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Figure 1 : Nombre total de contrbles réalisés par les laboest accrédités par ’Agence Mondiale
Antidopage (AMA) et nombre de contréles positifdedéés lors des Jeux Olympiques de Sydney
(2000), Athénes (2004), Pékin (2008) et Londred22(mise a jour sur la base de l'article de (Taivo
et al, 2006)].
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En Egypte, tout comme dans I'Antiquité grecque, samtatés les premiers faits
s’apparentant a 'usage de substances stimulanbese de figues séches, de vin, d’'eau de
vie, de champignons hallucinogenes ou de grainegsi@me [pour revue (Yesalis & Bahrke,
2002)]. A I'époque des gladiateurs romains, la oommation de stimulants était trés
répandue pour surmonter la fatigue et les blessdues aux combats. La plupart de ces
substances stimulantes était dérivée de plantes,ctoume l'atteste la consommation de
feuilles de coca par les civilisations d’Amérique 8lud, de graines de koleola acuminita
cola nitida) par les Africains, et de feuilles de pituri par Kbkorigenes d’Australie [pour
revue (Yesalis & Bahrke, 2002)]. Entre 1850 et 1886 boxeurs utilisaient de I'eau de vie,
de la cocaine et de la strychnine durant les emnaénts et les matchs [pour revue (Yesalis &
Bahrke, 2002)]. Depuis, de nouvelles substancesagparues grace au développement de la
pharmacologie et de la médecine (Hettal, 2009). En 1933, le mot « doping » fit son
apparition dans le dictionnaire anglais. Ce n’est plus tard que le dopage sportif fut défini
comme étant le fait « d'utiliser des substancesdes procédés de nature a modifier
artificiellement les capacités d’'un sportif ou asapger I'emploi de substances ou procédés
ayant cette propriété » (Article L3631-1 du Codelalésanté Publique). C’est ainsi qu’en
2000, lors des Jeux Olympiques de Sydney, 11 cdepiege ont été décelés. Quatre ans plus
tard, 23 cas positifs ont été détectés lors des Mdympiques d’AthenesHgure 1) (Tsivou
et al, 2006). De nos jours, la clientele des agents migpaet plus particulierement des
anabolisants, ne se limite plus seulement aux tathldésireux d’augmenter leur masse
musculaire, leur performance et leur capacité dmupération, mais s’étend aussi aux

individus impliqués dans des activités non compétst

Face a ces constats alarmants, une grande comwEsdas mécanismes d’action et

une extréme vigilance des pratiques d’utilisatios mh@lécules dopantes s'imposent.
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Figure 3 : Nombre de fois ou leg,-agonistes (clenbutérol, fénotérol, formotérol,bs&mol,
salmétérol et terbutaline) ont été détectés pdorarde contréles antidopage (Rapports AMA).
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Parmi les substances dopantes, nous trouvong,lagonistes, bronchodilatateurs
largement prescrits pour le traitement de l'asth(dederson & Wilkins, 1977) et la
prévention de I'asthme induit par I'exercice (AlBndersonet al, 1991; Patessiet al,
1991; Green & Price, 1992). Une ventilation soutehors des entrainements et lors de
compétitions, ainsi que I'exposition a de nombrdagteurs environnementaux comme le
froid, l'air sec, la présence de chlore dans I'daupiscine et le pollen, sont les principales
causes d’AIE chez les athletes (Heleretal, 1998a; Heleniust al, 1998b). C’est la raison
pour laquelle la prévalence de I'AIE est plus imtpote chez les athlétes de haut niveau que
celle du reste de la population (Larsseinal, 1993). Cependant, une recrudescence du
nombre d'athlétes se déclarant asthmatiques (MdadkKeat al, 2002), et réclamant la
prescription deB,-agonistes a des fins thérapeutiques est congfaigae 2). A cause de la
suspicion d’'un probable effet ergogénigugg(re 3), 'ensemble deg.,-agonistes a été
interdit selon le Code Mondial Antidopage. Toutefopour ne pas pénaliser les athlétes
réellement asthmatiques, certaines molécules apyart a la famille de¥-agonistes comme
le salbutamol, le salméteérol, et le formotérol, tsautorisées lorsqu’elles sont administrées
par inhalation et avec un seuil limite a ne pas si&gra(limite au-dessus de laquelle le sportif

sera considéré comme positif) (Agence Mondiale dogage 2013).

Les données récentes dans le domaine de la biotaggeulaire ont permis d’identifier
un certain nombre d’acteurs mis en jeu dans langpdiologique du tissu musculaire aux
B.-agonistes. L'un de ces acteurs est la voie deabggtion phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin (mMTOR)jevd’activation majeure des syntheses
protéigues dans le tissu musculaire. Son activaéen généralement a l'origine d’'une
hypertrophie musculaire, alors que son inhibiti@csompagne généralement d’une atrophie
musculaire [pour revue (Glass, 2005; Favadr al, 2008)]. La voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR est stimulée par I'administration figagoniste chez le rat, induisant ainsi
une hypertrophie musculaire (Sneddogt al, 2001). Linactivation de la voie
PISK/AK/mTOR par la rapamycine inhibe [I'’hypertraphmusculaire induite par le
Bo-agoniste (Klineet al, 2007), démontrant pour la premiere fois que fegseduf,-agoniste
sont directement liés a l'activation de la voie signalisation PISK/Akt/mTOR. Les
Bo-agonistes agissent sur la cellule musculaimdes récepteurfy-adrénergiques couplés aux
protéines G (Hinkleet al, 2002). Ces données récentes nous amenent a nestsogner sur
la nature de la connexion entre la voie canoniqpem#ante des protéines G, activée par les

Bo-agonistes, et la voie PISK/Akt/mTOR. Epac (Excleangotein activated directly by
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cAMP), une protéine d’échange récemment décou\ddaeRooijet al, 1998; Kawasaket
al., 1998) pourrait constituer ce lien moléculairerentes deux voies de signalisation.

Le travail de these présenté ici s’intéresse nouolesgent aux mécanismes
moléculaires impliqgués dans le contréle de la masssculaire, mais analyse également la
cinétique de réponse des voies de synthése et gtadaddion protéiques sous I'action du
B.-agoniste formotérol. De plus, ce travail apportendevelles connaissances sur le lien

moléculaire existant entre la voie dépendantegl@gionistes et la voie PI3K/Akt/mTOR.

Le manuscrit est divisé en trois grandes parties. keafare concerne la revue de la
littérature qui s’articule en sept chapitres démivsuccessivement I@s-agonistes (Chapitre
), puis les récepteur§-adrénergiques (Chapitre II), ainsi que les effgéméraux des
Bo-agonistes sur différents tissus de I'organismeaftre 11l). Le Chapitre IV sera consacré
au potentiel thérapeutique lié a l'utilisation desagonistes. Le Chapitre V présentera la
performance musculaire en réponse a I'administrat®pp-agonistes, tandis que le Chapitre
VI traitera des effets déléteres liés a la prisggdagonistes. Le dernier chapitre mettra en
lumiére les mécanismes moléculaires mis en jeu daffet anabolisant du muscle
squelettigue apres stimulatigi»-adrénergique (Chapitre VII). La deuxiéme partie ae
manuscrit sera consacrée aux résultats obtenusitdoedte these, qui seront finalement

discutés dans la derniere partie.
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Figure 4 : Nombre de publications citant dans le titre et/anglle résumé lgs-agonistes (d’aprés le
site Pubmed)

)

HO

OH
HO
2>\/
N
H

Adrénaline
(®) - N
HO. OH OH HO H
G o N o, j<
N —N
H d H OH
Salbutamol Clenbutérol Terbutaline

©
HO.

>

N OH

. " / |

HO N\(QO HO. i N"‘MDMA/’\. e
H

OH ]

Sor
Formotérol Salmétérol
(D)
OH
i )
M \:\TAO OH "
HO
| Ty X1
HN S~ S g
o] OH
Indacatérol Olodatérol

Figure 5 : Structures chimiques dis-agonistes dérivées de I'adrénaline (A) a durédiofacourte
(B), longue (C) et ultra-longue (D).



ETAT DE LA LITTERATURE 35

En 2008, le Ministére de la Santé et des Sportmeél un programme de recherche
visant a mieux connaitre les pratiques dopantes lgalnut d’améliorer la prévention. Dans ce
contexte, il a été proposé d’analyser des forunteriet dont le contenu portait sur des
échanges sur le dopage. D’apres cette étude, nemeéruillet 2002 a Janvier 2011, le
B-agoniste clenbutérol est 18 substance la plus citée sur les forums étudiésb@let al,
2010). Le nombre de publications impliquant plugément leg,-agonistes est en constante
augmentation dans la littérature, indiquant que ro@$écules ont un réel intérét pour la

communauté scientifiquéigure 4).

|. Description desp,-agonistes : structure et classification

Les Bo-agonistes ont une structure chimique dérivée die a l'adrénaline. lls
possédent un noyau benzéne auquel sont rattaclgrdapements hydroxyles (-OH),
chlorure (-Cl) ou amine (-NP. Néanmoins, les nouvelles générations fdeagonistes
possedent une structure chimique plus complexgctaisée par I'addition d’'une longue
chaine carbonée contenant un, voire plusieurs xoysmzene Kigure 5). Cette chaine
carbonée, responsable de la durée d’actiorpglagonistes, permet de classer ces molécules

en 3 catégories selon leur durée d’action :

- les Bo-agonistes a durée d’action courte (short-actagagonists ou SABAS)
(3-6 heures) parmi lesquels nous distinguons Ibugérol, le fénotérol, la terbutaline, le
clenbutérol et le salbutamol (ou albutérol). LesB®A& sont prescrits en premiere intention
dans la crise d'asthme, ou en préventlen'asthmed'effort, comme traitement en aigu des
symptomesSynthétisé en 1966, le salbutamol a fait I'objeitddes chez le chien, le chat et
le porc (Cullumet al, 1969), ainsi que chez des patients asthmatiqDkeotKanget al,
1969) au Royaume-Uni dans les années qui ont saivsynthese. A partir de 1969, le
salbutamol a été mis sur le marché sous la mar§pesge Ventoline et a été tres largement
utilisé ces quarante derniéres années pour lermaitt de I'asthme. Le salbutamol produit
une bronchodilatation rapide, mais posséde uneteodurée d’action, obligeant son
administration plusieurs fois par jour. C'est lasom pour laquelle d’autre,-agonistes a

durée d’action plus longue ont été développégure 6).
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Figure 6 : Délai et durée d’'action de différerfigagonistes inhalés chez I'humain [modifié d'aprBsdrs &

Lotvall, 2005].



Description deg,-agonistes : structure et classification 37

- les Bo-agonistes a durée d’action longue (long-actpgagonists ou LABAS)
(12 heures) parmi lesquels nous trouvons le satolésé le formotérol (van Nooreét al,
1996; Ringdal et al, 1998). Les LABAs sont recommandés en complément de
corticostéroides inhalés pour le traitement a l@mme de I'asthme. Ainsi, apres une unique
inhalation, ce$,-agonistes agissent pendant 12 heures (et sontidbalés & deux reprises
dans une journéefigure 6). Néanmoins, I'exposition prolongée afp¢agonistes se traduit
par de nombreux effets secondaires tels que desimég, des palpitations cardiaques et des
tremblements (Palmqgvigt al, 1997; Guharet al, 2000), limitant ainsi leur utilisation. De
plus, le fait de doubler les absorptions par leesyaespiratoires en une journée de ces
B.-agonistes peut induire une augmentation signifieate I'incidence de ces effets, réduisant
ainsi I'efficacité du traitement. C’est la raisorupéaquelle, le développement fgagonistes

inhalés quotidiennement en une seule prise powtatd’un grand intérét pour le patient.

- les PBy-agonistes a durée d’action ultra-longue (24 heur@dtra-LABAS),
I'indacatérol, I'olodatérol, le vilantérol et le rwaotérol représentent la nouvelle génération de
bronchodilatateurs (Battramt al, 2006; Nalineet al, 2007). C’est dans le but de réduire
aussi bien le nombre de prises que lincidenceetfiiets secondaires que les ultra-LABAS,
caractérisés par une action rapide et une duréstiatiade 24 heures, ont été développés
(Battramet al, 2006; Beelet al, 2007; Nalineet al, 2007) Figure 6).

Les Bo-agonistes ont été développés avec comme objectifeier de traiter
I'asthme. Néanmoins, en clinique, des effets secaids sont observés a la suite d’'up
traitement aux p.-agonistes et la recherche tente de limiter ces ef§ en développant d¢
nouveauxp,-agonistes. Ces dernieres années, ont été dévelapgésp,-agonistes a durée

d’action ultra-longue. Cependant, a I'heure actuek, peu de données sont disponibles s

-

r
cette nouvelle génération dg,-agonistes. Le délai d’action, ainsi que la durée’attion
des p.-agonistes dépendent principalement des propriétésphysico-chimiques,
responsables de la liaison dels-agonistes aux récepteurg-adrénergiques.
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Il. Les récepteursp-adrénergiques : éléments de la famille des

Récepteurs Couplés aux Protéines

1.1 De la théorie « des chaines latérales » a I'émergende la notion

de récepteurs

En 1878, a la suite d’expériences menées avecalimswots cellulaires, émergea l'idée
gue des molécules puissent se fixer sur des gitasfigues de la cellule [pour revue (Drews,
2000)]. Par la suite, en 1897, Paul Ehrlich (18528)Qdéveloppa la « théorie des chaines
latérales » (« side-chain theory ») (Witebsky, )932elle-ci suggérait que des « chaines
latérales » de la cellule puissent lier certaimaines. La théorie selon laquelle une molécule
ne peut agir si elle n'est pas fixée a été énompageEhrlich a Londres lors du Congres
International de Médecine (Ehrlich, 1913). En 19B6¢lich introduisit le terme « récepteur »
comme étant un substitut du terme « chaine-latééaleptive » (« receptive side-chain »). A
la méme époque (1905), le physiologiste britannitplen Newport Langley (1852-1925), qui
étudiait les effets de la nicotine et du curarelawellule musculaire, proposait I'existence de
« substances réceptrices » qui pouvaient étre bésgpar des antagonistes ou activées par
I'action d’agonistes (Langley, 1905). Lauréat dixobel de Physiologie ou Médecine en
1908, Ehrlich collabora avec Langley pour dévelopa¢héorie du récepteur. lls étendirent le
concept aux « chémorécepteurs » pour décrire fant®n entre les drogues et les cellules.
Apres l'isolation de I'adrénaline par Abel en 18@7partir de glandes médullo-adrénales de
mouton [pour revue (Molkou, 2010)], Dale suggétaitmécanisme réceptif a cette hormone
(Dale, 1906). Ce n'est finalement qu’en 1948 qubtfhst définit les deux sous-types de
récepteursi- et - « adrénotropiques » plus connus actuellement kotesme de récepteurs
adrénergiques (Ahlquist, 1948; Bylund, 2007), capgalle lier 'adrénalineHgure 7). Ce
n'est que plus tard que nous nous sommes aperceslagu récepteurs adrénergiques
appartenaient a une famille beaucoup plus large famille des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPGSs).
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Figure 8 : Structure des réceptesadrénergiques couplés aux protéines G.

Les hélices (de H1 a H7), les boucles intra- (ICICL,2 et ICL3) et extracellulaires (ECL1, ECL2 et
ECL3) sont représentées en gris, le site de firatio ligand en orange et le site de fixation de la
protéine G en violet. LB,-agoniste est de couleur bleue et rouge.

A : Vue transmembranaire du récept@esadrénergique. Cette représentation montre laikatain
des sites accueillant le ligand et la protéine &bhbucle intracellulaire 3 (ICL3) n’est pas repréée
sur ce schéma.

B : Vue détaillée du site de fixation du ligand [@ueau de la sérine 207 (S207)] et du site deitirat
de la protéine G (vue de dessous de la membramelifignd’aprés (Bockaert & Pin, 1999; Dret al,
2011)].
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1.2 La famille des RCPGs et les récepteurg-adrénergiques

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs)ticmm la famille la plus
importante des récepteurs de la membrane plasmjuez les vertébrés, environ 1% du
génome code pour les RCPGs (Vergeral, 2001; Fredrikssort al, 2003). D’'une fagon
similaire, 5 % du génome du v€raenorhabditis elegansode pour ces récepteurs [pour
revue (Bargmann, 1998)]. Ils sont activés par uaade variété de ligands, allant du simple
photon aux ions, en passant par les acides ameg®cides gras, les neurotransmetteurs
(acétylcholine, sérotonine, dopamine), les pepfmdgpeptides, les enzymes protéolytiques,
les hormones (adrénaline, noradrénaline, glucafyr revue (Bockaert & Pin, 1999)], et

sont la cible de nombreuses molécules synthétiqumsne le$,-agonistes.

[1.2.1 La structure des RCPGs

De multiples études menées dans les années 8feonts de révéler la structure de
ces récepteurs. Tous les RCPGs ont en commun ucldteature a 7 domaines
transmembranaires, organisés en hélices, connéedésins aux autres par des boucles
extracellulaires (ECL1, ECL2 et ECL3) et intracdingés (ICL1, ICL2 et ICL3)Kigure 8).
Structurellement, les RCPGs présentent une extéaritino-terminale en contact avec le
milieu extracellulaire et une extrémité carboxyrerale cytoplasmique. Plusieurs systemes
de classification, basés sur ’homologie de leuséce, ont permis de décrire cette grande
famille de récepteurs. C’est ainsi que plus de ROPGs ont été identifiés a ce jour chez
'humain et classés en 5 grandes familles : legpturs « glutamate » (G, composée de
24 membres), « rhodopsine » (R, composée de 752resin « adhesion » (A, composée de
27 membres), « frizzled/taste2 » (F, composée dam@Bbres) et « secretine » (S, composée
de 20 membres) (Fredriksson & Schioth, 2005). Atecdiste s’ajoutent 23 « autres
récepteurs » qui n‘appartiennent a aucune des bBdesafamilles citées précédemment
(Fredrikssonet al, 2003). Dans ce manuscrit, nous nous intéressetoles famille des

récepteurs a la rhodopsine qui possede de loilugegrand nombre de récepteurs.
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Tableau 1 :Distribution des récepteufs- etp,-adrénergiqgues chez I'humain, le porc et le raafjdes (Snavelgt al, 1982; Lew & Summers, 1985; Liggett

et al, 1988; Snell & Evans, 1988; Kiet al, 1991; Revelliet al, 1991; Mersmann, 1998; Liang & Mills, 2002)].

