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II. L'Unité de Nutrition Humaine (UNH)

L'Unité de Nutrition Humaine est localisée sur 2 sites : le site de la Faculté de Médecine et le site de Theix, au sein duquel j'ai réalisé mon stage. L'unité est composée de 5 équipes de recherche et de 3 infrastructures d'appui : la plateforme d'exploration du métabolisme, l'installation expérimentale en nutrition (animalerie) et l'équipe administrative. On retrouve un effectif de plus de 100 agents permanents. Dirigée par le Dr. Didier REMOND, l'UNH a pour objectif de développer des stratégies nutritionnelles innovantes afin de diminuer ou prévenir les désordres associés au vieillissement et/ou aux maladies chroniques.

III. L'Equipe Proteostasis

Dirigée par le Dr. Pierre FAFOURNOUX, l'équipe Proteostasis concentre ses recherches sur l'étude du métabolisme des acides aminés et des protéines en cas de dérégulation métabolique. L'équipe étudie ainsi les origines et les conséquences des dérégulations protéiques pour développer par la suite des stratégies nutritionnelles ou pharmacologiques. Ces dernières peuvent être de nature préventive, il faut alors agir avant afin d'empêcher l'apparition de dérégulations de l'homéostasie protéique ou alors de nature curative, et donc corriger ces dérégulations et rétablir l'homéostasie protéique.

Contexte de l'étude

Le muscle squelettique est essentiel pour l'Homme, il assure la mobilité, le maintien de la posture, la contraction musculaire mais également sert de réservoir d'acides aminés permettant la défense de notre organisme (par exemple la défense immunitaire). Il représente 40% de la masse corporelle totale d'un individu. Lors de plusieurs conditions cataboliques (inactivité physique prolongée, vieillissement…), le muscle subit une atrophie musculaire qui se caractérise ainsi par une diminution de la masse globale du muscle. L'atrophie musculaire perturbe également l'homéostasie corporelle globale entrainant des réponses moins efficaces aux traitements et une morbidité plus importante. Aucun traitement préventif ou curatif efficace n'existe à ce jour, c'est pourquoi cela reste un enjeu de santé publique.

L'atrophie musculaire est la conséquence d'un dérèglement de l'homéostasie protéique provoqué par la suractivation ou l'inhibition d'un ensemble de voies de signalisation comme la voie eiF2a-ATF4, qui répondent à différents stress. Cette voie de signalisation trop activée conduit à une protéolyse trop importante, alors qu'une activation modérée et temporaire en amont d'une situation catabolique, est suggérée par l'équipe comme pouvant prévenir en partie l'atrophie musculaire. L'équipe a donc réalisé un protocole expérimental chez des souris pour tester cette hypothèse. La voie eIF2a-ATF4 a été activée (ou non) de façon modérée et transitoire pendant 3 semaines par une molécule pharmacologique, l'halofuginone et les animaux ont ensuite été soumis (ou non) à une inactivité physique grâce au modèle de suspension par le train arrière. L'objectif de mon stage a été de caractériser l'effet d'un pré-conditionnement à l'aide de l'halofuginone, en amont d'une atrophie musculaire provoquée par la suspension des pattes arrières chez la souris. Lors de mon stage, je me suis tout particulièrement intéressé à l'expression de différents marqueurs du dérèglement de l'homéostasie musculaire (protéolyse et synthèse protéique), ainsi qu'à l'expression de gènes cibles de la voie ATF4 dans les muscles gastrocnémiens des souris. 

III. La voie de signalisation eiF2α -ATF4

En réponse à différents stress (cf. figure 6), différentes kinases (PERK, PKR, HRI, GCN2) peuvent être activées entrainant la phosphorylation de eIF2α sur la sérine 51 [START_REF]L'activation de la voie eIF2α-ATF4, une réponse adaptative au stress cellulaire[END_REF] Suite aux 3 semaines, 8 souris de chaque groupe ont été suspendues par la queue (cf. figure 8) pendant 3 jours (souris HS3) et 8 autres pendant 7 jours (souris HS7). Les 8 dernières souris de chaque groupe ont servi de contrôle à l'expérience puisqu'elles n'ont pas été suspendues.

