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REVUE DE BIBLIOGRAPHIE

1. Introduction

L’organisme d’un adulte en bonne santé renferme 11 a 15 kg de protéines soit 17% du poids
du corps. Ces protéines sont en constant renouvellement & hauteur de 3,5 a 4,5 g de protéines
par kg et par jour. Le tissu musculaire est la principale réserve protéique de 1’organisme. Sa
masse est régulée par les processus cellulaires de protéolyse et de protéosynthese. De
nombreuses situations physiologiques ou pathologiques conduisent a une diminution de la
masse musculaire. Cette atrophie musculaire s’accompagne d’une diminution de la force et de
I’endurance de la contraction musculaire, principale fonction du muscle mais aussi d’autres
perturbations telles que des altérations de I’homéostasie du métabolisme des acides gras et du
glucose. L’atrophie musculaire survient lorsque le muscle n’est plus sollicité (immobilisation
prolongée, dénervation, apesanteur), lors du vieillissement, du jelne, ou de certaines
situations pathologiques comme le cancer, le sepsis, le diabete, I’insuffisance respiratoire,
cardiaque, hépatocellulaire ou rénale. L’activation de la protéolyse, parfois associée a une
diminution de la protéosynthése, constitue une adaptation métabolique de I’organisme. En
effet, les protéines musculaires sont une source d’acides aminés libres qui seront dirigés vers
la néoglucogenese a des fins énergetiques, et lors de certaines pathologies vers la synthése des
protéines de la réaction inflammatoire et les synthéses protéiques obligatoires (cceur,
cerveau...). Les situations a I’origine de la perte de masse musculaire sont donc nombreuses
mais elles concourent toutes a de graves altérations des muscles squelettiques. Cette atrophie
musculaire a de lourdes conséquences en clinique. Au cours de I’insuffisance rénale par
exemple, elle est responsable d’une diminution de la qualité de vie, d’une augmentation des
hospitalisations, et de la mortalité des patients. La compréhension des mécanismes de
I’atrophie musculaire est nécessaire pour envisager des stratégies thérapeutiques. L’analyse
des étapes précoces de la dégénérescence musculaire et notamment des molécules impliquées
dans la déstabilisation du sarcomeére est nécessaire pour mettre en route des mesures
préventives. La connaissance des principaux acteurs, les fonctions cellulaires altérées et les
voies métaboliques impliquées dans le développement de I’atrophie est quant a elle,
nécessaire pour envisager des thérapeutiques curatives bloguant en partie le processus de
protéolyse et/ou pour le contrebalancer par une augmentation de la protéosynthese

musculaire. L’objectif de mon travail était donc d’identifier les modifications métaboliques



survenant au cours d’une atrophie musculaire engendrée par une insuffisance rénale, en me

focalisant plus particulierement sur le role de la protéolyse.
2. L’insuffisance rénale chronique
2.1. Définition

Les reins permettent le maintien de I’homéostasie du milieu intérieur essentiel a la survie des
cellules de I’organisme. Ils assurent 1’élimination des déchets produits par le métabolisme
azoté (les toxines urémique), ajustent les sorties d’eau et d’¢lectrolytes de fagon a maintenir la
volémie et la composition du sérum constante et produisent des hormones intervenant dans le
controle de I’hématopoiése (érythropoiétine), du métabolisme minérale et osseux (1,25 (OH):
Vitamine D3) ou de la pression artérielle (rénine). L’unité fonctionnelle des reins est le
néphron. Il comprend un glomérule au sein duquel le sang est filtré aboutissant a 1’urine
primitive qui s’écoule dans le tubule. Les phénomeénes de réabsorption et de sécrétion qui
s’operent a ce niveau aboutissent a ’excrétion de 1’urine définitive dans les voies urinaires.
En pratique, la fonction globale des reins est appréciée par le niveau du débit de filtration
glomérulaire (DFG). La maladie rénale chronique (MRC) désigne la présence de signes
d’atteinte rénale (protéinurie, anomalies du sédiment urinaire, troubles hydroélectrolytiques
témoignant d’une dysfonction tubulaire, 1ésion histologique ou anomalie a I’imagerie) plus ou
moins associés a une réduction du DFG persistant pendant plus de 3 mois®. La MRC est
classée en 5 stades de séveérité croissante en fonction du niveau de réduction du DFG. On
parle d’insuffisance rénale chronique a partir du stade 3 correspondant a un DFG inférieur a

60 mL/min/1,73m2 estimé a I’aide de 1’équation CKD EPL
2.2. Epidémiologie

La MRC représente un probléme majeur de santé publique?. On estime a 3 millions en France
le nombre de patients ayant une MRC. L’augmentation de la prévalence du diabéte, de
I’hypertension artérielle et de I’obésite, I’allongement de 1’espérance de vie et I’accumulation
de comorbidités a risque d’insuffisance rénale aigué avec 1’age (insuffisance cardiaque,
artériopathie, cancer...) sont autant de facteurs expliquant 1’augmentation observée et
prévisible du nombre de personnes ayant une MRC. En France, la prévalence de la MRC
nécessitant un traitement de suppléance (dialyse ou greffe rénale) augmente de 4% tous les

ans (données du registre REIN). En dépit des progres thérapeutique, la MRC reste la cause
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d’une dégradation de la qualité de vie® et d’un risque de décés accru corrélé au degré de
gravité de I’insuffisance rénale*. Outre les atteintes directes sur la fonction rénale, la MRC est
responsable de la survenue d’une atrophie musculaire. Cette derniére est d’intensité modérée
mais persistante tout au long du développement de la maladie rénale et entraine donc au final
une atrophie délétere pour le patient. 1l existe un ensemble de données concordantes révélant
que I’existence d’une atrophie continue et la diminution de la masse musculaire constituent
des facteurs de risque indépendants de mortalité chez les patients ayant une MRC. La lutte
contre I’atrophie musculaire apparait donc comme une composante majeure pour améliorer le
pronostic des patients ayant une MRC. Pour cela, la compréhension des mécanismes de
’atrophie musculaire au cours de la MRC est un préalable nécessaire a la mise au point de

stratégies diagnostiques precoces et/ou de thérapeutiques efficaces.
3. Le muscle strié squelettique et I’atrophie musculaire
3.1. Structure du muscle strié squelettique
3.1.1.Histologie

Le muscle strié squelettique est constitué de fibres musculaires, de tissu conjonctif, de
vaisseaux sanguins et de fibres nerveuses®. La fibre musculaire représente I’unité cellulaire
spécialisée du muscle. Elle confere les propriétés contractiles du muscle. Chaque fibre
musculaire est entourée d’une membrane basale appelé endomysium. Les fibres musculaires
se regroupent en faisceau musculaire recouvert par une trame conjonctive, le périmysium. Les
faisceaux de fibres musculaires se réunissent a chaque extrémité du muscle en tendon qui

s’accroche sur 1’0s. Le muscle est entouré d’une aponévrose ou épimysium® (figure 1A).
3.1.2.Principales cellules du muscle striée squelettique
3.1.2.1. La fibre musculaire striée squelettique

La fibre musculaire striée squelettique® est une cellule hautement spécialisée, douée de
propriétés contractiles. Elle a un aspect en fuseau long (de quelques mm jusqu’a 30 cm chez
I’homme) et fin (de 10 a 100 um de diamétre). La fibre musculaire striée squelettique est
caractérisée par son aspect strié en microscopie di a I’alternance de bandes claires (bande I ou
isotrope en lumiére polarisée) et sombres (bande A ou anisotrope). Au milieu des bandes | et

A on trouve respectivement la strie Z et la ligne M. La fibre musculaire possede plusieurs
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noyaux qui sont situés en périphérie du cytoplasme (jusqu’a plusieurs centaines de noyaux).
Chaque fibre musculaire est entourée par une membrane cytoplasmique, le sarcolemme. Le
cytoplasme des fibres est appelé sarcoplasme. Il contient I’appareil contractile de la cellule ou
myofibrilles, un réticulum endoplasmique (réticulum sarcoplasmique), des vésicules, un
appareil de Golgi, des mitochondries particulierement abondantes et un pigment respiratoire
la myoglobine. Le réticulum sarcoplasmique’ constitue un réseau qui entoure les myofibrilles.
Il présente a intervalles réguliers des manchons dilatés, les citernes terminales. Elles sont au
contact d’invagination de la membrane plasmique, les tubules transverses (tubule T). Chaque
tubule transverse se positionne entre deux citernes terminales, I’ensemble formant une triade
(figure 1B). Les triades assurent la transmission de I’influx nerveux électrique jusqu’au
réticulum sarcoplasmique, ce qui permet d’induire la libération d’ions calcium nécessaires a la

contraction.
3.1.2.2. Les cellules satellites

Les cellules satellites® sont des cellules mononuclées situées en périphérie des fibres
musculaires, dans I’espace délimité par I’endomysium et le sarcolemme. Les cellules satellites
sont des cellules souches bloquées a un stade précoce de la myogénese et entrées en état de
quiescence au cours du développement embryonnaire. Elles permettent la croissance et
I’hypertrophie musculaire en maintenant le rapport entre les unités de transcription (noyaux
ajoutés au fur et a mesure) et le volume des fibres. Leur second réle est la régénération des
fibres musculaire Iésées. Les cellules satellites s’activent, proliférent, se différencient et

fusionnent alors pour reconstituer de nouvelles fibres.
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Mitochondria
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Perimysium Blood vessel

Muscle fiber

‘ N 1 Fascicle

Tendon Epimysium Endomysium
Nucleus

Terminal cisterna
Triad

Sarcoplasmic Reticulum

Figure 1. Structure du muscle strié squelettique. A. Le tissu musculaire est constitué par la
juxtaposition de fibres musculaires entourées de tissu conjonctif. B. Une fibre musculaire est
un assemblage de myofibrilles qui représentent I’appareil contractile, d’un systeme de
transduction de I’influx nerveux jusqu’a la myofibrille - les triades - formées par 1 tubules en
T et 2 citernes terminales du réticulum sarcoplasmique et de mitochondries fournissant I’ATP
necessaires a la contraction musculaire. D’aprés Blausen.com staff (2014). "Medical gallery
of Blausen Medical 2014"

3.1.3.Les myofibrilles

Les myofibrilles représentent 1’appareil contractile de la fibre musculaire. Elles occupent la
presque totalit¢ du volume cellulaire. Elles sont constituées d’une succession d’unités
structurelles et contractiles, les sarcomeres. Le sarcomére est la partie d’une myofibrille
délimitée par deux stries Z. Il s’agit d’une structure trés organisée, composée des protéines
responsables de la contraction et de protéines responsables de la structure, de I’intégrité et de

I’élasticité du systeme (Figure 2).
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Figure 2. Structure du sarcomere. Les filaments fins d’actine s’ancrent au niveau des stries
Z. Les filaments epais sont constitués par ’assemblage de molécule myosine et se fixent au
niveau de la ligne M. Les filaments de titine, ¢lastiques, s’étendent de la ligne M a la strie Z.
d’aprés Annual Review of Cell and Developmental Biology Volume 18, 2002 Clark, pp 637-
706

Quatre types de filaments constituent le sarcomere :

e Les filaments fins d’actine : accrochés aux stries Z, ils couvrent la bande I jusqu’a la
bande A ou ils se connectent aux filaments épais. Ils sont formés par 1’assemblage
d’un monomére d’actine. Ils portent des protéines associées impliquées dans la
contraction musculaire (tropomyosine, troponine) ou la régulation de la stabilité du

filament d’actine (CapZ, tropomoduline, alpha-actinine)

e Les filaments épais de myosine : lls constituent la bande A et sont fixés a la strie M,
au milieu du sarcomere. Ils sont formés par 1’assemblage de plusieurs molécules de
myosine. La téte de la myosine est le moteur de la contraction musculaire. En présence
de calcium, libéré par le sarcoplasme, elle lie le filament d’actine au niveau de sites
découverts par le déplacement de la tropomyosine sous I’action de la troponine et
pivote lors de I’hydrolyse de I’ATP permettant le raccourcissement du sarcomere. La

téte de myosine porte des chaines légeres qui régulent son activité ATPasique

e Les filaments de titine : La titine est une protéine géante dont le domaine N-terminal
est relié a la strie Z et le domaine C-terminal a la strie M. Les molécules de titines

jouent le role d’« amortisseurs » du sarcomere en permettant de maintenir les
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filaments épais de myosine au centre du sarcomére aprés sa contraction ou son

étirement

e Les filaments de nébuline : lls sont partiellement insérés dans les stries Z via leur
domaine C-terminal et recouvrent le filament fin d’actine jusqu’au début de la bande
A. La nébuline posséde un large éventail de fonctions. En plus de déterminer la
longueur des filaments fins d’actine et leur positionnement dans la strie Z en
coopération avec Cap-Z, elle optimise également I’efficience de la contraction

musculaire
3.2. Fonctions du muscle strié squelettique

Le muscle strié squelettique assure une fonction motrice et métabolique. La contraction
musculaire permet la mise en mouvement de I’appareil locomoteur et le maintien de la
posture. Les muscles permettent aussi la respiration et la mastication. Le muscle squelettique
joue aussi un important réle dans le métabolisme de 1’organisme. Il assure la dégradation
oxydative des nutriments au cours de I’activité physique. Il constitue le principal réservoir
d’acides aminés de I’organisme qu’il libére en situation catabolique. Enfin, il participe a la

thermorégulation de 1’organisme par la production de chaleur au cours des frissons.
3.3. Hétérogénéité des fibres musculaires

Les fibres musculaires ne sont pas identiques car elles sont constituées d’isoformes
spécifiques qui conferent des propriétés métaboliques et contractiles différentes®. Les fibres
de type I, lentes oxydatives, sont caractérisées par une faible vitesse d’hydrolyse de I’ATP.
Leurs myofibrilles contiennent des isoformes lents des chaines lourdes (MyHC-I) et légéres
de myosine. Elles produisent leur ATP principalement par phosphorylation oxydative. Elles
sont recrutées des les faibles efforts musculaires. Les fibres de type I1b, rapides glycolytiques,
sont caractérisées par une vitesse rapide d’hydrolyse de I’ATP. Leurs myofibrilles contiennent
des isoformes rapides des chaines lourdes de myosine (MyHC-I1Ib). Elles produisent leur ATP
principalement par phosphorylation de 1I’ADP par les créatines phospho kinases a partir de la
phospho-creatine et glycolyse anaérobie. Elles sont recrutées pour des efforts musculaires
importants ou impulsifs. Elles sont exprimées chez les rongeurs mais ne sont pas exprimées
chez ’homme. Les fibres de type lla posséde les caractéristiques mécaniques des fibres

rapides (vitesse de contraction et de relaxation rapide) mais sont plus résistantes a la fatigue.
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Elles expriment I’isoforme Ila de la chaine lourde de myosine. Les fibres de type IIx
possedent les caractéristiques mécaniques et une résistance a la fatigue intermédiaire entre les
fibres Ila et IIb. Elles expriment 1’isoforme IIx de la chaine lourde de myosine. Les fibres
lentes a métabolisme oxydatif (type I) sont prépondérantes dans les muscles de posture et le
diaphragme et les fibres rapides a métabolisme glycolytique (type 11B) sont majoritaires dans

les muscles d’action.
3.4. Plasticité du muscle

Une autre particularité du muscle squelettique réside dans son extréme plasticité puisqu’il est
capable de s’adapter aux besoins de I’organisme en s’atrophiant, par exemple au cours d’une
immobilité prolongée, ou en s’hypertrophiant sous I’effet de 1’exercice. De plus, le muscle
squelettique modifie son type métabolique et contractile au cours de I’atrophie musculaire et
c’est donc une partie importante du protéome qui est modifié aussi bien quantitativement que
qualitativement. Ces modifications sont réalisées tout en maintenant 1’activité contractile
fonctionnelle, ce qui implique parfaite coordination des processus d’atrophie ou

d’hypertrophie.

L’atrophie musculaire est un phénomene adaptatif qui apparait au cours de nombreuses
situations pathologiques (cancer, sepsis, etc.) - elle prend alors le nom de cachexie - ou
physiologiques (vieillissement, alitement, immobilisation, etc.) — elle prend alors le nom de
sarcopenie. Par exemple, I’atrophie musculaire va permettre de réduire les besoins
énergétiques au cours d’une inactivité prolongée. Le muscle constitue aussi une réserve
mobilisable d’acides aminés sous forme de protéines myofibrillaires. La protéolyse permet de
fournir les acides aminés nécessaires a la néoglucogenese, a la synthése des protéines de
I’inflammation par le foie ou a la synthése des protéines constitutives des organes vitaux

(coeur et cerveau).