Chez I'humain Chez le porc Chez le rat
Récepteurs
B-adrénergiques i 55 i 7 P 55
65% dans l'atrium 35% dans l'atrium 0 0 0 0
Coeur 75% dans le ventricule | 25% dans le ventricule 70% 30% 80% 20%
Foie 20% 80% 50% 50% 20% 80%
. . . < 5% (lantaris) > 95% plantaris)
0, 0 0, 0
Muscle squelettique 5%géstrocnemius 95% @astrocnemius 60% 40% 18% oleus 8206 Goleus

Poumon 27% 73% 60% 40% 15% 85%

Rein 63% 37% 65% 35% 70% 30%
Tissu adipeux 40% 60% 80% 20% 80% 20%
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[1.2.2  Les récepteurs-adrénergiques

Les récepteurs a la rhodopsine sont subdivisék gnoupes principauxa( B, y etd).
Des analyses phylogéniques ont montré que lestetasp- etp-adrénergiques appartiennent
au groupeo. (groupe des récepteurs amine) de la famille desptéurs a la rhodopsine
(Fredrikssonet al, 2003). Il est possible de distinguer plusieurssdypes de récepteurs
B-adrénergiques : les réceptefdis, fo- et Bs-adrénergiques, codés par trois genes distincts
(ADRB1 ADRB2et ADRB3J. Letableau 1présente la distribution hétérogene des récepteurs
B1- et B-adrénergiques dans divers tissus de différenteéces animales. Il a été mis en
évidence la présence de réceptdgiradrénergiques, principalement dans le tissu adipeu
Néanmoins, leur localisation a été décrite danattka organes comme les muscles lisses du
cOlon et de lleum chez le rat (Evanst al, 1996), et dans le colon chez I'humain (Kresf
al., 1993). L’expression de ces récepteurs dans le seeait due a des dépbts intrinseques de
tissu adipeux. En revanche, I'existence de récepfepadrénergiques n’'a pu étre mise en
évidence dans le muscle squelettique chez I'hureiaia rat (Kriefet al, 1993; Evan®t al,
1996). L'existence d'un quatrieme type de récepteété suggérée, mais sa présence dans le
muscle squelettique n'a pas été prouvee. Le réeemetatif B,-adrénergique semble étre
un état particulier du réceptept-adrénergique. En effet, le réecept@uradrénergique a été
découvert dans les cellules adipeuses et le ccede, @cepteup;-adrénergique est présent

en quantité importante (Granneman, 2001).

Expérimentalement, l'utilisation d’antagonistesx arécepteurspy-adrénergiques a
permis de suggérer que les effets anaboliquesetibatérol sur le muscle squelettique étaient
I'ceuvre de l'activation des récepteyisadrénergiques (Choet al, 1992). Ce résultat a été
par la suite, confirmé a partir de soupis B2 et B1-p> knockout (Hinkleet al, 2002). Les
récepteurg,-adrénergiques représentent quasiment la totalgéamepteurs-adrénergiques
présents a la surface membranaire des cellulesutaires striees squelettiques (Kien al,
1991). Chez le rat, des analyses par radioligantisdwélé que les muscles a contraction lente
possédaient une plus grande densité de récepfetadrénergiqgues que les muscles a
contraction rapide (Williamet al, 1984; Kimet al, 1991; Ryallet al, 2002; Ryallet al,
2006). Au contraire, quantifiee par Western blat,densité membranaire des récepteurs
B.-adrénergiques est plus importante dans les muaaeastraction rapide (McCormiek al,
2010). Cette derniere observation ne nous pernseti@aonclure d’une maniére définitive sur
la densité membranaire des réceptg@gradrénergiques dans les différents types de muscles
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Stimulation Couplage du récepteur Régulation des protéines Hydrolyse du GTP
B.-agoniste avec la protéine G, effectrices par les sous- et inactivation de
Echange GDP-GTP unités de la protéine G la protéine Gu
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Réassemblage de la protéine G

Figure 9 : Formation du complexe récepteadrénergique-protéine G apres stimulation par un
B.-agonisteq, sous-unité: de la protéine G [}, sous-unitéd de la protéine Gy, sous-unité de la
protéine G ; AC, adénylate cyclase ; AMPc, adérosimonophosphate cyclique ; ATP, adénosine
triphosphate ; GDP, guanosine diphosphate ; GT&agine triphosphate ; Pi, phosphate inorganique
; R, récepteur,-adrénergique inactivé ; R*, réceptefy-adrénergique activé par Ig-agoniste
[modifié d’aprés (Rasmussen et al., 2012)].
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Paradoxalement, les muscles a contraction rapiablsat plus sensibles a une stimulation
Bo-adrénergique que les muscles a contraction IdRyall( et al, 2002; Ryallet al, 2006;
Kline et al, 2007). Ceci pourrait étre, en partie, di auda# les récepteufls-adrénergiques
des muscles a contraction lente sont plus sujdis ghosphorylation que les muscles a

contractions rapide (McCormiak al, 2010), a la suite d’'une stimulatifp-adrénergique.

[1.2.3 Généralités sur les protéines G couplées auxrécepteurs

p-adrénergiques

Les protéines G sont localisées dans l'espace legopgue et agissent de facon
intracellulaire, en interaction avec les boucldsaicellulaires ICL2 et ICL3 du récepteur. La
protéine G est un complexe hétérotrimérique commesesous-unités, p ety. Les sous-
unités p et y de la protéine G forment un dimére qui se lie anlembrane plasmique
intracellulaire au niveau de la sous-unjtd_a sous-unitéx de la protéine G (@, dans son
état inactif, demeure attachée au dimepgy Bockaert & Pin, 1999). Une fois le récepteur
activé, un changement de conformation des boucitacellulaires est observé, laissant
apparaitre un site de liaison (Chuetgal, 2011; Droret al, 2011). Des lors que le ligand se
fixe sur le récepteup-adrénergique, une molécule de GDP (guanosine sftaie) est
libérée de la sous-unitéogset la liaison d’'une molécule de GTP (guanosiiphtrsphate) sur
la sous-unité @ s’en suit. Ceci a pour rdle d’'activer la sous-@ri&. et de dissocier la sous-
unité Go du dimere @y (Figure 9) (Rasmussest al, 2012).

Etant donné qu’il existe au moins 26,3 B et 13 G sous-types (Venteet al,
2001), il y a donc un nombre trés important de daaibons @fy qui peut contrbler une
diversité de signaux intracellulaires induits pgg RCPGs. La sous-unité.@eut étre divisée
en 4 grandes familles :og Gai, Gog11 €t Guizina qui régulent chacune une grande variete de

signaux intracellulaires.
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Figure 10 : Modele d'interaction du formotérol, du salbutamoldel salmétérol avec le récepteur
B.-adrénergique [modifié d’apres (Johnson, 2001)].
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Figure 11 : Modele d’exo-site proposé pour expliquer la dudéection du salmétérol. La longue
chaine latérale aliphatique du salmétérol se liex-site permettant a la téte d’anguler sur et en
dehors du site actif du récept@gradrénergique, le pivot étant 'atome d’oxygéndadehaine latérale
[modifié d’aprés (Andersoat al, 1994)].
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1.3 Affinité des p,-agonistes pour les récepteurf,-adrénergiques

La taille moléculaire ainsi que la structure gigsagonistes déterminent la maniere
avec laquelle la molécule va interagir avec le pémar Eigure 10). La région protéique du
récepteur (le site actif) qui fixe Igis-agonistes a été identifiée. Ce site actif, avgoeeles
Bo-agonistes vont interagir pour exercer leurs effdiologiques, est localisé
approximativement & 15 A (1.5 nm) & l'intérieur eepteur. Des résidus aspartate (A3p
sérine (Sef* et Set™) et phénylalanine (PA¥ et Phé™ sont indispensables a la fixation des

Bo-agonistes au récepteur (Andersdral, 1994; Colemaret al, 1996; Johnson, 2001).

Le salbutamol est une molécule de 11 A de longaede nature hydrophile, accédant
directement au site actif du récepteur. Ceci emtralonc une action rapide sur la relaxation
des tissus respiratoires et la bronchodilatatieezdbs patients. Néanmoins, de par sa nature
hydrophile, la persistance du salbutamol sur le aittif du récepteur est de courte durée,

induisant une durée d’action de 4 a 6 heures.

Le formotérol est, quant a lui, de nature légeémntipophile. Il interagit directement
avec le site actif du récepteur expliquant la ria@id’action observée cliniquement. De plus,
une petite quantité de formotérol est captée dansnémbrane cellulaire d'ou il va
progressivement interagir avec le site actif duepéeur. Ceci explique la longue durée
d’action du formotérol (12 heures) (Andersetral, 1994).

Le salmétérol est une molécule 10 000 fois plpsphile que le salbutamol d’'une
longueur de 25 A. Il pénétre rapidement (en moinmea minute) dans la membrane
cellulaire. La molécule diffuse ensuite latéralemdams la membrane cellulaire jusqu’au site
actif du récepteup,-adrénergique. Ce processus est lent (30 minuteg)stfie le délai
d’action lent du salmétérol. Le mécanisme d’actiarsalmétérol impliquerait I'interaction de
la chaine latérale du salmétérol avec un site dgidin auxiliaire : c’est la théorie de I'exo-
site Figure 11) (Colemanet al, 1996). Cette théorie repose sur le fait que deslg chaine
latérale de la molécule s’associe avec I'exo-fitenolécule ne peut se dissocier du récepteur
B.-adrénergique. A l'inverse, la téte de la molédolmmportant le groupement benzene) peut
librement s’accrocher et se décrocher du site,detipivot étant 'atome d’oxygene de la
chaine latérale. La position de cet atome d’oxygesiedonc déterminante pour la durée
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d’action dup,-agoniste. Pour expliquer le délai et la durée tibacdesf,-agonistes, une
seconde théorie, dite « du modele de diffusion orainétique », repose davantage sur
l'interaction desp,-agonistes avec les lipides membranaires, plut@ swr l'interaction
Bo-agoniste-récepteur adrénergique (présentéee plagdaie de I'exo-site). En d’autres termes,
cette seconde théorie propose que le salmététaletenu par les lipides membranaires et se
répartisse a l'intérieur de la membrane plasmiguo&ant ainsi un gradient de concentration,
permettant a la membrane d’agir comme « un résesvpdur leB,-agoniste (Andersoat al,
1994; Colemaret al, 1996). Le salmétérol étant plus lipophile, audet ce fait un délai
d’action plus long que celui du salbutamol et durfotérol, mais une durée d’action plus
longue que le salbutamol [pour revue (Johnson, 20Q@Btte théorie souléve également la
guestion d’'une possible diffusion passive du sanoét travers la membrane cellulaire.

1.4 Mécanismes de régulation des récepteufs-adrénergiques et de

leur fonction

[1.4.1 Régulation de la densité des récepteufs-adrénergiques

Peu d’études se sont intéressées a la syntheséadgaeur$,-adrénergiques. D’'une
maniére intéressante, une étuite vitro, sur cellules de muscle lisse, a montré une
augmentation maximale, observée une heure apdihastration d’adrénaline, en ARNm et
en protéines membranaires des réceptfpHadrénergiques (Collinst al, 1989). Dans le
muscle squelettique, les réceptefisadrénergiques sont trés largement représentés par
rapport aux récepteurf;-adrénergiques (Sillencet al, 1993). Ainsi, la mesure, par
radioligand, de la densité membranaire des récept@uadrénergiques, représente
principalement les réceptetzadrénergiques (Sillencat al, 1993; Ryallet al, 2004). Dix
et 18 semaines d’entrainement en endurance induisgm augmentation de la densité
membranaire des récepteisadrénergiques dans le mussldeusde rat (Buckenmeyest
al., 1990; Plourdest al, 1993). En revanche, I'dge ne semble pas avoffed’sur la densité
des récepteurd-adrénergiques (Elfellagt al, 1989; Ryallet al, 2004). Enfin, il a été reporté
une augmentation de la densité des réceptRuesirénergiques 2 jours apres une lésion

myotoxique a la bupivicaine dans le musekéensor digitorum longu@eitzel et al, 2007).
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Figure 12 : Cartographie des sites de phosphorylation de RiAbl{eu) et de GRK (en rouge) sur le
récepteuB,-adrénergique. PKA, protéine kinase A ; GRK, G g@imtoupled receptor kinase [modifié
d’'aprées (Noble®t al, 2011)].
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A Tlinverse, 24 heures apres l'administration d&ukline, une diminution de la
densité membranaire des réceptefrmdrénergiques est observée (Colletsal, 1989),
suggérant que l'augmentation de la densité de régegfi-adrénergiques est transitoire. De
plus, un entrainement en endurance de 12 semaimasud la densité membranaire des
récepteurg,-adrénergiques dans le musglkestrocnemiugNieto et al, 1997). Ces résultats
soulignent donc le fait que l'effet d’'un entrainemesn endurance, sur la densité des
récepteurg,-adrénergiques, est spécifigue au muscle étudigx Be5 jours de traitement au
fénotérol ne semblent pas diminuer cette densmé tes musclesxtensor digitorum longus
et soleusde rat (Beitzelet al, 2007). En revanche, 7 jours d’exposition a l'isa@rénol
diminue la densité membranaire des récept@uasirénergiques dans koleus de chat
(Hedberget al, 1984). Par ailleurs, un traitement plus long Enloutérol (2 mg.kg.jour*
pendant 18 jours) diminue la densité membranaire meepteurg,-adrénergiques des
muscles de rat (Rothwetlt al, 1987). De la méme maniére, 3 et 4 semaines ientrent au
fénotérol (1,4 mg.kdjour* et 2,8 mg.kd.jour?) (Ryall et al, 2002; Beitzelet al, 2004;
Ryall et al, 2004) et au clenbutérol (2 mgkipur?) (Ryall et al, 2002), induisent une
diminution de la densité des réecepteradrénergiques dans les musaatensor digitorum
longuset/ousoleusde rat. Ces résultats étaient également obsereesdevplus faibles doses
de formotérol et de salmétérol (25 pgrkgur?) (Ryall et al, 2006). Néanmoins, 1, 7 et 28
jours de traitement au formotérol ne modifient pasiveau d’expression en ARNm des
récepteurs,-adrénergiques (Koopmaet al, 2010), suggérant qu'un traitement prolongée
diminue la population totale de récepteytsadrénergiques sans modifier le niveau

d’expression en ARNm de ces récepteurs.

[1.4.2 Phosphorylation et désensibilisation des récepteufs-adrénergiques

La désensibilisation rapide des réceptesadrénergiques résulte de leur
phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) et partains membres de la famille des
kinases spécifiques aux RCPGs : les GRKs (G prataipled receptor kinase). Parmi cette
famille, nous trouvons la sous-famille dégsdrenergic receptor kinases (IB#\RKs). La
phosphorylation des réceptefisadrénergiques peut étre spécifique aux récepsatiges
par lef,-agoniste. Dans ce cas precis, nous parleronssmsi®ilisation homologue. Elle fait
intervenir les GRKs qui phosphorylent le récepturles résidus sérine 355 et 356 situés sur
I'extrémité COOH du récepteur (Seibadtlal, 2000) Figure 12).
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Figure 13 : L’administration d’isoprotérénol (ISO, 10 pmot), pendant 10 minutes, induit le
recrutement d@-arrestine au niveau de la membrane plasmique llldeseHEK293 surexprimant les
récepteurspy-adrénergiques. La fluorescence deplarrestine 2 couplée GFP est visualisée par
microscopie confocale. Avant la stimulation @uagoniste, lap-arrestine 2 couplée GFP est
uniformément distribuée dans le cytosol. Dés I'iddiduf-agoniste, Ig-arrestine 2 couplée GFP est
colocalisée avec le récepteur dans les zones pesctie la membrane plasmique [modifié d’aprés
(Whalenet al, 2007)].
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Figure 14 : Processus d’endocytose des réceptpuegirénergiques assuré palarrestine 2. Aprés

la fixation dup,-agoniste @) sur le récepteur et sa phosphorylation par la GRIg-arrestine 2 est
recrutée (étape 1). Dans un premier tempg3-darestine 2 interagit avec la protéifigadaptine
(AP-2) (étape 2), puis la clathrine (étape 3) poitier I'assemblage d’'un réseau de clathrine et la
formation de vésicules (puits) recouvertes de dlagh(CCV, clathrin-coated vesicles) (étape 4)
[modifié d’apres (Claingt al, 2002)].
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A ce jour, six isoformes de la famille des GRK$ éte identifiées (numérotées GRK1
a GRK®) et elles different suivant leur localisatairieur substrat (Ingless al, 1993). Ainsi,
les isoformes GRK2 et GRK5 sont retrouvées damsuscle squelettique de rat (Jormdsal,
2003) et TARNmM de GRKG6 est exprimé dans le mustdeelettique humain (Benovic &
Gomez, 1993). Chez le rat, une expression plus ritapie de GRK2 et de GRK5 dans les
muscles rapidesgéstrocnemiuset extensor digitorum longyispar rapport au muscle lent
(soleuy, est observée (Jonest al, 2003). D'une facon intéressante, une stimulation
B.-adrénergique n‘augmente le contenu protéique GRE2, ni celui de GRKS5, que ce soit
dans le musclegastrocnemiusou dans le musclsoleus (Joneset al, 2003). In vivo,
linhibition pharmacologique de [lactivitté de GRK2ntraine une diminution de la
phosphorylation et de la désensibilisation despteces (Whaleret al, 2007), prolongeant
ainsi la réponse intracellulaire induite par l'isojgrenol.

A Tlinverse, la phosphorylation peut étre non s$fgae et impliquer d’autres
récepteurgd,-adrénergiques, non nécessairement activés pgy-dgoniste. Nous parlerons
alors de désensibilisation hétérologue. Cette degnintervient a la suite d’'une stimulation
Bo-adrénergique et implique PKA qui phosphoryle lésidus sérine 261 et 262 situés au

niveau de la troisieme boucle intracellulaire (I¢ 08 récepteur (Noblest al, 2011).

