ef al.
(2010) [453] a démontré in vitro sur cellules MEFs et L929 qu’un traitement de plusieurs heures (6-9
heures) avec la 3-MA (5mM) dans un milieu riche en nutriments, contribuait curieusement a
augmenter les flux autophagiques en inhibant de facon prolongé des PI3K de classe 1 mais sans aucun
effet sur celles de classe 3. Cependant, ce méme traitement sur des temps courts (1-3 heures) et dans
des conditions de privation en nutriments, contribuait a diminuer 1’autophagie par un effet inhibiteur
transitoire sur Vps34 et n’affectait en aucun cas les activités des cathepsines B et L du lysosome. A
présent, cette étude suggere d’envisager 1’utilisation de la wortmannine pour son action inhibitrice
indépendante du statut énergétique de la cellule et persistante sur les PI3K de classe 3. Cependant, son
action spécifique sur le systeme autophagique reste a démontrer, ainsi la 3-MA peut étre retenue
comme inhibiteur spécifique du systéme autophagique dans nos conditions de jeline et un traitement
sur 1 heure. Il semble donc que les systémes autophagique et lysosomal soient impliqués a part égale
dans la protéolyse en condition d’exercice a jeun (Figure 36). Enfin, nos mesures physiologiques de
protéolyse systeme-dépendante aprés 1’exercice permettent seulement de mettre en évidence
l'activation majeure du LAS plutét que 'UPS. En revanche, ils ne permettent pas de distinguer entre
les systémes activés, celui ou ceux qui ont été¢ davantage augmentés par les contractions musculaires
plutdt que par le jetine. Etant donné que nous n’avons pas pu déterminer la part de ces systémes
protéolytiques en condition de jeline sans exercice, il est impossible de préciser si les 30% de
protéolyse induits par I’exercice sont le résultat de 1’activation préférentielle d’un des trois systémes
mesurés ou encore si ces 30% d’augmentation sont en lien avec une augmentation similaire des 3
systemes. Pour tenter de répondre a la question : quel(s) systéme(s) protéolytique(s) est (sont)
responsables de la protéolyse induite d’exercice en condition de jeline ?, et avec les indications des
mesures d'activités protéolytiques, il devenait alors nécessaire d’étudier les acteurs moléculaires

spécifiques de chacun des systémes.
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b. Marqueurs moléculaires des systémes protéolytiques

De fagon décevante, I'étude des différents marqueurs moléculaires des 3 systémes étudiés n’a pas
permis de mettre en relation les mesures de protéolyse avec les marqueurs classiques de chacun des

systémes protéolytiques. Plusieurs causes peuvent étre soulevées :

- Le choix des marqueurs moléculaires
- L’implication d’autres systémes de dégradation considérés comme mineurs : calpaines,
caspases, MMPs

- Des problémes méthodologiques

i. Participation du systéme ubiquitine-protéasome dans la protéolyse induite

d’exercice

Concernant I’UPS, les mesures d’ubiquitination ainsi que I’activité chymotrypsine-like bien que
non significativement différentes entre les groupes suggerent une activation majorée en condition
d’exercice qui reste a prouver, en augmentant dans un premier temps le nombre de mesures. En effet,
I’absence de significativité des profils d’ubiquitination mesurés en Western blot peut s’expliquer
méthodologiquement par une saturation du signal ne permettant pas d’affirmer la diminution de la
quantité¢ de protéines poly-ubiquitinées en condition d’exercice (Figure 39a). Cependant, cette
tendance peut étre interprétée soit comme une diminution de I’activation de I’UPS soit au contraire
comme une augmentation de 1’activité catalytique des sous-unités du protéasome 20S contribuant, a
un instant t, a I’augmentation de la dégradation protéasome-dépendante et donc a la diminution des
protéines poly-ubiquitinées. Cette derniere hypothése s'appuie sur une augmentation (bien que non
significative) de D’activité chymotrypsine-like en condition d’exercice (Figure 39b) mais doit étre
validée par la mesure de I’activité trypsine-like. Par ailleurs, I’expression génique des E3 ligases
MAFbx et MuRF1 était diminuée en situation d’exercice (Figure 39¢) On ne peut pas exclure que
cette diminution une heure apres 1’exercice se traduise par une inhibition plus tardive de 1’UPS.
Cependant, si la diminution de I’expression du géene de MAFbx a la suite d’un exercice en résistance a
été largement rapportée, nos résultats sur MuRF1 semblent contradictoires avec les données de la
littérature (Annexe 2). Une des explications est a rechercher dans la mise a jeun des animaux
puisqu’apres 12 heures de jelne, les expressions géniques de ces deux E3 ligases restent toujours
augmentées ce qui, au regard de la littérature, est en lien avec une traduction augmentée. Ainsi, au
moment de I’exercice, le contenu de ces protéines est déja trés €levé par rapport a une situation non a
jeun. Ainsi, le retour a des expressions géniques identiques a celles de la condition non a jeun suite au
stimulus de I’exercice (Figure 39¢) peut contribuer a stopper la traduction protéique de ces E3 ligases