Lorsque que la situation catabolique perdure, le phénomeéne adaptatif est dépassé et la perte
de masse musculaire devient déléterel®. En effet, la perte de muscle squelettique va étre
responsable d’une diminution de la force et de ’endurance, d’un insulinorésistance par défaut
d’utilisation du glucose et d’une baisse des défenses immunitaires lorsque les reserve en acide
aminés sont épuisées. La faiblesse musculaire fait partie intégrante du syndrome de fragilité!!
et entraine sur un plan clinique une augmentation de la mortalité, de la morbidité

(chute/fracture, accidents cardiovasculaires) indépendamment de la pathologie causale'?. Elle
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contribue aussi a la perte d’autonomie et a la dépendance du patient et plus généralement a

I’altération de sa qualité de vie!®14,

4. Métabolisme musculaire
4.1. Métabolisme protidique
4.1.1.Balance protéolyse/protéosynthese

Dans les fibres musculaires, les protéines présentes dans le noyau, le cytosol et les organelles
sont continuellement dégradées et remplacées par la synthése de nouvelles protéines. De plus,
la perte de protéine affecte de fagon équivalente les différents compartiments cellulaires®®. Le
taux de renouvellement des protéines varie largement, de quelques minutes pour certaines
enzymes ou protéines de signalisation a plusieurs jours pour certaines protéines de 1’appareil
contractile'®. En cas d’atrophie musculaire il existe un déséquilibre de la balance entre la
protéosynthése et la protéolyse en faveur de cette derniére qui aboutit a une diminution du
contenu en protéines de la fibre musculaire. L’insuffisance rénale induit une diminution de la
protéosynthése. La vitesse d’incorporation de phenylalanine du muscle tibialis anterior est
ainsi diminuee de 35 % chez des rats ayant subi une néphrectomie partielle, en comparaison
aux rats controle!’. La vitesse d’incorporation de la leucine (un paramétre permettant de
mesurer la protéosyntheése in vivo) est diminuée chez les patients ayant une MRC par rapport
a des volontaires sains'®. L’étude de biopsies musculaires sérielles chez des patients perfusés
par de la leucine marquée a permis de montrer que la diminution de la synthése des protéines
concerne aussi bien les protéines cytosoliques, myofibrillaires et mitochondriales, d’autant
plus que la fonction rénale est altérée’®. Globalement, la protéosynthése est fréquemment
diminuée au cours de nombreuses situations cataboliques Néanmoins, I’inhibition de la
protéosynthese ne permet pas d’expliquer la diminution rapide du contenu cellulaire en
protéines myofibrillaires dont la vitesse de renouvellement est lente. De plus, cette diminution
entraine une perte d’influence de la synthése sur ’homéostasie cellulaire?® En effet, si la
protéosynthése est diminuée ses variations n’auront que peu d’impact sur le contrdle de la
masse musculaire. L’augmentation de la protéolyse musculaire a donc un rdle prépondérant
au cours de I’atrophie musculaire et elle a été observée dans la quasi-totalité des situations
cataboliques (cancer?, sepsis??, immobilisation?3, bronchopneumopathie chronique
obstructive?*). Concernant, I’insuffisance rénale, chez des rats néphrectomisés la vitesse de

libération de tyrosine (un index de la protéolyse) par le muscle Tibilalis anterior est
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augmentée de pres de 60 % par rapport aux rats controles'’. Chez ’homme, I’insuffisance
rénale mais aussi son traitement par hémodialyse induisent une augmentation de la protéolyse
musculaire qui peut étre quantifiée par la vitesse de libération d’un acide aminé (leucine ou

phenylalanine) calculée a partir de prélevement de sang arteriel et veineux.
4.1.2.Systémes protéolytiques

Comme toute cellule, la fibre musculaire dispose de différents systémes enzymatiques pour
assurer la dégradation des protéines. Les systemes ubiquitine-protéasome (UPS) et de

I’autophagie sont les plus importants au cours de I’atrophie musculaire
4.1.2.1. Le systéme ubiquitine-protéasome
4.1.2.1.1. Fonctionnement

Dans le muscle squelettique, le systeme protéolytique UPS est nécessaire pour dégrader les
protéines sarcomériques?®. La dégradation des protéines par 'UPS comprend deux étapes : le
marquage des substrats par ubiquitination et leur dégradation par le protéasome 26S.
L’ubiquitination des protéines (Figure 1) est réalisée par une série de trois enzymes : E1
(enzyme d’activation de 1’ubiquitine), E2 (enzyme de conjugaison de I’'ubiquitine) et E3
(Ligase de Iubiquitine)?’. E1 catalyse la formation d’une liaison thioester entre le résidu
glycine C terminal de I'ubiquitine et la fonction thiol d’un résidu cystéine en utilisant
I’énergie de I’hydrolyse d’une molécule d’ATP (adénosine triphosphate). L’ubiquitine activée
est ensuite transacylee vers le résidu cystéine du site catalytique d’une enzyme E2. Certaines
enzymes E2 peuvent fixer directement 1’ubiquitine sur son substrat, généralement en
coopération avec une enzyme E3 ligase. D’autres E2 transférent I’ubiquitine a une enzyme E3
qui la transfere ensuite sur le substrat. Il existe plusieurs centaines d’enzymes E3 ligases.
Elles sont responsables de la spécificité de reconnaissance du substrat. Les E3 ligases a
domaine HECT (Homologous to E6-AP C terminus) possedent un résidu cystéine sur lequel
est transférée 1’ubiquitine activée avant d’étre fixée sur la protéine cible. Les E3 ligases a
domaines RING (Really INtersting New Genes) Finger sont les plus nombreuses. Elles sont
subdivisées en 2 groupes : le groupe des RING Finger E3 monomeériques et le groupe des
RING Finger E3 multimériques. Elles lient simultanément en deux sites différents une
enzyme E2 et la protéine a dégrader portant ainsi a proximité le site catalytique de I’E2 et le

substrat. Il existe de nombreux mécanismes de controle posttranscriptionnel de I’activité des
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E3 ligases comme la phosphorylation ou la liaison covalente de protéines de la famille UBL
(ubiquitin like protein), la compétition entre substrats, la liaison de pseudo-substrats, de
cosubstrats ou d’activateurs allostériques®®. Les protéines ubiquitinées peuvent étre modifiées
par la fixation soit d’une seule molécule d’ubiquitine (monoubiquitination) soit d’une chaine
de polyubiquitine dans laquelle plusieurs molécules d’ubiquitine sont reliées les unes aux
autres par liaison isopeptidique entre un résidu lysine de I’'ubiquitine déja fixée a la protéine et
le résidu glycine C terminal de I’ubiquitine suivante. En fonction du résidu lysine engagé dans
la liaison on distingue plusieurs types de chaines d’ubiquitine ayant chacune des réles propres
(figure 1)®. Le ciblage des protéines en vue de leur dégradation par le protéasome 26S est
principalement assuré par les chaines de polyubiquitine reliées en lysine 48 et lysine 11.
Certaines des protéines marquées par des chaines reliées en lysine 63 seront destinées a étre

dégradées par le systeme lysosomal.
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Figure 1. Mécanismes de I’ubiquitination. Trois enzymes (E1, E2 et E3) interviennent dans
la fixation de molécules d’ubiquitine sur la protéine substrat. Le ciblage en vue de la
dégradation le par le protéasome 26S est assurée par la fixation de d’une chaine de
polyubiquitine (au moins 4 ubiquitines reliées en Lysine 48 ou 11). D’aprés Polge C. et al,
Nutr Metab Cardiovasc Dis, 23 Suppl 1:S1-5.2013.
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Le protéasome 26S peut étre subdivisé en une partie centrale siége de I’activité protéasique
(protéasome 20S) portant a ces deux extrémités un complexe régulateur 19S% (figure 2). Le
protéasome 20S est un complexe multimérique en forme de cylindre formé par I’empilement
de quatre anneaux : deux anneaux internes formés chacun de sept sous unités  différentes et
deux anneaux externes formés chacun de sept sous unités o différentes. Les quatre anneaux
délimitent trois chambres communicantes, ’activité protéolytique siégeant exclusivement
dans la chambre centrale. Les extrémités N-terminales des sous unités o forment un pore dont
I’ouverture ou la fermeture autorise ou prévient le passage des substrats du protéasome. Les
sites catalytiques sont situés au niveau des résidus thréonine des extrémités N-terminales des
sous unités B1, B2 et BS5. Chacune possede une activité protéolytique différente : Bl est
responsable de Iactivité caspase-like, B2 de [Dactivité trypsin-like, B5 de [Dactivité
chymotrypsin-like. La dégradation des protéines par le protéasome aboutit & la formation
d’oligopeptides de 2 a 35 acides aminés libérés dans le cytoplasme ou ils sont clivés en acides
aminés par D’action successive de peptidases comme la tripeptidylpeptidase-2 et

d’exopeptidases.
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Figure 2. Structure du protéasome 26S. Le protéasome 26S est constitué d’une partie
centrale, le protéasome 20S (Core Particle), siege de I’activité protéasique. Les extrémités du
protéasome 20S sont recouvertes d’un complexe régulateur 19S (Regulatory particle)
subdivisé en un couvercle (Lid), portant les recepteurs des chaines de polyubiquitine et les
déubiquitinases, et une base (Base) dont les ATPases contrélent I’ouverture du pore et
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assurent le dépliement et la translocation du substrat dans le proteasome 20S. D’aprés
http://www.igakuken.or.jp/pro-meta/eng/research/index.html.

Le complexe régulateur 19S est composé de dix-huit sous unités. Il se lic a 1’une ou les
deux extrémités du protéasome 20S. Il peut étre divisé en deux sous-complexes la base et le
couvercle. La base est composée de six sous unités ATPasiques et trois sous unités non
ATPasiques. Le couvercle est relié a la base par I’intermédiaire de la sous unité
Rpn10/PSMD4 (S5a dans la nomenclature de ! et al) et est composé de douze sous unités. Le
complexe 19S assure la reconnaissance des substrats grace aux sous unité Rpn10/PSMD4 et
Rpn13/ADRML. Trois déubiquitinases (Rpn11/PSMD14, Uch37 et USP14) sont associees au
complexe 19S et permettent la déubiquitination des substrats du protéasome. La
déubiquitination est nécessaire a I’introduction des substrats dans le protéasome 20S et permet
le recyclage de I'ubiquitine. Les sous-unités ATPasiques sont impliquées dans 1’association
avec le protéasome 20S, 1’ouverture du pore, le dépliement des substrats et leur translocation

dans le protéasome 20S (Figure 3).
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Figure 3. Fonctionnement du protéasome 26S. La protéine substrat est captée par le
protéasome 26S grace a la liaison de sa chaine de polyubiquitine sur ses récepteur Rpnl10 et
Rpnl3 (non représenté ici). Il s’en suit une activation des ATPases de la base dont le
changement de conformation déclenche 1’ouverture du pore, le dépliement et la translocation
de la protéine dans la chambre catalytique. La chaine de polyubiquitine est clivée par la
déubiquitinase Rpnl1l puis recyclée en monomeres d’ubiquitine par les déubiquitinases Uch37
et USP14. La protéine est alors clivee en peptides secondairement libérés avant d’étre
dégradés en acides aminés par des peptidases. D’apreés
http://mcb.berkeley.edu/labs/martin/research.php

4.1.2.1.2. Role de I’'UPS au cours de I’atrophie musculaire
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L UPS représente le principal systéme protéolytique impliqué dans les situations d’atrophie
musculaire. La déplétion en ATP (adénosine triphosphate) ou [I’utilisation d’inhibiteurs
spécifiques du protéasome limite 1’augmentation de la protéolyse (et en particulier la
protéolyse myofibrillaire) observée dans les modéles d’atrophie musculaire induite par
linsuffisance rénale®, le cancer®®, le sepsis®*®, le diabéte®, la dénervation®® et
I’hyperthyroidie®®. Chez I’homme, on retrouve une augmentation des activités chymotrypsin
et trypsin-like au cours du cancer®” et de la broncho-pneumopathie chronique obstructive3.
Cependant, il faut préciser que du fait de sa taille (15 x 11 nm), le protéasome 26S ne peut pas
accéder aux protéines polyubiquitinées faisant partie de complexes protéiques ou appartenant
a des organelles cellulaires. C’est le cas notamment de la structure contractile du muscle
squelettique ou 1’espace disponible est compris entre 10 et 50 nm. Le mécanisme permettant
aux protéines contractiles d’étre acheminées au protéasome est actuellement inconnu. Par
contre, au niveau du réticulum endoplasmique® et des mitochondries*® la protéine p97/VCP
(Valosin Containing Protein) assure 1’extraction des protéines a dégrader®’ pour les rendre
accessibles au protéasome 26S. La présence de cette protéine a été mise en évidence dans le
sarcomere mais son role dans la dégradation des protéines myofibrillaires par le protéasome
reste a démontrer. Une autre hypothése défendue par plusieurs travaux d’une équipe est qu’il
existe une activation précoce de la caspase 3 qui amorcerait la dégradation de ’actine en
petits fragments de 14 kDa*>*3, L inhibition de la caspase3 protége partiellement de 1’atrophie
musculaire**. L’inflammation par le biais de 1’116 et du facteur de transcription STAT3
(Signal transducer and activator of transcription-3) permet d’expliquer en partie I’activation
de la caspase3®. Il existe effectivement une augmentation de 1’expression de la caspase 3
dans le muscle de patients hémodialysés*e. Libérées dans le cytoplasme ces fragments seraient

ensuite polyubiquitinés par MuRF1 puis dégradées par le protéasome 26S.

La plupart des études effectuées sont généralement limitées a la mesure de I’expression de
différentes protéines de I’UPS, qu’elles soient catalytiques (protéasome) ou non (ubiquitine).
Ces études ont permis d’établir le concept d’atrogénes (atrophy related genes), non limité a
I’UPS, qui regroupe les geénes systématiquement sur exprimés en cas d’atrophie
musculaire*’48, Cette liste est bien sOr incrémentée au fur et mesure des données de la
littérature et elle est sans doute largement incompléte. La principale difficulté pour établir un
« atrogene » réside sans doute dans 1’hétérogénéité des modeles étudiés et cela concerne en

particulier I’intensité du stimulus catabolique, le timing des mesures effectuées et la résilience
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de I’atrogene » au cours du processus d’atrophie. L’ubiquitine fait partie des génes dont
I’expression augmente en situation d’atrophie musculaire*’. Chez 1’homme, on observe
¢galement une ¢lévation du taux d’ARNm de I’'ubiquitine sur des biopsies reéalisées chez des
patient opérés d’un cancer®® ou souffrant de sepsis® et une accumulation de conjugués
polyubiquitinés est retrouvé en cas d’alitement prolongé®?. Pour ce qui est des enzymes E2,
I’enzyme UBE2B est aussi considérée comme un atrogéne car ’expression de ses ARNm est
augmentée dans de nombreux modéles d’atrophie musculaire notamment au cours du cancer,
sepsis, brhlure, traitement aux glucocorticoides,...%3. Chez ’homme on retrouve 1’élévation
d’UBE2B dans les suites d’un traumatisme cranien grave® ou en cas de cancer avec perte de
poids®. En revanche, pour d’autres enzymes E2 comme UBE2D3 et UBE2N, leur expression
est diminuée en cas d’immobilisation prolongée®®. Au début des années 2000, I’étude de
I’expression différentielle des geénes chez des rongeurs soumis a un jeline ou une
immobilisation a permis d’identifier deux E3 ligases spécifiques du muscle dont I’expression
était augmentée : MuRF1 (Muscle Ring Finger-1) et MAFbx (Muscle Atrophy F-box)®’. Une
augmentation des ARNm de MuRF1 et MAFbx a par la suite été constatée dans plusieurs
mode¢les d’atrophie musculaire chez des rongeurs (insuffisance rénale, cancer, sepsis, diabéte,
suspension de membre, administration de dexaméthasone et dénervation)*’. L’atrophie
musculaire induite par I’immobilisation est réduite chez les souris KO pour MAFbx et
MuRF1%’. L’administration de curcumine dans un modele de cancer colique chez la souris
réduit I’expression de MAFbx et MuRF1 et la fonte musculaire®®. Les études conduites chez
I’homme sont plus rares et apportent des résultats discordant. Alors que certaines retrouvent
une élévation des transcrits de MAFbx et MUuRF1 en cas d’immobilisation>®, de broncho-
pneumopathies chroniques obstructives® ou de cancer!, d’autres ne retrouvent pas de
différence®>%°, Les substrats/cibles de MAFbx et de MuRF1 sont partiellement connus.
MuRF1 intervient directement dans la dégradation des protéines myofibrillaires en
provoquant I’ubiquitination de 1’a-actine®?, des chaines lourdes et légeres de myosine®® , de la
troponine 197 et de la téléthonine®. MuRF1 aurait également un rdle dans la régulation du
métabolisme glucidique®® et [Dinhibition de la protéosynthese’®. MAFbx assure
I’ubiquitination de facteurs de transcription impliqués dans le développement musculaire,
myoD’! et la myogénine’® et du facteur d’initiation de la traduction eIF3-f’3. Elle pourrait
également cibler des protéines myofibrillaires comme la desmine et la vimentine’. Bien que
moins décrites que MuRF1 et MAFbX, d’autre E3 ligases, étudiées plus récemment, seraient

également impliquées dans la survenue d’une atrophie musculaire :, Foxo30/MUSAL (F-box
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protein 30/muscle ubiquitin ligase of the SCF complex in atrophy-1)"®, TRAF6 (TNF receptor
associated factor-6)’, M/Hdm2(Mouse/Human double minute-2)"7, et Nedd4 (neural
precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4)’8. Une équipe a supposé que
’E3 ligase Trim32 (Tripartite motif-containing protein 32) pourrait étre impliquée dans la
survenue d’une atrophie musculaire’®, mais selon d’autres travaux, elle serait plutét impliquée

dans les phénoménes de régénération®’.