11.4.3 Internalisation et dégradation des récepteur$,-adrénergiques

A la suite de la phosphorylation du récepteur gar GRKs, le recrutement de la
B-arrestine 2 est observé&igure 13). Cette protéine cytoplasmique, est phosphorytée e
activée par la caséine kinase Il (lahal, 2002), puis se lie faiblement a I'extrémité COOH
du récepteur. Le-arrestine 2 se lie a la protéifig-adaptine (AP-2) et a la clathrine,
composants structurels des vésicules formées awawide la membrane plasmique et
permettant l'internalisation de I'ensemble proté&duigure 14) (Kim & Benovic, 2002). La
B-arrestine 2 se lie ensuite a deux E3 ubiquitilgzsés : Mdm2 (murine double minute 2) et
Nedd4 (neuronal precursor cell-expressed develomiterdown-regulated 4) qui agissent
differemment pour réguler le récepteu,-adrénergique. Ainsi, Mdm2 provoque
l'ubiquitination de lap-arrestine 2 et régule I'étape initiale de I'endosg du récepteur
(Shenoyet al, 2001). Nedd4 induit l'ubiquitination du réceptquour cibler les récepteurs
dans les lysosomes (Sheney al, 2008). Il est suggéré que Nedd4 dissocie Mdm2ade

B-arrestine 2 et inactive Mdm2 (Shenetyal, 2008). Néanmoins, il est clairement établi que
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Figure 15 : Mécanisme général d’endocytose du récedigadrénergique apres sa stimulation par un
B.-agonistef-arr, -arrestine 2 ; DUBs, enzymes déubiquitinantes ; G&HKorotein-coupled receptor
kinase ; Mdm2, murine double minute 2 ; Nedd4, aeal precursor cell-expressed developmentally
down-regulated 4 ; Ub (en rose), ubiquitination ldeB-arrestine 2 par Mdm2 ; Ub (en rouge),
ubiquitination du récepteur par Nedd4 [modifié dégp(Malik & Marchese, 2012)].
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Mdm2 et Nedd4 fonctionnent d’'une maniére séqudetial diverses étapes du processus
d’endocytose du réceptefs-adrénergique (Shenast al, 2008). Le rble de Ig-arrestine 2
serait donc de recruter Nedd4 au niveau du récepitié a la membrane plasmique dans le
but de l'ubiquitiner. L’internalisation du récepteiy-adrénergique qui s’ensuit I'oriente vers

le recyclage a la membrane plasmique ou la dédgoadgtour revue, (Mooret al, 2007)].

Peu de données décrivent le mécanisme responsablerigntation des récepteurs
B.-adrénergiques dans la voie de recyclage plutot dares celle de la dégradatiobes
récepteurs internalisés aprés activation parfaagoniste sont adressés dans un premier
temps dans des endosomes, puis dans des corpsésialiaires (Malik & Marchese, 2012).
C’est a l'intérieur de ces corps multivésiculaigee s’effectue le tri des récepteurs qui seront
envoyes soit vers des voies de recyclage, soit deadation. Les corps multivésiculaires
subissent ainsi un processus de maturation q@rserte par la fusion avec un lysosome et la
dégradation de leur contenu. L’'ubiquitination deegteur fournit un signal crucial pour
'adressage vers cette derniére voie. Ainsi, degépres, dont les ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) acheminent le réamapubiquitiné vers les lysosomes pour
gu’ils soient dégradés (Hislop & von Zastrow, 20MKlik & Marchese, 2012)Rigure 15).

D’autres protéines, a l'inverse, sont capables dabujuitiner le récepteur pour
'acheminer vers la voie de recyclage. C’est led®s enzymes déubiquitinantes (DUB) telles
gue les protéases ubiquitine-specific USP33 et 0§B2rthouzeet al, 2009; Shenot al,
2009), EBP50/NHERF1 (ezrin-binding phosphoprotdibB®kDa/sodium-hydrogen exchange
regulatory factor 1), NSF (N-Ethylmaleimide sentifusion protein) et SNX27 (sorting
nexin 27) (Laufferet al, 2010).In vitro, dans des cellules de rein (HEK293) surexprimast d
récepteurg,-adrénergiques, il semblerait que ces récepteuentsmpidement recyclés a la
membrane aprés leur internalisation. En effetvivo, en présence d’isoprotérénol, le temps
d’endocytose d'un réceptefg-adrénergique est de 3,9 minutes et de 11,2 mimgdas le
recyclage. En présence de salbutamol, le tempsioigmose est plus long (~25 minutes),
alors que le temps de recyclage demeure le mémeri@do et al, 1996), suggérant qu’en
présence de salbutamol, le réceptguadrénergique reste plus longtemps a la membrane,
temps nécessaire pour I'induction de sa réponseckitulaire. La seule étude portant sur le
muscle squelettigue a montré qu’a la suite d’'unabation de 30 minutes avecfieagoniste
non spécifique isoprotérénol (10 umat)L la densité de récepteupsadrénergiques a la

membrane cellulaire était diminuée de moitié dansnusclesoleusavec un demi-temps
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d’internalisation trés rapidey(f= 5 minutes) (Jensegt al, 2002). De plus, une large fractio

n,

mais pas la totalité, des réceptefsadrénergiques internalisés retourne a la surface

membranaire lorsque le traitementpaagoniste est arrété (Jensaral, 2002). Néanmoins, a

notre connaissance, aucune donnée n’est, pourr&helisponible concernant la cinétique

d’endocytose et de recyclage des récept@uegirénergiques a la suite de stimulation par

B2-agonistesn vitro dans des cellules musculaires etfouivodans le muscle squelettique.

des

Une stimulation g,-adrénergique prolongée entraine une atténuation gade de la
réponse biologique induite par la phosphorylation ds récepteursp,-adrénergiques. Ceg
processus est plus connu sous le terme de désefisimiion et implique la
phosphorylation des récepteursg,-adrénergiques. A la suite de sa phosphorylationg
récepteur po-adrénergique est internalisé et déphosphorylé pougtre ensuite recyclé a |3
membrane plasmique ou dégradé. Dans l'organisme, |@roportion de récepteurs
Bo-adrénergiques est variable selon I'espéece et |lssu considérés, suggérant une grang

variété de réponses biologiques intracellulaires.
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1. Effets généraux de$,-agonistes sur différents tissus de

I'organisme

Depuis la fin des années 1980 et le début deseant®90, de nombreuses études se
sont intéressées aux effets flesmgonistes sur une variété importante d’espécesades. En
particulier, l'intérét de ces études s’est porté daer clenbutérol [4-Aminax-(t-
butylaminomethyl)-3,5-dichlorobenzyl alcohol] esleonséquences de son utilisation sur la
composition corporelle de ces espéces animales.

1.1 Le rein et le foie

Bien que le rein et le foie ne représentent, raspauent, qu’environ 0,4 et 3 % de la
masse corporelle chez 'humain, ce sont des orgeaiteasx de I'organisme. Quelle que soit
'espéce animale considérée, ils présentent desptéarspi;- et po-adrénergiques a leur
surface (Tableau #tlu Chapitre 11.2.2.). Le clenbutérol ne semble pasir d’effet sur la
masse absolue du rein (Emetyal, 1984; Agbenyega & Wareham, 1990; Cadeal, 1991,
Cartanaet al, 1994; Pageet al, 2004) et du foie (Emergt al, 1984; Cartan&t al, 1994;
Carboet al, 1997; Paget al, 2004). En revanche, certaines études montrentiumeaution
de 8 % a 17 % de la masse du foie (Rextds, 1986; Agbenyega & Wareham, 1990; Choo
et al, 1992), et du rein (-8 %) aprés I'administratiom clenbutérol (Reedst al., 1986).
Ramenée au poids de I'animal, la masse du reidiestuée de 6 a 12 % chez des rats jeunes
(3 mois), adultes (12 mois) et agés (23 mois)ésaitvec c,-agoniste (1,5 mg.kgjour?)
pendant 21 jours (Cartest al., 1991). Ainsi, le clenbutérol semble produire défete
controversés sur la masse du rein et du foie, @avatnent a d’autref,-agonistes comme le
fénotérol (Emeryet al., 1984), le salbutamol (Choet al., 1992; Mooreet al., 1994) et la
terbutaline (Aumart al.,2001) qui n'ont pas d’effet sur la masse de cex @eganes. D’'une
maniere intéressante, 'administration de clenlmlit€accompagnerait d’'une augmentation de
31 % de la concentration en glycogene du foie (Maclan & Edwards, 1989). Néanmoins,
'étude de Cartanat al. (1994) ne confirme pas ces résultats (Cartainal, 1994). Des
étudesin vivo, sur des modéles animaux, ont suggéré que de fodmesentrations non
physiologiques dep,-agonistes (albutérol, 50 pgkenin® en intraveineux), étaient

nécessaires pour stimuler la production d’EPO (érythropoiétine)
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(Gross & Fisher, 1978; Przaga al, 1979; Jelkmann & Bauer, 1980). Des résultatslaires
ont été obtenus chez I'humain avec le méme modéndtstration (fénotérol, 1,5 pg.mitn
pendant 6 heures) (Gleitet al, 1997). Pourtant, ces résultats n'ont pas étéircoé$ apres
inhalation de salbutamol (0,8 mg, 4 fois par jowngant 2 semaines) chez I'humain
(Berglundet al, 2002). Ainsi, la production rénale de la glycopmé érythropoiétine par les

B.-agonistes serait dépendante des doses et deeldadiministration de ces derniers.

.2 Les glandes surrénales

L’administration de p,-agonistes ne s’accompagne pas systématiquemene d’un
augmentation de la masse des glandes surrénaledl @Ryal., 2002). Néanmoins, il a été
montré une hyperplasie des cellules adrénocorticdliera et al., 1998). Cette hyperplasie
s'accompagne d'une augmentation de la sécrétion, lgm glandes surrénales, de la
corticostérone et d’adrénaline chez le rat (Card&s8tock, 1998; Silvanet al, 2007).
Cependant, les effets du clenbutérol sur la conipastorporelle ne sont pas diminués apres
I'ablation des glandes surrénales chez le rat (Relth& Stock, 1988), suggérant que les
stéroides surrénaliens ne sont pas nécessairemphigués dans I'action de-agonistes
(Rothwell & Stock, 1988).

.3 L'os

L'os est un tissu dynamique innervé qui se renmddl est formé de deux
compartiments : I'os trabéculaire et I'os cortidah masse osseuse est maintenue constante
par deux processus : la résorption osseuse pasiésclastes et la formation osseuse par les
ostéoblastes. Les cellules ostéoblastiques prisaieésentent des récepteurs adrénergiques a
leur surface (Takedat al., 2002; Togari, 2002) dont les réceptesadrénergiques
(Kellenbergeret al., 1998). Des études se sont donc intéressées aig déP,-agonistes et
desp-bloquants sur le tissu osseux. Ainsi, le clenlmitg¥duirait fortement la perte osseuse
aprés dénervation (Zemaat al., 1991) ou aprés suspension des pattes arrieresatde r
(Bloomfield et al., 1997). De fagon contradictoire, des résulfatsvitro ont montré que
I'isoprotérénol stimulait I'ostéoclastogénese (Tadtd et al.,2001). Par la suite, des étudies
vivo ont confirmé ces premiers résultars vitro. Ainsi, le clenbutérol (2 mg.Kgjour*

pendant 4 semaines) inhiberait la croissance lodigiale de I'os et diminuerait le contenu
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minéral osseux chez le rat (Kitauet al., 2002). Un traitement de plus longue durée
(6 semaines) au clenbutérol (2 mg'kgur?) s’accompagne d'une réduction de la densité
minérale osseuse dibia, dutibial proximal et des vertébres, avec une altération de la micro-
architecture de 'os comme en témoigne la dimimutia nombre et du volume des trabécules
osseuses (Bonnet al., 2005). Cette diminution du contenu minéral osseuge la densité
minérale osseuse (Cavake al., 2002) proviendrait d’une baisse de l'activité osiéstique
et/ou d’une augmentation de la résorption ossédseun traitement prolongé de 6 semaines
au clenbutérol n’a pas d’effet sur I'ostéocalcine, marqueur de la formation osseuse, alors
gu’un traitement afi,;-agoniste augmente la déoxypyridinoline, un marguaeula résorption
osseuse (Bonnet al.,2005). Ainsi, le clenbutérol agirait davantage lsurésorption osseuse
gue sur la formation osseuse (Cavateal., 2002). De plus, l'isoprotérénol semble agir sur
'expression génique des ostéoblastes en diminlexpression de Cbfal (Taked# al.,
2002), un facteur de transcription contrélant |Hedenciation ostéoblastique (Du@t al.,
1999). Des souris déficientes en réceptdisradrénergiques (K@B-AR) présentent une
augmentation de la masse osseuse par rapportsodes wild-type (WT), en lien avec une
diminution de la déoxypyridinoline (Eleftericat al., 2005). Inversement, des souris traitées
au propanolol, uB-bloquant, présentent une augmentation de la masssuse (Takedet

al., 2002). Les premiers résultats chez I'humain d’raitément aux3-bloquants font état
d’'une diminution du risque de fracture, en partigcg a I'augmentation de la densité minérale
osseuse (Pasat al.,2004). Néanmoins, les résultats obtenus par la stont pas permis de
valider clairement ces premiers résultats (Reidal., 2005a). En effet, a l'inverse, le
propanolol diminuerait de fagon significative lancentration d’ostéocalcine dans le sérum
des patients (Reidt al.,2005b) et pourrait ainsi étre associé a une autatien du risque de
fractures (Rejnmarket al., 2004). Inhalés, en association avec les corticostés, les
Bo-agonistes n'ont pas d’effets clairement définislawdensité minérale osseuse (Pasaetlu
al., 2006). Malgré quelques études contradictoires, dmmées expérimentales semblent
indiquer que leg,-agonistes induisent une résorption osseuse. Dépendatamment de la
voie d’administration et de la dose, les effets gleagonistes et def-bloquants, sur I'os

humain, demeurent une question ouverte.
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.4 Le tissu adipeux

L’administration de clenbutérol est associée adinmgnution significative de la masse
de tissu adipeux (Rickst al, 1984; Chocet al, 1992; Kearnst al, 2001; Bricoutet al,
2004). Cette diminution s’observe aussi bien chex rdts jeunes (3 mois) que chez des rats
ages (23 mois) (Carteat al., 1991). Des étudem vitro menées sur une lignée cellulaire
d’adipocytes 3T3-L1 traités au clenbutérol montrene limitation de lI'adipogénese par le
Bo-agoniste qui S’ajoute a une augmentation de lalyge. Ainsi, le clenbutérol et
l'isoprotéréenol augmentent la libération de glydétoe a I'hydrolyse des triglycérides (Kim
et al, 2010b). Le clenbutérol, en réduisant le contengauttelettes lipidiques, diminuerait la
taille des cellules adipeuses (Zhagtgal, 2007) et augmenterait I'apoptose du tissu adipeux
(Pageet al, 2004). D’'un point de vue moléculaire, l'isopra@éol induit la lipolyse en
permettant la phosphorylation et I'activation delifmse hormonosensible (Clifforet al,
2000), dépendante de la protéine kinase A (Gaetoml, 1989). De plus, lisoprotérénol
phosphoryle la perilipine A (Clifforcet al, 2000), qui se dissocie de la protéine CGI-58,
coactivateur de I'adipose triglyceride lipase divacainsi I’hydrolyse des triglycérides [pour
revue (Zechneet al, 2009)]. Concomitante avec l'activation de I'adipdsglyceride lipase,
la lipase hormonosensible migre du cytosol venstdilieur des gouttelettes lipidiques et
hydrolyse le diglycéride, produit par I'adiposeglyceride lipase (Zechnest al, 2009).In
vivo, il a été révélé une augmentation des acidespigamatiques libres aprés traitement a la
terbutaline, suggérant un accroissement de laygothez le sujet sain (Haffnetral, 1993).

.5 Le muscle cardiaque

Il est décrit dans la littérature une augmentatilenla fréquence cardiaque aprés
administration dg,-agonistes (Eisemaret al, 1988; Dauberét al, 2007). Une hypertrophie
du myocarde est également couramment reportéelehat et la souris apres traitement au
clenbutérol (Carbet al, 1997; Lynchet al, 1999; Duncaret al, 2000; Sneddoet al, 2000;
Oishi et al, 2002), au formotérol (Busquett al, 2004; Ryallet al, 2006), au salmétérol
(Carboet al, 1997) et au fénotérol (Ryadt al, 2004). Cette hypertrophie, caractérisée par
une augmentation du contenu protéique du cceurtengar le3,-agonistes (Deshaiex al,
1981; Bates & Pell, 1991), s’accompagne de profsendedifications structurelles et

fonctionnelles du muscle cardiaque. Les premietdsigations, datant des années 1960, ont
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Tableau 2 : Sélection d’études examinant les effets sur lasmasusculaire et la composition en types de fiesBgagonistes sur différents muscles squelettiqueatde

: Voie Durée du Gain de masse | Surface de fibre Proportion de fibre "
fain e DI d’administration traitement musculaire Type | | Type Il Type | Type lla Type lIx Type lIb : Refe-r(-ances
enbutéro ,6 mg.jol ; semaines n.ssgleu n.d. N () 2 0) 7 4% 7 3% . K
Clenbutérol| 0,6 mg.jodr Org(')?s(se;“; de | 5 semai | d 95N 67% | 5/25% | 074% | 07 3% (R'Cartz':égggaet al
Clenbutérol | 0,6 mg.jout* Ort?:)?s(seo% de | 5 semaines | +18% Goleus n.d. 95\ 73% | 5722% | 073% | 022% | (Bozzoetal, 2003)
Orale (eau de +9% (soleuy n.d. 95N 72% | 57 23% 07 3% 07 2%
Clenbutérol 0,6 mg.jodr boisson) 2 semaines +16% (EDL) n.d. n.c. (4%) n.c. (12% n.c. (28%) c.rf56%) | (Stevenset al, 2000)
+20% (GAS) n.d. n.c. (16% 22 13% | n.c. (28%)| n.c. (40%
2 semaines n.s. 6oleuy n.s. +11% | n.c. (68%) n.c. (32%)
4 semaines n.s. 6oleuy n.d. n.d. n.d. n.d.
8 semaines n.d. Goleug n.s. +17% | 68N 46% 327 54%
. RS Orale (eau de 12 semaines | +25% &oleu3 +9% | +40% | 88N 63% 12 7 37%
Clenbutérol | 1,6 mg.kg"jour boisson) 2 semaines +23% (EDL) | +12% | +63% | n.c. (1%) n.c. (99%) (zemanet al, 1988)
4 semaines +24% (EDL) n.d. n.d. n.d. n.d.
8 semaines n.d. (EDL) +53% | +56% | n.c. (2%) n.c. (99%)
12 semaines +18% (EDL) +36% | +23% | n.c. (2%) n.c. (98%)
Clenbutérol 4 mg.kgjour* Orgg?s(seoanu) de 4 semaines +27%6leus n.s. +63% | 93 79% 72 21% (Oishiet al, 2002)
Clenbutérol 2 mg.kg".jour” Orale (gavage) 4 semaines n.s. 6oleu$ n.s. +90% | 99\ 68% 17 32% (Bricout et al, 2004)
+17% &oleu$ n.d. 93N 84% 77 11% 07 2% 07 3%
Clenbutérol 2 mg.k§jour* Injection s.c. 2 semaines| +16% plantaris) n.d. n.c. (3%) n.c. (16%)| n.c. (40%) n.c. (42p6) (Doddet al, 1996)
+18% (GAS) n.d. n.c. (8%) n.c. (11% n.c. (32%) . (M8%)
Clenbutérol 2 mg.kg".jour* Injection s.c. 6 semaines +17% Goleu$ n.s. +25% | 95N 90% 57 10% (Criswell et al, 1996)
Clenbutérol 2 mg.Kgjour* Injection i.p. 4 semaines +20% (EDL) +12% +99 (366) n.c. (15%) | n.c. (39%) n.c. (43%) (Ryatlal, 2002)
s a4 T . +27% (EDL) [+34% | +31% | n.c.(3%) | 18 14% | n.c. (40%)| n.c. (40%)
Fénotérol 2,8 mg.kg-.jour Injection i.p. 4 semaines +26% Goleu3 ns. +22% |82N72% | 137 2096 | n.c. (5%) nd. (Ryall et al, 2002)
. . Co : +23% (EDL) | +50% | +32% | n.c.(3%) | 21N 10% | n.c. (40%)| 37 7~ 45%
Formotérol 25 pg.ky Injection i.p. 4 semaines n.s. 6oleus ns +20% | 94N 88%| 5 10% n.c. (2%) nd. (Ryall et al, 2007)
3 jours +13% | +14% | 90 83% 107 17%
6 jours +18% n.s. 90 ™ 85% 10 7 15% (Soic-Vranicet al
Salbutamol | 2 x 0,3 mg.kg"jour” Injection i.p. 9 jours n.d. Goleuy | +13% | n.s. | 90N 86% 10 7 14% 2005) ’
12 jours n.s. +9% 90 ™~ 83% 107 17%
14 jours n.s. +8% 90 N~ 79% 107 21%