De plus, 30 minutes avant le sacrifice, les souris ont reçu une injection de puromycine par voie intrapéritonéale à une dose de 0.04 µmol/g de poids corporel dans le but d'estimer la synthèse protéique musculaire (cf. figure 2). Au terme du protocole, les souris ont été sacrifiées, puis l'équipe a ainsi récupéré les muscles gastrocnémiens pour les peser et les conserver à -80°C jusqu'à utilisation. automate qui est la « G-Box » (Syngene), pendant une minute (Lampe TLUM, Filtre Upper wave). Cette étape est nécessaire car elle va permettre aux molécules trihalométhanes comprises dans le gel de s'associer aux acide aminés tryptophane des protéines sous l'action de la lumière UV. Ceci nous permet ainsi de visualiser les protéines contenues dans les gels. Ces images nous ont permis par la suite de quantifier la quantité de protéines déposée et de corriger les résultats d'éventuels problèmes de dépôts en normalisant la valeur des signaux anticorps par cette valeur TGX.

II. Western Blots

Ensuite, par une technique de transfert liquide, les protéines ont été transférées sur une membrane de PDVF (polyvinyldene difluroride) dans une cuve d'électrophorèse à un courant constant de 0.15A (Ampère) sur toute la nuit, sous agitation magnétique et à 4°C. Les membranes ont préalablement été activée dans de l'éthanol 100% pendant 30 secondes afin d'enlever le caractère hydrophobe de ces dernières et donc permettre le transfert des protéines sur les membranes.

A la suite du transfert, les membranes ont ensuite été plongées dans une solution de blocage (BSA 5% -TBS 1X -0.1% Tween 20) pendant 1 heure sous agitation à température ambiante. Ces dernières ont ensuite été hybridées avec l'anticorps primaire (cf. tableau 2). Les membranes ont ensuite subi un lavage rapide, puis une succession de 3 lavages de 15 minutes dans une solution de lavage (TBS 1X Tween 0.1%). Puis, elles ont été hybridées avec un anticorps secondaires marqué à la HRP (Horseradish Peroxydase) (cf. tableau 3), à température ambiante pendant 1h et sous agitation. Suite à cela, les membranes ont subi le même lavage que pour l'étape précédente. Afin de visualiser les signaux, nous avons réalisé une révélation en chimiluminescence ; pour cela, nous avons utilisé le substrat « Forte » (Immobilon® Forte Western HRP Substrate).

Ce substrat réagit avec la HRP qui est présente sur l'anticorps secondaire ; ainsi le produit de cette réaction émet une luminescence et est donc visible sous l'automate (« G-Box »). Les signaux et images capturés ont été acquis par le logiciel « Genesys » puis la quantification a été réalisée avec le logiciel « ImageJ ». Les valeurs ont ensuite été normalisées contre la quantité totale de protéines déterminée par les gels TGX. La baisse moins importante de la quantité de puromycine incorporée dans les protéines chez les souris suspendues ayant reçu le traitement à l'HF par rapport aux souris traitées à l'H20 suggère que le pré-condionnement par l'HF a préservé en partie la synthèse protéique dans les muscles de ces souris pendant la suspension. 

III. RT-qPCR

III. Etude de l'expression des atrogènes et des gènes impliqués dans la balance protéique a. Analyse de l'expression des atrogènes

Conclusion

Mes objectifs étaient d'étudier l'expression de différents marqueurs du dérèglement de l'homéostasie musculaire (protéolyse et synthèse protéique), ainsi que l'expression de gènes cibles de la voie ATF4 dans les muscles gastrocnémiens des souris, afin de préciser les mécanismes par lesquels l'HF avait permis de préserver partiellement la masse musculaire pendant une atrophie induite par la suspension.

J'ai pu montrer pendant ce stage que la synthèse protéique musculaire était réduite pendant la suspension de façon moins importante chez les souris préconditionnées par l'halofuginone.

J'ai également montré que les atrogènes impliqués dans la protéolyse UPS ou lysosomale (autophagie) étaient induits pendant la suspension de la même manière quel que soit le traitement. De plus, j'ai montré que l'induction de la voie ATF4 pendant la suspension n'était pas affectée par le pré-conditionnement. Ceci suggère donc que l'effet de l'HF sur la préservation de la masse musculaire pendant la suspension s'exercerait principalement sur la synthèse protéique, sans impact ni sur la protéolyse, ni sur la voie ATF4.

Ce stage m'a apporté une première approche du monde professionnel qui est celui de la recherche. Durant ces 10 semaines, j'ai rencontré des problèmes lors de Western Blot pour le transfert ou encore la préparation des gels mais j'ai su trouver des alternatives en me tournant vers les personnes de l'équipe ayant plus d'expérience afin de m'aider. J'ai aussi suivi le protocole entier d'un RT-qPCR de l'extraction des ARN aux résultats. Ainsi j'ai pu développer mon sens critique sur mes propres résultats, approfondir mes connaissances théoriques et compétences techniques que j'ai acquises durant ces 2 ans à l'IUT mais aussi devenir plus autonome.