L’activation de I’'UPS s’accompagne aussi de la synthese des sous-unités constitutives du
protéasome. Dans plusieurs modéles d’atrophie musculaire chez les rongeurs on observe une
augmentation des ARNm de sous unités du protéasome (insuffisance rénaled!, cancer®?,
injection de déxaméthasone, suspension de membre!®, jeline et dénervation®®). Une
augmentation des ARNm des sous unités du protéasome 20S est présente dans le muscle des
patients atteints de cancer*®%, chez des patients victimes de traumatisme cranien grave®* et au
cours de sepsis®l. 1l faut noter que I’augmentation de 1’expression des sous unités du
protéasome en cas de cancer est corrélée a I’'importance de la perte de poids précédant la
biopsie musculaire®”. Ainsi les études conduites en cas de perte de poids < 10 % ne retrouvent
pas de variation d’expression des sous-unités du protéasome®. La difficulté a retrouver chez
I’homme la surexpression de certains atrogenes pourrait s’expliquer par le fait que chez
I’homme le processus catabolique est moins intense et se déroule sur des periodes plus

longues.
4.1.2.2. Autophagie
4.1.2.2.1. Fonctionnement

L’autophagie est un processus cellulaire de dégradation et de recyclage de macromolécules ou
d’organites intracellulaires. Les lysosomes sont des vésicules de 0.2 a 0.5 microns présentes
dans le cytosol des cellules eucaryotes. Les lysosomes contiennent de nombreuses hydrolases
acides. La protéolyse lysosomale est assurée par des protéases de type endopeptidases et
exopeptidase. Deux types d’endopeptidases existent dans les lysosomes : les cystéines
(cathepsines B, H et L) et les aspartyl-protéinases (cathepsine D). Elles sont actives dans
I’environnement acide (pH 4-5) des lysosomes mais certaines conservent une activité
catalytique a pH neutre. Parmi les exopeptidases, on peut citer les cathepsines A et B

(carboxypeptidases) et les cathepsines H et C (aminopeptidases).
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Trois voies différentes ont été decrites chez les mammiféres pour I’acheminement des
cargos de substrats a dégrader par les lysosomes : la macrophagie, la microautopahgie, et
’autophagie médiée par les protéines chaperonnes (figure 4). La microautophagie résulte de
I’invagination de la membrane du lysosome sur des portions de cytoplasme. Plusieurs types
de mécanisme peuvent étre mis en jeu au cours de la microautophagie®. Bien qu’il soit encore
incertain si ce mode de dégradation a lieu dans le muscle squelettique, des données indiquent
que la microphagie peut participer a I’internalisation du glycogéne lorsque la

macroautophagie est bloquée®.
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Figure 4. Les trois types d’autophagie. La microautophagie implique la capture des
substrats par invagination de la membrane lysosomiale. L’autophagie médiée par les protéines
chaperonnes repose sur la reconnaissance des protéines altéréees par le complexe
Hsc70/HSPAS8. 11 permet 1’adressage au lysosome via son interaction a la protéine LAMP2a
dont la polymérisation forme un canal permettant I’internalisation du substrat. La
macroautophagie repose sur la formation d’une vésicule a double membrane,
I’autophagosome, qui vient englober les cargos de substrats a dégrader. La fusion de la
membrane externe avec les lysosomes forment un autophagolysosome dont le contenu est
dégradé par les enzymes lysosomiales. D’apres Parzych K.R. et al Antioxid Redox Signal,
20(3):460-73, 2014.
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L’autophagie médiée par la protéine chaperonne Hsc70/HSPAS8 permet 1’¢limination de
protéines altérées par différents agents, tels les radicaux libres oxygénés (ROS), qui exposent
alors une séquence spécifique d’acide aminé (le motif KFERQ)®. Cette séquence est
reconnue par la protéine chaperonne Hsc70/HSPA8 associee a d’autres protéine
cochaperonnes. Hsc70 assure alors I’acheminement de la protéine a dégrader vers le
lysosome. Le stress du réticulum endoplasmique est capable d’activer I’autophagie médiée

par les chaperonne via la voie p38/MAPKE,

La macroautophagie se distingue par la formation d’une vésicule appelée autophagosome
qui englobe les cargos de substrats a dégrader et les délivre au lysosome par fusion
membranaire®. Chez les mammiféres [Dinitiation de la macroautophagie implique un
complexe formé des protéines ULK1/2 (Unc-51 like autophagy activating kinase 1 et 2)
homologues de Atgl (Autophagy related genel) de la levure, ATG13 (homologue de Atgl3),
RB1CC1/FIP200 (RB1-inducible coiled-coil protein 1/FAK family-interacting protein of 200
kDa) homologue de Atgl7 et C120rf44/ATG101 (Chromosome 12 open reading frame
44/Autophagy related gene 101)%°. Ce complexe est a I’état basal désactivé par
phosphorylation par le complexe mMTORC1 (Mammalian target of rapamycin complex-1). En
cas d’inactivation de mTORCL1, (par exemple : déplétion en nutriments, en ATP, stress du
réticulum endoplasmique, insulinoresistance...) le complexe est activé par déphosphorylation
et entraine une augmentation de la macroautophagie. A I’opposé, une hyperactivation de la
voie Akt/mTOR observée dans certaines dystrophies congeénitales entraine une inhibition,
également délétére, de I’autophagie®’. Des études récentes laissent aussi supposer une
activation de la kinase inductrice de I’autophagie Ulk1 qui est directement phosphorylée par
I’ AMPK (AMP activated protein kinase)®2. La kinase ULK1 peut alors phosphoryler et activer
BECNL1 (Beclin-1). BECNI vient alors s’associer aux protéines ATG14, PI3C3 et PI3R4 pour
former le complexe de la PI3kinase ou complexe de nucléation qui génére du PI3P
(Phosphatydyl-inositol 1,4,5-triphosphate) au sein de structures membranaires du réticulum
endoplasmique appelées omégasomes. Le PIP3 constitue un point d’ancrage pour des
protéines ayant un domaine de liaison spécifique. L’étape suivante est élongation de
I’omégasome qui prend alors le nom de phagophore ou membrane d’élongation, elle aboutit a
sa fermeture et le phagophore devient 1’autophagosome. Elle implique deux systemes de
conjugaison des protéines dont le fonctionnement est comparable au systéme d’ubiquitination

des protéines®® et qui va aboutir a la conjugaison de la protéine LC3 a la phosphatidyl
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ethanolamine (figure 5). Le premier fait intervenir les protéines ATG12 (Ub-like), ATG5,
ATG7 (E1 like), ATG10 (E2 like) et ATG16L1. Le second systeme de conjugaison fait
intervenir les protéines LC3 (Microtubule associated protein 1 light chain 3), ATG4, ATG7,
ATG3 et le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 (E3 like). L’autophagosome va ensuite
fusionner avec la membrane du lysosome a travers 1’action de plusieurs protéines comprenant
les protéines SNAREs (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein

receptor) et UVRAG (UV radiation resistance-associated gene).

L’autophagie était supposée jusqu’a récemment dégrader les protéines de fagon non
spécifique. Le marquage de protéines par des chaines d’ubiquitine reliées en lysine 63, permet
leur reconnaissance par la protéine d’adressage p62/SQSTMI1 (Sequestosome-1)%,
p62/SQSTM1 conduit alors les protéines a dégrader jusqu’au phagophore grace a sa liaison a
LC3. La protéine ZFN16 (Zinc Finger Protein 16) est un récepteur de chaine d’ubiquitine
reliées en lysine 48 impliqué dans la reconnaisse des substrats a dégrader par le protéasome®.
Il a été montré qu’il était capable également de se lier & p62/SQSTMI1%, Il pourrait ainsi
permettre une dégradation de protéines par I’autophagic mais cela reste a démontrer. En plus
de la spécificité de sélection des substrats, il existe donc une véritable coopération entre les
systemes UPS et de I’autophagie. Un autre exemple de dégradation sélective par I’autophagie
est donné par la mitophagie. La mitophagie est la dégradation des mitochondries par la
macroautophagie. Chez les mammiféres la protéine PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1)
recrute Parkin une E3 ligase a la membrane de la mitochondrie en cas de dépolarisation de
celle-ci. La dépolarisation de la membrane mitochondriale est le témoin d’un
dysfonctionnement de la phosphorylation oxydative. Parkin crée des chaines d’ubiquitine
reliées en lysine 63 sur plusieurs protéines de la membrane externe mitochondriale. La
reconnaissance de ces protéines par p62/sequestosome permet d’apporter les mitochondries au
niveau du phagophore®”. Un substrat de Parkin est représenté par les protéines de fusion
mitochondriale Mfn1 et 2 (Mitofusin-1 et 2)%. Dans ce cas Mfnl et 2 sont polyubiquitinées
par des ubiquitines reliées en lysine 48 ce qui permet leur reconnaissance par la protéine
p97/VCP qui les achemine vers le protéasome 26S ou elles seront dégradées®. L’E3 ligase
Mull cible de fagon similaire la Mfn2%. Cela permet une ségrégation des mitochondries
altérées. La protéine Bnip3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) peut
également lier la membrane d’une mitochondrie altérée et 1’adresser au phagophore via son

interaction avec LC31%,
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A. ATG12-ATG5-ATGL16L1 conjugation complex B. LC3 conjugation complex

@ \ ATG? El ‘o
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\

ATGI6L1

ATGI6LI

Figure 5. Les systéemes de conjugaison impliqués dans la formation du phagophore. A.
Complexe de conjugaison d’ATG12-ATG5-ATGL16L1. La protéine Ub-like ATG12 est
conjuguée de facon irréversible sur ATG5 grace a ATG7 et ATG10. Le complexe ATG5-
ATG12 lie ATGI6LI. ATGI6L1 dimérise et permet 1’association du complexe au
phagophore et son elongation. B. Complexe de conjugaison de LC3. La protéine LC3 est
clivée par ATG4 qui révele un acide aminé glycine C-terminal (LC3-1). ATG7 (E1 like)
active LC3 et le transfere sur ATG3 (E2 like). Le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1
pourrait participer comme une E3 a la conjugaison de LC3-1 sur la phosphatidyl
ethanomamine (PE) de la membrane formant LC3-II qui s’associe au phagophore dont il
promeut I’élongation. LC3-II situé dans la membrane externe de I’autophagosome sera
recyclé par ’action d’ATG4. D’apres Parzych K.R. et al Antioxid Redox Signal, 20(3):460-
73, 2014.

4.1.2.2.2. Role de I’autophagic au cours de 1’atrophie musculaire

Bien que I’autophagie ait été décrite de longue date, son implication dans la survenue d’une
atrophie musculaire est restée longtemps négligée. En effet, les premieres études basées sur

I’inhibition « sélective » des différents systemes protéolytiques cellulaires montraient que
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’augmentation de la protéolyse au cours d’une atrophie musculaire était principalement le fait
de activation de ’'UPS®, 11 apparait désormais que 1’autophagie (et plus particuliérement la
mitophagie) est un processus crucial de 1’homéostasic musculaire étroitement régulé en
coopération et en coordination avec I’'UPS. La manipulation génétique de 1’autophagie ou sa
perturbation au cours de pathologies ou du vieillissement, que ce soit I’augmentation ou la
diminution!®>1% entraine une atrophie musculaire. De plus, la cathepsine L est surexprimée
dans de nombreuses situations cataboliques comme le sepsisi® ou le canceri® et elle fait
partie des atrogenes*’. Le muscle squelettique est notamment 1’'un des organes possédant le
plus haut taux de formation d’autophagosomes, par exemple au sein des fibres musculaires
rapides en cas de je(ine?’. Une autre preuve de I’importance de I’autophagie dans I’atrophie
musculaire est venue de la surexpression des protéines FoxO3a, Bnip3 ou Nix qui stimulent
I’autophagie et entraine une atrophie musculaire'®1%, En effet, la surexpression de FoxO
dans des cellules C2C12 induit une atrophie musculaire principalement médiée par une
activation de I’autophagie’®. Au contraire, I’inactivation de FoxO dans le muscle prévient
I’augmentation de I’autophagie et protége de I’atrophie musculaire. Chez I'homme une
augmentation de I’expression de LC3, p62/sequestosome et des cathépsines a été retrouvée
dans le muscle de patients développant une cachexie cancéreuse!'''2. Le role de I’autophagie
dans la survenue d’une atrophie musculaire pourrait étre secondaire a son effet sur la fonction
mitochondriale. En effet 1’autophagie est activée dans le muscle de souris néphrectomisées.
Cependant dans ce modele, cette activation n’est pas responsable directement d’une
dégradation des protéines myofibrillaires mais contribue a 1’apparition d’une dysfonction
mitochondriale!'®. L’autophagie posséde donc un role crucial a la fois dans I’homéostasie
protéique du muscle squelettique a 1’état basal, mais aussi en cas d’atrophie au cours d’une
situation catabolique. Il est cependant clair que I'UPS dégrade la structure contractile
(sarcomeéres) alors que 1’autophagie est plutdt impliquée dans la dégradation de protéines

altérées et le maintien de I’intégrité du réseau de mitochondrie.
4.1.Métabolisme énergétique
4.1.1.Dysfonction mitochondriale

Le métabolisme oxydatif joue un réle central dans I’homéostasie du muscle squelettique. Une
altération du métabolisme oxydatif peut étre mise en évidence par une inversion des rapports

entre fusion (anabolisme) et fission (catabolisme) mitochondriale, de la capacité respiratoire
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mitochondriale, de 1’activation des protéases mitochondriales ou encore de I’expression des
enzymes mitochondriaux intervenant dans le cycle de Krebs ou la chaine respiratoire!4.
Environ 10% des genes modifiés au cours du processus d’atrophie musculaire sont rattachés
au métabolisme énergétique*’. Une altération de la morphologie et de la fonction
mitochondriale est retrouvée dans le muscle dans de nombreuses situations d’atrophie
musculaire comme 1’age®'®, les états de faiblesse en unité de soin intensif, le cancer®®, les
pathologie neuromusculaires'’, la broncho-pneumopathie chronique obstructive®®, les
corticoides'®®, I’insuffisance rénale!'®, etc. Ces altérations concernent aussi bien les muscles
rapides glycolytiques que lents oxydatifs!?. Le réseau mitochondrial est 1’objet d’une
régulation qui permet d’adapter le fonctionnement de la cellule a son environnement. Les
mécanismes intervenant sont la biogénése mitochondriale, la fission/fusion mitochondriale et
la mitophagie. PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) est un facteur de transcription majeur de la biogénése mitochondriale. 1l régule
I’expression des genes mitochondriaux du métabolisme oxydatif. Son expression est diminuée
dans plusieurs situations cataboliques aussi bien chez le rongeur que chez 1’homme?!?!-123,
L’induction de son expression protége de I’atrophie musculaire*®1%4, Cependant une étude
menée a un stade précoce de cancer du poumon n’a pas retrouvé d’altération de I’expression
de PGCla et de la capacité oxydative du muscle!?®. Des études complémentaires chez
I’homme sont donc nécessaires pour confirmer les observations obtenues chez le rongeur. La
fission et la fusion mitochondriale participent également a la plasticité du réseau de
mitochondrie. Une diminution de 1’expression des protéines impliquées dans la fusion Mfnl
et 2 (Mitofusin-1 et 2) et une augmentation des protéines de fission (Fisl (Fission-1) et
DRP1(Dynamin related protein-1)) est retrouvée dans le muscle de la patte postérieure dans
un modele de cancer colique chez la souris'®. Une accélération de la mitophagie peut
contribuer, en diminuant le nombre de mitochondries, a I’altération des capacités du
métabolisme oxydatif du muscle squelettique et ainsi entrainer une atrophie musculaire. Une
augmentation de la mitophagie a été observée dans des muscles de modele de cachexie
cancéreuse®?’ et dans le muscle de patient atteint de cancer'?®, La dysfonction mitochondriale
va avoir pour conséquence une diminution de la production d’ATP et donc des capacités
contractiles musculaire mais aussi une activation de I’AMPK (AMP activated protein kinase)
et une production accrue de ROS tous les deux intervenant dans la perte de masse

musculairel?®,
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4.1.2.Le stress oxydant

Au sein de la fibre musculaire les ROS ont 3 principales origines : la mitochondrie, la
NADPH oxydase et la xanthine oxydase!?. Nous avons vu précédemment que 1’augmentation
des ROS mitochondriaux est directement reliée a une augmentation de 1’autophagie et au
développement d’une atrophie musculaire. Une augmentation de la production mitochondriale
de ROS a été par exemple mise en évidence dans le muscle de patients ayant une insuffisance
respiratoire obstructive®l. Le milieu de culture de cellules de carcinome pulmonaire induit
une dysfonction mitochondriale et une augmentation de la production de ROS par des
myotubes en culture'®. Dans un modéle de cachexie cancéreuse chez la souris une
augmentation de la production de ROS par la NADPH oxydase a été décrite’33. Les patients
en insuffisance rénale ont une augmentation des taux circulant d’angiotensine 234, Or, on sait
que Il’angiotensine 2 est capable d’induire une atrophie musculaire dépendante de la
production de ROS via la transcription d’une sous unité de la NADPH oxydase'®®. L’indoxyl-
sulfate, une toxine urémique liée a I’albumine qui s’accumule en cas d’insuffisance rénale est
capable d’induire une atrophie musculaire en induisant 1’expression de myostatine et de I’E3
ligase MAFbx secondaire a la production de ROS*%, Les cytokines proinflammatoires comme
le TNFa peuvent également augmenter la production de ROS par la mitochondrie et la
NADPH oxydase'®”138, |La xanthine oxydase participe a la production de ROS au cours de
I’atrophie observée en cas d’inactivité musculaire!®®. Son role dans I’atrophie musculaire au
cours du cancer ou de I’insuffisance rénale n’a pas encore été étudié. Les ROS vont agir sur
de multiples voies métaboliques. Ils inhibent la protéosynthése et augmentent ’activité de
I'UPS, de I’autophagie et des calpaines'®?. Ils induisent des dommages au niveau des
protéines et des lipides cellulaires responsables notamment d’une dysfonction mitochondriale

qui en retour augmente la production de ROS créant un véritable cercle vicieux'°
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Figure 11. Influence du stress oxydant sur les mécanismes controlant la masse
musculaire. Les causes d’atrophie musculaire peuvent générer un stress oxydant par la
production de radicaux libres de 1’oxygéne (ROS) issue de différentes sources telle les
mitochondries, la xanthine oxydase (XO) ou la NADPH oxydase (Nox). Le stress oxydant est
un activateur des systémes protéolytiques (systeme ubiquitine-protéasome, autophagie,
calpaine), inhibe la protéosynthése et induit une dysfonction mitochondriale qui amplifie la
production de ROS et peut conduire a terme a I’apoptose. D’aprés Abrigo J. et al, Oxyd Med
Cell Longev, 2018

4.1.3.Glycolyse anaérobie

Des études du protéome musculaire (soluble) ont montré une augmentation d’expression de
plusieurs enzymes glycolytiques. Ainsi, I’expression des enzymes phosphoglycérate kinase,
enolase, aldolase, triosephosphate isomerase et lactate deshydrogénase est augmenté dans le
soleus de rat suspendus!'. De méme il existe une augmentation des niveaux d’enolase une
semaine aprés dénervation dans le muscle gastrocnemius'4?2. En dehors d’une étude
protéomique différentielle sur gel 2D conduite sur des biopsies musculaires chez des patients

ayant une broncho-pneumopathie chronique obstructive et qui n’a retrouvé qu’une
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augmentation de I’énolase, il n’existe pas d’étude des enzymes de la glycolyse au niveau

musculaire en situation d’atrophie pathologique'#3.