EDL, extensor digitorum longusGAS, gastrocnemius i.p., intraperitonéale ; n.d.,

cutanée 7, augmentationy, diminution.

non determinés;,mon significatif ; n.c., pas de changement.; sous-
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porté sur des doses importantes (comprises entret &20 mg.kd) d'isoprotérénol (ou
isoprénaline) qui est un agoniste non spécifique d&epteursp-adrénergiques. Des
injections d’isoprotérénol a des singes (Maruffép7) et des tortues (Ostadztl al, 1968)
s’accompagnent d’'une nécrose cellulaire, égalemieservée avec du clenbutérol (Burniston
et al, 2002). Cette nécrose fait suite a une augmentate 'apoptose (Shizukudet al,
1998; Burniston et al, 2005a) et serait principalement dépendante deptéurs
Bi-adrénergiques (Goldspirdt al, 2004), majoritaires dans le cceur, bien que lesptéurs
B.-adrénergiques semblent également impliqués dansnoenedre mesure (Burnistoet al,
2005b). En réponse a la nécrose cellulaire, unedéest observée (Benjanehal, 1989).
Elle serait due a la stimulation de la synthesealagéne (Patiyal & Katoch, 2006), dont les
infiltrations se trouveraient non seulement au aivele la paroi du ventricule gauche, mais
€galement autour des vaisseaux sanguins (Dustaa, 2000). L’accumulation de cette
protéine non contractile contribuerait a 'augméota de la rigidité ventriculaire et a

I'altération des propriétés contractiles du myoegiduncaret al, 2000).

1.6 Le muscle strié squelettique

De nombreuses études, menées au cours de cesri3@relerannées, ont décrit une
hypertrophie du muscle squelettique consécutivadmlinistration de,-agonistes. L’effet
anabolique de l'isoprotérénol sur le muscle sqtiglet a été décrit pour la premiére fois en
1981 (Deshaie®t al, 1981). Les effets spécifiques dgsagonistes ont été, par la suite,
reportés chez les poulets d’élevage (Dalryrgilal, 1984), le bceuf (Rickst al., 1984), le
veau (Eisemanet al, 1988) et 'agneau (Beermarm al, 1987; Bohorowt al, 1987). Ces
résultats ont été largement repris et étendus Eheat (Emeryet al, 1984; Zemaret al,
1988; MacLennan & Edwards, 1989; Bricaital, 2004), la souris (Dupont-Versteegden
al., 1995; Lynchet al, 1999; Hinkleet al, 2002) et le chien (Zhargt al, 1996). Le gain de
masse musculaire varie de 10 a 30 % dans les msusglensor digitorum longus
gastrocnemiussoleuset tibialis anterior de rat (Reedst al, 1986; Zemaret al, 1987;
MacLennan & Edwards, 1989 dbleau 2 et de souris (Lynclet al, 1996; Lynchet al,
1999). La grande disparité des résultats dépenid dese administrée dg-agonistes (de
1 pg.kg-jour! & 4 mg.kd.jour?) (Ryall et al, 2006), de la nature dpp-agoniste (durée
d’action courteversuslongue) (Harcouret al, 2007), de la durée du traitement (de 1 jour a
12 mois) (Koopmaret al, 2010) et de la voie d’administration @gagoniste (injection
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Figure 16 : Taux de synthése protéique dans le muscle edinsor digitorum longude rat apres
30 minutes d’incubation avec du formotérol {I@ol.L™) et du clenbutérol (Ibmol.L™). Ce taux est
exprimé en nanomoles dé“C] phénylalanine incorporée par gramme de muscte.<* 0,05
statistiquement différent du groupe Contréle [miédifaprés (Busquetst al, 2004)].
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Figure 17 : Taux de protéolyse dans le muscle istéensor digitorum longude rat aprés 2 heures
d’incubation avec du formotérol (f@nol.L™?) et du clenbutérol (Ibmol.L™Y). Ce taux est exprimé en
nanomoles de tyrosine par gramme de muscle. aiggficativement différent de b (p < 0,05)
[modifié d’apres (Busquetst al, 2004)].
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intrapéritonéale ou sous-cutanée, administraticaleopar la nourriture owia l'eau de
boisson) (Mooreet al, 1994). Bien que la premiére étude n’ait pas pem@ montrer une
augmentation de la synthése protéique a la suite waitement au clenbutérol (Reeatsal,
1986), I'hypertrophie musculaire s’accompagne d'@gmentation du contenu en ARN
totaux et en protéines (Emeey al, 1984; Chocet al, 1992), ainsi que d’une augmentation
de la synthese protéiqEmeryet al, 1984; Busquetst al, 2004; Navegantest al, 2004)
(Figure 16) et/ou une diminution de la protéolyigevitro etin vivo (Navegante®t al, 2000,
2001; Busquetst al, 2004) Figure 17).

De plus, I'hypertrophie du muscle squelettique iteyar lesp,-agonistes, est
associée a des modifications de la typologie deedimusculaires. Ainsi, nous observons une
diminution de la proportion de fibres a contractiemte exprimant l'isoforme de chaine
lourde de myosine (MHC) de type | (de 95 a 70 % densnusclesoleu3, et une
augmentation de la proportion des fibres a corimactpide exprimant les MHC de type I
(de 5 a 30 % dans le musdeleud (Zemanet al, 1988; Criswellet al, 1996; Doddet al,
1996; Ricart-Firingeet al, 2000; Stevenst al, 2000; Oishiet al, 2002; Ryallet al, 2002;
Bozzoet al, 2003; Bricoutet al, 2004; Soic-Vraniet al, 2005; Ryallet al, 2007). A ceci
S’ajoute une augmentation de la surface de sedgsrfibres exprimant la MHC de type | et

celles exprimant les MHC de type Il (Tableau 2).

L'implication des cellules satellites dans I'hypephie musculaire est matiere a
débats (O'Connor & Pavlath, 2007) et dépendanttooukis hypertrophiant. Concernant
'hypertrophie induite par lesp,-agonistes, de nombreuses études ont montré que
'administration def},-agonistes induisait une hypertrophie musculaires saugmentation du
nombre de noyaux nucléaires originaires des csligkgellites, en référence a la quantité
d’ADN inchangée (Maltiret al, 1989; O'Connoet al, 1991; Nastet al, 1994). Ces données
supportent donc le fait que I'hypertrophie indwee lesp,-agonistes serait indépendante des
cellules satellites. Cependant, la participatioa dellules satellites n’est pas a exclure étant
donné que l'administration de clenbutérol stimuée gdrolifération de cellules satellites
(Roberts & McGeachie, 1992). Enfin, I'expressiongd®@es impliqués dans le recrutement, la
prolifération et la différenciation des cellulededlites est également augmentée en présence
de Bo-agonistes (Spurloclet al, 2006; Toledoet al, 2011). L’irradiation par des rayons
gamma, qui détruisent et empéchent la prolifératies cellules satellites, permettrait de
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déterminer la réelle implication des cellules disl dans I'hypertrophie induite par les
B2-agonistes.

Enfin, dans le muscle squelettique, 'administnatdep,-agoniste diminue le contenu
en glycogene (MacLennan & Edwards, 1989; Ma#inal, 1990; Cartanat al, 1994) et
augmente la concentration en lactate présent @amasiscle squelettique apres traitement au
B.-agoniste (MacLennan & Edwards, 1989; Cartenal, 1994).

Expérimentalement, I'administration de p,-agonistes a des doses 10 a 20 fpis

14

supérieures a la dose thérapeutigue montre des effeanabolisants sur le muscle stri
squelettique, ainsi qu’une lipolyse importante. L'ntérét de I'usage de ces substances, gn

dehors du traitement de l'asthme, a été d’augmentela masse musculaire et d

A4

diminuer la masse grasse chez des animaux d’élevadear la suite, et grace a cep
propriétés anabolisantes, leg,-agonistes ont été utilisés pour atténuer voire irerser la
perte de masse musculaire induite par diverses patlogies musculaires.
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V. Potentiel thérapeutique lié a [l'utilisation des

Bo-agonistes : prévention de la perte de masse musaué

Ce chapitre a fait I'objet d’'une publication daasrévue The International Journal of

Biochemistry and Cell Biology (voir dans la parienexe).

IV.1  La sarcopénie : perte de masse musculaire liée dadje

La sarcopénie est un terme utilisé pour décringelde lente et progressive de masse
musculaire associée a la baisse de la force mustuf(aynch et al, 2001a) et a
laugmentation de la fatigabilité liee a I'age. téetatrophie musculaire joue un réle
considérable dans l'incapacité physique, la pergutdnomie et la mortalité liée au
vieillissement. Au vu des effets anaboliques fleagonistes sur le muscle squelettique, ces
molécules pourraient étre utilisées comme approt@speutiques pour prévenir/limiter la
perte de masse musculaire induite par I'age. Alasilenbutérol (1,5 mg.kbjour® pendant
21 jours) augmente la masse musculaire de rats (&@ds%) (Carteret al, 1991). De la
méme maniére, le fénotérol (1,4 mg'gur' pendant 4 semaines) et le clenbutérol
(2 mg.kg'.jour* pendant 4 semaines) restaurent la masse muscetdaeforce de rats agés
(Smith et al, 2002; Ryallet al, 2004), méme & faibles doses (formotérol, 25 |ibj&gr*
pendant 4 semaines) (Ryall al, 2007). Cependant, un traitement @agonistes cause une
légere augmentation de la fatigabilité des musektsnsor digitorum longust soleus(Ryall
et al, 2004) due a une diminution des activités enzyonas oxydatives (Smitét al, 2002;
Ryall et al, 2004). Enfin, 'augmentation protéique de l'isofe spécifique des muscles a
contraction rapide, SERCAL (sarcoendoplasmic retroutalcium transport ATPase 1), dans
le musclegastrocnemiusde rats agés, suggere que le fénotérol restaudargierte de
l'activité de SERCAL observée avec I'age (Schergzex, 2005).
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Figure 18 : Visualisation par imagerie par résonance magnétidae I'effet anti-atrophique du
clenbutérol sur Idibialis anterior de rat apres 14 et 28 jours de dénervation [n@difapres
(Cockmaret al, 2001)].
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V.2 La dénervation

La suppression expérimentale de linnervation mlse ou son altération par
écrasement du nerf, ou par section du nerf sciatidpez le rongeur induit une perte de masse
musculaire. Plusieurs études ont démontré lesselfiénéfigues de I'administration fe-
agonistes chez le rat ayant subi une dénervatisnnugsclessoleuset/ou gastrocnemius
(Maltin et al, 1986; Maltinet al, 1987; Zemaret al, 1987; Babij & Booth, 1988; Maltiet
al., 1989; Agbenyega & Wareham, 1990). D’'une faconégdle, ces études s’accordent sur
une récupération partielle de la masse musculdirene augmentation de la synthése
protéigque en présence figagonistes, alors qu’'a l'inverse, le taux de dégradagrotéique
était diminué (Maltinet al, 1987; Agrawalet al, 2003). Cette récupération partielle de la
masse musculaire pourrait provenir, en partie,al#ivation des cellules satellites (Maltat
al., 1989; Maltin & Delday, 1992). L'imagerie par résmce magnétique permet de visualiser
I'effet anti-atrophique du clenbutérol aprés déngova(Figure 18) (Cockmanet al, 2001).
D’'un point de vue moléculaire, la dénervation augtael’expression deMyoD et de
myogénineainsi que le nombre de récepteurs nicotiniqueacétlylcholine dans le muscle
soleusde rat. L’administration de clenbutérol a des méservés réprime non seulement
'expression déMyoD et demyogéninemais réduit aussi le nombre de récepteurs nicpies
a l'acétylcholine (Maltinet al, 1993a), mimant ainsi les effets de l'innervati®ar ailleurs,
une régénération du nerf sciatigue de rat (basédesnmombre d’axones et le degré de
myélinisation) (Frerichset al, 2001) et une récupération locomotrice a la sdiige
contusion de la moélle épiniére (Zenmetral, 1999), étaient observées aprés I'administration
de clenbutérol, suggérant ainsi I'hypothése d'um#oa directe dupz-agoniste sur le
motoneurone. A ce jour, une seule étude a monteé lguclenbutérol (~2 pg.Kgour®
pendant 3 mois) atténuait I'atrophie musculaire itedpar la dénervation chez I'humain
(Jianget al, 2011).

V.3 L’inactivité par immobilisation ou suspension

La suspension des membres inférieurs, I'immotibsaplatrée, I'alitement, les vols
spatiaux, sont des conditions simulant l'inactivéte produisant une atrophie marquée du
muscle squelettique. Une immobilisation platréel@igours est associée a une diminution du

contenu en ARNm des réceptefigsadrénergiques dans le musstdeus(Satoet al, 2011),
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suggérant que la baisse du niveau d’expression ederécepteurs jouent un rble non
négligeable dans I'atrophie musculaire. L’admimistn de clenbutérol (1 & 2 mg-kgur?)
s’oppose a l'atrophie musculaire, induite par lapsasion des membres inférieurs, en
restaurant la masse musculaire glantaris (Yimlamai et al, 2005), dutibialis anterior
(Yimlamai et al, 2005), dusoleus(Babij & Booth, 1988; Stevenst al, 2000; Herreraet al,
2001), dugastrocnemius(Babij & Booth, 1988; Stevenst al, 2000) et de Extensor
digitorum longug(Stevenset al, 2000; Herrerat al, 2001). D’'un point de vue moléculaire,
le clenbutérol diminue 'accumulation de conjugudsquitinés et I'activité du protéasome
dans les musclgdantaris et tibialis anterior (Yimlamai et al, 2005) dans des conditions de
suspension. Le clenbutérol amplifie également dadition des fibores MHCI vers MHCII,
induite par des conditions de suspension (Stee¢rad, 2000), et permet une récupération
complete du diamétre des fibres rapides, qui sesitplus touchées par deux semaines de
protocole de suspension (Ricart-Firingaal, 2000). A notre connaissance, la seule étude
impliqguant des sujets humains subissant une sugpensilatérale du membre inférieur
gauche, a montré une augmentation du travail totaicentrique et excentrique, de la
puissance moyenne concentrigue et excentrique aprestraitement au salbutamol
(16 mg.jout* pendant 40 jours). Ces résultats ont été prineipaht relevés chez les femmes
(Caruscet al, 2008).

IV.4  Les pathologies neuromusculaires

La faiblesse et l'atrophie musculaire sont des aéresstigues communes a de
nombreuses pathologies neuromusculaires. Bien @xiste des différences entre les
molécules, lesB-agonistes ont montré leur efficacité a augmergembsse et la force
musculaire. D’'une facon importante, IBsagonistes peuvent également exercer des effets
thérapeutiquesvia la régulation de I'expression de géenes qui ne gmd directement

impliqués dans I'anabolisme du muscle squelettique.

IV.4.1 La dystrophie musculaire de Duchenne

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est pa#ologie létale liée au
chromosome X, dont I'incidence est de 1/3500 ckegakcon. Cette pathologie est causée par
la mutation du géne codant pour la protéine subtesammale dystrophine. L'absence de
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dystrophine entraine une fragilité de la membraggeatllules musculaires, la mort des fibres
musculaires et le remplacement éventuel du musglelsttique par du tissu adipeux et du
tissu conjonctif fibreux (Deconinck & Dan, 2007)iritervention pharmacologique avec des
Bo-agonistes fait partie des pistes de recherchapkétique pour limiter la perte de masse
musculaire induite par cette pathologie (Radiewl, 2007). La sourisndx,modele animal de
la DMD, est caractérisée par la présence de nogankaux dans approximativement 60 %
des fibres des musclesxtensor digitorum longust soleus(Lynch et al, 2001a) et du
diaphragme (Harcourt al, 2007). Indicatrice de la régénération musculdaeyroportion
des noyaux en position centrale dans le diaphragest pas modifiée aprés administration de
formotérol aussi bien chez des souris sauvageschiee des sourisndx (Harcourtet al,
2007). Par contre, la dégénérescence du muscldettgues, chez des sourimdx est
grandement réduite a la suite d'un traitement aenhtitérol, comme en témoigne
'augmentation du nombre et de la taille des fibrassculaires dans lgantaris et lesoleus
(Zeman et al, 2000). Enfin, l'utilisation d’un modéle de dégéescence/régénération
musculaire, la lésion myotoxique, a montré queBleagonistes favorisaient une régénération
structurelle et fonctionnelle du muscle de rat apuee telle Iésion (Beitzedt al, 2004;
Bricout et al, 2004; Beitzekt al, 2007).

Malgré quelques divergences (Lyne&h al, 1999, 2000), la plupart des études
reportent que I'administration di-agonistes augmente la masse du muscle squelettidae
force absolue de soumadx (Rothwell & Stock, 1985; Dupont-Versteegden, 198ayes &
Williams, 1998; Lynchet al, 2001b; Harcourét al, 2007). Cependant, la force spécifique du
muscle squelettique (force normalisée a la surfiecsection du muscle) n’est pas augmentée
en réponse a 'administration de clenbutérol (Reth& Stock, 1985; Dupont-Versteegdenh
al., 1995; Lynchet al, 2000). De la méme maniere, le clenbutérol n’ingas de bénéfice sur
la fonction du diaphragme, également affecté darsas d’'une DMD (Lynclet al, 2001b).