dont le contenu est déja suffisamment important pour le fonctionnement de I’UPS. Par ailleurs,
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d’autres ligases pourraient étre plus pertinentes a mesurer comme Trim32 (E3) et plus récemment
UBE2B (E2 1) dont I’actine ainsi que les MHCs de type Ila pourraient étre les cibles (données non
publiées). Enfin, il faut aussi ajouter que les mesures d’activités des sous-unités du protéasome (p1,
B2, B5) sont des marqueurs davantage pertinents pour rendre compte de 1’activation d’un systéme et a

mon sens doivent prédominer pour I’interprétation des résultats.

ii. Implication du systéeme de I’autophagie dans la balance protéique induite

d’exercice

Nos résultats rapportent une activation, largement décrite dans la littérature, de I’autophagie suite
a la privation alimentaire de 12 heures si I’on considére le marqueur protéique de la formation des
autophagosomes LC3B. En effet, ’augmentation du recyclage de LC3-II en LC3-I traduit de maniére
indirecte I’augmentation des flux autophagiques par le jeline qui se trouvent cependant diminué 1
heure apres 1’ajout de I’exercice dans ces conditions. Or, le systéme autophagique est activé dans les
premieres minutes qui suivent un exercice en endurance notamment suite au détachement de la
protéine Bcel-2 du complexe Beclinl-Vps34 [355]. Une mesure plus précoce du turnover de LC3B
pourrait donc étre judicieuse pour I’observation d’une augmentation des flux autophagiques dans nos
conditions d’exercice. L hypothése formulée est que tout d’abord ’exercice en résistance effectué
dans des conditions de déficit énergétique peut concourir a augmenter les flux autophagiques afin
d’apporter les acides aminés nécessaires a la synthése protéique induite plus tardivement par
I’exercice. En effet, si la mesure physiologique de la synthése protéique (Figure 45) n’est pas
augmentée jusqu’a 1 heure aprés I’exercice, la synthése protéique est malgré tout relancée si 1’on
s’attarde sur les marqueurs moléculaires des voies de synthése protéique Akt et 4EBP1 (Figure 46).
Ainsi, une heure apres un exercice de résistance réalisé a jeun, les acides aminés donnés par le systéme
autophagique participe a I’activation de la synthése protéique [70, 396] mais peuvent également
stimuler les voies de signalisation Akt indépendantes telles que mTOR/4EBPI et la voie de la PLD1
pour I’inhibition du systéme autophagique (Figure 20) [391, 408]. Ainsi, une mesure des marqueurs
de I’autophagie sur des temps courts post-exercice (0-30min) pourrait faire apparaitre une activation
de ce systéme par 1’exercice expliquant en partie 1’augmentation du taux de protéolyse mesurée sur
I’intervalle 0-1 heure.

Enfin, I’autophagie impliquant les protéines chaperonnes (CMA) ne semble pas activée 1 heure
aprés notre exercice et se trouve méme diminué¢ aprés 12 heures de jeun étant donné que ni
I’expression du gene Lamp2a ni son expression protéique ne sont stimulées dans nos conditions.
Kiffin et al. (2004) [454] ont pu montrer une expression génique multiplié par 2 aprés 48 heures de
jetine chez le rat suggérant une stimulation de la CMA en lien avec des déficits énergétiques plus

importants que dans nos conditions.
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iii. Systéme lysosomal et exercice