4.1.4. Transition de phénotype

Les modifications du métabolisme énergétique des fibres musculaire font partie des
changements observés lors de la transition de phénotype des fibres musculaires qui concerne
également le changement d’expression d’isoformes des protéines contractiles notamment la
myosine. Ainsi, lors de I’atrophie observée en cas d’inutilisation musculaire on observe
classiqguement une transition d’un phénotype des fibres de type lent oxydatif a celui de rapide
glycolytique'#*. La transition phénotypique des fibres musculaires au cours des processus
d’atrophie musculaire pathologique est moins étudiée. On notera au cours de 1’insuffisance
cardiague ou de I’insuffisance respiratoire chronique une transition de fibres lente a rapide
dans les muscles des membres. En parallele la transition rapide a lent observée dans le
diaphragme pourrait s’expliquer par d’avantage de sollicitation de ce muscle respiratoire du
fait de la pathologie!#4. Au cours de I’atrophie induite par les glucocorticoides ou le diabéte il
existe une transition de phénotype rapide a lent qui laisse supposer des mécanismes

différentst44,
5. Régulation de la masse musculaire

Trois types de facteurs interviennent dans le contréle de la masse musculaire : la disponibilité
en nutriments, la sollicitation mécanique et les facteurs humoraux (hormones et cytokines).
Ces facteurs sont autant de leviers potentiels qui peuvent étre manipulés afin de prévenir
I’installation de 1’atrophie musculaire. La modification des apports alimentaires (conseil
diététique, prescription de compléments nutritionnels oraux, supplémentation en acide
aminés), ’exercice physique et la lutte contre la sédentarité, les traitement médicamenteux
(supplémentation en hormone de croissance ou androgene, prescription d’oméga3 a visée
antiinflammatoire...) font partie, en plus de la prise en charge de la pathologie causale, des
thérapeutiques utilisée en pratique médicale courante ou faisant 1’objet d’évaluation par étude

clinique.

5.1. Diminution des apports en nutriments
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Il existe une réduction spontanée de I'apport énergétique et protéique au cours des pathologies
responsables de la survenue d’une atrophie musculaire (insuffisance respiratoire, cardiaque,
rénale, infection, cancer,...). Elle s’explique par 1'état inflammatoire, 1’altération du goit, le
ralentissement de la vidange gastrique, les régimes alimentaires, les facteurs psychologiques

(dépression) ou sociaux (pauvreté).

La leptine, un puissant inhibiteur de I'appétit produit par les adipocytes blancs, est
fréguemment augmentée dans ces situations'*® tandis que la ghréline un peptide orexigéne est
diminué!®. Les antagonistes de la leptine'*’ et I’administration de ghréline*® sont capable de
stimuler I’appétit, augmenter les prises alimentaires et prévenir 1’atrophie musculaire dans les
mode¢les d’atrophie musculaire. Des études cliniques pilotes sont en cours chez ’homme mais
le niveau de preuve sur ’efficacité et la sécurité de tel traitement est encore insuffisant pour

recommander leur utilisation4°.

Une disponibilité insuffisante en substrats énergétiques (glucose et acides gras libres) pour
couvrir les besoins de la fibre musculaires aboutit & une augmentation du rapport AMP/ATP.
Elle a pour conséquence I’activation de I’AMPK. L’AMPK va alors diminuer la
protéosynthése par 1’inhibition de mTORCI et induit I’inhibition de la protéosynthese via
I’inhibition de mTORC] et I’activation de I’autophagie®® et de 'UPS®®! via FoxO3a (figure
6).
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De méme une diminution de la disponibilité en acides aminés est susceptible d’induire une
inhibition de la protéosynthése et une activation de la protéolyse au niveau du muscle
squelettique. Le muscle a ainsi le rdle de réservoir d’acide aminé mobilisable en cas de
carence pour couvrir les besoins de 1’organisme (cf 3.4). La réduction des apports alimentaire
mais aussi I’augmentation du catabolisme des acides aminés branches (valine, isoleucine,
leucine) est responsable d’une carence en aminés. La carence en acides aminés va avoir pour
consequence une inhibition de la protéosynthése et une activation de 1’autophagie via
I’inhibition de mTORC1 (sensing de la carence en acide aminés)!®2. Les voies impliquées sont
multiples. L’une des micux étudiée implique la petite protéine G RAG (Ras-related GTP
binding) (figure 7). La leucine interviendrait aussi directement dans I’activation de
mMTORC1 via la leucyl-tRNA synthétase'>*. Chez I’homme plusieurs études cliniques ont testé
I’efficacité d’une supplémentation en acides aminés sur la prévention ou le traitement de
I’atrophie musculaire. Il apparait qu’une supplémentation en acides aminés est capable de
rétablir partiellement 1’homéostasie protidique. Cependant, 1’efficacité sur des critéres
clinique (amélioration de la force musculaire, réduction de la mortalité) n’a pas été a ce jour
démontré!®s, La situation est encore plus complexe pour le patient en insuffisance rénale non
dialysé. En effet un exces d’apport en protide (>1 g/kg/j) est un facteur de progression de
I’insuffisance rénale chronique bien connu. De plus, et bien que cela reste un sujet de
controverse®®®157 une réduction des apports en protides (<0,8 g/kg/j ou 0.5g/kg/j avec une
supplémentation en cétoanalogues) pourrait ralentir davantage la progression de I’insuffisance

rénale chronique.
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Figure 7. Activation de mTORC1 par les acides aminés via la voie RAG. On suppose
qu’au cours d’un apport important de nutriments, les acides aminés s’accumulent dans les
lysosomes. Les acides aminés agiraient sur la H+-ATPase (v-ATPase) lysosomale qui
servirait de point d’ancrage pour la formation du complexe Ragulator-RAG GTPase.
Ragulator induit I’échange des molécules de GTP et GDP portées respectivement par les sous
unité RAGA/B et RAGC/D. Cela permet le recrutement de la petite protéine G RHEB et son
activation par I’échange du GDP pour du GTP. RHEB active alors mTORCL1. D’aprés Jewell
J.L.etal, Nat Rev Mol Cell Biol, 14(3):133-9, 2013.
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5.2. Facteurs mécaniques

L’existence d’une pathologie chronique telle le cancer ou I’insuffisance rénale s’accompagne
d’une réduction des activités des patients’®® . Elle pourrait participer a I’induction d’une
atrophie musculaire entretenant ainsi un cercle vicieux. Des périodes prolongées d’inactivité
musculaire (repos au lit*>°, suspension ou immobilisation de membre®, vol en apesanteur6?)
conduisent a une perte significative de masse et de force musculaire. Ces phénomenes
intéressent en premier lieu les muscles riches en fibres lentes et oxydative. On observe
d’ailleurs une transition de phénotype lent vers un phénotype rapide glycolytiquel®?.
L’atrophie musculaire induite par le défaut d’utilisation musculaire est également la
conséquence d’un déséquilibre entre protéosynthése et protéolyse au profit de cette
derniérel®, L’augmentation de la protéolyse est le fait d’une mise en jeu du systéme UPS et
de ’autophagie!>!64-167 En parallele on observe généralement une réduction du nombre de
cellules satellites en cas d’inutilisation du muscle squelettique mais la responsabilité de la
diminution des cellules satellites dans la survenue d’une atrophie musculaire reste I’objet de
controverses®®®, Plusieurs mécanismes relient I’inactivité a I’atrophie musculaire au niveau de
la fibre musculaire. La protéine FAK (Focal adhesion kinase) est une protéine tyrosine kinase
présente au niveau des costameéres. Elle joue le role de transduction des contraintes
mécaniques exercées a ce niveau en activant la voie PI3K/AKT/mTORC11%°, Le role des ROS
a aussi €té¢ rapporté. Un défaut d’utilisation musculaire pourrait favoriser la production de
ROS par les mitochondries’®. Une élévation des concentrations en calcium libre a été
mesurée dans le cytoplasme de fibre musculaire en cas de défaut d’utilisation musculaire®’*.
Cette augmentation de calcium est capable d’activer d’une part des protéases, les calpaines!’?
et d’autre part ’apoptose cellulaire via ’activation de Bax (BCL2 associated X, apoptosis
regulator)'’® (figure 13). Une hypothése est qu’en I’absence de contrainte mécanique, la
calpaine 317 dégrade la titine qui pourrait libérer MuRF1 qu’elle séquestre par sa liaison a son
domaine pseudo-kinase au niveau des stries Z, MurF1 serait alors disponible a proximité de
ses substrats (actine notamment)!’>. La pratique d’exercices physique a logiquement été
proposée pour lutter contre 1’atrophie musculaire. Des études cliniques, conduites dans des
situations cataboliques variées, ont montré un bénéfice sur I’amélioration des capacités
physiques!’®t’’. Cet effet est synergique avec la supplémentation en acide aminést’®.
Cependant au cours des situations cataboliques pathologiques la correction des anomalies

n’est que partielle et I’effet sur la masse musculaire n’est pas constant!’®17, En effet comme
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nous allons le voir dans la suite les mécanismes en cause ne se résument pas a un défaut

d’apport en nutriment et de sollicitation musculaire.
5.3. Facteurs humoraux
5.3.1.Insuline et IGF1

La principale voie impliquée dans le contrdle positif (croissance) de la masse musculaire est
celle de I'insuline/IGF1/PI3K/Akt (figure 8)17°. Cette voie est activée lorsque l'insuline ou
’IGF1 (Insulin like growth factor-1) se lie & son récepteur membranaire, stimulant ainsi son
activité tyrosine kinase. Des médiateurs intermédiaires comme I’'IRS1 (Insulin receptor
substrate-1) sont phosphorylés, ce qui conduit a la formation de PIP3 et a I’activation de la
PI3K. Puis la PI3K active la protéine kinase Akt/PKB par phosphorylation. Akt est au
carrefour de plusieurs voies de signalisation. L'activation de la GSK3 (Glycogen synthase
kinase-3) et mMTORC1 entraine une augmentation de la synthése des protéines via l'activation
de la S6K qui promeut la biogéneése de ribosome et I’inhibition de 4EBP1 qui permet la levée
d’inhibition du facteur d’initiation de la traduction elF4AE. mTORC1 inhibe directement les
kinases ULK1 et 2 impliqué dans I’initiation de I’autophagie. La voie Akt/mTOR contréle en
fait les deux pendants de I’homéostasie des protéines car elle influe aussi directement sur la
protéolyse en inhibant cette derniere. En effet, la séquestration dans le cytoplasme de facteurs
de transcription FoxO1 et FoxO3a phosphorylés par Akt/PKB réduit I'expression des E3
ligases musculaires MuRF1 et MAFbx impliquées dans la protéolyse UPS-dépendante et de
protéines Atg de I’autophagie!!®. Une résistance de la fibre musculaire a I’action de I’insuline
et de I''GF1 est observée en cas de cancer ou d’insuffisance rénale!®?. L’inflammation
systémique commune & I’'IRC (Insuffisance Rénale Chronique) et au cancer jouerait un rdle
prépondérant dans ’apparition de I’insulinorésistance®182, Une supplémentation en hormone
de croissance pourrait logiquement étre proposée dans le traitement de I’atrophie musculaire.
Malheureusement, elle favorise le développement de cancer et son utilisation est donc
proscrite dans cette indication, a fortiori au cours de la cachexie cancéreuse. Les pistes
thérapeutiques actuelles visent a réduire I’insulinoresistance. Ainsi des médicaments utilisés
dans le diabéte comme la metformine sont capable de prévenir partiellement I’atrophie
musculaire dans un modele de cachexie cancéreuse'®. L’évaluation de la metformine pour
prévenir la sarcopénie induite par le vieillissement fait 1’objet d’une étude clinique en

cours'®. Enfin pour améliorer la réponse a I'IGF1 et a linsuline la correction de
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I’inflammation par ’administration de substance antiinflammatoire est également a 1’étude (cf
5.3.3.). L’action de I'IGF1 est médiée en partie par une activation de la voie de la
calcineurine!®, La calcineurine est une phosphatase qui active le facteur de transcription
NFAT qui induit la transcription de PGCa stimulant la biogénese mitochondriale et inhibant
les systémes UPS et de I’autophagie. L’action des stéroides anabolisant passe en partie par la
voie de la calcineurine® leur utilisation chez I’animal permet de prévenir I’atrophie
musculaire dans les modéles animaux. Leur utilisation chez ’homme continue de faire 1’objet
d’étude mais a déja permis de démontrer un effet positif sur la prévention de la perte de masse
musculaire sans des études préliminaires®’-1%°, Cependant I’utilisation de ces molécules chez
I’homme reste délicate en raison de 1’effet virilisant chez les femmes imposant 1’utilisation de
dose réduite et du risque de cancer androgénodépendant chez I’homme en cas d’utilisation

prolongée.
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Figure 8. Voie insuline/IGF1/PI3BK/AKT/mTORC1. L’insuline et I’'IGF1, les acides
aminés, le glucose activent la voie de signalisation PISBK/AKT/mTOR, avec les hormones
agissant via le complexe mTORC?2 et les nutriments via le complexe mTORCI1. L’activation
de mTOR conduit a la stimulation de la protéosynthéese (traduction et biogénese ribosomale)
et une inhibition de la protéolyse (systeme ubiquitine protéasome et autophagie). D’apres
Lamming D.W., SpringerPlus, 3 :735, 2014
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5.3.2.Acidose

L'acidose métabolique est une complication classique rencontrée chez les patients en
insuffisance rénale. L’acidose quelle que soit sa cause entraine une atrophie musculaire avec
une augmentation concomitante de [’activation de 1'UPS et [Dinstallation d’une
insulinorésistance a la fois chez le rat et chez ’homme!®!. Chez le rat néphrectomisé, sa
correction par ’apport de bicarbonate diminue la protéolyse®?. De méme, chez les patients en
insuffisance rénale chronique, la correction de 1’acidose métabolique permet I’amélioration
partielle des paramétres du statut nutritionnel et de prévenir la déminéralisation osseuse
(ostéomalacie)'®?. Par ailleurs, elle pourrait ralentir la progression de I’insuffisance rénale
chronique!®3. Cependant, aucun effet bénéfique sur la mortalité n’a ét¢ démontré a ce jour. De
plus, une correction de 1’acidose pourrait également avoir des effets delétéres. Sous forme de
sel de sodium les alcalins les plus frequemment utilisés (bicarbonate ou citrate de sodium)
constituent un apport non négligeable de sodium a risque de surcharge hydrosodée et
d’hypertension artérielle mais en pratique ce risque semble moins important que lors de
’apport de chlorure de sodium, en tout cas lorsque les reins sont fonctionnels'®2. Une solution
pourrait étre une alimentation riche en fruits a condition de limiter I’apport en potassium?*%,
L’utilisation de concentration ¢élevée (>32 mmol/L) de bicarbonate dans le dialysat de patient
traités par hemodialyse pour optimiser la correction de ’acidose métabolique a été retrouvé
comme un facteur indépendant de mortalité dans une étude rétrospective conduite sur plus de
17000 patients. Du fait du caractere intermittent du traitement il existe dans ce cas une
alcalose en fin de traitement qui peut théoriquement favoriser les troubles du rythme!%,
I’hypotension artérielle'® et les calcifications vasculaires'®’. Cependant dans cette méme
étude c’est le risque d’infection qui est augmenté possiblement par un effet d’inhibition de

I’alcalose sur les cellules dendritiques'® ou sur la production de ROS par les phagocytes®®.
5.3.3.Inflammation

Les patients en insuffisance rénale ou ayant un cancer sont caractérisés par un eétat
inflammatoire chronique évoluant a bas bruit comme en témoigne I’élévation de la CRP (C-
Reactive Protein) et des cytokines pro-inflammatoires TNFa (Tumor Necrosis Factor-alpha),
IL1 et 6 (Interleukine-1 et 6) et IFNy (Interferon-gamma) dans le sérum?®, L'inflammation est
multifactorielle : réponse immune contre la tumeur en cas de cancer, réaction a

I’accumulation de toxines urémiques et manque de biocompatibilité avec les matériels
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d’épuration extra-rénale en cas d’insuffisance rénale. L action de I’IL6 passerait au moins en
partie par le facteur de transcription STAT3 (Signal transducer and activator of transcription-
3). STAT3 induit SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling-3), inhibiteur de I’'IRS1 (Insulin
receptor substrate-1), et C-EBPS (CCAAT/enhancer binding protein-delta) qui induit
I’expression de myostatine (cf 5.3.4)%201 Ceci entraine [Dinhibition de la voie
PI3K/AKT/mTORCL et donc une insulinoresistance (figure 9). STAT3 contrble également la
régenération musculaire par les cellules satellites en inhibant leur prolifération et en induisant

leur différentiation via MyoD?%,
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Figure 9. Role de I’I1-6 et du facteur de transcription STAT3 dans I’atrophie musculaire.
La fixation de 1’16 sur son recepteur induit la phosphorylation de STAT3. L’activation de
STAT3 a pour conséquence l’induction de I’expression des E3 ligases musculaires
MAFbx/Atroginl et MuRF1, I’inhibition de la voie PI3K/AKT/mTORCL1 via la synthése de
myostatine et possiblement une production de caspase 3 qui pourrait jouer un role dans la
déstabilisation du sarcomere et permettrait ’action du protéasome. D’apres Silva, K.A. et al, J
Biol Chem, 290:11177-11187, 2015

TNFa et IL1 activent plusieurs voies via TRAF6 (TNF receptor associated factor-6)
aboutissant a ’expression de génes du systtme UPS et de I’autophagie (figure 10). Ces
cytokines pro-inflammatoires induisent I’activation de NF-kB (Nuclear factor-kappa B) qui
entraine une inhibition de la voie PI3K/AKT/mTORCI via I’expression de la proteine SIRPa