De plus, une augmentation de la fatigabilité arépbrtée au niveau du muscle squelettique
du membre inférieur et du diaphragme en répon&daninistration de clenbutérol (Dupont-
Versteegderet al, 1995). Fait intéressant, des molécules plus tésenomme le formotérol,
améliorent les propriétés morphologiques et fonodles du muscle squelettique et du
diaphragme chez des sounglx sans aucune augmentation de la fatigue (Harcesual,
2007). Chez le patient humain atteint de DMD ound’'ulystrophie musculaire de Becker,
I'administration de salbutamol (de 8 & 12 mg.jbpendant 12 ou 28 semaines) induit un

modeste, mais néanmoins significatif gain de maksanuscle squelettique et de force
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(Fowleret al, 2004; Skuraet al, 2008). L'ensemble de ces résultats laissent aepene les

B.-agonistes peuvent étre employés dans le traitedeelst DMD.

IV.4.2 La dystrophie musculaire fascioscapulohumérale

La dystrophie musculaire fascioscapulohuméraleH(®Sest une atteinte héréditaire
du muscle. Un traitement au salbutamol (16 ou 32jaug pendant 23 semaines) d'une
faible cohorte de patients atteints de FSHD augenkentnasse musculaire, alors que la force
musculaire reste inchangée (Kisstlal, 1998; Kisselet al, 2001). Néanmoins, la masse
musculaire revient a sa valeur initiale lorsqudréatement est arrété, suggérant quieh
traitement a un effet bénéfique transitoire. L'aidei d’'un programme d’entrainement en
force ne montre pas d’effet synergique a I'admratgdn duf3,-agoniste seul (van der Koet
al., 2004; van der Koaet al, 2007).

IV.4.3 La myasthenia gravi®t la myopathie congénitale a central core

La myasthénie graviest une maladie neuromusculaire auto-immune (désogs
produits par l'organisme détruisent les récepteurBaceétylcholine) due a un défaut de
transmission de l'influx nerveux au niveau de lacfon neuromusculaire (Conti-Firet al.,
2006). La myopathie congénitale a central corecassée par une mutation génétique du
récepteur a la ryanodine (Quinlivahal, 2003). Ces deux pathologies sont caractérisées pa
une faiblesse musculaire et une fatigabilité imgae. L’administration de terbutaline
(2,5 mg.jout* pendant 2 semaines) (Solivehal, 2009) ou de salbutamol (2 mg, 3 fois par
jour) (Sadehet al, 2011) a des patients atteints migastenia gravisen adjonction de la
thérapie spécifique, augmente la force et la masssculaire. De la méme maniére, le
traitement au salbutamol (8 mgkgendant 3, 6 ou 12 mois) chez des patients attdmia
myopathie congénitale a central core ou a multiicores entraine une augmentation de la
masse musculaire (Messieaal, 2004; Schreudest al, 2010). D’'une fagon importante, les
capacités motrices, de langage et d'écriture sgateénent améliorées, suggérant que les
Bo-agonistes pourraient aussi exercer une actiorratenen plus de leur action périphérique

sur le muscle squelettique (Messinat al, 2004; Schreuderet al, 2010).
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IV.4.4 La dystrophie musculaire congénitale avec déficit emérosine

La dystrophie musculaire congénitale avec défititmngrosine est d’origine génétique.

Elle est due a une anomalie du gene codant pauétasine, une protéine constitutive de la
matrice extracellulaire du muscle, qui intervieahs la protection et la réparation du muscle
(Allamand & Guicheney, 2002). Le traitement au bletérol (2 mg.kd.jour’ pendant

3 semaines) de soumndy/dy, un modéle de dystrophie musculaire congénitage aéficit en
meérosine, caractérisée par une mort prématuréenentg la force et la masse musculaires
(Hayes & Williams, 1998), tout comme lI'espéranceviedes animaux. Une amélioration de
la fonction respiratoire du diaphragme serait iopodie dans 'augmentation de la survie de
'animal (Hayes & Williams, 1998).

IV.4.5 Lésions médullaires et Iésions du motoneurone

Des études réalisées sur divers modeles d’atteioteneuronale induisant une perte
de masse musculaire (dénervation, Iésion de lalenéginiere) démontrent clairement un
effet neurogénique dgi-agonistes. La régénération des nerfs périphérigaestimulée par
'administration de clenbutérol, en associationcava@meélioration de la force et de la masse
musculaires, ainsi que de la locomotion (Zemeairal, 1999; Fittonet al, 2001; Frerichset
al., 2001; Zemaret al, 2006; Baiet al, 2010; Unget al, 2010). Dans un modéle de
dégénérescence du motoneurone (souris Mnd), I'ddtrdtion de clenbutérol augmente la
régénération du motoneurone, améliore la fonctioragtique et retarde la perte de fonction
du motoneurone (Zemaat al, 2004; Zemaret al, 2006). Des gains de masse musculaire et
de force associés a un retard dans l'apparitiomad®maladie et a une augmentation de la
longévité sont également observés dans le modeélim meirsclérose latérale amyotrophique a
la suite d’'un traitement au clenbutérol (1,5 mg.kaur?) (Teng et al, 2006). Un essai
clinique réalisé sur 10 patients Iésés au niveda deélle épiniere (en C5, C6 ou C7) montre
que l'administration orale (80 mg.jotirpendant 4 semaines) de métaprotérénol, un
B.-agoniste modérément sélectif, induit une augmiemaignificative de la force musculaire
de I'avant-bras (Signorilet al, 1995).
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Figure 19 : Représentation schématique du g&MN (survival motor neuron). L’amplification par
PCR de I'exon 7 du gér@VINmontre la délétion du ger@VIN1chez un patient atteint d’amyotrophie
spinale (SMA). C = contr6le sain, P = patient SMAofifié d’apres (Zanotelket al, 2010; Kolb &

Kissel, 2011)].
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IV.4.6 L’amyotrophie spinale

L’amyotrophie spinale (SMA) est causée par une atiengénétique du gereMN1
(survival motor neuron) qui code pour la protéin®INg nécessaire a la survie du
motoneurone (Lefebvret al., 1995). La diminution de I'abondance de cette pnet&ntraine
la mort des cellules neuronales, occasionnant aims dégénérescence du muscle
squelettique. Chez I'humain, 2 copies du g8MNexistent, SMN1et SMN2 La transcription
du geneéSMN1produit un ARNm qui code pour la protéine SMN coetel Le gen&MN2est
identigue au géen8MN1a une exception pres : une base azotée cytos)res{@emplacée par
une base azotée thymine (T), provoquant une exclusé I'exon 7 lors de la transcription
(Lorsonet al., 1999). La protéine résultante, tronquée, est moctionnelle et rapidement
dégradée. Néanmoins, I'exclusion de I'exon 7 d&RIV\in deSMN2n’est pas systématique et
une petite fraction d’ARNm (15 %) code pour la pioe SMN normale. L’amyotrophie
spinale (SMA) est causée par délétion ou mutatiogeheSMNY, et les patients atteints de
cette pathologie sont donc dépendants du dgeléN2 pour produire la protéine SMN
fonctionnelle Figure 19). Un traitement au salbutamol (6 mg.joude 3 & 6 mois) administré
a de jeunes patients atteints de SMA augmente ree fet la masse musculaire, sans
manifestation d’effets secondaires (Kinati al, 2002; Paneet al, 2008). Deux études ont
déemontré que le salbutamol augmentait le niveapretgine SMN grace a une augmentation
rapide et significative du transc@MN2dans les fibroblastes des patients (Angelezzl,
2008) et dans les leucocytes (Tiziagal, 2010), en promouvant I'inclusion de I'exon 7
dans le transcriEMN2 De toute évidence, ces études fournissent ddesoirguments pour
explorer davantage l'efficacité clinique du salloath dans le traitement de patients atteints
de SMA. Enfin, ces données montrent que flgsagonistes peuvent exercer un effet
thérapeutique en modulant I'expression de géenes@iont pas directement impliqués dans

I'anabolisme du muscle squelettique.
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Figure 20 : Analyse par Western Blot du contenu protéiqueéhepteur mannose-6-phosphate dans
le muscletibialis anterior & la suite d’'un traitement au clenbutérol. * Siigativement différent du
groupe ERT (thérapie par remplacement de I'enzyrglicosidase acide) [modifié d’aprés (Koeberl
et al, 2011)].

(A)
% a5
2 -
-g 4 |MERT (n=6) LR
&35 '!‘JERT + clenbuterol (n=6) =
g 3
225 -
g -
'g 15
= 1 = —
£° M=
g 0 -

& <

& &

Figure 21 : Contenu en glycogéne dans différents muscles aitjigeles de souris KO-GAA males
(KO de l'enzymea-glucosidase acide, mimant la maladie de Pompegsapdministration de
clenbutérol. A) Représentation graphique de la concentration lgoogene. B) Marquage par
coloration Periodic-acid Schiff du glycogéne dames diaphragme (a et b) aprés traitement au
clenbutérol et ERT (a) ou aprés ERT seule (b)quiadriceps(c et d) aprés traitement au clenbutérol
et ERT (c) ou aprés ERT seule (d). Les souris @tdraitées 4 fois par semaine avec de la GAA
recombinante (20 mg.kb (groupe ERT) et sacrifiées une semaine apresri@ate injection. L'autre
groupe recevait en plus du clenbutérol (groupe ERTlenbutérol). *p < 0,05; *p < 0,001,
significativement différent du groupe ERT. EDéxtensor digitorum longus ERT, thérapie par
remplacement de I'enzymeglucosidase acide ; Gastrogastrocnemius Tib. Ant., tibialis anterior
[modifié d’apres (Koebert al, 2011; Koeberkt al, 2012)].
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IV.4.7 La maladie de Pompe

La maladie de Pompe est caractérisée par undeahefec de I'enzymer-glucosidase
acide (également appelée maltase acide ou GAApomsable de la dégradation du
glycogéne. Cette déficience entraine une accurounladie glycogéne dans les lysosomes
causant ainsi une fatigue et des dommages musesiaian der Ploeg & Reuser, 2008). Un
traitement au salbutamol (de 8 & 12 mg:fopendant un an) de patients atteints de la maladie
de Pompe, en adjonction de la thérapie spécifigugmente la force et la masse musculaires
(Angelini et al, 2004). De plus, le clenbutérol améliore l'effitacde la thérapie par
substitution de l'enzyme GAA, en augmentant I'eggien du récepteur mannose-6-
phosphateRigure 20), qui permet une meilleure dégradation du glycegear les lysosomes
(Figure 21) (Koeberlet al, 2011; Koeberkt al, 2012; Liet al, 2013). Ceci contribuerait a
une augmentation de la force musculaire (Koebedl, 2011; Koeberkt al, 2012; Liet al,
2013).

V.5 Les pathologies chroniques et les pathologies ase®ms a une

perte a long-terme de la fonction musculaire

IV.5.1 La cachexie associée au cancer

La cachexie associée au cancer est un syndroméfattoriel paranéoplasique
menant a une réduction significative de la masspotelle, due principalement a la perte du
tissu adipeux et du muscle squelettique (Feaal, 2012). Depuis les premiéres études
menées en 1991 par Chance (Chaeteal, 1991a) et Stallion (Stallioet al, 1991), de
nombreux travaux ont examiné les effets @lesagonistes sur des modeles animaux de
cachexie cancéreuse. Toutes ces études ont moneé le fr-agonistes (cimatérol,
clenbutérol, formotérol et salmétérol) atténuaiettou inversaient la perte de masse
musculaire (Hyltandeet al, 1993; Stallioret al, 1993; Costellet al, 1995a; Stallioret al,
1995; Carbcet al, 1997; Busquetst al, 2004; Fusteet al, 2007), avec une amélioration de
la fonction musculaire et des capacités d’exer¢Resquetset al, 2011). Cependant, ces
effets peuvent varier en fonction de la moléculeniadstrée, le rétablissement le plus

important étant observé avec le clenbutérol, cogpau salbutamol et au salmétérol
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(Carboet al, 1997). Le clenbutérol peut également exercerfigt bénéfiqgue en association
avec d’autres agents anti-cancéreux comme la roxitycine et le naproxen@:iffar et al,
2003; Kenleyet al, 2008). De multiples mécanismes ont été identiiéeme pouvant
contribuer a l'effet anti-cachectique d@s-agonistes dans le traitement de la cachexie
associée au cancer):une diminution de la dégradation protéique dansliscle squelettique
(Stallionet al, 1991; Costelliet al, 1995a; Busquetst al, 2004) et une augmentation de la
synthése protéique (Stalliat al, 1995; Busquetst al, 2004),ii) une diminution des acides
aminés comme source de production d’énergie panuscle squelettique (Costebit al,
1995b), iii) une réduction de I'apoptose du muscle squelatti@usquetst al, 2004),iv)

une régulation négative du contenu protéique en taine et de I'expression décepteur a
'activine B (ActRIIB) (Busquetset al, 2012), en association avec une augmentation de

I'expression de l#ollistatine (Busquetst al, 2012).

IV.5.2 L’insuffisance cardiaque chronique

La perte de masse musculaire est un facteur frégigeco-morbidité chez les patients
atteints d'insuffisance cardiaque et contribue duir® la capacité d’exercice et la force
musculaire (Fulsteet al, 2013). Le traitement de patients atteints d'ifisahce cardiaque
chronique avec de,-agonistes (clenbutérol, salbutamol) a conduit & msultats mitigés.
Un traitement de 3 semaines au salbutamol augniefdece du muscle respiratoire chez des
patients atteints d’insuffisance cardiaque chroaidqtiarringtonet al, 2000), mais ne
minimise pas les anomalies duadricepsni n'augmente la capacité d’exercice. A l'inverse,
une autre étude a suggéré que lI'administrationlet#batérol chez des patients menait a une
augmentation de la masse maigre et une augmentiitanforce maximale (Kamalakkannan
et al, 2008). Cependant, I'endurance et la durée d'éediminuaient apres I'administration
de clenbutérol (Kamalakkannast al, 2008). Ainsi, l'utilisation dep,-agonistes dans le
traitement de l'insuffisance cardiaque doit étre sicdérée avec précaution, en raison des
bénéfices limités sur le muscle squelettique et efésts négatifs reportés sur le muscle

cardiaque (voir ci-dessus II1.5.).

IV.5.3 L’accident vasculaire cérébral

L’hémiparésie, la séquelle la plus répandue apréaccident vasculaire cérébral, est

associée a une atrophie des muscles squelettiquepdrétiques (Englistet al, 2010).






Potentiel thérapeutique lié a I'utilisation disagonistes 91

L’administration de clenbutérol a une activité rogrotectrice contre I'ischémie cérébrale
(Culmseeet al, 1999; Culmseeet al, 2004). Paradoxalement, l'inhibition de la voie de
signalisation induite par les récepteisadrénergiques (en utilisant des antagonistes aux
récepteurspy-adrénergiques ou des souris KO aux récept@uradrénergiques) reduit
egalement les atteintes cérébrales post-ischémidleeset al, 2009). Ainsi, l'utilisation de
Bo-agonistes comme stratégie neuroprotectrice n'estpapletement résolue et reste matiere
a débat. A notre connaissance, les effets de l'aidtration deB,-agonistes sur I'atrophie du
muscle squelettique hémiparétique n’ont, a ce jmais été documentés dans un modéle

animal d’accident vasculaire cérébral.

IV.5.4 La bronchopneumopathie obstructive chronique

Des dysfonctionnements du muscle squelettique rafgsant souvent chez des
patients atteints de bronchopneumopathie obsteictivonique (BPCO), affectant ainsi leur
qgualité¢ de vie et risquant méme daugmenter leurtalite (Marquis et al, 2002).
L'utilisation des B,-agonistes pour le traitement de patients atted@sBPCO est trés
largement répandue. Tirer partie de cette thénapig augmenter la masse musculaire serait
d’un grand intérét clinique. Cependant, les donrséesce sujet restent limitées, et suggérent
gue l'administration de3,-agonistes a des patients BPCO induit une meilléniéance a
I'effort (D'Agostino et al, 2010). Les effets sur le muscle squelettique draibement a long

terme deB,-agonistes restent & déterminer chez des patiéhfOB

IV.5.5 Le sepsis

Le sepsis correspond a un état inflammatoire Bygtée causé par des infections
séveres. Il est associé a une perte importanteagsarmusculaire. L'atrophie est compensée
par 'administration de clenbutérol, avec une récafpeén compléete de la masse du muscle
gastrocnemiusle rat cing jours aprés inoculation d’endotoxi@bdoet al, 1989). Plusieurs
tentatives ont été menées pour vérifier I'implioatidesp,-agonistes dans ces conditions de
perte musculaire. Ainsi, I'administration d'IBMX, unhibiteur des phosphodiestérases qui
augmente la concentration en AMPc, réduit la dédiauaprotéique dans le muscle
squelettique d’animaux ayant un sepsis, alors gu&l89, un inhibiteur de PKA, bloque
complétement l'effet antiprotéolytique de I'IBMX ifla et al, 2007). Le sepsis peut

également induire des dysfonctionnements au nivdaudiaphragme, ce qui risquerait
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d’entrainer des insuffisances respiratoires. Lautaline limite ces effets délétéres du sepsis

sur le diaphragme chez le rat (&bal, 2006).

IV.5.6 Lalésion musculaire liée a la température (brllurehyperthermie)

L'élévation de la température corporelle, obserdaas de nombreuses pathologies
(hyperthermie maligne et sepsis), augmente la pggé du muscle squelettique (Hall-
Angeraset al, 1990; Luoet al, 2000; Ametlleret al, 2011). L’addition de formotérol réduit
significativement la dégradation protéique indyige I'hyperthermie sans affecter la synthese
protéique (Ametlleret al, 2011). Cependant, la pertinence physiologiqueeateeffet anti-
catabolique doit étre considérée avec précauti@amsles f-agonistes exercent un effet
thermogénique (production de chaleur) (Mogilniekal, 1985; Cartana & Stock, 1995).

Les brdlures séveres induisent une réponse caabaoutenue qui cause la perte a
long terme de la force et de la masse musculdited €t al, 2000). Dans un modéle animal
de bralure sévere, 'administration de clenbutéstlcapable de restaurer la dépense d’énergie
et d’améliorer le gain de poids corporel, la masaesculaire et le contenu protéique du
muscle squelettique (Chanekal, 1991b; Martineaet al, 1993; Hollyoaket al, 1995).