Si le jeline a augmenté D’activité et I’expression génique de la cathepsine L, 1’exercice ajouté a
contribué a les diminuer. La baisse de cette activité pourrait dans une certaine mesure étre liée a la
diminution du contenu protéique en cathepsine L. Nous avons alors cherché a déterminer un index
d’activation défini comme le rapport entre la quantité dune protéine et la mesure de son activité.
Cependant nos tentatives de mesures en Western blot n’ont pas été trés concluantes du fait du manque
de spécificité de I’anticorps utilisé. Pour conclure sur le systéme lysosomal, des perspectives sont a
envisager sur la mesure des activités des cathepsines B et D, une heure apres ’exercice mais une
mesure immédiatement aprés 1’exercice n’est pas a exclure. En effet, a la suite d’un exercice

excentrique chez ’homme, Feasson er al. (2002) [318] ont pu mesurer une activité¢ cathepsine B+L

augmentée immédiatement apres 30 minutes de course a 80% de la VO2,,,.

iv. Conclusions et perspectives

L’ensemble des résultats sur les marqueurs moléculaires mesurés une heure apres notre exercice
en condition a jeun ne permettent pas d’expliquer trés clairement I’origine de la protéolyse (+30%)
induite par notre protocole d’exercice excentrique en résistance. Des informations supplémentaires
doivent étre apportées par les mesures de I’activité trypsine-like du protéasome ainsi que celles des
cathepsines B et D du systéme lysosomal afin de conclure sur I’activation de ces systémes une heure
post-exercice. Par ailleurs, I’hypothése d’une activation séquentielle de ces trois systémes mesurés
n’est pas a exclure. Pour cela, I’étude des marqueurs moléculaires sur des temps plus courts et/ou
immédiatement post-exercice est a envisager. La protéolyse mesurée sur I’intervalle 0-1 heure serait
peut étre le résultat de 1’activation dans un premier temps du systéme autophagique-lysosomal puis du
systéme ubiquitine-protéasome. Enfin, des perspectives sont envisagées vers d’autres systémes
protéolytiques tout d’abord jugés mineurs comme le systéme des caspases ainsi que des MMPs. Nos
premicres mesures en PCR montrent une réponse du gene de MMP-2 a la suite du jeline dont
I’expression reste identique apres I’exercice. Au regard de la littérature, MMP-2 serait impliquée dans
la réponse a I’entrainement d’endurance chez le rongeur et chez I’homme puisqu’a la fois ses
expressions géniques, protéiques ainsi que son activité ont été retrouvées augmentées [384, 386, 387]
apreés 1 a 5 semaines d’entrainement. Chez I’homme, son activité n’est pas modifiée dans les heures
qui suivent I’exercice aigu contrairement 8 MMP-9 qui a priori répond plutdt a I’exercice aigu [384-
386]. Chez le rat, d’une part I’activation de MMP-2 n’a pas été mesurée a la suite d’un exercice aigu,
d’autre part les muscles rapides ne semblent pas exprimer MMP-9 [382, 383, 455] confirmant que
nous n’ayons pas réussi a mesurer 1’expression du géene de MMP-9 dans nos échantillons. Ces données
de la littérature suggerent qu’une mesure de 1’activité de MMP-2 peut étre pertinente pour expliquer,
dans une certaine mesure, 1’augmentation de la protéolyse post-exercice. Enfin, certaines données de

la littérature mettent en évidence une activité de la caspase-3 [333] augmentée sans induction de
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I’apoptose et qui serait alors impliquée dans la dégradation protéique au cours de I’atrophie en
dégradant préférentiellement le complexe actomyosine ainsi que I’actine [230]. Dans le contexte d’un
exercice excentrique, la mesure de I’activité de la caspase-3 est une piste supplémentaire a envisager.
Pour conclure, il apparait trés compliqué d’expliquer la protéolyse induite par I’exercice lorsque
celui-ci est effectué dans des conditions de jetine. Les systémes protéolytiques étant déja activés par la
privation alimentaire, [’exercice n’a pu augmenter que de fagon relativement peu importante une
protéolyse déja élevée. Il est alors difficile d’obtenir des modifications de marqueurs moléculaires qui
soient significativement augmentés. En effet, en condition non a jeun pour laquelle la protéolyse
basale présente certes une grande variabilité interindividuelle, I’exercice permet d’induire une
activation de 70% de I’ensemble des systémes protéolytiques. De ce fait, il apparait maintenant plus
évident de répondre a la question de la part des différents systémes protéolytiques dans la protéolyse

induite par un exercice en situation post absorptive.