(Signal regulatory protein-alpha)® et induit aussi directement la synthése de MuRF12%, De
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fagon similaire, le TNF et I’'IL-6 peuvent induire I’activation des MAPK (Mitogen associated
protein kinase) p38 et JNK (c-jun N-terminal kinase) qui agissent via I’inhibition de la voie
PIBK/AKT/mTORC12%42%5 p38 est également capable d’induire Dexpression de
MAFbx/Atrogin-1 via la phosphorylation de C-EBPB (CCAAT/enhancer binding protein-
béta)?%. Enfin, TRAF6 est capable d’activer ’AMPK et donc d’inhiber directement la
synthése des protéines. La correction de I’état d’inflammation repose avant tout sur le
traitement de la pathologie causale. Les antiinflammatoires pourraient également avoir un
intérét. En dehors du traitement de maladie inflammatoire les corticoides ne doivent pas étre
utilisés car ils ont un effet catabolique direct sur la fibre musculaire?®’. L’utilisation
d’antiTNFo, prévient ’atrophie musculaire dans les modéles animaux®%®. Chez I’homme les
anti-TNF alpha ont donnés des resultats décevant dans la prise en charge de la cachexie de
I’insuffisance cardiaque®® et du cancer 2%, Ils sont utilisé dans le traitement de la maladie de
Crohn?!1212 et de la polyarthrite rhumatoide?'3 ou ils donnent des résultats favorables sur la
prévention de I’atrophie musculaire. Mais cela est, semble-t-il, plutdt lié a leur efficacité sur la
maladie causale qu’a la prévention directe des effets déléteres de I’inflammation sur le
muscle?**. Enfin a cause d’une augmentation du risque de cancers et d’infections sous anti-
TNFa et d’un coat prohibitif une utilisation pour prévenir I’atrophie musculaire parait
illusoire. Le thalidomide (un immunomodulateur) et les anti-inflammatoires non stéroidien
ont également été évalués dans des études hétérogene en termes de caractéristiques de patients
inclus et de modalité de traitement et généralement conduites sur de petits effectifs Leur méta-
analyses ne permettent pas de conclure sur I’efficacité ou pas de ces traitements?*>216, La
encore les effets indésirables constituent un frein (effets tératogéne et prothrombotique du
thalidomide, hypersensibilité, nephrotoxicité et ulcere gastrique ou duodénal avec les
antiinflammatoires non stéroidien). De méme les acides gras omega 3 sont pourvus de
propriétés antiinflammatoires?'’. Malgré, des résultats encourageant sur la prévention de

1218219 yn essai clinique récent n’a pas retrouvé d’effet

I’atrophie musculaire chez 1’anima
significatif de la supplémentation en omeéga 3 sur la protéolyse et la protéosynthese globale de
patients en hémodialyse?®. Cependant il faut noter que dans une étude conduite chez des
patients ayant un cancer c’est ’association de plusieurs mesures (omega3, thalidomide, L-
carnitine et stéroides) qui a montré un effet bénéfique sur la prévention de la perte de masse
musculaire alors que I’application de chaque mesure séparément n’avait que peu ou pas

d’effet??!. Cette approche multimodale fait actuellement I’objet d’un essai clinique chez des

patients hémodialysés chroniques??2.
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Figure 10. Role de TNFa/Il1 et de I’E3 ligase TRAF6 dans I’atrophie musculaire. Les
cytokines proinflammatoires TNFa et IL1 sont produites au cours pathologies responsables
d’un état catabolique et conduisent a I’activation de I’E3 ligase TRAF6. TRAF6 peut
également étre activée en cas de dénervation muscualire via TWEAK-Fn14. TRAF6 va alors
stimuler plusieurs voies (NF-kB, JNK, p38 et AMPK) aboutissant a I’induction d’une atrophie
musculaire. D’aprés Kumar A. et al, Curr Opin Clin Nutr Metab Care, 15(3):233-9, 2012.
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Figure 11. Influence du stress oxydant sur les mécanismes controlant la masse
musculaire. Les causes d’atrophic musculaire peuvent générer un stress oxydant par la
production de radicaux libres de I’oxygeéne (ROS) issue de différentes sources telle les
mitochondries, la xanthine oxydase (XO) ou la NADPH oxydase (Nox). Le stress oxydant est
un activateur des systémes protéolytiques (systeme ubiquitine-protéasome, autophagie,
calpaine), inhibe la protéosynthése et induit une dysfonction mitochondriale qui amplifie la
production de ROS et peut conduire a terme a I’apoptose. D’aprés Abrigo J. et al, Oxyd Med
Cell Longev, 2018

5.3.4.Myostatine

La myostatine est une myokine sécrétée par le muscle et qui régule négativement la masse
musculaire. La myostatine exerce son action par I’intermédiaire de son récepteur (ActRIIb) du
type recpteur aux activine et possédant une activité protéine kinase. L’action de la myostatine
est médiée par 3 voies différentes. La voie canonique passe par I’activation des facteurs de
transcription Smad2/3 qui s’associent a Smad4 et dont la translocation dans le noyau va
inhiber la transcription de génes impliqués dans la myogénése, myoD notamment. La
myostatine va également exercer son action via I’inhibition de la voie PI3K/Akt/mTORC1et

’activation de la voie des MAPK??® (figure 12). Chez I’homme laugmentation de la
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myostatine a été montrée au cours de I’IRC, sa synthése étant stimulée par 1’IL6, le TNFo et
les glucocorticoides?®. Son inhibition a I’aide d’anticorps monoclonaux chez des souris

néphrectomisées réduit ’atrophie musculaire??s.
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Figure 12. Différentes voies de signalisation de la myostatine. — L'activation du
processus, - | l'inhibition du processus, --- présence d'étapes intermédiaires inconnues ou
omises sur la figure. 1. Voie canonique de I'activation de Smad. La myostatine se lie a
ActRIIB et induit son assemblage avec le récepteur a I’activine de type I. La phosphorylation
de Smad2/3 conduit a sa liaison avec Smad4 et a la translocation du complexe vers le noyau
ou il bloque la transcription des genes responsables de la myogenése. Smad6 et Smad7 sont
en compétition pour la liaison avec le récepteur d'activine de type I. Smad7 peut également
empécher la formation du complexe Smad 2/3 et Smad4. 2. Activation des MAPK.
L'activation des MAPK utilise différentes voies: TAK-1 / MAPKK pour p38 MAPK ou Ras /
Raf / MEK1 pour ERK1 / 2. Cela conduit au blocage des génes responsables de la
myogenése. 3. Inhibition de la signalisation Akt. Sous I’effet de la myostatine Akt
déphosphorylé n'inhibe pas FoxO. Il conduit a I'accumulation de FoxO dans le noyau ou il se
lie a 'ADN et induit la transcription des E3 ligases MURF-1 et Atrogin-1. Smad3 et Smad4
peuvent éventuellement participer a la signalisation FoxO. D’apres Elkina Y. et al, J Cachexia
Sarcopenia Muscle, 2(3):143-151, 2011

6. Sensibilité des différents types de fibres a I’atrophie
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Comme précise précédemment, les muscles sont hétérogénes, que ce soit au niveau
morphologique ou les constituants des fibres musculaires elles-mémes. Au cours du processus
d’atrophie, les différents types de fibres musculaires caractérisés par leurs propriétés
métaboliques et contractiles sont affectés de fagon différente en fonction du type d’atrophie.
Les mécanismes en cause sont encore mal compris. Il pourrait s’agir d’une sensibilité
différentes des fibres a I’activation ou I’inhibition des voie de signalisation impliquées dans le
contrdle de la masse musculaire!®. Les fibres glycolytiques a contraction rapide sont plus
vulnérables que les fibres oxydantes a contraction lente dans diverses conditions atrophiantes
pathologiques lié a I’activation des voie de transduction FoxO, NFxB et myostatine. Dans ces
conditions La résistance des fibres lente oxydative pourrait résulter de leur protection par leur

expression du facteur de transcription PGCla. En revanche les fibres lentes sont les premieres
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Figure 13. Voies de signalisation ciblant differemment les fibres en cas d’atrophie du
muscle squelettique. Les fibres musculaires rapides glycolytiques seraient plus sensibles aux
stimuli cataboliques agissant par les voie FoxO, NFkB et la myostatine que les fibres lentes
du fait d’'une moindre expression basale de PGCa. Le défaut de stimulation de la voie des
calcineurines et de PGCo rend, au contraire, les fibres musculaires lentes oxydatives
particulierement sensibles a 1’atrophie induite par le défaut d’utilisation musculaire. D’apres
Wang et al, Curr Opin Clin Nutr Metab Care, 16(3):243-50, 2013.
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CONCLUSIONS ET PROJET DE THESE

Une perte de masse musculaire complique de nombreuses situations pathologiques telles le
sepsis, le cancer, I’insuffisance cardiaque et respiratoire mais aussi I’insuffisance rénale. Elle
contribue au syndrome de fragilité et est associé a un risque de déces indépendant de la
pathologie causale. La perte de masse musculaire est liée a un déséquilibre entre la
protéosynthése et la protéolyse musculaire. La protéolyse a un r6le prépondérant. Son
augmentation est retrouvée de fagon constante en cas d’atrophie musculaire, elle détermine la
durée de vie des protéines en place et elle contrdle la protéosynthése. Les systémes
protéolytiques UPS et de ’autophagie semble étre les principaux acteurs. Le systeme UPS
contréle la masse musculaire car il cible les protéines de I’appareil contractile. De plus il
intervient dans le marquage de protéines ou d’organelle cellulaire (mitochondrie) destinés a
étre dégradés par l’autophagie. Jusqu’a présent les mécanismes conduisant a I’atrophie
musculaire ont principalement été décrits sur des modeéles cellulaires et animaux. Concernant
I’insuffisance rénale, la plupart des études chez 1’animal ont été conduite sur des rongeurs
ayant subi une néphrectomie partielle. Elles ont montré le rdle prépondérant du systeme UPS
dans I’augmentation de la protéolyse induite par I’insuffisance rénale, son activation par
I’insulinoresistance, 1’acidose et plus récemment la myostatine. Les études conduites chez
I’homme restent rares et parcellaires. Le premier objectif de cette these est I’identification des
mécanismes mis en jeu lors de I’installation d’une atrophie musculaire. Nous étudierons
d’abord un modele différent d’insuffisance rénale induite chez le rat (insuffisance rénale
induite par un nephrotoxique) puis notre étude portera sur des biopsies musculaires réalisées
chez des patients en insuffisance rénale terminale traité par hémodialyse qui représente une
situation catabolique prolongée. Un second objectif sera de vérifier s’il existe des altérations
de processus biologiques communes a ’atrophie musculaire de I’insuffisance rénale et du
cancer préalable a la recherche de biomarqueur diagnostique d’un processus d’atrophie

musculaire dans le sang.
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1ER ARTICLE : UPREGULATION OF MURF1 AND MAFBX PARTICIPATES TO
MUSCLE WASTING UPON GENTAMICIN-INDUCED ACUTE KIDNEY INJURY

Introduction

Dans un premier temps nous avons choisi d’étudier les mécanismes de I’atrophie musculaire
dans un modele d’insuffisance rénale chez le rat. Il s’agissait d’abord de confirmer
I’implication du systeme UPS, de tester la possibilité de freiner la protéolyse musculaire en
utilisant un inhibiteur du protéasome (le bortezomib) et d’identifier les substrats du
protéasome comme cela avait été réalisé dans un modéle d’atrophie provoquée par
I’apesanteur??’. La plupart des travaux s’intéressant a 1’atrophie musculaire au cours de
I’insuffisance rénale (notamment ceux de I’équipe de Mitch) ayant été réalisé sur un modele
de rat ayant subi une néphrectomie partielle (7/8%) c’est ce modéle qui a été initialement
choisi. Une premiere expérience a été réalise pendant ma thése sur des rat commandé au
laboratoire Charles River et ayant subi une néphrectomie des 5/6%2. Malheureusement les rats
néphrectomisés n’ont développé qu’une insuffisance rénale légere insuffisante pour provoquer
une acidose métabolique et une atrophie musculaire mesurable. Nous nous sommes alors
tournés vers un autre modele reproduisant 1’insuffisance rénale provoquée lors de
I’administration répétée a fortes doses d’un antibiotique potentiellement néphrotoxique : la
gentamicine®?8, Les résultats obtenus avec la dose classiquement utilisé dans la littérature se
sont avérés décevant. Une posologie augmentée a donc été utilisée et a permis de provoquer
une insuffisance rénale, une acidose et une atrophie musculaire. Dans ce premier travail nous
avons voulu étudier I’impact d’une insuffisance rénale aigué provoquée par I’injection de
gentamicine sur 1’expression de différentes E3 ligases musculaires. En parallele nous nous
sommes intéressés a la voie de signalisation PI3K/Akt /mTORCL1 et myostatine connues pour

réguler I’expression de MuRF1 et MAFDbx.
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Acute Kidney Injury (AKI) is frequently encountered in hospitalized patients where it is associated with
increased mortality and morbidity notably affecting muscle wasting. Increased protein degradation has
been shown to be the main actor of AKl-induced muscle atrophy, but the proteolytic pathways involved
are poorly known. The Ubiguitin Proteasome System (UPS) is almost systematically activated in vari-
ous catabolic situations, and the E3 ligases MuRF1 and MAFbx are generally up regulated in atrophying
muscles. We hypothesized that the UP5 may be one of the main actors in catabolic skeletal muscles

Keywords: i from AKI animals. We used gentamicin-induced acute kidney disease (G-AKI) in rats fed a high protein

Muscle wasting . . . ) . . .

Acute kidney ini diet to promote acidosis. We first addressed the impact of G-AKI in the development of mild catabolic
idney injury

Ubiquitin-proteasome system conditions. We found that both muscle atrophy and UPS activation were induced with the development

MuRF1 of G-AKL In addition, the phasic muscles were more sensitive to 7-days G-AKI (—11 to —17%, P<0.05)

MAFhx than the antigravity soleus muscle (—11%, N5}, indicating a differential impact of AKI in the muscula-

ture. We observed an increased expression of the muscle-specific E3 ligases MuRF1 and MAFbx in phasic
muscles that was highly correlated to the G-AKl severity (R?= 0.64, P<0.01 and R =071, P< 0.005 respec-
tively). Conversely, we observed no variation in the expression of three other E3 ligases (Nedd4, Trim32
and Fbxo30/MUSA1). Altogether, our data indicate that MuRF1 and MAFbx are sensitive markers and
potential targets to prevent muscle atrophy during G-AKIL

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction 2012). AKI patients exhibit negative nitrogen balance linked to

an increased protein catabolism. Different factors are responsible

Mortality remains high in acute kidney injury failure (AKI)
despite different support strategies. Even a moderate acute renal
failure, which is the majority of medical cases, is associated with
increased mortality (Chertow et al., 2005). This has recently led
to the revised definition of AKI (Acute Kidney Injury Work Group,

Abbreviations: UPS, ubiquitin proteasome system; AKl acute kidney injury: ATN,
acute tubular necrosis; CKD, chronic kidney disease; MuRF1, muscle ring finger
protein-1; MAFbx, musdle atrophy F-box protein; MUSA1, muscle ubiquitin ligase of
the SCF complex in atrophy-1; Nedd4, neuronally expressed developmentally down-
regulated 4 protein; Trim32, tripartite motif-containing protein 32: Ub, ubiquitin:
EDL, extensor digitorum longus; TGF, transforming growth factor.
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for the development of a hyper catabolism in AKI patients, like
insulin resistance, circulation of inflammatory cytokines, acidosis,
increased secretion of catabolic hormones, and inadequate delivery
of nutritional substrates. Nitrogen loss induces a marked decrease
in lean body mass in AKI patients and is associated with impaired
protein metabolism, gluconeogenesis and changes in amino acid
metabolism, which complicates nutritional intervention (Lee et al.,
2004; Druml, 2005).

In uremic rats, increased protein and branched chain amino
acids degradation and little or no variation of protein synthesis
have been observed (Clark and Mitch, 1983; Flugel-Link et al.,
1983 and Price et al., 1998). However, these studies were car-
ried out using nephrectomized rats, animals were used 30-48h
after surgery with both food and water being removed at least 4h
before experiments. Surgery-linked stress may have impacted the
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conclusions, as protein degradation is sensitive to both stress and
trauma (Baliga and Shah, 1991 and Lecker et al., 2006). By contrast,
few studies addressed the mechanisms of muscle protein wasting
upon AKI from acute tubular necrosis (ATN). In human, ATN from
toxic exposure, notably of aminoglycosides such as gentamicin, is
one of the most frequent causes of AKI. A single study used a treat-
ment of gentamicin (7 days) to induce G-AKI in rats and showed
that muscle protein degradation was increased upon G-AKI in incu-
bated epitrochlearis muscle with no significant variation in protein
synthesis (Baliga and Shah, 1991).

Upon 7/8 nephrectomy, the caspases and ubiquitin proteasome
systemn (UPS) are the main proteolytic systems activated in rat
skeletal muscles (Du et al., 2004; Workeneh et al., 2006). The rel-
ative importance of each pathway in renal failure-linked muscle
wasting is not fully understood, but the UPS is known for being
the main actor of skeletal muscle catabolism in most catabolic sit-
uations (Temparis et al., 1994; Taillandier et al., 1996a,b; Bodine
et al, 2001; Clarke et al.,, 2007; Fielitz et al., 2007; Heng et al.,
2008; Polge et al., 2011). The UPS is a highly sophisticated pathway
involving hundreds of proteins that controls most cellular path-
way [see (Ciechanover and Stanhill, 2014) for a recent review].
The target proteins are labeled with a ubiquitin chain by an enzy-
matic cascade. The small protein ubigquitin is activated by an E1,
transferred onto one of the 35 ubiquitin-conjugating enzymes (E2s)
and covalently linked to the substrate recognized by one of the
numerous E3 ligases (>600). The E2 and E3 enzymes define the
specificity and allow the UPS to potentially target any cellular pro-
tein (Ravid and Hochstrasser, 2008 and Polge et al., 2015). Indeed,
the muscle-specific E3 ligases MuRF1 and MAFbx were reported
to be upregulated in tens multiple catabolic models (see Bodine
and Baehr, 2014 for a review) but other E3 ligases like Nedd4 and
fbxo30/MUSA1 are also important regulators of muscle atrophy in
denervated muscles (Magpal et al., 2012; Sartori et al., 2013). How-
ever, the ubiquitous upregulation of the latters in other catabolic
situations still needs to be investigated. Amongst these E3 ligases,
MuRF1 is the only one that targets the main contractile proteins
actin, myosin and troponin | for subsequent degradation by the
UPS (Kedar et al., 2004; Clarke et al., 2007; Fielitz et al., 2007; Polge
et al., 2011). We previously demenstrated that telethonin, a small
sarcomeric protein implicated in sarcomere stability, is also an UPS
substrate during severe atrophying situations and others found that
it may interact with MuRF1 (Heng et al, 2008; Witt et al., 2008).
This suggests that the UPS may be implicated in the degradation of
most, if not all, sarcomeric proteins, with MuRF1 as a key player.