ADN =

  Acide désoxyribonucléique ANOVA = Analysis of variance APS = Ammonium persulfate ARN = Acide ribonucléique ATF4 = Activating transcription factor 4 ATG = Autophagy Gene BET = Bromure d'éthydium BSA = Bovine serum albumin CDKN1A = Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A CTSL = Cathepsine L EDTA = Éthylènediaminetétraacétique eIF2α = eukaryotic initiation factor 2 alpha EIF4EBP1 = Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding Protein 1 FBXO = F-Box Protein FOXO3 = Forkhead Box 03 GADD45A = Growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 alpha HF = Halofuginone HRP = Horseradish peroxydase HS = Hindlimb suspension PA700 = Proteasome activator 700 PCR = Polymerase chain reaction PhIC = Phosphatase inhibitor cocktail PIC = Protease inhibitor cocktail PVDF = Polyvinylidene difluroride qPCR = quantitative Polymerase Chain Reaction RT = Reverse transcriptase SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis TBS = Tris buffer saline TBST = Tris buffered saline with tween TCEP = Tris(2-carboxyethyl)phosphine) TEMED = Tétraméthyléthylènediamine TG = Tris Glycine TGX = Tris-Glycine eXtended TRIB3 = Tribbles Pseudokinase 3 TRIM63 = Tripartite Motif Containing 63
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 12 Figure 1 : Schéma de la traduction d'un ARN messager en protéine
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 3 Figure 3 : Schéma du mécanisme d'UPS (Ubiquitin Proteasome System) et des gènes impliqués dans cette voie de dégradation protéique
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 4567 Figure 4 : Schéma du mécanisme de l'autophagie et de gènes impliqués dans cette voie de dégradation protéique
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 89101112131415 Figure 8 : Modèle de souris suspendue par la queue (Hindlimb suspension, HS)
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 161 Figure 16 : Expression relative d'ARNm de gènes impliqués dans l'autophagie : Atg5 (a), Atg12 (b), Atg16 (c) chez des souris pré-conditionnées à l'Halofuginone puis suspendues ou non
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 34 Figure 3 : Schéma du mécanisme d'UPS (Ubiquitin Proteasome System) et des gènes impliqués dans cette voie de dégradation protéique
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 5 Figure 5 : Schéma de la balance protéique en condition physiologique (1) ou en condition d'atrophie musculaire (2).

Figure 6 :

 6 Figure 6 : Schéma de la voie de signalisation eIF2a-ATF4 (Bruhat and al. -2015)

Figure 7 :

 7 Figure 7 : Schéma illustrant le protocole expérimental sur l'animal Les souris ont reçu un pré-condionnement à l'Halofuginone (0.25µg/g) pendant 3 semaines à une fréquence de 3 gavages par semaine, puis ont été suspendues par le train arrière pendant 3 (HS3) ou 7 (HS7) jours.

Figure 8 :

 8 Figure 8 : Modèle de souris suspendue par la queue (Hindlimb suspension, HS)

  a) Extraction et dosage des protéines Nous avons utilisé un protocole pour séparer les protéines nucléaires des protéines cytosoliques. Les muscles gastrocnémiens ont été broyés à l'aide d'un mortier sur glace carbonique, puis environ 50mg de cette poudre a été homogénéisée à l'aide d'un Tissue Ruptor dans 1mL de tampon d'extraction B1 (cf. tableau 1). Les protéines ont été ensuite centrifugées à 800g pendant 15 minutes et à 4°C (cf. figure 9). Le surnageant S0 contenant les protéines cytosoliques a été récupéré afin d'être centrifugé à nouveau dans les mêmes conditions mais pendant 10 minutes. A la fin de ces 10 minutes, le surnageant résultant S1 a été de nouveau centrifugé 10 minutes à 11 000g ; ce dernier surnageant S2 contenait les protéines cytosoliques. Il a été congelé et stocké à -80°C jusqu'à utilisation.