II- ROLE DE LA PROTEINE VPS34 DANS LA BALANCE PROTEIQUE POST-EXERCICE

La premicre fonction dans laquelle a été décrite la protéine Vps34 est celle de I'initiation du
processus de séquestration dans 1’autophagie [456]. Cependant, elle serait également le senseur de la
concentration intracellulaire en leucine pour I’activation de la protéine mTOR dans la synthése
protéique [362, 363]. Ce double role de Vps34 serait en lien avec la formation de complexe protéique
spécifique [365]. En effet, Vps34 forme un complexe avec Vpsl5 qui, associ¢ a la protéine Beclin-1,
est impliqué dans I’initiation de 1’autophagie. En revanche, I’interaction de la protéine pro-apoptotique
Bcl-2 avec Beclin-1 empéche la formation du complexe Beclin-1-Vps34 et donc I’induction de
I’autophagie [457]. Ainsi, I’inhibition de I’interaction Bcl2-Beclin-1 serait essentielle dans 1’induction
de I’autophagie par le jeline [457] ainsi qu’au décours d’un exercice d’endurance [355] pour la
formation du complexe Vps15-Vps34-Beclin-1 [365]. Par ailleurs, la protéine UVRAG (UV radiation
resistance-associated gene) serait un autre partenaire de Vps34, en régulant positivement 1’association
de Beclin-1 avec Vps34 [458]. Si les mécanismes impliquant Vps34 dans I’initiation de I’autophagie
sont en partie connus, son role suggéré dans la stimulation de mTOR par les acides aminés reste a
préciser. En effet, la surexpression de Vps34 conduit a I’activation de S6K1 de manicre non insulino-
dépendante [363] et n’est pas non plus inhibée par un traitement a la rapamycine suggérant une action
indépendante de mTOR. Ces données sont quelque peu paradoxales étant donné 1’action inhibitrice
connue de mTOR sur I"autophagie [459, 460]. Ainsi, ce double role de Vps34 serait en lien avec la
formation de complexe protéique spécifique lui conférant alors soit une action positive sur
I’autophagie soit une action positive sur la synthése protéique via mTOR. Dans la mesure ou la
synthése protéique nécessite une concentration intracellulaire en acide aminé suffisante, I’activation du
complexe Vps34-Beclin-1 et donc de [’autophagie participerait a augmenter les concentrations

intracellulaires en acides aminés. Ces derniers pourraient alors activer un autre complexe protéique,
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qui reste a déterminer, impliquant Vps34 et mTOR dans la stimulation de la synthése protéique.[365,
366]

Nos premieres expériences in vivo suggerent également I’implication de Vps34 a la suite d’un exercice
aigu en résistance avec ce role de Vps34 a la fois dans la synthése et la dégradation protéique. En
effet, il apparait que I’utilisation de la 3-MA et ainsi I’inhibition de [l’activit¢ de Vps34 soit
responsable de la diminution a la fois de la synthése et de la dégradation protéique principalement
dans le muscle EDL plutét que SOL en condition basale (post absorptive) et post-exercice (Figure
47b). Ces résultats sont a confirmer sur le muscle FDP, le plus impliqué dans ce type d’exercice.
Ensuite, il faudrait envisager une mesure de 1’activité de la protéine Vps34 d’une part pour vérifier son
activation a la suite de notre exercice en résistance, d’autre part pour vérifier la spécificité de
I’inhibiteur 3-MA. Par la suite, les acteurs moléculaires de la voie canonique de la synthése protéique
pourront étre mesurés pour déterminer I’action de la 3-MA sur cette voie en condition d’exercice.
Dans cette perspective, I’étude de I’implication de la PLD1 dans la stimulation de mTOR via Vps34
pourrait étre envisagée en utilisant I’inhibiteur /-butanol dans le milieu d’incubation des muscles.
Enfin, nos immunoprécipitations Bcl-2-Beclin-1 n’ayant pas été concluantes, celles de Beclin-1-Vps34
sont a envisager dans I’approche de la participation de Vps34 dans la protéolyse induite par un

exercice en résistance.
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Discussion générale et perspectives