By contrast with renal failure caused by partial nephrectomy,
the mechanism of skeletal muscle protein wasting has not been
evaluated in an acute tubular necrosis model despite its high
negative impact in patients. Thus, the goal of our study was to
determine whether the UPS is activated during toxic G-AKI-linked
muscle wasting. Using a rodent model of toxic acute tubular necro-
sis (G-AKI), we obtained a moderate catabolic situation in which
we mainly focused on the potential activation of muscle atrophy-
linked E3 ligases as they may represent early and sensitive markers
of UPS activation.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Antibody recognizing polyubiquitin (polyUb) chains was from
Millipore (clone FK1, Millipore, Darmstadt, Germany). Anti-
telethonin and anti-MuRF1 antibodies were from SantaCruz
(SantaCruz Biotechnology, CA, USA) and anti-MAFbx was from
ECMBiosciences (Versailles, KY, USA), anti-phospho AKT, anti-AKT,
anti-phosphe p70 56 kinase, anti p70 56 kinase, anti-phospho 56

Table 1
Muscle weight and biochemical data from control (CT) and gentamicin-induced
kidney injury (G-AKl) animals.

CT G-AKI
Urea (mmol/1} 71+3 58+ 30"
Creatinin ( mol/1) 23434 135+ 89"
Bicarbonate (mmuol/1) 27+4 20+ 3
Weight increase, D7-14 (g) 24410 65+5"
Soleus
Muscle mass, mg 87+9 78+M
Muscle wt per whole body wt, mg/100 g 431413 41116
EDL
Muscle mass, mg 104+ 8 30+ 4
Muscle wt per whole body wt, mg/100 g 4843 45+ 1°
Tibialis anterior
Muscle mass, mg 404+135 364 +15°
Muscle wt per whole body wt, mg/100 g 18811 18310
Gastrocnemius
Muscle mass, mg 1280 +94 1142 £ 57*
Muscle wt per whole body wt, mg/100 g 597+ 26 574122

Weight increase of animals was determined between day 7 and 14(D7-14),i.e. when
saline (CT) or gentamicin (120 mgkg-! d-1) were injected; EDL, extensor digitorum
longus; Values are means + 5E, n=4-G; *p< 0,05 vs, control (CT).

and anti-56 were from Cell Signaling (Cell Signaling technology,
MA, USA). Fluorescent secondary antibodies were from ScienceTec
(ScienceTec, Courtaboeuf, France) and detection was performed
using a Li-COR Odissey Imager (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE,
USA). Membrane loading was determined using Blot-FastStain
(G-Biosciences). Densitometric analysis of images was performed
using Image] v. 1.47 software. Oligonucleotides for amplifying
cDMNAs encoding for MAFbx, MuRF1, Nedd4, Fbxo30/MUSA1 and
Trim32, YWHAZ, HPRT1 and 36B4 were designed using Primer3
software and purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
(see Suppl. Table 1 for primers in the online version at DOIL: 10.
1016/j.biocel.2016.04.006).

2.2, Animals

The experiments were conducted in accordance with the
Mational Research Council Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals. All animals were maintained in a temperature-
controlled room {22 +1C) with a 12:12h light:dark cycle. Acute
tubular necrosis (ATN) was induced in rats by subcutaneous injec-
tion of gentamicin (aminoglycoside) at a dose of 120mg kg~ d-!
(Baliga and Shah, 1991).

Six-week-old rats were acclimatized with a normal protein diet
(NP diet) ad libitum for 7 days, and then with a high protein diet
[HF diet) containing 46% protein for 7 more days. Animals were
randomly separated into 2 groups (n- 6 per group). One group was
injected subcutaneously daily with gentamicin for 7 days (concomi-
tant to HP diet) to induce acute kidney injury (G-AKI group), while
the control group (CT) received the same amount of 0.9% sodium
chloride {normal saline). G-AKI animals were fed ad libitum and
controls were pair-fed accordingly.

2.3. Muscle and sampling extraction

Rats were fasted the night before sacrifice to avoid the wari-
ability in protein metabolism that could end up with differential
food absorption. Animals were anesthetized and venous blood
was collected to determine serum urea, creatinine and bicarbon-
ate. Skeletal muscles (Tibialis Anterior, Extensor Digitorum Longus
[EDL], Gastrocnemius and Soleus) were removed and immediately
frozen in liquid nitrogen and rats were sacrificed by exsanguination
and cutting the diaphragm.
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Fig. 1. PolyUb conjugates accumulate in the soleus muscle from G-AKI rats.
Muscles were homogenized in Lysis Buffer (see methods section). The soluble and the myofibrillar-enriched fractions were obtained by centrifugations and immunoblotting

was performed using the anti-polyUb antibody (FK1). Soluble {A) and myofibrillar enriched fractions (B) of the soleus and the EDL (C and D) muscles were assayed and
increased polyUb conjugates was detected in the soluble fraction of the soleus muscle. Data are expressed as means + SE for n-5-6 rats. *Significantly different from control

animals, P = 0,05,

24, Immunoblotting muscle. Muscle homogenates were centrifuged at 16,000g (4C,
10min). The supernatant (soluble fraction) was stored at —20°C

Skeletal muscles from the right leg were homogenized in 8 ml until used. The pellets {(myofibrillar-enriched fraction) were resus-

of lysis buffer [S0mM MOPS pH 7.5, 5mM EDTA pH 8.0, 1 mM pended in lysis buffer (4 mlj/100mg muscle) and homogenized
PMSF, protease inhibitor cocktail (10 pl/ml of lysis buffer) (Sigma, by sonication. Protein concentration was measured by absorption

St Louis. MO, USA), NEM 10mM, Triton X100 1%] for 100 mg of
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Fig. 2. mRNA levels from muscle specific E3 ligases increase in G-AKI rats.
Total mRMNA from the Soleus (AB) and EDL (CD) muscles of control {CT) and acute kidney disease (G-AKl) animals were purified, and gRT-PCR was performed as described in
the methods section for MAFBx (A,C upper panels) and MURF1 (B,D upper panels) E3 ligases. MAFDx and MuRF1 were overexpressed during G-AKI in the EDL (C, D) although
it was only significant for MAFbx when correlated to creatinin levels. Expression levels of other E3 ligases potentially involved in the atrophying program were performed
(E-]) using gRT-PCR. By contrast with MuRF1 and MAFbx, Nedd4, Fbxo30 (P= 0.07) and Trim32 mRNA levels were depressed in the EDL muscle from G-AKI rats. No variation
was detected in the soleus muscle for these E3 ligases. Data are expressed as means +5E for n=5-6 rats, Individual gRT-PCR values are also plotted against the muscle
mass/creatining ratio {A-D, lower panels), which showed a good correlation between renal function and E3 ligases mRNA levels. Linear regression was performed using the
least square method and significance was tested using a 1 factor ANOVA (A, B, C, D lower panels). *Significantly different from control animals, P<0.05.
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Fig. 2. (Continued)

spectrophotometry (OD 562 nm) using the BCA kit (Pierce, Rock-
ford, IL, USA)

Proteins were separated on SDS-PAGE and then transferred
onto a nitrocellulose membrane (ScienceTec, Courtaboeuf, France)
using a liguid transfer system (BIORAD, Hercules, CA, USA]. The
transfer of free and polyubiquitin-conjugated telethonin was con-
ducted in two steps. The nitrocellulose membrane was cut into

two pieces and transfer was performed first at low voltage (30V),
4h at 4°C. The piece of membrane containing the low molecu-
lar weight proteins was removed and soaked in 1 = PBS buffer.
SDS (0.05%) was then added to the transfer buffer and transfer
was then continued at 400 mA overnight for the high molecular
weight proteins. Immunoblotting was performed using fluorescent
antibodies and signals were detected with a LI-COR® Odyssey™

53



I Antort et al. / The International Journal of Blochemistry & Cell Biology 79 (2016) 505-516 511

H

CT G-AKI CT G-AKI
p-Ser 2401244 56 32kDa (D .

s6 s2koe | —
NS
-

0.8 |

)
o B 06
o
2 & ou-
&3

= 02+

0
CcT G-AKI
Soleus

I

CT G-AKI CT G-AKI
P-5er 240/244 S6 32 kDa | — ..“

5 s2i0n

NS

[

e
o0
|

e
Y
|

2
B
|

p-S6/S6
(Arbitrary units)
v

CT G-AKI

EDL

Fig. 3. (Continued)

Imager (ScienceTec, Courtaboeuf, France) following manufacturer's
instructions. Normalization for correcting uneven loading was
performed by densitometric analysis of stained blots using Blot-
Faststain.

2.5. qRT-PCR

mRMA levels of muscle specific E3 ligases (MuRF1,MAFbx,
MNedd4, Fbxo30/MUSA1 and Trim32) were determined by quan-
titative RT-PCR. Reverse transcription of total RNA into DNA was
performed using the QuantiTect ® Reverse Transcription kit (Qia-
gen ). gPCR was performed using the FastStart DNA Master SYER
Green 1 kit (Roche), according to the manufacturer's instructions
using a CFX96 thermocycler (BIORAD, Hercules, CA, USA). Calcula-
tions were made using the comparative ACt method with YWHAZ,
HPRT1 and 3684 housekeeping genes

2.6. Statistical analysis

Results are expressed as mean + SE. Statistical analysis was per-
formed using XLSTAT v9.1 software (Addinsoft®). Comparisons
between the groups were performed using a two sided Student
unpaired t-test or the Mann-Whitney test for guantitative parame-
ters(homoscedasticity verified using Fisher-Snedecor test). A linear
regression was performed for E3 ligases mRMA levels using the
least squares method and statistical significance was calculated
using a one-way ANOVA. Pearson correlation coefficient was used
to assess linear dependence between the variable “muscle mass
(creatinine)”.

3. Results and discussion

Chronic kidney disease (CKD) and acute kidney injury (AKI) have
in common the impairment of renal function and are thought to
induce skeletal muscle wasting followed by increased morbidity
and mortality. In humans, moderate AKI reflects the majority of
the cases but it is nonetheless deleterious for health and the pre-
cise mechanisms involved are still poorly understood. Recent data

showed that AKI induced an increased protein degradation that was
mainly explained by an activation of the UPS and the caspase prote-
olytic pathways (Wang et al., 2014). Thus, the main goal of our study
was to determine the involvement of the UPS in rats submitted to
moderate AKI in the development of muscle wasting.

3.1. Induction of moderate AKI by gentamicin injection

We induced G-AKI in rats by injecting a dose of 120mgkg ' d~!
of gentamicin known to cause acute tubular necrosis (ATN). As
expected, we found a marked elevation of urea (about 8 times
higher, P< 0.01) compared to controls (CT) together with increased
creatinine levels (>5 times) in gentamicin induced AKI animals
(Table 1), but 2 times less than in a previously published report
(Baliga and Shah, 1991). Therefore, our model induced an efficient,
although moderate renal failure. We also observed a mild but sig-
nificant metabolic acidosis witnessed by a 25% decrease (P< 0.05)
of serum bicarbonate levels in G-AKI animals when compared to
CT(Table 1). While growth rate decreased (—63%, Table 1), skeletal
muscle weights of G-AKI rats were mildly impacted when com-
pared to controls (—10 to —15%, P< 0.05 for phasic muscles). This
is in agreement with a moderate and progressive developing atro-
phy close to what can be observed in human. G-AKI caused by ATN
impacted more phasic muscles and the EDL exhibited a significant
although mild atrophy as indicated by depressed muscle/whole
body ratio (relative weight, —7%, P< 0.05), which means this mus-
cle was more sensitive to G-AKI(Table 1). Gentamicin-injected rats
decreased spontaneously their food intake, but impaired growth
rate and muscle loss were not due to lower food intake as control
rats were pair-fed with G-AKI animals. Muscle protein concentra-
tion was not modified between G-AKI and control animals in either
the soluble or the myofibrillar compartments, and actin and myosin
levels, ie. their relative abundance, were similar in both groups
(not shown). This is in agreement with different catabolic states
(unweighting, sepsis, cancer] in which protein losses from differ-
ent compartments (soluble, myofibrillar) paralleled total muscle
wasting (Taillandier et al., 1996a,b; Attaix et al., 2005 and unpub-
lished data). In addition, differential actin and myosin losses are
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Fig. 4. Telethonin is upregulated during G-AKI,

The UPS substrate telethonin was addressed at the protein. A, immunoblotting was performed in the myofibrillar fraction of the soleus and EDL muscles. B, telethonin is also
present in the soluble fraction of the EDL but was below detection levels in the soleus muscle (not shown). In the EDL, telethonin present in the soluble fraction was increased
at the protein level, Data are expressed as means =+ SE for n-5-6 rats. *Significantly different from control animals, P< 0.05. C, telethonin mRNA levels were determined by
gRT-PCR as described in the methods section. Telethonin mRNA was increased in the soleus muscle,
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Immunoblotting was performed with the anti-telethonin antibody using the myofibrillar (A, B) and the soluble (C, D) fractions of the soleus and EDL muscles, High molecular
weight poly-Ub telethonin was detected as a smear in the very high molecular weight region; short-term exposure is shown (see (Heng et al., 2008 ) for detailed methodology L.

No variation was observed upon G-AKI treatment.

only detectable in strong catabolic situations in cultured myotubes
and in skeletal muscle (Clarke et al., 2007; Fielitz et al., 2007; Polge
et al., 2011).

Altogether, our model induced a mild acidosis and a moderate
muscle loss, which is suitable for identifying sensitive markers of
muscle atrophy and is also more representatives of human pathol-

Ogy.
3.2, Activation of the UPS system

We chose a short-term (7 days) experiment for investigating
early events that induce muscle protein breakdown upon G-AKL In
this work, we did not address proteasome activity as (i) this does
not discern between contractile and global activity of degradation
and (ii) proteasome activities (trypsin and chymotrypsin-like) do
not correlate with ubiquitin-protein ligation rate activity in cells
and organs (Patel and Majetschak, 2007; Besche et al., 2014).

3.2.1. Accumulation of UPS substrates

The UPS is the main actor of muscle loss during several catabolic
situations but this remains to be established in G-AKI (Fukasawa,
2012). Skeletal muscle protein wasting in nephrectomised rats is
mainly due to an activation of the UPS and includes accumulation of
proteasome substrates (polyUb conjugates), increased expression
of muscle-specific E3 ligases (MAFbx and MuRF1) and proteasome
subunits (Lecker et al., 2004; Lee et al., 2004). We thus addressed
its implication in our model starting by the proteasome targets, i.e.
the polyUb conjugates. We used both the soleus and the EDL for
all subsequent determinations as they behaved differentially upon
G-AKI and they represent antigravity and action muscles respec-
tively. We determined polyUb conjugates levels in both the soluble
and the myofibrillar-enriched fraction as they represent different
pools of muscular proteins. PolyUb conjugates appeared as a smear
in the high molecular weight region (>250 kDa) of the membranes,
in agreement with previous data (Ventadour et al., 2007). It should
be noticed that lower molecular weights Ub conjugates (<200 kDa)

are mainly monoUb conjugates (not detected with our antibody)
and are not proteasome substrates. In this study, no accumulation
of polyUb conjugates was observed in the myofibrillar compart-
ments of both the soleus and the EDL muscle from G-AKI animals
(Fig. 1B-D), which is in agreement with the mild impact of G-AKI
in the whole musculature. Surprisingly, an accumulation of polyUb
conjugates occurred in the soluble fraction of the soleus muscle
(Fiz. 1A), i.e. the only muscle not impacted by G-AKI. The soleus
muscle is sensitive to nutritional status and some atrophying stim-
uli (e.g. unloading) that can deeply modify the enzymatic profile
of this muscle (Taillandier et al., 1993; Taillandier et al., 1996a,b).
This suggests that this peculiar muscle type (antigravity/postural
muscle) underwent metabolic modifications upon G-AKI without
any detectable impact on protein content.