Figure 9 :

 9 Figure 9 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de l'extraction protéique

  a) Extraction et dosage des ARN L'extraction d'ARN (Acide Ribonucléique) a été réalisée avec le kit « NucléoMag » ainsi qu'avec l'appareil Thermo Scientific KingFisher Duo Prime composé de pointes magnétiques; 20mg de poudre de muscle gastrocnémien ont été ajouté dans 300µL de tampon de lyse composé de thiocyanate de guanidinium 60% et d'un agent réducteur qui est le TCEP (tris(2-carboxyethyl) phosphine). Suite à cela, nous avons utilisé le Precellys, un automate qui permet de broyer et d'homogénéiser nos échantillons pendant 15s à 6000 RPM. Puis nos échantillons ont été centrifugés pendant 5600g pendant 5 minutes afin de récupérer le surnageant dépourvu de débris cellulaires. Ce kit « NucléoMag » est basé sur la liaison réversible des acides nucléiques à des billes magnétiques dans des conditions tampons appropriées à température ambiante. Dans des plaques 96 puits, nous avons donc déposé sur la première ligne les surnageants, un tampon MR2 « Binding Buffer » composé de propanol 100% afin de favoriser la liaison des acides nucléiques aux billes magnétiques ainsi que des billes magnétiques « NucleoMag® B-Beads ». L'appareil Thermo Scientific KingFisher Duo Prime est composé de pointes magnétiques permettant de réaliser les étapes suivantes : (1) une agitation de 5 minutes afin d'homogénéiser les 3 réactifs et de permettre aux acides nucléiques de se fixer sur les billes magnétiques, (2) une digestion de l'ADN vers la ligne suivante de la plaque par un mélange de rDNase (Recombinant desoxyribonuclease) pendant 15 minutes, (3) des lavages successifs à l'aide du tampon de lavage MR3 (thiocyanate de guanidinium 60% -éthanol 55%) pour éliminer les contaminants et les sels, (4) une dernière étape de lavage à l'aide du tampon MR4 (éthanol 90%) afin de retirer par séchage à l'air l'éthanol résiduel, (5) enfin une élution de l'ARN purifié avec 50 µL d'eau sans RNase. L'ARN peut à cette étape être directement utilisé pour des applications en aval. Suite à l'extraction, un dosage des ARNs a été réalisé. La technique consiste à déposer 1µL d'ARN élué, sur un appareil de mesure qui est le « Nanodrop ». Le principe du Nanodrop repose sur une spectrophotométrie UV/visible qui mesure la concentration des ARN purifiés qui absorbent à 260nm. Des ratios sont ensuite à contrôler (A260/A230 et A260/280) afin de vérifier s'il y'a des contaminations ou non.
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 10 Figure 10 : Contrôle et vérification de l'intégrité des ARN sur gel d'agarose
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 11 Figure 11 : Melting curve et Standard curve de vérification des amorces de Fbxo21

Figure 12 :

 12 Figure 12 : Gel d'agarose sous UV avec visualisation de la taille des amplicons de chaque amorce Les amplicons ont été déposé sur un gel d'agarose à 2 % contenant du bromure d'éthidium afin de visualiser les bandes sur UV et d'analyser leur taille par rapport à la taille théorique attendue. Taille théorique attendue : Foxo3a = 116pb / Mef2c = 178 pb / Mef2d = 139 pb / Fbxo21 = 95 pb Nous pouvons ainsi voir sur le gel et grâce à l'échelle nucléique que la taille des amplicons est la même que celle attendue, ce qui a permis de valider les amorces.

Tableau 4 :

 4 Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour la q-PCRLes valeurs obtenues ont été normalisées par le gène de ménage TBP (TATA binding protein), gène ne présentant pas de variation d'expression dans nos conditions expérimentales. Enfin, les valeurs normalisées ont été rentrées dans le logiciel « GraphPad » afin de tracer les graphiques et de réaliser des tests statistiques. f) Analyse statistique Le test statistique ANOVA (Analysis of variance) à deux facteurs (facteur traitement et facteur suspension) a été utilisée pour comparer les différents groupes. Par la suite les données ont été comparées 2 à 2 par un test de Fisher. Les différences d'expression d'ARNm ont été considérées comme statistiquement différentes à un seuil de 5% (P<0.05).
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 13 Figure 13 : Expression relative de puromycine incorporée dans les protéines chez des souris pré-conditionnées à l'Halofuginone (HF) puis suspendues (HS) ou non

Figure 14 :