Contrdler la masse musculaire peut se résumer in fine a un contrdle de la balance protéique qui
s’inscrit dans une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires régulant les
voies de la synthése et de la dégradation protéique. Au regard de la littérature, les travaux présentés
mettent en évidence 1’absence d’une stricte dichotomie entre d’un coté la synthese et de I'autre la
protéolyse musculaire. Il apparait que certains acteurs puissent selon la cascade de signalisation et
I’interaction avec des partenaires spécifiques jouer un double rdle tout aussi important pour la
régulation a la fois de la synthése et la dégradation protéique. Ce double rdle est tres lié au type de
stimulus mais également a une cinétique d’activation. Ainsi, 1’activation de STAT3 et sa participation
dans la prolifération des cellules satellites dans les heures qui suivent un exercice aigu de résistance
que nous avons pu mettre en évidence est en lien avec 1’activation de la protéine STAT1. Cependant,
une cinétique de mesure plus éloignée du stimulus de 1’exercice aurait probablement mis en évidence
la participation de STAT2 avec STAT3 dans I’induction de la différenciation des cellules satellites
activées. Récemment, cet acteur pourrait également interagir avec le proto-oncogéne Fyn et réguler
I’activité de la protéine Vps34 en lien avec I’activation de I’autophagie [369]. Cette donnée se révele
intéressante dans notre contexte de 1’exercice en résistance, puissant stimulus de la protéolyse mais
capable également d’activer les voies de la synthése protéique.

Un consensus semble s’établir concernant le double réle de Vps34 d’une part dans 1’induction de
I’autophagie et d’autre part dans la stimulation de la synthése protéique et I’inhibition de 1’autophagie
via mTOR. Ce double réle serait en lien avec des partenaires d’interaction protéiques différents dont
I’interaction Beclin-1-Vps34 nécessaire pour 1’induction de 1’autophagie dans certains contextes [365].
D’autres complexes protéiques sont a découvrir ainsi que les stimuli conduisant iz fine a la stimulation
de tel ou tel complexe formé par Vps34. Parmi ces stimuli, la concentration intracellulaire en acides
amings branchés et plus particuliérement en leucine semble étre une « clé de voute » dans ’activation
de ces complexes pour induire soit le systéme de 1’autophagie soit relancer la synthése protéique.
L’activation rapide de 1’autophagie a la suite d’un exercice en endurance a été montrée mais n’a pas
été étudiée dans le contexte d’un exercice de résistance. En effet, un tel exercice est responsable d’une
production plus importante d’insuline afin de répondre a la demande rapide en glucose par le muscle
(exercice hyperglycémiant). L effet permissif de I’insuline sur 1’entrée du glucose peut également se
retrouver sur les acides aminés en favorisant leur entrée dans le muscle concourant in fine a élever
leurs concentrations intracellulaires. L’effet de 1’exercice sur I’entrée d’acides aminés au sein du
muscle via I’insuline ne peut se faire qu’en condition post-absorptive ou a la suite d’une prise
alimentaire immédiatement aprés I’effort. Ainsi, si la protéine Vps34 peut étre impliquée dans
I’autophagie au cours de I’effort en lien avec le statut nutritionnel du sujet et également en lien avec
I’activation de certaines voies telle que ’AMPK [461] ; il n’est pas évident que son activation
retrouvée dans les heures qui suivent l’exercice en résistance [357, 366] soit liée au systéme
autophagique. En effet, ’entrée massive des acides aminés évoqués précédemment pourrait activer

Vps34 pour la stimulation de mTOR via la PLD1 [408, 409]. En effet, que ce soit Vps34 ou bien la
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PLD1, ces deux acteurs sont activés a la suite d’un exercice en résistance mais ¢galement a la suite
d’une supplémentation en leucine ouvrant des perspectives intéressantes dans la régulation de la
balance protéique post-exercice. Par ailleurs, tout comme Vps34, la protéine GCN2 (general control
non-derepressible-2) de la famille des kinases elF2a, est un senseur de la concentration en acides
aminés de la cellule et plus spécifiquement des ARN de transport (ARNt) non acétylés. En effet, les
ARNt non acétylés présentent davantage d’affinité pour la protéine GCN2 et son ainsi capables de s’y
fixer pour I’activer [462]. Cet état de non-acétylation traduit un ARNt « vide » c’est-a-dire ne
transportant aucun acide aminé. Ainsi I’augmentation de la concentration en ARNt vides est en lien
avec une diminution de la concentration en acide aminés intracellulaires. En situation de privation en
nutriment, I’activation de GCN2 concourt a ’activation de la synthése protéique par des mécanismes
non encore ¢lucidés. Dans ce contexte, I’enzyme Leucyl-tRNA synthetase pourrait &tre un senseur de la
leucine dans I’activation de mTOR via les protéines Rag GTPases [463, 464]. Par ailleurs, I’inhibition
du protéasome participe également a l’activation de GCN2 probablement en relation avec la
diminution de la dégradation des protéines cytosoliques [465, 466]. Ainsi, en lien avec 1’exercice, les
voies de signalisation impliquant les protéines GCN2 et Vps34 sont des pistes tres intéressantes
concernant la compréhension de la régulation de la balance protéique post-exercice ainsi que pour nos

perspectives d’une supplémentation « anti-protéolytique » en leucine apres 1’exercice.
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Role of interleukin 6 (IL-6) in strength training muscle adaptations
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ANNEXE 1 : Remodelage musculaire induit par différents protocoles d’exercice chez ’Homme et le Rat