3.2.2. Up regulation of MuRF1 and MAFbx E3 ligases

As polyUb conjugates accumulate only when the proteasome
is overloaded, we anticipated that a mild catabolic situation like
moderate acidosis-linked G-AKI would have tenuous effects on
proteasome substrates accumulation. We thus hypothesized that
enzymes responsible for substrates targeting might be more sen-
sitive markers. The E3 ligases are key components of the UPS that
recognize the proteins to be degraded. The muscle-specific E3 lig-
ases MuRF1 and MAFbx are particularly responsive to catabolic
situations at the mRMNA and/or protein levels (Bodine et al., 2001;
Kedar et al., 2004; Lecker et al., 2004; Heng et al., 2008; Polge
et al., 2011) and they are up regulated in nearly all the catabolic
models tested (Bodine and Baehr, 2014). MAFbx mainly controls
transcription and translation factors such as MyoD and elF3-f and
participates to the atrophying program by controlling negatively
protein synthesis (Lagirand-Cantaloube et al., 2008, 2009). By con-
trast, MuRF1 is known for its targeting activity against sarcomeric
proteins such as actin, myosins and troponin I (Kedar et al., 2004;
Clarke et al., 2007; Fielitz et al,, 2007; Polge et al,, 2011). In the
soleus muscle, both MAFbx and MuRF1 transcripts levels were
not modified in G-AKI animals compared to CT (Fig. 2A and B,
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upper panels). As expected for a muscle losing weight, we observed
increased MAFbx and MuRF1 mRNA levels in the EDL muscle from
AKI animals. However, it did not reach significance for MAFbx
(P=0.09) and was barely significant for MuRF1 (+90%, p<0.05).
We found substantial variability for different parameters (urea,
creatinine, see Table 1) that indicates different G-AKI severities
between animals in response to the injection of gentamicin. We
thus hypothesized that G-AKI might be considered as a continuous
variable when appreciating the induction of the UPS in G-AKI ani-
mals. In humans, the severity of AKl is estimated by the increase in
serum creatinine levels over basal value [Acute Kidney Injury Work
Group, 2012). Assuming that basal creatinine was similar for all
the rats, we used serum creatinine levels after 7 day of experiment
for assessing the severity of G-AKI. As creatinine concentration is
also affected by muscle production, creatinine levels were adjusted
using muscle mass. For calculations, we used the masses of the four
skeletal muscles studied that reflected whole body musculature. No
correlation was observed for the soleus muscle when MAFbx and
MuRF1 mRNA levels were expressed as a linear function of muscle
mass/creatinine ratio, i.e. a witness of G-AKI severity (Fiz. 2A and
B lower panels). By contrast with the soleus muscle, a good cor-
relation was observed between the severity of G-AKI and MuRF1
and MAFbx mRNA levels in the EDL (Fig. 2C and D, lower panels,
P<0.01). This suggests that the expression of these E3 ligases was
correlated to the severity of G-AKL

In accordance with the lack of effect of G-AKI on MuRF1 tran-
scripts, we observed no variation of MuRF1 protein levels in the
soleus muscle (Fig. 3A). Similarly, MuRF1 protein levels were con-
sistent with mRMA levels in the EDL as we observed a 68% increase
(P<0.05) in G-AKI rats (Fig. 3B). By contrast, it was less clear for
MAFDbx as protein levels were similar in AKI and CT animals in the
soleus muscle and were below detection limits in the EDL (Fig. 3C
and not shown). Thus, we did not detect any correlation between
MAFbx protein levels and the corresponding mRMA upon G-AKIL

Upon G-AKI, MuRF1 and MAFbx were up regulated in the atro-
phying EDL and mRNA levels were well correlated with renal
function (Table 1, Figs. 2 and 2). This strongly suggests that MuRF1
and MAFbx participate to G-AKIl-linked muscle wasting in phasic
muscles from rats.

3.2.3. Potential implication of other E3 ligases linked to muscle
atrophy

Other E3 ligases (Neddd4, Trim32, Fbxo30/MUSA1) are up regu-
lated in some catabolic situations (Cohen et al., 2012; Kudryashova
etal,2012; Magpal et al.. 2012; Sartori et al., 2013). However, in the
soleus muscle, Nedd4, Trim32 and MUSA1/Fbxo30 transcript lev-
els were not modified (Fig. 2E,G,1). Surprisingly, we even observed
adecrease in mRNA levels for these three enzymes in the EDL mus-
cle from G-AKI animals, although not significant for Fbxo30/MUSA1
32 (Fig. 2ZF,H,]). By contrast with MuRF1 and MAFbx, no correlation
was observed when renal function was considered as a contin-
uous variable (data not shown). Nedd4 is a mediator of skeletal
muscle atrophy exclusively associated with muscle inactivity like
denervation or unloading, which is in accordance with our data
(Koncarevic et al, 2007). Previous work suggested that Trim32
could be implicated in the occurrence of muscular atrophy during
fasting through thin filament {actin, troponins, tropomyosin) tar-
geting (Cohen et al., 2012). However, other studies clearly showed
that Trim32 was dispensable for atrophying skeletal muscles upon
either nutrient deprivation or hindlimb unloading but rather played
a major role in muscle regrowth after atrophy (Kudryashova et al.,
2012).Inaddition, we demonstrated that actin is mainly targeted by
MuRF1 in catabolic situations (Polge et al., 2011). Foxo30/MUSAT is
amuscle E3 ligase whose role has been recently described in dener-
vated muscle atrophy but MUSA1 targets remain to be discovered,
together with its role in other situations of skeletal muscle atrophy

[Sartori et al., 2013). These 3 E3 ligases were only studied within a
limited number of atrophying conditions and they may be linked
to specific pathways but not in the overall atrophying program.
Thus, our results confirmed that MuRF1 and MAFbx are still the
best biomarkers for muscle wasting to date.

Altogether, we found that only MuRF1 and MAFbx were highly
sensitive markers of skeletal muscle wasting in G-AKlrats, probably
because their targets are localized downstream in the atrophying
program and are thus common to any catabolic situation.

3.3. The IGF1/insulin-mTOR-Akt pathway is inhibited in AKI
animals

Insulin resistance complicates renal failure in patients with
kidney disease (Kobayashi et al., 2005). In addition, renal failure
impairs excretion of uremic toxins and induces metabolic acido-
sis and an increase in angiotensin 11, thus promoting inflammatory
cytokines production such as IL6 (Zhang et al., 2009). In nephrec-
tomized mice, cytokine release causes insulin resistance through
an activation of the NF-kB pathway and an induction of the sig-
nal regulatory protein « that blocks insulin receptor (Thomas et al.,
2013; Thomas, 2016). This leads to a decrease in p-Akt/Akt lev-
els, Akt being a kinase at the crossroad of protein synthesis and
degradation (Sandri, 2013; Sandri et al., 2004). p-Akt phosphory-
lates FoxO transcription factors and promotes their sequestration
in the cytoplasm, thus impeding the transcription of MAFbx and
MuRF1. In accordance with MuRF1 and MAFbx levels, we observed
a decrease in p-Akt/ Akt levels in the EDL muscle of G-AKI animals
while no variation of p-Akt/Akt was found in the soleus (Fig. 2D-E).
This suggests that the drop of p-Akt/Akt ratio caused the observed
up regulation of MuRF1 and MAFbx in the EDL muscle.

p-AKT also promotes protein synthesis through the upregula-
tion of the mTOR-raptor-rheb complex (mTORC1). The effect of
mTORC1 on protein translation is mediated by the phosphory-
lation of the ribosomal protein S6 kinase (S6K) and of 4E-BP1 a
repressor of the cap binding protein elF4E (Hay and Sonemberg,
2004). Accordingly, we observed decreased p-S6K/SG6K levels in the
EDL muscle of G-AKI rat (Fig. 3G). However, there was no signifi-
cant decrease in the phosphorylation of its substrate the 56 protein
(Fig. 31). As expected, we observed no variation in p-56K/56K and
p-56/56 in the soleus muscle of G-AKI rats (Fig. 3F and H). This indi-
cates that both protein breakdown and synthesis were unaffected
by G-AKIin this muscle or that modifications were moderate and/or
restricted to specific compartments.

Altogether, we showed that a down regulation of the Akt-mTOR
pathway was coordinated with the upregulation of the two E3 lig-
ases MurF1 and MAFbx in the atrophying EDL muscle upon G-AKL

34. Impact of UFS activation on specific targets

We and others demonstrated that the UPS targets contractile
proteins in the skeletal muscle for their subsequent degradation by
the 265 proteasome, namely actin, myosin and telethonin (Kedar
et al., 2004; Clarke et al., 2007; Fielitz et al., 2007; Heng et al.,
2008; Polge et al., 2011). In our conditions, moderate G-AKI did not
induce any detectable variation in actin and MHCI levels, neither in
the myofibrillar nor in the soluble fraction (not shown) indicating
that protein loss was similar and concomitant in the different pro-
tein compartments. We previously showed that telethonin, another
sarcomeric protein, is polyubiquitinated during catabolic situa-
tions and might be a bona fide UPS substrate in skeletal muscle
during hindlimb suspension muscle atrophy (Heng et al., 2008).
Telethonin main function in skeletal muscles is to stabilize titin
dimers and to lock sarcomeric structure at the Z-disc, in accordance
with the appearance of muscular dystrophy in skeletal muscles
with mutated telethonin (Bertz et al., 2009; Sadikot et al., 2010;
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Paim et al., 2013). We therefore examined the impact of renal
impairment on telethonin in skeletal muscle. Telethonin levels
were maintained in the soleus muscle upon G-AKI (Fig. 4A, left
panel ). As previously described for atrophying muscles (Heng et al.,
2008), telethonin tended to decrease at the protein level in the
myofibrillar fraction of the EDL muscle, although it did not reach
significance (Fig. 4A, P-0.06). However, we found no variation
on polyUb-telethonin levels (Fig. 5). This suggests that the mild
catabolic situation observed upon G-AKI induced little differen-
tial variations of sarcomeric proteins. However, and surprisingly,
telethonin was increased in the soluble fraction of EDL in G-AKI ani-
mals (Fig. 4B), which may be related to Z-disc independent roles of
telethonin. Indeed, some lines of evidence showed that telethonin
is not only linked to titin in Z-disc but is also present in other cellu-
lar compartments. Telethonin binds and regulates myostatin levels
in skeletal muscle cells (Nicholas et al., 2002). Myostatin is a mem-
ber of the TGF-beta family and is a negative regulator of muscle
growth. Thus, we checked myostatin levels in the EDL of G-AKI rats,
but none of the antibodies (4 different tested) were able to detect
myostatin, impeding co-localization and/or immunoprecipitation
assays with telethonin. More work is clearly needed for elucidating
the mechanisms involved in G-AKI-induced muscle atrophy, like
clarifying the potential regulatory role of free telethonin.

4. Conclusion

We demonstrated that critical components of the UPS were acti-
vated during G-AKI and that skeletal muscle atrophy paralleled an
increased expression of MAFbx and MuRF1 muscle-specific E3 lig-
ases. Accordingly, we observed a concomitant repression of the
Akt-mTOR axis, which suggests repressed global protein synthesis.
Interestingly, there was a clear difference between phasic (EDL)
and postural (soleus) muscles, the former undergoing to G-AKI-
induced muscle atrophy. Moreover, MuRF1 and MAFbx expression
was tightly correlated to the residual renal function in the EDL,
which strongly suggests that these E3 ligases depended on the
G-AKl-mediated atrophying program.
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Conclusion

Les résultats de ces premiers travaux ont donc permis d’établir I’existence d’une activation du
systeme UPS au cours d’une insuffisance rénale aigué d’origine toxique. Malgré une atrophie
musculaire débutante, elle est mise en évidence par une augmentation de 1’expression des
enzymes E3 musculaires MuRF1 et MAFbx. Celle-ci n’est présente que dans le muscle rapide
EDL alors qu’aucune variation n’est détectée dans le muscle soleus. Ces résultats sont
conformes avec ceux observé dans d’autres situations d’atrophie musculaire pathologiques#4.
Les fibres musculaires rapides sont donc également plus sensibles aux stimuli cataboliques au
cours de I’insuffisance rénale. De plus nous avons retrouvé I’existence d’une corrélation entre
la sévérité de I’insuffisance rénale et le niveau d’expression de MuRF1 et MAFbx. Cela est un
argument en faveur du réle propre de I’insuffisance rénale dans I’induction du programme

d’atrophie musculaire.

D’autres enzymes E3 musculaires potentiellement impliquées dans le processus d’atrophie
musculaire ont été décrites et nous avons quantifié leur transcripts. Les niveaux d’expression
de FbxO30/MUSAL, Trim32 et Nedd4 ne varient pas dans le muscle lent soleus et une
diminution de leur expression a méme été mesurée dans le muscle rapide EDL. Une
augmentation de ’expression de Nedd4 et de FbxO30/MUSAL est retrouvée dans les modéles
d’atrophie musculaire induite par le je(ne?°, la suspension de membres”’, la
dénervation”782% oy P’ischémie cérébrale?. Il est donc possible que ces enzymes soient
spécifiques des situations d’atrophie musculaire induite par un défaut d’utilisation musculaire
et non pas des atrophies pathologiques ou n’interviennent que plus tardivement. Quant a
Trim32, son role est controversé. Selon les travaux d’une équipe Trim32 serait impliquée, au
cours du jelQine, dans la dégradation de protéines des filaments fins (actine, desmine,
tropomyosine et chaine Iégere de myosine)’®. Cependant, malgré I’interprétation des auteurs,
les images des Western blot aprés réaction d’ubiquitination in vitro ne montrent une
polyubiquitination franche que pour la desmine. En particulier pour I’actine il semble que la
majeure partie soit monoubiquitinée ce qui a d’ailleurs été constaté par une autre équipe?2.
De plus il apparait que la polyubiquitination de la desmine est dépendante de sa
phosphorylation et il n’est pas détecté d’augmentation de I’expression de Trim32
contrairement a 1’augmentation de MurF1 et Nedd4 en cas de dénervation?®3. Trim32 n’aurait
donc qu’un réle permissif et n’interviendrait pas dans la régulation de I’atrophie musculaire.
Aussi, d’autres travaux ont montré que Trim32 n’est pas necessaire a I’induction d’une

atrophie musculaire en cas de jeline ou de suspension de membre. Elle aurait plutdt un réle



essentiel dans la régénération musculaire®. Cela permettrait d’expliquer pourquoi ’absence
de Trim32 fonctionnelle est la cause de la dystrophie musculaire des ceinture de type 2H une

maladie héréditaire de transmission autosomique récessive.

En paralléles des variations de MuRF1 et MAFbx nous avons observé une répression de la
voie de signalisation PISK/Akt/mTOR dans le muscle rapide EDL. Cela laisse supposer que
les variations d’expression des E3 ligases musculaire observé dans notre modele sont en
rapport avec le développement d’une insulinoresistance causées par 1’insuffisance rénale. Ce
résultat est en accord avec les données de la littérature qui montrent le développement de
I’insulinoresistance au cours de I’insuffisance rénale et son rble dans I’apparition d’une
atrophie musculaire?3*. En effet I’inhibition de la voie PI3K/AKT/mTOR aboutit a I’induction

de MurF1 et MAFbx via FoxO et a I’inhibition de la protéosynthese globale®.

Depuis la publication de nos résultats, d’autres études de 1’atrophie musculaire ont été
conduites sur des modeles d’insuffisance rénale. Elles ont utilisé le modele classique
d’atrophie musculaire induite par une néphrectomie des 5/6°. Ces nouveaux travaux ont mis
en évidence le role direct des toxines urémique dans I’apparition d’une atrophie musculaire®3®,
Parall¢lement a I’activation du systeme UPS et de fagon similaire & ce qui a pu étre observé
dans d’autres modéeles d’atrophie musculaires, une activation de 1’autophagie a également
retrouvé au sein du muscle de souris en insuffisance rénale®. 1l semble que la dysfonction
mitochondriale joue un rdle important dans 1’atrophie musculaire induite par I’insuffisance
rénale. Elle pourrait passer par une activation de lautophagie®. De facon intéressante
I’administration de chélateur digestif de toxine urémique ou de traitement pharmacologique
restaurant la fonction mitochondriale prévient en partie 1’installation de 1’atrophie musculaire
dans ces modéles animaux?®’. Cependant, avant de d’envisager I'utilisation de telle stratégie
thérapeutique chez ’homme il est nécessaire de confirmer si le méme programme d’atrophie
musculaire est activé. De plus, il apparait de plus en évident que plus I’intervention pour

prévenir I’atrophie musculaire est précoce et plus celle-ci est efficace.

Les E3 ligases MurF1 et MAFbx pourraient théoriqguement constituer des biomarqueurs
précoces d’atrophie musculaire. Cependant leur quantification nécessite la réalisation d’une
biopsie musculaire ce qui les rend inutilisables en pratique clinique courante. Une étude
récente a retrouvé une augmentation de forme ubiquitinées de MAFbx et MuRF1 dans le

serum d’un modéle de cachexie cancéreuse chez la souris®3®. Néanmoins, il s’agit ici de

61



données préliminaires obtenue sur un modéle de catabolisme intense et malheureusement il
n’a pas été mesuré simultanément la protéolyse musculaire ou 1’expression musculaire de
MurF1 et MaFBx pour établir une potentielle corrélation. Par ailleurs la quantification des
différente formes de des E3 ligases musculaires dans le sérum repose sur une analyse par
western blot qui ne permet qu’une estimations semi-quantitative des protéines étudiées. Il
serait plus intéressant de disposer de biomarqueurs sanguins corrélés aux niveaux
d’expression de MuRF1 et MAFbx dans le muscle. Outre les ARN des cellules sanguines, il
existe un pool d’ARN circulant dans le sang. Ces ARNs sont de type variés (microARN,
ARNmMmessager, etc.). Dans le cas de 1’atrophie musculaire, ils pourraient soit étre directement
libérés par le muscle soit résulter de signaux liés a 1’atrophie musculaire et constituer un reflet
facilement accessible de la modification du transcriptome musculaire. Les miARN sont de
petits ARN non codant capable de se lier spécifiquement & un ARNm et d’en provoquer la
dégradation. Depuis leur decouverte en 1993 pres de 2000 miARN différents ont été
identifiés. Suite a la découverte de leur réle au début des années 2000, il est apparu que les
miARN regulaient plus de 70% des génes et étaient impliqués dans la regulation des fonctions
cellulaire en situation normales ou pathologiques. Au niveau du muscle strié squelettique les
miARN contrblent les phases de la myogénese mais aussi la survenue d’une atrophie et la
régénération musculaire. L’expression de 12 miARN est modifié dans le muscle de souris
nephrectomisées. La diminution du miRNA-29 est responsable d’une levée d’inhibition sur la
traduction de ’ARNm de la protéine Ying Yang un inhibiteur de la myogenese. Les miARN
miR-23 et miR-27, également diminués en cas d’atrophie li¢ a I’insuffisance rénale, sont
particulierement intéressant. Leur surexpression mime I’effet de I’exercice physique et
protége de I’atrophie musculaire®®. Ainsi miR-23 est capable d’inhiber la traduction de PTEN
inhibiteur de la voie Insuline/IGF1I/AKT/mTOR et inhibe la traduction des protéines de
signalisation de la voie TGFB/myostatine : smad2/32%. Surtout il inhibe directement la
traduction des 2 E3 ligases MuRF1 et MAFbx2%, miR27 est un inhibiteur de FoxO mais aussi
de la voie TGFp/myostatine?®®. Une étude récente a montré de facon intéressante une
augmentation des miARN23a, 206 et 499 dans le sérum de volontaires sains alités pendant 45
jours. L’élévation de ces MIARN était corrélée avec la perte de masse musculaire. Ces
données sont concordantes avec I’observation que des cellules C2C12 en voie d’atrophie sous

I’effet de déxaméthasone libérent des exosomes enrichis en miARN23a241,
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25 ARTICLE : MUSCLE WASTING IN PATIENTS WITH END-STAGE RENAL
DISEASE OR EARLY-STAGE LUNG CANCER: COMMON MECHANISMS AT
WORK

Introduction

L’¢étude Promethé¢ a été imaginée pour répondre a deux objectifs : 1) identifier des mécanismes
communs impliqués en situation d’atrophie musculaire chez I’homme. Il s’agit d’un prérequis
au développement et/ou a 1’évaluation de traitements cibles. ii) identifier des biomarqueurs
non invasifs permettant de diagnostiquer facilement I’existence d’un processus d’atrophie

musculaire quel que soit la pathologie causale.