 14 Figure 14 : Expression relative d'ARNm d'atrogènes chez des souris préconditionnées à l'Halofuginone puis suspendues ou non L'expression relative de Trim63 (a), Fbxo32 (b), Ctsl (3), Foxo3 (d), Fbxo21 (e), Fbxo30 (f) a été mesurée dans le muscle gastrocnémien des souris préconditionnées à l'eau (H20) ou l'halofuginone (HF) et ensuite suspendues pendant 3 et 7 jours (HS3, HS7) ou non (Ctrl). Les données ont été exprimées par rapport au groupe « H20 Ctrl » corrigé à 1 et sont des moyennes ± SEM pour n = 48. * : P<0,05 / ** : P<0,01 / *** : P<0,001 / **** : P<0,0001 (test ANOVA).
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 15 Figure 15 : Expression relative d'ARNm des gènes cibles de la voie de signalisation ATF4 chez des souris pré-conditionnées à l'Halofuginone puis suspendues ou non L'expression relative de Cdkn1a (a), Eif4ebp1 (b), Gadd45a (c), Trib3 (d) et Atf3 (e) a été mesurée dans le muscle gastrocnémien des souris préconditionnées à l'eau (H20) ou l'halofuginone (HF) et ensuite suspendues pendant 3 et 7 jours (HS3, HS7) ou non (Ctrl). Les données ont été exprimées par rapport au groupe « H20 Ctrl » corrigé à 1 et sont des moyennes ± SEM pour n = 48. * : P<0,05 / ** : P<0,01 / **** : P<0,0001 (test ANOVA).
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 16 Figure 16 : Expression relative d'ARNm de gènes impliqués dans l'autophagie chez des souris pré-conditionnées à l'Halofuginone puis suspendues ou non L'expression relative de Atg5 (a), Atg12 (b), Atg16 (c) a été mesurée dans le muscle gastrocnémien des souris préconditionnées à l'eau (H20) ou l'halofuginone (HF) et ensuite suspendues pendant 3 et 7 jours (HS3, HS7) ou non (Ctrl).Les données ont été exprimées par rapport au groupe « H20 Ctrl » corrigé à 1 et sont des moyennes ± SEM pour n = 48 (test ANOVA).

  

  

  Néanmoins plusieurs travaux de l'équipe convergent vers l'hypothèse qu'une activation modérée et temporaire de la voie pourrait au contraire limiter la perte de masse musculaire en permettant une meilleure réponse musculaire au stress. Ainsi, activer la voie eIF2α -ATF4 dans des conditions optimales avant un stress, ce que l'on appelle un pré conditionnement, pourrait avoir un effet bénéfique sur la préservation de la masse musculaire.
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de la masse des muscles gastrocnémiens des souris a été observée pour ces souris traitées à l'halofuginone en amont d'une suspension par le train arrière.

IV. Mes objectifs

Mes objectifs au sein du stage ont été d'étudier les mécanismes moléculaires sous-jacents impliqués dans la préservation partielle de muscles gastrocnémiens chez la souris ayant subi un traitement à l'halofuginone (HF) ou non en amont d'une situation d'atrophie musculaire (suspension par la queue). Pour ce fait, j'ai étudié l'expression de différents marqueurs du dérèglement de l'homéostasie musculaire (protéolyse et synthèse protéique), ainsi que l'expression de gènes cibles de la voie ATF4 dans les muscles gastrocnémiens des souris.
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Les souris ont reçu un traitement par l'halofuginone (HF) (0,25 mg/kg) ou de l'eau (H20) 3 trois par semaines pendant 3 semaines en amont d'une atrophie musculaire induite par la suspension par le train arrière pendant 3 (HS3) ou 7 (HS7) jours (n = 48). La quantité de puromycine incorporée dans les protéines a été analysée par Western Blot à partir de 40µg de protéines. 
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Abstract

Keywords : Muscle atrophy, Halofuginone, Protein homeostasis, Preconditioning

Nowadays, there are pathologies with no real effective treatment, such as muscle atrophy.

Muscle atrophy is represented by a loss of muscle mass in various catabolic situations due to a deregulation of protein homeostasis. The eIF2α -ATF4 signalling pathway is involved in this protein homeostasis, so studying the expression of its target genes by qPCR allows us to visualize the intensity of pathway activation in muscle atrophy situation. Halofuginone (HF) is a molecule that induces the phosphorylation of eIF2α and thus the activation of ATF4. A pre-conditioning was carried out on mice, HF was administered for 3 weeks upstream of a muscle atrophy induced by hindlimb suspension. My objectives were to study (1) the expression of different markers of muscular homeostasis (proteolysis and protein synthesis), as well as (2) the expression of ATF4 pathway target genes. Our results show that HF limits the decrease in muscle protein synthesis during atrophy. In addition, the results of the expression of ATF4 target genes and atrogenes suggest an increase during suspension in the same way regardless of treatment. The effect of HF could then act primarily on protein synthesis without impacting proteolysis or ATF4 pathway.