HOMME

Quadriceps (vaste latéral)

2fois/semaine ; 19 semaines I Quadriceps (vaste latéral)
— type
3-5 séries de 6-12 répétitions +7-20% Adams et al., 1998
T type a (+30%)
Press, extension du genou (moyenne de tous les types de fibres)

1 type IIb (-94%)

2-3fois/semaine ; 8semaines Quadriceps (vaste latéral) Quadriceps (vaste latéral)
3 séries de 9-11 répétitions -1 T type I (+13%)
Campos et al., 2002
R 2min ; T type lla (+12%) Ttype Ila (+16%)
Press, squat, extension du genou 1 type IIb (-50%) T type 11b(+27%)
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Modalités d’exercice Typologie Contenu enzymatique Hypertrophie Auteurs

Triceps Brachial

IMHC I (-20%) )
5 séries de 3 répétitions Liu et al., 2003
T MHC IIa (+35%)

3fois/semaine ; 6 semaines

Bench press

LIx (-42%)

Quadriceps (vaste latéral)
6 séries de 15 répétitions pendant 6 jours

T activité LDH 24h post- Costa et al., 2007
extension du genou

exercice

3 fois /semaine ; 16 semaines ; Quadriceps (vaste latéral) Quadriceps (vaste latéral)
3 séries de 8-12 répétitions (80% RM) T type Ila T taille moyenne des fibres (>25%)
Petrella et al., 2008
R 90s 1 type IIb T cellules satellites
Extension du genou, press, squats T nombre noyaux/fibres
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Modalités d’exercice Typologie Contenu enzymatique Hypertrophie Auteurs
Gastrocnemius
4fois/semaine ; 4semaines |
-
4 séries de 10 contractions concentriques (90% P, ; )
—Ila Caiozzo et al., 1997
100Hz)
TIIx (+25%)

LIIb (-50%)

Gastrocnemius
4fois/semaine ; 12 semaines —MHC I
Gastrocnemius
5 séries de 12 contractions isométriques (60Hz) —MHC Ila ) Haddad et al., 1998
T poids du muscle (+13%)
R 10min. TMHC IIx
IMHC IIb

3fois/semaine ; 12 semaines
3 séries de 10 répétitions (75%RM)
R 2min

Gastrocnemius, Quadriceps
—Citrate synthase Aucune hypertrophie retrouvée Krisan ef al., 2004

— Hexokinase
+ chocs électriques
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ANNEXE 2 : Synthése des systémes protéolytiques activés avec I’exercice

Auteurs

Protocole

UPS LAS

Calpaines

MMPs

ENDURANCE

HOMME

Louis et al.,
2007

30min a 75% VO2,,.«

ARNmM
T MuRF-1 et
MAFbx 1, 2, 4h
post-exercice

ARNm
T calpaines 1&2
(peu importante)

Rullman et
al., 2007,
2009

Extension genou
45 min a 60 révolution/min
4fois/semaine pendant 5 semaines

2h post-exercice
T MMP-9

(activité+ARNm)
- MMP-2, MMP-
14 et TIMP-1
Apreés 10jours
d'entrainement
T MMP-2
(activité+ARNm),
T MMP-9, MMP-
14, TIMP-1
(ARNm), = MMP-
9 (activité)
Apreés 5 semaines
d'entrainement
T MMP-2, MMP-9,
MMP-14, TIMP-1
(ARNm), = MMP-
9 etT MMP-2
(activité)