Si on veut pouvoir prévenir et/ou traiter efficacement I’atrophie musculaire, il est
nécessaire d’identifier des mécanismes mis en jeu quel que soit le stade de I’atrophie. En
effet, toute mise en jeu d’un mécanisme détectable précocement permettrait son utilisation
comme biomarqueur pour le dépistage d’un €tat catabolique. Activé tout au long du processus
d’atrophie musculaire il constituerait une cible thérapeutique de choix. Aussi, pour qu'un
hypothétique traitement soit utilisable dans plusieurs situations pathologiques, le mécanisme
ciblé doit étre commun aux situations pathologiques rencontrées. Enfin, la physiologie
animale n’est pas strictement transposable a celle de I'homme et les conditions
expérimentales auxquelles sont exposées des animaux jeunes et sur de courtes durées ne
reflétent pas exactement les situations rencontrées chez I’homme. Le cancer est I'une des
pathologies responsables d’atrophie musculaire les mieux étudiées et plusieurs études ont
trouvées des arguments en faveur d’une activation de I’'UPS dans des biopsies musculaires
chez I’homme!®. Nous avons donc choisi de comparer des patient atteint d’un cancer
bronchique a un stade précoce de leur maladie (perte de poids < 10% les 6 derniers mois et
cancer localisé bénéficiant d’une chirurgie d’exérése) a des patients hémodialysés chroniques

avec de ce fait un processus catabolique plus ancien et progressif.

Des biopsies musculaires et des prélevements de sang sur tube PAXGENE® ont été
obtenues chez des patients bénéficiant d’une chirurgie orthopédique programmée (Groupe

contrdle négatif), chez des patients atteints de cancer pulmonaire nécessitant une chirurgie
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d’exérése (Groupe contrble positif) et chez des patients hémodialysés nécessitant une

chirurgie orthopédique ou vasculaire.

La premiére partie du projet Promethé a pour finalité de répondre au premier objectif. Elle
repose sur 1’étude transcriptomique et protéomique des biopsies musculaires. Elle fait 1’objet
du 2¢ article de ma these. La seconde partie cherche a identifier des marqueurs sanguins sous
forme d’ARN (ARNm ou miARN) reflétant I’activation des mécanismes d’atrophie

musculaire observée dans le muscle. Ces travaux sont actuellement en cours.
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Table 1. Patients characteristics

Values are median and interquartile range. BMI, body mass index ; CRP, C-reactive protein ; GFR,
glomerular filtration rate ; M:F , sex ratio male-to-female ; P-value obtained with one-ANOVA.

Values with different letters are significantly different using Tukey multiple comparison post-hoc test.

Control patients Lung cancer Hemodialysis
(n=7) patients (n=7) patients (n=7) P
Age (years) 71 [60-79] 69 [62-75] 69 [66-77] >09
M:F 6:1 6:1 6:1 >0.9
Weight (kg) 76 [73-78]? 66 [62-72]%® 64 [59-66]° 0.05
Height (cm) 170 [174-182]* 173 [169-176]* 165 [160-170]° 0.03
BMI 24.8 [23.5-25.1] 21.3[20.2-24.1] 23.4 [22.4-24.4] 0.15
CRP (mg/L) 3.0 [3.0-8.7]? 9.7 [4.1-37.3]° 12.8 [4.4-22.5]° 0.03
Creatinine (umol/L) 66 [59-81]? 82 [64-90]? 535 [494-752]° <0.001
GFR mL/min/1.73m? 88 [85-95] 84 [74-94] NA >0.9
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Table 2. Enriched biological process in LC and HD patients

Increased Expression Decreased Expression Enrichment
P Value
Proteostasis
Proteolysis CAPNS1, CTTNB, CULL, CUL2, |, APCS, ASPN, AZU1, BGN, CASP14, 2,6E-7
PSMA3, PSMB1, PSMD13, GAPDH, , CLU, PARKTY, PIP, SERPINB3, UBE3A,
NPEPPS, QDPR, SCFD1, PGEP1, USP13, UCHL5
SERPINB1, SERPINB6, UBE2I, USP9X
Protein folding BOLA2, GNB1, CLU, APCS, HSPAG, AHSA1, HSPE1 1.7E-3
B2M, ERP44, PPIH, TXNDC5, HSPA1B
PARK?7, STT3B
Cellular amino acid  AARS, AIMP1, BCKDK ADI1, DBT, DDAH2, 5E-3
metabolic process
Glucose catabolic AKR1B1, ENO2, ENO3, GAPDH, GPD1, SORD 2.5E-7
process PFKFB1, PFKFB2, PGAM1, PGAM2,
PGKZ1, PGLS, PGM1, PHKA1, PHKG1,
PGPEP1, PKM, PTBP1, LDHD, UGP2,
Fatty acid metabolism ACAD9, AKR1C2, ECHDC2, FTO, ACAA1, CDS2 1,4E-4
HSD17B12, GPD, PLIN2, ZADH2
Energy metabolism
Acetyl Co A ACSS1, LDHD MPC1 5.2E-4
biosynthetic process
Oxydative NDUFAL, MRP44, MIC13 ATP5D, DMAC1, SARS2, USP13, VGF 5E-3
phosphorylation
Inflammatory
response
Regulation of ABCE1, AIMP1, ARPC1A, B2M, CUL1, APCS, AZU1, BPI C4B, C5, MPO, 3.3E-7
defense response F13A1, FGA, FGB, FGG, GAPDH, PRTN3, CD47, CFHR2, KRT1, LCN2,
GRB2, IGHD, HSP1A, LTA4H, NLRX1,  LGAL3, NOS2, PARKY?, PCBP2, PROS],
PSMA3, PSMB1, PSMD13, PTGIS, SAA, S100A7, S100A8, S100A9
SAMHD1, SERPINB1, STAT3, SCNA
Leucocyte AIMP1, BOLA2, CD47, GRB2, IGKV4- ADD2, AZU1, C5, CLU, GYPA, IGLV1- 1,8E-5
migration 1, PRTN3, RHOA, STAT3 47, LCP1, LGALS3, MPP1, PROS1,
SAAL, S100A7, S100A8, S100A9
Extracellular matrix FBLN5, GMPPB, PEPD, SERPB1 APCS, ASPN, BGL, CILP, FMOD, PIP 3.4E-02
Skeletal muscle CFL2, CSRP3, KELCCH, KLHLA41, MYH6, NRAP, PLN, SLC20A2 8,5E-4
contraction MYL4, MYH15, MYPN, ANXAG,
ATP1A2, GPD1-L, NIPSNAP2
Cytoskeleton ACTBL2, ARHGDIA, ARPC1A, CFL2, ADD2, DMTN, FLNA, JUP, KRT1, 1.3E-4

organisation

CTNNB1, GDI1, NUBP2, PFN2,

KRT2, LCP1, MYOC, PALM, S100A8,
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PRUNEL, RHOA, SNCA S100A9, TUBA1A, TUBB1

Cellular oxydant AKR1B1, CCS, FAM213A, FBLNS5, 9.9E-6
detoxification GSTM2, GSTT1, MPO, NUP93, NQO1,
PARK7, S100A9, TXNRD, HAGH

Enriched biological process have been identified from the 321 proteins whose expression was
significantly increased or decreased in both LC and HD patients, using ClueGO® plug-in in
Cytoscape®

67



Table 3. Functions of clusters of expression

Cluster Enriched Q-value Proteins involved
Function
1 Cellular 1.0E-161 ACO2, ALDH5A1, ATP5A1, ATP5B, ATP5C1, ATP5D, ATP5F1, ATP5H,
respiration ATP5I, ATP5J2, ATP5L, ATP50,COX411, COX5A, COX5B, COX6B1,
COX6C, CS, CYC1, CYCS, DLD, DLST, ETFA, ETFB, ETFDH, FH, IDH2,
IDH3A, IDH3G, MDH2, MT-ATP6, MT-CO2, NDUFA10, NDUFA11,
NDUFA12, NDUFA13, NDUFA2, NDUFA4, NDUFA5, NDUFA6, NDUFAS,
NDUFA9, NDUFABL, NDUFB1, NDUFB10, NDUFB11, NDUFB3, NDUFB4,
NDUFB5, NDUFB6, NDUFB7, NDUFB8, NDUFB9, NDUFC2, NDUFS1,
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS6, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1,
NDUFV2, NNT, OGDH, PDHA1, PDHB, SDHA, SDHB, SLC25A12,
SLC25A13, SUCLA?2, SUCLG1, UQCRB, UQCRC1, UQCRC2, UQCRFS1,
UQCRH
2 Inflammatory ~ 7.9E-18 A2M, AGT, AHSG, APOA1, APOD, APOE, C3, C4A, C9, CFB, CFH, ITIH4,
response KNGL1, ORM1, SERPINA3, SERPING1, VTN
3 Leucocyte 2.3E-06 AZU1, CD47, ITGB3, MPP1, PROS1, S100A7, S100A8, SAAl
migration
4 Translation 4.5E-10 EEF1A2, EIF2S1, EIF3E, EIF3I, EIF4A2, EIF4G1
factor activity
5 Muscle 1.1E-58 TPM1, TMOD4, TNNT3, MYL1, TNNI2, TPM2, MYH7, MYH2, TPM3,
contraction ACTN3, TMOD1, MYL3, ASPH, MYL6B, TNNI1, MYL5, MYH3, ACTN2,
TNNTL1, TNNC1, ACTAL, MYBPC2, MYL2, MYH4
6 Extracellular 4.4E-5 COL15A1, CILP, SNCA, FMOD
Matrix
7 Glucose 2.6E-36 PGK1, PGAM2, ALDOA, ENO2, PGM1, FBP2, GAPDH, ENO3, GPI,
metabolic ALDOC, TPI1
process
8 Proteasome 1.1E-71 PSMAS5, PSMA3, PSMD6, PSMD4, VCP, PSMA1, PSMB7, PSMB1, PSMA7,
complex PSMB2

Eight clusters of expression identified using ClusterOne® display enriched function in GeneMania®.
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Fig. 1 qRT-PCR of genes from UPS and autophagy proteolytic system. mRNA levels of several components from

UPS and autophagy proteolytic systems are increased in muscle of LC and HD patients. P-value obtained with one-

ANOVA. Values with different letters are significantly different using Tukey multiple comparison post-hoc test.
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Figure 6.
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Conclusion

Cette ¢tude démontre chez I’homme, I’exécution d’un programme d’atrophie musculaire
commun indépendamment de la pathologie causale. Cependant, les atrogénes identifiés chez
les rongeurs ne sont pas tous valables en situation d’atrophie chez I’homme. Par exemple
’augmentation de 1’expression des sous-unités du protéasome 20S et 19S est moins marquée
que dans les modéles d’atrophie musculaire chez 1’animal. Des résultats similaires ont été
obtenus avec I’expression d’enzymes E2 susceptible d’intervenir au cours de 1’atrophie
musculaire. En revanche, plusieurs enzymes E3 ont une expression augmentée a la fois chez
les patients ayant un cancer et les patients hémodialysés. C’est le cas de fagon nette pour
MuRF1, MAFbx mais aussi MUSA1/Fbx030. C’est aussi le cas de I’oncogéne H/Mdm2.
Cette E3 ligase a pour principal rble de réguler négativement 1’apoptose en dégradant p53.
p53 induit en retour 1’expression de H/Mdm2242, Une augmentation d’expression de H/Mdm2
a déja été retrouvé dans un modele d’atrophie musculaire par notre équipe. H/Mdm2 posséde
également des fonctions indépendantes de son action sur p53. Récemment, il a été montré
qu’H/Mdm2 pouvait étre transloquée dans les mitochondries ou elle blogue la synthese de la
NADH deshydrogenase 6 du complexe | de la chaine respiratoire. Cela aboutit & une
augmentation de la production de ROS par la mitochondrie. De plus, des souris avec une
invalidation sélective de H/Mdm2 dans le muscle montrent de meilleures capacités a
I’endurance en condition d’hypoxie modérée?*3. Au final, les E3 ligases s’avérent étre les
composants de I’UPS les plus sensibles aux situations cataboliques en comparaison aux E2 et

aux sous-unités du protéasome 26S.

Bien que I’analyse par spectrométrie de masse du protéome musculaire soluble ait identifié
un nombre tres important de protéines, les atrogenes « classiques » et notamment les E3
ligases n’ont pas été détectées. Seules les sous unité Culine 1 et 2 communes aux E3 ligases
multimériques Cullinont été retrouvés avec un niveau d’expression augmenté a la fois chez les
patients ayant un cancer ou traités par hémodialyse. Cependant, un nombre important de
protéines dont I’expression est modifiée a la fois au cours du cancer et de 1’insuffisance rénale
a pu étre découvert. L’analyse bio-informatique a permis de mettre en évidence que les
processus biologiques impliqués sont multiples. Ils concernent en plus de la protéolyse
(systeme UPS et autophagie), la structure (matrice extracellulaire, cytosquelette) et la fonction
du tissu musculaire (activation de la glycolyse et dysfonction mitochondriale). Ces altérations

ont probablement un role dans I’altération des propriétés contractiles du muscle au-dela de la



perte de masse musculaire. De fagon notable certaines protéines dont I’expression est la plus
modifiée n’ont pas de réle connu a ce jour dans le muscle squelettique comme la dermcidine.
Par contre elles interviennent dans le contrdle de la prolifération dans d’autres types de
cellules?*. Cela ouvre la voie a des recherches complémentaires plus ciblées sur leur role

dans la fibre musculaire.

Enfin, méme si ’analyse protéomique réalisée n’ait pas été¢ pensée au départ pour explorer
les voies de signalisation cellulaires, son analyse bio-informatique est en faveur d’une
activation de la voie Wnt/B-caténine. Cette voie de signalisation est connue pour étre impliqué
a la fois dans les phénomenes de régénération mais aussi de sénescence cellulaire/fibrose
tissulaire. Son inhibition permet de réduire la fibrose musculaire dans un mod¢le d’atrophie
lié¢ a ’4ge®®. Cela suggére qu’une inhibition de la voie canonique Wnt/B-caténine. serait
bénéfique pour préserver 1’intégrité du muscle squelettique et offrirait potentiellement une

nouvelle cible thérapeutique.
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CONCLUSIONS GLOBALES ET PERSPECTIVES

Nous avons pu montrer qu’il existe chez I’homme un programme d’atrophie musculaire
indépendant de la pathologie causale et mis en jeu précocement. Parallelement aux
changements observés dans le muscle nous faisons 1’hypothése que certains profils d’ARN
dans le sang pourraient étre associés a I’activation des mécanismes de I’atrophie observes sur
les biopsies musculaires. Une analyse du transcriptome par RNAseq du sang total des sujets
dont les biopsies musculaires ont été etudiées est en cours. L’identification de ces profils
pourrait constituer un marqueur diagnostique de la protéolyse musculaire utilisable en

pratique clinique

Afin de bloquer la protéolyse musculaire et prévenir 1’apparition d’une atrophie musculaire
I’inhibition des E3 ligases musculaire MuRF1 et MAFbx apparait étre une piste prometteuse.
Ainsi, les souris KO pour MuRF1 et MAFbx sont partiellement protégées contre I’atrophie
musculaire induite par la dénervation. Néanmoins, les souris KO pour MAFbx développent
rapidement une cardiomyopathie hypertrophique aboutissant au décés précoce de 1’animal?*®.
Les recherches menées a 1’heure actuelle, notamment par des laboratoires pharmaceutiques,
s’orientent donc vers la mise au point d’inhibiteur de MuRF1. Un inhibiteur de MuRF1 visant
a lutter contre I’atrophie musculaire se doit d’étre spécifique, mais cela n’est pas suffisant
pour prévenir d’éventuels effets indésirables. En effet MuRF1 a d’autres rbles dans la
dégradation de protéines en dehors des situations d’atrophie musculaire et son inhibition
compleéte pourrait s’avérer délétére. Une solution pourrait étre la mise au point d’inhibiteur
spécifique de ’interaction entre un couple E2-MuURF1 et son substrat au cours de 1’atrophie
musculaire. Des travaux en ce sens sont actuellement conduits par des chercheurs travaillant

au sein de mon équipe d’accueil.

L’un des résultats les plus marquants de I’étude conduite sur les biopsies musculaires
humaine est la mise en évidence d’une altération de 1’expression d’enzyme de la chaine
respiratoire mitochondriale dans le muscle des patients atteints de cancer ou hémodialysé. Ces
résultats corroborent ceux obtenu dans différentes études chez I’animal®'4. Certains travaux
semblent indiquer que la dysfonction mitochondriale est précoce dans la survenue de
I’atrophie musculaire et est capable d’induire une activation de I’'UPS conduisant a 1’atrophie

musculaire!'®. La trimetazidine est un médicament inhibant la béta-oxydation des acides gras

78



au profit de la glycolyse aérobie. Il a ét¢ montré que 1’administration de trimetazidine était
capable de prévenir I’atrophie de cellules C2C12 en présence de TNFa ou en cas de carence
en facteur de croissance?*’. Plus récemment la méme équipe a montré ’atrophie musculaire
observee dans un modele de cachexie cancéreuse chez la souris est partiellement prévenue par
’administration de trimetazidine?*®. L’administration de trimetazidine permet d’augmenter
I’expression de PGCa et d’activer la voie PI3K/AKT/mMTORCL. Des résultats préliminaires
sur cellules C2C12 traitées par des toxines urémiques ont confirmé que celles-ci provoquaient
une activation du systéme UPS. Il serait intéressant de tester 1’effet de la trimetazidine dans ce

modele.
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