Au regard de 'augmentation de la masse musculairmduite par les p,-agonistes,
'usage de ces derniers dans le traitement des patlogies associées a la perte de magse
musculaire est d’'un grand intérét. D’'une facon intéessante, lef,-agonistes peuven
également exercer un effet thérapeutique en modulatiexpression de genes qui ne sort
pas directement impliqués dans I'anabolisme du muse squelettique. Compte tenu dl
I'effet des po-agonistes sur la régulation de la masse musculajri¢ est tout naturel de se
guestionner de leurs effets sur la performance chefes sujets sains.
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V. La performance musculaire et le$,-agonistes

De nombreuses études se sont intéressées aus affet!’administration de

Bo-agonistes sur la performance a I'exercice. Cesiélers seront discutées dans ce chapitre.

V.1 La force musculaire et I'endurance chez I'animal

V.1.1 La force musculaire

En accord avec laugmentation de la masse museuldiadministration de
B.-agonistes (formotérol et clenbutérol) augmentaiiorce musculaire absolue de 12 a 20 %
dans les musclesxtensor digitorum longust soleusde souris, en conditions isométriques
(Lynch et al, 1999; Harcouret al, 2007) et de rats traités au fénotérol (Beietedl, 2004).
D’une maniére intéressante, cette augmentatiorad®rte musculaire persistait plusieurs
semaines apres l'arrét du traitement (Regakal, 2007). Cependant, la force spécifique restait
inchangée, suggérant que la production de foroggonse a I'administration di-agoniste
était principalement due a 'augmentation de laseasusculaire (Hayes & Williams, 1998;
Lynch et al, 1999; Beitzekt al, 2004; Harcouret al, 2007). De plus, une accumulation de
dépbt de collagéne (protéine non contractile) dansérimysium du musclgastrocnemius
(Kumar & Sharma, 2006; Patiyal & Katoch, 2006), gliére les propriétés mécaniques de la
fibre musculaire, est observée. Nous notons égaleoree accumulation de collagéne autour
des vaisseaux sanguins (Kumar & Sharma, 2006),dimewution de la densité capillaire
(Suzukiet al.,1997) et une diminution du flux sanguin (Rothwedllal, 1987; Beitzekt al,
2004). Ceci augmenterait la distance de diffusioflale/gene, réduirait I'apport d’oxygéne

au tissu musculaire et la résistance a la fatigigede contraction prolongée.



96

(A) R)

" e 80 - ¢ Centrole
120 — o Clenbutérol

110 -

TOA L T e " am* o]
100 E -

Il
~ E
g 90 g 6C ¢ N
< 80 m
e w
5 0 l:; 5Q -
4 &0 4 o Contrdle © “u
;i 50 - # Clenbutérol ; 40 - D
': 40 = E
30 - = 304 e
0 T T T T T T T q T T T T T T T ]
4] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 & ] 10 12 14 16 18 20

Semaines Semaines
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course réalisé par des rats males. *p < 0,05 sigtifement différent du groupe Contréle [modifié
d’'apres (Duncaet al, 2000)].
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V.1.2 L’endurance

Pour analyser l'effet def,-agonistes sur I'endurance, des rats ont réalé,us
programme de 20 semaines de sprint sur tapis mét¢rd m.mift avec une inclinaison de
15°), soit un protocole de 18 semaines de nageo\fsjemaind), soit un programme
volontaire, de 16 semaines de course sur roue tiege Les rats traités au clenbutérol
(2 mg.kg"jour?) étaient incapables de compléter les protocolematation et de sprint
(Figure 22) (Duncanet al, 2000). De plus, les rats traités couraient serdistance moindre
(-57 %) que les rats non traités [awagoniste, lors de I'exercice volontaifeiqure 23). De
la méme maniere, il a été observe, chez la sauresdiminution de 60 % du temps de course
et une diminution de la performance (-58 %) apwninistration de clenbutérol (Ingak
al., 1996). La transition de fibres lentes vers lerefs rapides, caractéristique de
I'administration de,-agonistes (Chapitre 111.6.), contribuerait a landiution de la capacité
des animaux lors d’exercices d’endurance (Ingatlsl, 1996; Duncaret al, 2000). Une
diminution des activités enzymatiques oxydativesllet que celle de la succinate
déshydrogénase (Suzuddi al, 1997), en présence de clenbutérol, pourrait ausgribuer a
réduire la performance musculaire lors d’exercidésfin, en lI'absence de stimulation
B.-adrénergique, il apparait qu'une période d’entrair® prolongée induirait, a elle seule,
une baisse de l'activité adrénergique. En effetséfaines d’entrainement induisent une
diminution de la densité des réceptefiadrénergiques, de l'activité de I'adénylate cyelas
et du contenu membranaire des protéinesdans le musclgastrocnemiusle rat (Nietoet
al., 1997). En outre, la stimulatigiy-adrénergique, du musctmstrocnemiugle rat, par le
clenbutérol, induit une augmentation plus impoeaté la masse du muscle dans le groupe
contrdle que dans le groupe entrainé (Murphgl, 1996), suggérant qu'un entrainement en
endurance limiterait les effets musculaires indpéslepz-agoniste.



98
Tableau 3: Effet de I'inhalation dg§,-agonistes sur la performance chez des sujets saimasthmatiques [modifié d’aprés (Wolfaethal, 2010; Pluimet al, 2011)]

Dose Nombre et

Substance : Caractéristiques des sujets Parametres mesurés Résultats Référence
(en pug) sexe des sujet:
. . . VO, max(ML.kg . min™) 67,5 66,5
Formotérol 12 1% Athletes Elite Puissance maximale (W) 885 © (Stewartet al, 2002)
N : Puissance maximale (WJ%Q 18,51 18,63
Salbutamol 200 178 Athletes Elite (sport de force) Travail total (J.kgl) 150,05-> 151,99 (Mortonet al, 1993)
. Puissance maximale (W) 858,37 886,6(+3%) .. :
Salbutamol 360 g72 Athletes amateurs Travail total (J) 10,9 111 (Signorileet al, 1992)
Puissance maximale (W) 798> 803
Salbutamol 400 1548 Cyclistes Elite VO max (mL.kg'l.min'l) 63,6 63,1 (Norriset al, 1996)
Temps sur 20 km (min) 35,02—> 34,82
X . VO, max(ML.kg . min™) 67,5 67,8
Salbutamol 400 16 Athletes Elite Puissance maximale (W) 885 -> 877 (Stewartet al, 2002)
3927,62 4010,2
Salbutamol 800 163 Cyclistes et triathlétes Elite Temps d'endurance (70%;,\) (sec) (+2% au contre la  (van Baaket al, 2004)
montre)
. o VO max(ML.kg . min™) 73,9~ 73,8
Salbutamol 800 18 %cr)]tér;aeﬁrrssgliéongue distance, biathletes, Temps de course jusqu'a épuisement (Carlseret al, 1997)
(85% VOimay (S€C) 246,6—> 234,6
200 s : . o 1398- 1411
Salbutamol 800 123 Triathlétes Elite Temps d'endurance (85% Y., (sec) 1398 1260 (Goubaultet al, 2001)
200 Triathlétes, cyclistes, coureurs de Nombre total de contractions submaximal&@2 7 78 (+8%)
Salbutamol 800 118 longue distance du quadriceps avant épuisement 72 2 82 (+14%) (Decorteet al, 2013)
s . Puissance maximale (W) 406 - 409
Salbutamol 8000 97 Triathletes, cyclistes, footballeurs VO (mL.kg'l.min'l) 66 © (Elerset al, 2012)
s : : Puissance maximale (W) 1050,73- 1052,27
Salmétérol 42 18 Cyclistes Elite Travail total (J) 53093- 23595 (McDowell et al, 1997)
s . s . Puissance maximale (W) 1219,8- 1208,9
Salmétérol 50 163 Cyclistes et triathlétes Elite Travail total (J) 10412 10381 (Mortonet al, 1996)
Salmétérol 50 g Fondeurs Elite (environnement a -15°C) VOZmaX(L.min'l) 57 (Sue-Chuet al, 1999)
. o VOomax(mML.kg™.min™) 73,9 74,0
Salmeéterol 50 184 ]%?]Léf;f I(Ejliéongue distance, biathlets Temps de course jusqu'a épuisement (Carlseret al, 1997)
(85% VOimay (s€C) 246,6-> 235,2

VOumas CONsommation maximale aérobi€ ; femme ;&, homme ;=, pas de modifications significatives> valeur identique avant et aprés traitemeft ;
augmentation.
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V.2 Effets de l'inhalation et de 'administration orale de p,-agonistes

sur la force musculaire et I'endurance chez 'humai

V.2.1 Inhalation desp,-agonistes

Des études randomisées en double aveugle cheztdetes hommes et femmes ont
été menées pour déterminer les effets ergogénidee&nhalation def,-agonistes sur la
performance. L'ensemble de ces études est repédans leTableau 3 Certaines études,
dont I'une comprenant parmi sa cohorte des spaatifigteurs, ont montré, a ce jour, une
augmentation significative (+3 %) de la puissanagsenlaire (Signorileet al, 1992), du
temps de course (+2 %) (van Baatkal, 2004) et de I'endurance dwadriceps(Decorteet
al., 2013). Ces trois études sont les seules, a ae gpulémontrer un effet positif de
I'inhalation de salbutamol sur la performance chathléte. D’une fagon générale, les études
réalisées s’accordent pour dire que [utilisation dalbutamol, inhalé a des doses
thérapeutiques (200 pg) (Morteh al, 1993; Goubaulet al, 2001), ou 2 (Norriet al, 1996;
Stewartet al, 2002), ou 4 (Carlseeat al, 1997; Goubaulet al, 2001) voire 40 (Elerst al,
2012) fois supérieures a cette dose n’entraineqgbes, des athlétes d’endurance et de force
Elite, de modification de la performance. De la reémaniere, l'inhalation de formotérol
(Carlsenet al, 2001; Stewartt al, 2002) et de salmétérol (Mortat al, 1996; Carlseret
al.,, 1997; McDowell et al, 1997) n'ont pas deffet sur la performance physiq&n
conditions extrémes, lorsque l'organisme est exposiés températures de -10°C, -15°C et
-20°C, linhalation def,;-agonistes n'a pas d’effet sur la capacité aérg¢Biee-Chuet al,
1999; Tjorhomet al, 2007). Enfin, une seule étude a décrit une dinonutiu temps avant
I'épuisement des sujets aprés un traitement a to@@peutigue au salbutamol (Heir &
Stemshaug, 1995). Ainsi, au vu de la littératutemalgré quelques études contradictoires,
l'inhalation de Bo-agonistes ne semble pas avoir deffets bénéfigmegeurs sur la

performance.
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Tableau 4 : Effet de la prise orale dig-agonistes sur la performance chez des sujets saimasthmatiques [modifié d’apres (Colloetpal, 2010; Pluimet al, 2011)].

Acides

Substance Population Dose Performance IS‘:%GS% S;un‘;%?ne I%r:as; I?gt?g;(uceize Référence
Salbutamol | Sport de loisir 4 mg (dose unique) Ft?r(?e mqsculgireﬂ, endurance?, Vd = (van Baalket al, 2000)
debit expiratoire”

Salbutamol | Sport de loisir 4 mg (dose unique) Puissance moyenne et maximéal¢ = Vd = (Collompet al, 2005)
Salbutamol | Sport de loisir 6 mg (dose unique) Endurance” 7 7 7 (Collompet al, 2000a)
Salbutamol | Sport de loisir 6 mg (dose unique) Puissance moyenre (Collompet al, 2002)
Salbutamol | Sport de loisir 6 mg (dose unique) Force musculaire = (Crivelli et al, 2011)
Salbutamol | Sport de loisir 6 mg (dose unique) Puissance développet 7 (Sanchezt al, 2012b)
Salbutamol | Sport de loisir 12 mg.j* pendant 3 semaine| Endurance” = N 2 (Collompet al, 2000b)
Salbutamol grc;e(]:clgrr::tgires/entramés 12 mg.j1 pendant 3 semaine| Puissance max bV = (Le Panseet al, 2005)
Salbutamol | Sport de loisir 12 mg.j* pendant 3 semaine| Puissance développée 2 = (Sanche=zt al, 2012b)
Salbutamol SO EIESEpe e 12 mg.j1 pendant 4 semaine| Puissance maximal@ bV = (Le Panseet al, 2006)

loisir

Salbutamol | Entrainés en résistar 16 mg.j* pendant 2 semaine| Force musculaire® (Carusoet al, 2005)
Salbutamol | bonne santé 16 mg.j1 pendant 3 semaine| Force musculaire (Martineauet al, 1992)
Salbutamol | Entrainés en résistar 16 mg.j* pendant 6 semaines™0rce musculaire” (Caruscet al, 1995)
Terbutaline | Sport de loisir 8 mg (dose unique) Force maximale~y, endurance- (Sanche=zt al, 2012a)

7 augmentation ™ diminution ;=

pas de modification




La performance musculaire et [gsagonistes 101

V.2.2 Administration orale desp,-agonistes

Contrairement a l'inhalation, la prise orale débsamol par des personnes non
asthmatiques, pratiquant ou non régulierement gegssd’endurance (cyclisme, course de
longue distance), améliore la force musculaire (Maauet al, 1992; Carust al, 1995;
van Baaket al, 2000), la puissance anaérobie maximale (Le Painak 2005), la puissance
développée (Sanchet al, 2012b), ainsi que I'endurance (Collorapal, 2000a; Collompet
al., 2000b; van Baalet al, 2000). De plus, le salbutamol pris oralement nlihghas une
fatigue musculaire a l'effort (Collompt al, 2005; Le Panset al, 2005; Crivelliet al,
2011). Cet agent semble donc avoir un effet ergggéncontrairement a la terbutaline qui
diminue la force maximale et n’a pas d’effet sentiurance (Sanchet al, 2012a) Tableau
4). Enfin, il semblerait qu’un traitement en aigunig) au salbutamol produise un effet sur la
performance plus important qu’un traitement pror(@2 mg.jour pendant 3 semaines)
(Sanchezet al, 2012b). Ainsi, comparée au traitement en aigipedormance, plus faible,
observée avec un traitement prolongé pfatagoniste, impliquerait trés certainement une
désensibilisation des réceptelisadrénergiques, menant a une baisse de la perfoanan
Etant donné gu’aucune étude menée chez des sajats rsa montré un quelconque effet
anabolisant du salbutamol, la théorie selon laguédffet dup,-agoniste sur la performance
résulterait de ses propriétés anaboliques peuegtiee. Des effets centraux et périphériques
peuvent étre suggérés pour expliquer 'augmentatela performance sans augmentation de
la masse musculaire apres stimulafigradrénergique chez I’humain. Ainsi, il a été prapos
que le salbutamol induisait une augmentation deedormance en stimulant le systeme
nerveux central (SNC) (Collomet al, 2005). En effet, il a été montré que linjectide
salbutamol ou de clenbutérol exercait un réle egrgn augmentant la concentration du
tryptophane (Hallberget al, 1981; Lenardet al, 2003), du 5-hydroxytryptophane (le
précurseur de la sérotonine) (Hallbexgal, 1981; Waldmeier, 1981) et de la sérotonine
(Waldmeier, 1981) dans diverses aires du cerveaatds de souris. Or, une augmentation de
la concentration en sérotonine est suspectée dimduie fatigue centrale (Daws al, 2000),
ce qui pourrait jouer un réle sur la performancécétnment, un élément de réponse a été
apporté et décrit que la prise orale, en aigu, aleusamol ne modifie pas la commande
centrale (Crivelliet al, 2011). Cependant, des études complémentairesnéoassaires pour
confirmer ces résultats. D’autres travaux suggegestles,-agonistes pourraient agir sur la
performance en permettant un relargage dé&" @& a la phosphorylation, par PKA, du
récepteur a la ryanodine du réticulum endoplasmi@uelerssonet al, 2012). Enfin, une
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augmentation du recrutement d’unités motrices @aurétre impliquée dans [leffet

ergogénique du salbutamol, comme cela a été suggéidartineaet al. (1992).

En conclusion, malgré quelgues études contradictas, il semblerait que
l'inhalation de p,-agonistes n'induise pas d’effets notables sur laepformance d’athlétes
non-asthmatiques. A l'inverse, certaines études onnontré un effet bénéfique de Ig
prise orale dep,-agonistes chez des sujets sains. Cependant, ceglé$ ne concernenj
que le salbutamol. Pour I'heure, il n'y a aucune é&dence d'un quelconque effe
anabolique desp,-agonistes (par inhalation ou prise orale) chez depatients/sujets
asthmatiques ou non sans une optique de dopage. Méw®ins, l'utilisation de .-
agonistes en clinique ou dans le cadre d'une pratig@ dopante n’est pas sans effe}s

secondaires.
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VI. Effets délétéres liés a la prise dg,-agonistes

Le clenbutérol est un médicament vétérinaire asgaaiix Etats-Unis et en France sous
le nom de Ventipulmin. C8,-agoniste, soumis a une prescription médicale atdige, est
indiqué dans le traitement de pathologies respiesta@hez le cheval (0,8-3,2 ugkg fois
par jour) (Drug Enforcement Administration, 201Nganmoins, le clenbutérol est autorisé
dans le traitement du spasme bronchique chez I'myntians différents pays d’Europe
(Allemagne, Autriche, Espagne, Gréce, Italie, RpatuRépublique Tchéque), d’Amérique du
Sud (Mexique) et d’Asie. Dans ces cas, la dosemetandée de clenbutérol pour un patient
asthmatique est de 20 a 40 pg pris oralement deigxpar jour, ou 20 pg par inhalation
(3 fois par jour, doses prises a 8 heures d’intlasa Les autre$,-agonistes, le formotérol,
le salbutamol et I'indacatérol inhalés sont appésiprescrits dans le traitement de I'asthme.