Jamart et al.,
2012

24heures de course
biopsie 10min aprés exercice

Proteine Proteine
T MurF1, = MAFbx — Atg3, Atg7, Beclin-1
— activité B1, 5 T Atgl2, LC3-II
proteasome — activité cathepsinel
T activité 2
proteasome
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Auteurs Protocole UPS LAS Caspase Calpaines MMPs
ENDURANCE
RONGEUR
T activité
calpaine 1 et2
immédiatement
Belcastro et Course a 25m/min jusqu'a apres exercice
al., 1993 épuisement — activité
calpaine 1 et 2,
24h post-
exercice
Proteine Proteine
. 1 MuRF-13a0, 3h 1 Beclin-1, Atg7,
Kim et al., N . ° ;
2011 50min a 12m/min, pente 5 post-exercice Atg12‘-5, LC3-II,
1 MuRF-136,12h Lamp2aag, 3,6, 12h
post-exercice post-exercice
C;?inzl%ti ft 1h a charge croissante 10-40m/min 1 ratiI:)r(I_)(tZ%rI‘leC?,-l
He et al, Course a charge croissante jusqu'a Proteine
2012 épuisement T ratio LC3-11/LC3-I
T activité
45min de course a 20m/min nucléaire MMP-2
Exercice aigu + 5,14, 30 jours T activité et
. d’entrainement expression MMP-
Yeghiazaryan 9 cytoplasmique
etal, 2012

Adaptations
uniquement dans
soléaire mais pas

EDL
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ANNEXE 2 : Synthese des systémes protéolytiques activés avec 1’exercice

Auteurs

Protocole

UPS LAS

Caspase Calpaines

MMPs

RESISTANCE

HOMME

Yan et al.,
2006

Extension du genou
3x10 répétitions 65% RM

ARNmM
T MuRF-1, —
MAFbx, 4h post-
exercice
— MuRF-1, —
MAFbx, 24h post-
exercice

ARNm ARNmM
T caspase-3, 4, — calpaines 1
24h post-exercice et 2, 4, 24h post-
exercice
T Bcl-2, 24h
post-exercice

Louis et al.,
2007

Extension du genou
3x10 répétitions 70% RM

ARNmM
T MuRF-1
1, 2, 4h post-
exercice
IMAFbx 12h
post-exercice

ARNmM

— calpaines
1&2

Mascher et
al., 2007

Press
4 x 10 répétitions 80% RM R5min

ARNm
T MuRF-1
2h post-exercice
LMAFbx 48h
post-exercice

Churchley et
al., 2007

Extension genou
8 x 5 répétitions 80% RM R3min

ARNm
1 MuRF-1, |
MAFbx , 3h post-
exercice

Deldicque et
al., 2007

Extension du genou
10x 10 répétitions 80% RM R3min

ARNmM
T MAFbx
immédiatement
1 MAFbx 24h
post-exercice
— MAFbx 72h
post-exercice

ARNm

T calpaine 1, 72h
post-exercice

Glyn et al.,
2012

Extension du genou
10 x 10 répétitions 70% RM R3mn

ARNm+ Protéine
T MuRF-1, —
MAFbx, 1h post-
exercice

Protéine
— LC3-ll, 1h post-
exercice
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Auteurs Protocole UPS LAS Caspase Calpaines MMPs
RESISTANCE
HOMME
ARNmM ARNmM
T MuRF-1,3het — LC3,! GABARAP, 3h
Fry et al., Extension du genou 62 F;zztr_;);er;;e et 6h post-exercice
2012 8 x 10 répétitions 70% RM R3min - Protéine
post-exercice
— MAFbx post- 1 LC3-11/LC3-1, 3, 6,
exercice 24h post-exercice
— Beclin-1
RONGEURS
ARNm et protéine
Carmeli et al., 50min a 70% VO2 .« - MMP-9, T
2006 5 fois/semaine pendant 2 semaines MMP-2 dans
muscle rapide
EXCENTRIQUE
HOMME
Activité Activité Activité
— protéasome — cathepsine B+L — calpaines
immédiatement immédiatement et 1&2, lcalpaine
et 24h post- 24h post-exercice 3,
Feasson et al, exercice immédiatemnt

30 min a 80% V02, -12% pente

2001 post-exercice
T protéasome T cathepsine B+L 1 calpaine 1&3,
14jours post- 14jours post-exercice T calpaine 2, 24h
exercice post-exercice
ARNm+Protéine Protéine+ activité
. . T ubiquitine, E2,
Willoughby et Extension genou Zogt;?outz;r;eome 6 t caspase 3, 6
1, 2003 7x 10 répétitions & 150% RM R3mi
a x 10 répetitions a 150% 3min et 24h post- 24h post-exercice
exercice
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Auteurs Protocole UPS LAS Caspase Calpaines MMPs
EXCENTRIQUE
HOMME
12 min de sauts en contre-bas ARNmM
Kostek et al., L MAFbx, 3, 6 et
2007 charge 25% poids corporel 24h post-exercice
Autolyse et
Activité
. — calpaine 1, O,
Murphy et al, Extension genou 3, 24h et Zjours
2007 10 x 30 répétitions a 30°/s R1min ! i
post-exercice
T calpaine 3, 24h
post-exercice
T activité
Raastad et al, Extension genou calpaine totale
2010 30 x 10 répétitions a 30°/s R30s de 30min a 198h
post-exercice
RONGEUR
Activité
T MMP-2, 2,4 et

Koskinen et
al, 2001

130min a 17m/min, -13,5° pente

7jours dans
gastrocnemius
(rouge) mais pas
dans le soléaire
T TIMP-1, | TIMP-
2, 6h post-
exercice dans
gastrocnemius
TTIMP-2, 4 et
7jours dans
gastrocnemius
— TIMP-2 dans
soléaire
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BALANCE PROTEIQUE ET PHENOTYPE MUSCULAIRE

Le maintien de la masse musculaire est étroitement li¢ a la balance entre la synthése et la dégradation des
protéines. L’exercice physique est un puissant régulateur de la balance protéique et plus particulierement
I’exercice en résistance. S’intéresser a la balance protéique aprés un exercice s’inscrit dans une compréhension
des mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant aux phénomenes d’hypertrophie et/ou d’atrophie
musculaire. Nos travaux mettent en évidence que I’hypertrophie obtenue dans le muscle FDP aprés 10 semaines
d’un entrainement en résistance chez le rat, est en lien avec 1’activation chronique de la voie IL-6/STAT3 apres
chaque exercice aigu, en partie au sein du pool de cellules satellites activées. En phase proliférative, les cellules
dont la voie de signalisation STAT1/STATS3 est activée, répriment I'expression des facteurs myogéniques comme
MyoD et retournent ainsi a 1'état quiescent, concourant a augmenter le pool de réserve. Ces mécanismes
participent a la synthese protéique par I’apport de nouveau matériel génétique au sein des fibres musculaires
conduisant a une augmentation de leur surface de section ainsi qu'a leur conversion phénotypique avec
I’entrainement. L’exercice en résistance favorisant la protéolyse, nos travaux ont cherché a caractériser les
systeémes protéolytiques (autophagique-lysosomal, ubiquitine-protéasome) impliqués dans la balance protéique
post-exercice. Les marqueurs moléculaires étudiés (activités enzymatiques du protéasome et de la cathepsine L,
expression protéique et génique de LC3B, des E3 ligases...) ne permettent pas d’expliquer clairement les +30%
de protéolyse obtenus une heure aprés des contractions excentriques sur muscle EDL isolé de rat en condition a
jeun. Des perspectives d’étude des systeémes des calpaines, des caspases et/ou des métalloprotéases matricielles

sont alors a envisager.

Mots clés : exercice, hypertrophie, IL-6, cellules satellites, autophagique-lysosomal, ubiquitine-protéasome

PROTEIN BALANCE AND MUSCULAR PHENOTYPE

The maintain of muscle mass is closely controlled by protein synthesis and degradation balance. Physical
activity and mainly resistance exercise is a powerful stimulus to positive muscle protein balance. To understand
how protein balance is regulated after exercise, cellular and molecular mechanisms leading to muscular
hypertrophy and/or atrophy have to be elucidated. Our works point out that FDP muscular hypertrophy after 10
weeks of resistance training in rat is partly due to the chronically activation of IL-6/STAT3 signaling pathway,
occurring in the activated satellite cell pool, after each single exercise bout. Once activated and engaged in the
myogenic program, cells in which STAT1/STAT3 signaling pathway is activated, could downregulate MyoD
and return to a quiescent state, leading to increase satellite cell reserve’s pool. These events participate to
enhance protein synthesis by the incorporation of new genetic material into muscle fiber leading to increase their
cross sectional area and phenotypic shift after training. As resistance exercise increases proteolysis, our works
attempt to characterize the proteolysis systems (lysosomal-autophagic, ubiquitin-proteasome) involved in protein
balance after exercise. The molecular markers measured ( chymotrypsin-like and cathepsin L activities, protein
and gene expressions of LC3B, E3 ligases...) could not explain the +30% of proteolysis obtained one hour after
resistance eccentric contractions on EDL muscle of starved rats. Further studies based on calpains, caspases and

metalloproteinase activities and/or expressions should bring us valuable information.

Keywords : exercise, hypertrophy, IL-6, satellite cells, lysosomal-autophagic, ubiquitin-proteasome
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