V1.1 Limitation a 'usage desp,-agonistes

L'utilisation dep,-agonistes en clinique ou dans le cadre d’unequatdopante n’est
pas sans effets secondaires qui limitent ainsi peescription. Les manifestations cliniques,
rapportées a la suite de la prisefgd@gonistes, associent a des degrés divers unectaclsy,
des tremblements, des palpitations, des vomissemené hypersudation, des céphalées, de
I'anxiété, une hyperglycémie, une hyperthermie, agslgies (Anderson & Wilkins, 1977,
Comité de coordination de toxicovigilance, 20108. huscle cardiaque est un des tissus les
plus touchés par I'administration dg-agonistes, comme l'atteste le chapitre IIl.5 de ce
manuscrit. Ainsi, une hypertrophie cardiaque et infiiration de collagene dans les parois
du ventricule gauche, associée a la réduction dprdégsion du ventricule gauche sont
fréquemment décrites dans la littérature (Cagbal, 1997; Lynchet al, 1999; Sneddoet
al., 2000; Burnistoret al, 2002; Ryallet al, 2002; Sleepeet al, 2002; Busquetst al, 2004,
Ryall et al, 2004; Ryallet al, 2006). Néanmoins, ces constatations ne sontyséé&nsatiques
(Carbo et al, 1997; Wonget al, 1998; Soppeet al, 2005; Ryallet al, 2006) et les
différences dans les résultats obtenus des étudegepnent essentiellement @u-agoniste
utilisé, de la dose administrée, ainsi que de laé@ludu traitement. D'une maniere
remarquable, I'’hypertrophie cardiague, induite lpaf,-agonistes, est entierement réversible
apres cessation du traitement chez le rat (Cagtiah 1994; Ryallet al, 2007). Il convient

également de mentionner que I'hypertrophie cardiagassociée a |'administration de






Effets délétéres liés a la prise fleagonistes 107

Bo-agonistes, peut atténuer I'atrophie des myocyses@ée a des dispositifs d’assistance du
ventricule gauche, et conférer ainsi des bénéfibgsiologiques (Soppet al, 2005). Dans le
muscle squelettique, il a été décrit, non seulenueret accumulation de collagéne dans le
muscle gastrocnemiugKumar & Sharma, 2006; Patiyal & Katoch, 2006), qltére les
propriétés contractiles de la fibre musculaire, an&galement de I'apopto-nécrose dans le
musclesoleus suggérant un remodelage de la fibre musculairpréaence de clenbutérol
(Douillard et al, 2011). Bien que leB,-agonistes augmentent la masse musculaire, il est a
noter I'effet négatif de ces agents sur I'enduractoez I'animal (Ingallset al, 1996; Duncan

et al, 2000). Un autre effet adverse décrit chez l'ahiniars de I'administration de
Bo-agonistes, est I'augmentation de la fatigabilitésoulaire (Dupont-Versteegdest al,
1995; Ryallet al, 2004). En revanche, il semblerait que flesagonistes n’affectent pas la
fatigabilité chez 'humain (Collompt al, 2005; Le Panset al, 2005; Crivelliet al, 2011).
Enfin, aucune augmentation de la fatigue n’'a épbntée en présence de formotérol chez
'animal (Harcourtet al, 2007) et de salbutamol chez I'humain (Fowddr al, 2004),
soulignant I'intérét du développement de moléculeshouvelle génération. En conclusion,
I'utilisation desf,-agonistes pour le traitement de la perte de masssculaire doit faire

appel au préalable a une analyse détaillée du rabg@oéfice/risque.

VI.2  Prise involontaire dep,-agonistes et intoxication alimentaire

Dans de nombreux pays, le clenbutérol est illégaid utilisé dans les élevages
bovins, le but étant d’avoir une plus grande masgsculaire et une diminution de la masse
grasse (voir chapitre IlIl). Néanmoins, la viandedt@ étre plus dure a la suite d’un traitement
aux B,-agonistes, I'augmentation du tissu conjonctif dilox et du collagene diminuant sa
tendreté (Lunoet al, 1999). Cependant, I'administration de clenbutéaolk animaux
d’élevage, entraine I'accumulation de résidus dgmtltérol dans la viande destinée a la
consommation humaine (Pleaddh al, 2010), causant un nombre important d’intoxicagion
Dans les années 1990, I'’émergence de nombreux'@apaisonnement alimentaire dus au
clenbutérol chez I'humain, a la suite d’'une cons@tiom de foie de veau ou de beoeuf, a mis
en lumiere ce probleme. Au Mexique, en 2006, urgel@tude, impliquant 9 villes du pays, a
montré que 17 % de la viande analysée était pes#iv clenbutérol (Pena Betancattal,
2008), bien que cette substance soit interdite temnglevages. L'analyse de la viande dans

un état au Nord du Mexique a montré que 76 % dealade était contaminée par de faibles
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doses de clenbutérol, comprises entre 0,1 et 6gl&jfi (Estrada-Montoyat al, 2008). En
2010, une équipe d’athletes Allemands de retodediecompétition en Chine a été controlée
avec de faibles quantités (pg.MLde clenbutérol dans les urines. Cette découwerntés en
lumiére la possibilité d'une prise non intentioneghvolontaire de clenbutérol par
I'alimentation. Pour vérifier ces observations,\28ontaires Allemands, préalablement testés
négatifs au,-agoniste, ont été envoyés en Chine. A leur ret@2ir(soit 79 % de la totalité
des volontaires) présentaient des traces de cl@mbudans leurs urines. Seuls 6 volontaires
dont 1 végétarien ne présentaient pas de tracdedbutérol. Ceci montre clairement un
probleme de contamination générale de la viandeg@tmalgré l'interdiction de I'utilisation

de clenbutérol pour le bétail (Guddstal, 2012). Néanmoins, les échantillons analysés dans
ces études présentaient des concentrations tildesagiar rapport a celles reportées dans des
cas d’empoisonnement décrits dans certains paydi(da-Navarro, 1990; Pulcst al, 1991;
Salleraset al, 1995; Brambillaet al, 1997; Sporancet al, 1998). En revanche, la
contamination de la viande par le clenbutérol pmtiavoir une incidence sur la santé du
consommateur, et pourrait étre une source de risigueontréle anti-dopage positif, par
inadvertance, dans le sport (Guddaial, 2012). Cet argument a été tres réecemment expose
par le cycliste professionnel, Alberto Contador, &fait valoir que la présence de clenbutérol
dans ses urines, lors d'un contrble antidopageseétalir le Tour de France 2010, était due a
I'ingestion de viande contaminée. De l'avis du Tnhl Arbitral du Sport, et sur la base des
preuves produites, la présence de clenbutérol apkt® vraisemblablement causée par
I'ingestion de suppléments nutritifs contaminésbekto Contador a donc été reconnu
coupable d’'une infraction de dopage par le Tribukdditral du Sport et suspendu pour une
durée de deux ans (Tribunal Arbitral du Sport, 3012

Les expositions accidentelles, liées a une pmselontaire, au clenbutérol restent
minoritaires. Moins d’un cas sur cing est lié aygme d’exposition ; les autres cas étant liés a
une exposition volontaire au clenbutérol (Comitécderdination de toxicovigilance, 2010).
Environ 40 % des expositions volontaires sontlaiables au mésusage du clenbutérol lors

d’une pratique dopante (Comité de coordinationodeovigilance, 2010).
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VI.3  Usage abusif de§,-agonistes par les athletes

Les Bo-agonistes, pris en quantités supérieures aux dbéegpeutiques, ont un effet
anabolisant sur le muscle qui a été clairement dé@m vivo chez I'animal (Dalrympleet
al., 1984; Emeryet al, 1984; Beermanet al, 1987; Bohorowt al, 1987; Eisemanet al,
1988; Zemaret al, 1988) Bien gu'il soit tres difficile de comparer les dgseffectives chez
le rat avec celles utilisées chez I'humain, ceganteurs ont tenté de transposer les doses de
I'animal & I'humain. Il a donc été suggéré que tsal de 10 pg.khadministrée au rat
correspondait & une dose non toxique de 1.0 flgckgz 'humain (Maltiret al, 1993b). Les
B.-agonistes, du fait de leur action hypertrophiatele muscle squelettique et de leur effet
lipolytique, sont tres utilisés dans le domaineaditurisme (Chodorowski & Sein Anand,
1997; Kierzkowskaet al, 2005; Daubertet al, 2007). Ainsi, les athletes adeptes de
culturisme consomment d@s-agonistes a des concentrations bien supérieulesgprs mg
par jour) a celles recommandées d’ordinaire potraieement de I'asthme, conduisant ainsi a
une augmentation de la masse musculaire et a amiauion de la masse grasse, notamment
juste avant les compétitions (Chodorowski & SeiraAdh, 1997; Kierzkowskat al, 2005).
De plus, ces molécules sont souvent combinées @daetres drogues comme les stéroides
anabolisants et I'normone de croissance. Chez dwmmil a été décrit certains cas
d’empoisonnement suite a la prise illicite peagonistes. En effet, un jeune Polonais de
21 ans (Chodorowski & Sein Anand, 1997) et un Aocan de 31 ans, tous deux adeptes du
culturisme (Dauberet al., 2007) et utilisant du clenbutérol, ont été admikhéapital. lls
présentaient les symptdmes d'un empoisonnemenlpitagiions, sensations de vertiges,
malaises, nervosité, myalgies, nausées, vomissem&umtur. Les premiers signes cliniques
sont apparus quelques heures apres l'ingestiopy-@goniste et ont disparu aprés quelques
jours d’hospitalisation. Plus réecemment, le cas dhfarctus du myocarde a été décrit chez
un jeune culturiste Polonais de 17 ans a la suit@edprise volontaire de clenbutérol
(40 mg.jout* pendant 2 jours suivi d’un arrét de 2 jours) (Kiewskaet al.,2005). Ces cas
soulignent donc le fait qu’il est important de cafire les risques potentiels d&sagonistes
sur la santé. Du fait de la dégradation des reneppe-adrénergiques (Chapitre 11.4.3.), les
Bo-agonistes sont tres souvent pris pendant deuxoi& ®emaines en administration
discontinue (cycles ON de 2-3 jours de traitemantallernance avec des cycles OFF de
2 jours sans traitement) (Prathetr al, 1995). Le mode d’utilisation du clenbutérol est

généralement basé sur des expériences, empirjgerssnnelles d’'usagers consommateurs du






Effets délétéres liés a la prise fleagonistes 113

Bo-agoniste et dépassent de loin les doses thérgpest{200 ug pris oralement, une a trois
fois par jour, pendant des cycles de 6 a 12 semg{Dauberet al, 2007). Le clenbutérol est
vendu, a bas prix, illégalement dans des magasiététiques comme compléments
alimentaires ou sur Internet, limitant ainsi les todles sur [l'utilisation de cet agent
anabolisant (Daubert al, 2007). Ainsi, la connaissance des propriétés fdesyonistes,
ainsi que les mécanismes de régulation de ces olegest d'un intérét capital dans le

domaine sportif et médical.

L'utilisation de p.-agonistes lors d’'une pratique dopante n'est pas Ba effets
secondaires en raison des doses anormales prisegsldangers deg,-agonistes son
particulierement mis en exergue lorsque la santé dgonsommateur est mise en jel,
notamment lors de contaminations alimentaires a grade ampleur liées a I'absorption|
involontaire de pBy-agonistes; certains pays les utlisant chez le tad, pour le
développement de la masse musculaire. Bien que I|@s-agonistes, pris en grandg¢
guantité, soient connus pour leurs propriétés anabisantes, les voies de signalisatign
mises en jeu lors de I'hypertrophie musculaire regint encore a approfondir.
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VII. Mécanismes moléculaires mis en jeu dans [leffet
anabolisant du muscle squelettique apres stimulatio

B.-adrénergique

L’action despz-agonistes sur le muscle squelettique nécessitéixadon sur le
récepteur,-adrénergique situé au niveau de la membrane aefulUne fois le récepteur
B.-adrénergique activé par [fg-agoniste, la molécule de GTP se fixe sur la soug- @u; et
active I'adénylate cyclase, conduisant a 'augm@made la concentration intracellulaire en
AMPc. Ceci va permettre la fixation des moléculé&MPc sur la protéine kinase A et

induire diverses voies de signalisation intracalh@él menant a I’hypertrophie musculaire.

VII.1  La voie « canonique » des récepteufls-adrénergiques

VII.1.1 Les protéines Gr impliquées dans [I'hypertrophie du muscle

squelettique

Une étude récente, menée sur des souris KO paécépteu,-adrénergique, a mis
en évidence une réduction de la masse du musoitestigue de ces animaux (Bacuetal,
2009), démontrant I'importance de ces récepteure teficience en sous-unitéude la
protéine (souris KO), spécifiquement dans le muysilduit une réduction de la masse
musculaire avec une production de force inférieurgroupe de souris sauvages (Cétkal,
2009). Cette diminution de production de force stapagne d’'un changement de typologie
des fibres musculaires avec une augmentation desfdxprimant les MHC de type | (Chen
al., 2009). L'ensemble de ces résultats suggére gpetaine Gs, couplée au récepteuf,-
adrénergique, est impliquée dans I'hypertrophie aulagre et pourrait jouer un réle dans
I'effet anabolisant induit par Ig%-agonistes. Dans le muscle squelettique, sont piEsdes
protéines Gs (stimulant I'adénylate cyclase),o5(inhibant 'adénylate cyclase) (Suzuéi
al., 1998) et Gg11 (Strathmann & Simon, 1990; Bosd al, 2001). Dans le diaphragme
(muscle mixte) de rat [composé de 40 % de fibres80 % de fibres Il d'aprés (Kilarski &
Sjostrom, 1990)], la proportion en protéiness @'est pas difféerente de celle en protéines G

etGag1 (Andrade-Lopest al, 2011). En revanche, bien que I'expression en ARNNG
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Figure 24 : Modéle de l'interaction indirecte entre le récept®-adrénergiquefe-AR) couplé a la
protéine G et le récepteur Aadénosine (AR) couplé a la protéine & L’activation du récepteur
B>-AR par lef,-agoniste induit I'activation de I'adénylate cy@da@\C) via Gos. L’'augmentation de la
concentration intracellulaire en AMPc est suiviaird’efflux d’AMPc via les multidrug resistance-
related proteins (MRP), et la conversion de 'AM&t AMP par les ecto-phosphodiestérases et de
I’AMP en adénosine par les ecto-nucléotidases. ériadine extracellulaire pourrait agir au niveau du
récepteur AR, couplé a la protéine o et ainsi inhiber I'activité de I'AC. Pour démoeitrce
cheminement, différentes étapes (numérotée§€hdé ®) ont été inhibées/bloquées permettant de
mettre en évidence limplication de chacune danteceascade d’événementd) le rolipram,
inhibiteur sélectif des phosphodiestérases (PDER% le probénécide, inhibiteur du transporteur
d’anion organique @ I'AMPCP, inhibiteur d’ecto-5'nucleotidase® le CGS 15943 et le DPCPX,
non-sélectif et sélectif inhibiteur du récepteyrR; et® la toxine pertussique PTX, inhibiteur de la
sous-unité protéiquedz[modifié d'aprés (Duartet al, 2012)].
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et de @&; diminue au cours du développement (Suailkal, 1998), le musclgastrocnemius

de souris semble exprimer davantage d’ARNm Gue d’ARNm Gy a I'age adulte (Suzuki

et al, 1998). Néanmoins, aucune étude ne rapporte [@opion relative des sous-unités de la
protéine G dans le muscle strié squelettique, goaiit le manque de connaissance dans ce

domaine.

Les récepteurf,-adrénergiques sont principalement couplés auxéjpres & mais
ilIs peuvent également induire une réponse intrale@lé via le complexe Gi-Gpy dans la
lignée cellulaire musculaire L6 (Nevzorogaal, 2006) et dans le muscle squelettique de rat
(Gosmano\wet al, 2002; Yamamotet al, 2007). De la méme maniére, il a été décrit dass |
cellules HEK293, une commutation des protéines €& Gy a la suite d’'une stimulation
Bo-adrénergique par lisoprotérénol (Daaétal, 1997). D’'aprés ce modele, la stimulation
B.-adrénergique induit I'activation de la protéinendse A, qui phosphoryle a son tour le
récepteur,-adrénergique. S’en suit donc une commutation derdééine Gs en protéine
Go;. Cette derniere se dissocie de la protéirflg Gui induirait I'activation des voies de
signalisation dépendantes des MAPKs (Daakal, 1997). Une autre étude vitro, sur des
cellules C2C12, a montré que l'activation, par adns, de la protéine & (isoforme de
Guo; la plus abondante dans les myotubes) augmentdiaheétre des myotubes, en réponse a
une augmentation de la synthese protéique (Mieetl, 2011). L’activation de la protéine
Guaiz bloque I'atrophie du muscle squelettique induite lpaTNF-o et inhibe I'expression de
I'E3-ubiquitine ligaseMuRF1, impliquée dans la voie de dégradation protéiququitne-
protéasome (Minettét al, 2011). Ces résultats suggérent donc que lesipest&s et Gujp
pourraient, toutes deux, étre impliquées dans I'hypehie musculaire induite par les
Bo-agonistes. A l'inverse, il a été décrit, dans igptiragme de souris, un dialogue entre le
récepteuf,-adrénergique couplé a la protéines@t le récepteur Aadénosine, couplé a la
protéine (&; a la suite d’'une stimulatiof,-adrénergique par le clenbutérol (Duaeteal,
2012). En inhibant 'adénylate cyclase, la proté®@ agirait comme un rétro-controle
négatif en contrélant finement la concentratiomacellulaire d’AMPc et limiterait ainsi la
réponse intracellulaire induite par la stimulatgaradrénergique (Duartet al, 2012) Figure
24). Ainsi, contrairement a la protéinengGil semblerait que I'implication de la protéineyG
sur I'’hypertrophie musculaire soit encore matieéd&hat.
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Figure 25 : Structure de I'adénylate cyclasg.) (Cette derniere est constituée de 5 domaines nsajeu
une région NH terminale, deux domaines transmembranaires (DT DTe2) et deux domaines
cytoplasmiques ayant une activité catalytique (EC2). Cla et C2a sont les régions catalytiques
hautement conservées liant 'ATP qui se dimérigentr former le site catalytiqu®). Les domaines
Clb et C2b sont moins conservés. [maodifié d'apasvue de (Willoughby & Cooper, 2007)].
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VIl.1.2 L’adénylate cyclase

L’adénylate cyclase catalyse la conversion de PAGh AMPc et joue ainsi un rble
prépondérant dans la signalisation induite pardegpteur$,-adrénergiques. Il existe neuf
isoformes de I'adénylate cyclase (AC1-AC9) plus tmene soluble (SAC), qui présentent
toutes une structure similaire avec une région -Mfninale, deux domaines
transmembranaires hydrophobes, auxquels s’ajoukeunt domaines cytoplasmiques ayant
une activité catalytique [pour revue (Willoughby @ooper, 2007)] Kigure 25). Dans le
muscle squelettique, seules les isoformes AC2, AKE/ et AC9 sont présentes avec une
prédominance des isoformes AC2 et AC9 (Torgan &uKya 996; Suzuket al, 1998). Au
cours du développement, dans le mugestrocnemiusle souris, I'expression des isoformes
AC2 et AC9 est augmentée a l'inverse des isofori@€s et AC7 (Suzukiet al, 1998).
Enfin, la forskoline, un activateur de I'AC, ainsjue l'adrénaline et lisoprotérénol
augmentent de facon dose-dépendante l'activite’Alé tans les musclegastrocnemius
(Williams et al, 1984; Suzukiet al, 1998) etsoleus (Williams et al, 1984). Cette
augmentation d’activité, en présence de dosessanmtiss d’isoprotérénol, est plus importante
dans le muscleoleusgue celle du musclgastrocnemiugWilliams et al, 1984).

VII.1.3 Les phosphodiestérases

Les phosphodiestérases (PDES) sont des enzynmmsables de la dégradation par
hydrolyse de 'AMPc en 5-AMP. La concentration rextellulaire en AMPc est donc
déterminée par la balance entre la production d’ANd8r I'AC, et sa dégradation par les
PDEs. Le muscle squelettique contient plusieurfoistes de PDE dont PDE4, PDE7 et
PDE8 (Bloom, 2002). Cependant, PDE4 apparait co@tauet celle qui contribue le plus a
I'hydrolyse de 'AMPc dans le muscle squelettiqigdopm, 2002). Les PDEs contiennent
2 sites de fixation pour PKA qui phosphoryle eivactes PDEs (Sette & Conti, 1996). Ainsi,
PKA exerce un rétro-contréle négatif en limitantpieoduction d’AMPc. L'administration
d’inhibiteurs de PDE non sélectifs (pentoxifylliney spécifigues de PDE4 (cilomilaste,
rolipram) réduit la perte de masse musculaire @tiqulier celle du musclgbialis anterior)
induite par une immobilisation platrée ou une deagéon (Hinkleet al, 2005). De plus, le
rolipram prévient la perte de force des musaetensor digitorum longugt soleusen
condition d’atrophie (Hinklest al, 2005). L’administration de pentoxifylline ou ddisutyl-

méthyl-xanthine a des rats ayant un sepsis, augmientconcentration en AMPc dans
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Figure 26 : Représentation de I'activation de la protéine &naA (PKA) par TAMPc.A I'état inactif,
PKA est un tétramére composé de deux sous-unigétatéces (R) et de deux sous-unités catalytiques
(C). Chaque sous-unité régulatrice posséde dees di fixation a 'AMPc (A et B). La fixation de
I’AMPc sur les sous-unités régulatrices de PKA@bkes sous-unités catalytiques qui se lient a PAT
[d’apres (Murray, 2008)].
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le muscleextensor digitorum longust réduit la protéolyse du muscle squelettiquea(ét al,
2007). Le taux en TNlk; augmenté 3 heures apres le sepsis, est bloqy&ésance de
pentoxifylline (Liraet al, 2007), suggérant que la voie de signalisationitadear 'AMPc
est impliquée dans I'hypertrophie du muscle sqtiglet. In vitro, I'effet anti-protéolytique
de l'isobutyl-méthyl-xanthine est inhibé par le H&® inhibiteur sélectif de PKA (Lirat al,
2007), supportant I'idée que l'activation de laerdépendante de 'AMPc, par l'intermédiaire
de PKA, est un mécanisme de régulation pour empéctedégradation protéique excessive

dans le muscle squelettique.

VII.1.4  La protéine kinase A

PKA est l'effecteur moléculaire de 'AMPc le plesuramment étudié. PKA est un
hétérotétramére composé de 2 sous-unités régeaiR) et de 2 sous-unités catalytiques (C)
(Taylor, 1989). Chaque sous-unité regulatrice dé\ Piésente 2 sites de fixation (A et B)
susceptibles de recevoir chacun une molécule d’AM¥tsi, 4 molécules d’AMPc se lient
aux 2 sous-unités régulatrices et activent PKAgyre 26). PKA agit dans la cellule
musculaire grace a sa liaison avec des protéineasés d'ancrage A (mAKAP), qui
permettent de localiser PKA dans des régions lpeciiques de la cellule (Beene & Scott,
2007). Ainsi, mAKAP a été identifiée dans la menmergoérinucléaire et au niveau du
réticulum sarcoplasmique, un site de stockage dé Baene & Scott, 2007). La liaison de
’AMPc sur PKA va induire un changement de confdiorade cette protéine et va initier la
dissociation des sous-unités régulatrices des woiss catalytiquesHgure 26) (Murray,
2008). Une fois libérées, ces dernieres lient 'ATRvenant ainsi catalytiquement actives.
Elles vont ensuite entrainer, par fixation diretaephosphorylation de protéines cibles. C’est
le cas du récepteur a la ryanodine (RyR1) qui kesphorylé par PKA sur les résidus sérine
2843 et 2844, induisant ainsi la libération dé*@ réticulum sarcoplasmique dans le muscle
squelettique (Anderssost al, 2012). De méme, PKA phosphoryle le phospholambane
protéine du réticulum sarcoplasmique, activantia8SRCA, permettant le repompage du
Ca&* dans le réticulum sarcoplasmique (Scherteeral, 2005). Enfin, les sous-unités
catalytiques actives peuvent également entrer ansyau par diffusion passive et activer

certaines protéines cibles comme le facteur des¢rgtion CREB.
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VII.L1.5 Le facteur de transcription CREB

Les sous-unités catalytiques de PKA phosphorgeattivent également le facteur de
transcription CREB [cAMP response element (CRE) ibipgrotein]. La protéine CREB se
lie a la région CRE (séquence palindromique consernBGACGTCA) située dans le
promoteur de génes cibles. La phosphorylation dEECBuUr son résidu sérine 133 permet la
transcription de genes cibles, grace au recrutemertoactivateurs transcriptionnels, CBP
(CREB-binding protein) (Chriviat al, 1993; Kwoket al, 1994) et p300 (Arangt al, 1994).
Tous deux régulent I'activité transcriptionnelia leur association avec 'ARN polymérase |
(Nakajima et al, 1997). Ces co-facteurs possédent une activitéingéigue histone
aceétyltransférase qui augmente la transcriptiomsiAi I'inhibition pharmacologique de
I'activité histone acétyl-transférase du complex8P{p300 empéche la formation de
myotubes et inhibe I'expression de protéines MHQl8skayaet al, 2001).

VII.2  Reégulation transcriptionnelle des genes cibles deCREB

potentiellement impliqués dans I’hypertrophie musclaire

Dans le muscle squelettique, en réponse a uneilation f,-adrénergique, le facteur
de transcription CREB est phosphorylé par PKA. b&we signalisation induite par CREB
semble indispensable dans le muscle squelettiqoar Preuve, des souris dominantes-
négatives transgéniques de la protéine CREB danwsele squelettique ont un phénotype
dystrophique caractérisé par une perte progresivéa masse musculaire, I'apparition de
l'inflammation et d’'une nécrose musculaire (Berdeatnal, 2007). Grace a l'utilisation du
dominant négatif de CREB (A-CREB), il a été possidle déterminer les génes cibles
spécifiques de CREB. Ainsi, le facteur de transmiptCREB régule positivement
I'expression de la sérine/thréonine kinase SIK1t-{educible kinase 1) (Berdeaust al.,
2007). A son tour, SIK1 semble reguler des génesifgpées du musclevia la
phosphorylation et la séquestration cytoplasmiqas distones déacétylases de classe Il
(HDACS). Lorsqu’elles sont présentes dans le nogas,derniéres se lient a MEF (myocyte-
specific enhancer factor) et inhibent ainsi I'exgzsien de genes spécifigues du muscle.
L’inactivation des HDACs de classe lla par SIK1 megte I'activité transcriptionnelle de

MEF2, menant ainsi a l'augmentation de I'expressdmn génes spécifigues du muscle
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Figure 27 : Modeéle représentant le role de CREB dans le musgqlelettigueEn réponse a une
stimulation adrénergique, CREB stimule la trangmipde génes en régulant I'expression de SIK1. A
la suite de sa déphosphorylation sur la Ser57713gmente l'activité de MEF2 et inactive les
HDACSs de classe II. Ceci induit I'expression desagcibles de MEF2. C, sous-unité catalytique de
la protéine kinase A ; cAMP, adénosine monophosplegtlique ; CBP, CREB-binding protein ;
CREB, cAMP response element (CRE) binding protdfiDACS5, histone déacétylase de classe Il ;
MEF2, myocyte enhancer factor ; p300, E1A bindingtgin ; Pol Il, ARN polymérase Il ; R, sous-
unité régulatrice de la protéine kinase A ; Slkdli-snducible kinase 1 [modifié d’'aprés (Lynch &
Ryall, 2008)].

( Follistatine (lezziet al.,2004)
JHDM2a (Li et al.,2012)
Myf5, MyoD, Pax3  (Chenet al.,2005)
< NR4ALl (Nur77) (Fasset al.,2003)
) F ) NR4A2 (Nurrl) (Berdeawset al.,2007)
M/CRERMF M/ | NR4A3 (NOR-1)  (Fasset al., 2003; Riuset al.,2004)
PGC-In (Handschiret al, 2003)
\ SIK1 (Berdeawet al.,2007)

Figure 28 : Génes cibles du facteur de transcription CREB damsuscle squelettique. L'utilisation
du dominant négatif de CREB (A-CREB) confirme qees génes sont régulés par CREB.
JHDM2a, JmjC-containing H3K9 demethylase; Myf5, megnic factor 5; MyoD, myogenic
differentiation protein; Pax3, paired box 3; NR4détphan nuclear receptor; PG@G;lperoxisome
proliferative activated receptor, gamma, coactivatalpha; SIK1, salt-inducible kinase 1.
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(Berdeauxet al., 2007) Figure 27). De plus, CREB active d’autres genes cibles dest
récepteurs nucléaires orphellMR4A1 (Nur77)Fasset al, 2003) NR4A2(Nurrl) (Berdeaux

et al, 2007) etNR4A3 (NOR-1jFasset al, 2003; Riuset al, 2004) Figure 28). Ainsi, une
stimulationin vitro, par I'isoprotérénol, (Maxwelét al, 2005; Pearert al, 2006; Chacet
al., 2007; Myerset al, 2009) etin vivo, par le formotérol (Peareet al, 2008) augmente
transitoirement I'expression ddOR-1 Nur77 et Nurrl. L’inhibition de I'expression de
NOR-1,in vitro, est associée a une augmentation de I'expressimydstatingPeareret al,
2006), un régulateur négatif de la masse muscul@re il a été identifié que la région
promotrice deNOR-1était une cible pour I'élément CRE dans le musqleelettique (Fasst
al., 2003). Ceci suggere qu'une augmentation de lagitarylation de CREB, sous-jacente a
une stimulatior,-adrénergique, entrainerait une augmentation aeréssion d&NOR-1qui,

en inhibant I'expression denyostating induirait une hypertrophie musculaire. De plus,
Nur77, principalement exprimé dans les muscles ajjyicues a contraction rapide
(quadriceps extensor digitorum longust tibialis anterior), est un régulateur positif du

métabolisme du glucose dans le muscle squeletf@oaoet al, 2007).

D’autres geénes sont également contrélés par CHEEBeffet, il a été montré une
augmentation de I'expression d’'une histone démasieyl JHDM2a (JmjC-containing H3K9
demethylase), a la suite d’une stimulation paopi®térénol (Tateishet al, 2009) et par le
clenbutérol (Li et al, 2012). Cette augmentation serait dépendante devdie
Bo/cAMP/PKA/p-CREB (Liet al, 2012). En réduisant le niveau de déméthylatioladgsine
9 de I'nistone H3 des cellules musculaires, cetséohe déméthylase serait principalement
impliquée dans la régulation du métabolisme oxydailinsi, des souris JHDM2a -/- sont
caractérisées par une hypertrophie adipocytairagéki et al, 2009) et par un phénotype
obese (Okadat al, 2010). En revanche, aucun changement de masseulaus n’était
observé entre ces souris et des souris saines (2dDB¥4) (Inagaket al, 2009). Néanmoins,
la perte de fonction de JHDM2a diminue I'oxydatidas acides gras et la libération de
glycérol dans le muscle squelettique (Tateishal, 2009), suggérant un réle de JHDM2a

dans le métabolisme oxydatif des triglycérides discte squelettique.
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Figure 29 : Le clenbutérol augmente I'expression (A) et letean protéique de PGGr (B).
PGC-1i4 augmente I'expression IGF-1 et de la myostatine (MSTNh vitro (C). shRNA, short
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Figure 30 : PGC-X4 induit une hypertrophie des myotubes (A) et ilmton de PGC-&4 par short
hairpin RNA (shPGC-d4) bloque I'hypertrophie induite par le clenbuté®) [modifié d’apres (Ruas
et al, 2012)].
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D’une maniére intéressante, la follistatine, umbiteur de la myostatine semble étre
une autre cible du facteur de transcription CREB.efet, il a été montré que le dominant
négatif de CREB (A-CREB) réduisait la transcriptide la follistatine dans les cellules
musculaires C2C12 (lezet al, 2004). Ce résultat sous-entend donc qu’une augiiemide
I'expression de CREB, stimulée par fgagoniste entrainerait une hypertrophie musculaire
en augmentant la transcription de follistatine. fides, une étudén vivo a montré que le
clenbutérol augmentait la transcription B&C-1lo4 (Figure 29 A-B), un répresseur de
I'expression de lanyostatinest un activateur de I'expression@F-I (Figure 29 C) (Ruaset
al., 2012). Or, l'inhibition dePGC-1n4 bloque I'hypertrophie musculaire induite par le
clenbutérol Figure 30) (Ruaset al, 2012), suggérant que la stimulatifgradrénergique
serait a l'origine de 'augmentation de la transtion dePGC-1uz4, nécessaire a I'induction
de I'hypertrophie musculaire. De plus, l'inductide PGC-& est dépendante de CREB. En
effet, des cellules C2C12 dominantes négatives REBCabolissent l'induction de PGGr1l
en réponse a une stimulation de la calcium/calmiodidpendent protein kinase IV
(Handschinet al, 2003). Enfin, il a été montrén vivo, que CREB régulait positivement la
transcription du facteur myogéniqiyf5 (Chenet al, 2005). Bien que I'activation directe
entre le facteur de transcription CREB et le prauotdePGC-1u4 n'ait pas été décrife
'augmentation de la transcription yf5 parPGC-14 (Ruaset al, 2012), pourrait suggérer
I'existence d’une voie CREB/PGGx4/Myf5 impliquée dans I'’hypertrophie musculaire.

De plus, lactivation pharmacologique de PKA eintea une transactivation du
promoteur de la calpastatine (Coeigal, 1998), un inhibiteur des protéases dépendantes du
cd”, les calpaines (Naveganiessal, 2001). Ceci démontre que la transcription du ginia
calpastatine peut étre régulée positivement par .AK&ugmentation du niveau en protéine
(Koopmanet al, 2010) et de la phosphorylation de la calpastgftatremoliet al, 1992),
en réponse a une stimulatifgradrénergique, indique que la régulation de laasifgine se
fait a la fois au niveau de I'abondance de la pnet&€alpastatine, mais également au niveau
post-traductionnelia la régulation de son activité. Néanmoins, il resteore a déterminer si
I'expression du géene de la calpastatine est dimeeté régulée par le facteur de transcription
CREB (Averneet al, 2003).

Enfin, il a été montré que I'AMPK phosphorylait sddéacteurs de transcription
appartenant a la famille de CREB (Thomsdral, 2008). Dans les musclgastrocnemiugt

tibialis anterior, ainsi que dans le coeur de souris KO-LKB1, la phosylation de CREB
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L'activation de PI3K résulte de la phosphorylatide phosphatidylinositol-biphosphate (PIP2) en
phosphatidylinositol-triphosphate (PIP3). Akt ediogphorylé et activée par la protéine kinase
dépendante du phosphoinositide (PDK). Une foisvécthkt active mammalian target of rapamycin
(mTOR) en phosphorylant tuberous sclerosis comgE®C) 2. Cette phosphorylation bloque
I'habilité de TSC2 a agir comme GTPase sur Rhemamea I'accumulation de Rheb-GTP. Rheb-
GTP active mTOR, qui phosphoryle a son tour desépres effectrices cibles telles que 4E-BP1 et
S6K1. TSC2 peut également étre activée par GSKZsinhibé par Akt. S6K1 exerce un rétro
contrble négatif sur IRS en le phosphorylant. Akeivient également sur la protéolyse en inhibant
FoxO qui agit lui-méme de fagon transcriptionnelle le systéme ubiquitine-protéasome et le systéme
autophagie-lysosome. Atgl2, autophagy-related g@neelF2, eukaryotic initiation factor 2 ; elF4E,
eukaryotic initiation factor 4E ; FoxO, Forkheadrtscription factor ; Gabarapl, Gamma-aminobutyric
acid receptor-associated protein-like ; GSK3, oho synthase kinase 3 ; GTP, guanosine
triphosphate ; IGF-I, insulin-growth factor |; IR#sulin receptor substrate ; LC3b, light chain 3
beta; MAFbx, Muscle atrophy F-box ; MurF1, Muscle RINGdier 1 ; PI3K, phosphatidylinositol 3-
kinase ; Rheb, ras homolog enriched in brain ; rp@somal protein S6 ; S6K1, 40S ribosomal S6
kinase 1; 4E-BP1, eukaryotic initiation factor Biading protein 1 [modifié d’'aprés (Freyssenet,
2010)].
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était plus faible que dans le cas de souris sagyagggérant que '’AMPK pourrait jouer un
réle dans le maintien du niveau basal de phospaioyl de CREB (Thomsoet al, 2008).
Ces derniéres observations nous amenent donc a qumstionner sur le réle joué par
'AMPK dans I'hypertrophie musculaire induite pa Voie de signalisation dépendante de
CREB. De plus, il a été montré dans un modeéle dehawge chez des souris sauvages et
déficientes en LKB1, que I'hypertrophie musculaiteservée était associée a l'activation de
'AMPK a(1) (McGeeet al, 2008). Ainsi, 'augmentation de la phosphorylatae 'AMPK
n'est donc pas a exclure dans le cas d'une augtimntanportante de I'hypertrophie

musculaire (Mounieet al, 2009).

VII.3 Reégulation post-transcriptionnelle via la voie de signalisation
PISK/AK/mTOR, initiatrice de la traduction des pro téines

La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR est impliguélans la régulation de la
croissance cellulaire et plus spécifiquement dargdissance des fibres musculaires (Bodine
et al, 2001b; Fingaet al, 2002). Régulant les étapes clés de linitiatienatraduction, elle
est la voie de régulation majeure de la synthéstigue dans le tissu musculaire. En effet,
son activation est généralement a l'origine d'urypdntrophie musculaire, alors que son
inhibition s’accompagne généralement d’'une atrofffigure 31) [pour revues, (Glass, 2005;
Favier et al, 2008)]. La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR testimulée par
I'administration de clenbutérol chez le rat commet&moigne I'augmentation du niveau de
phosphorylation de S6K1, un acteur clé de cette dei signalisation (Sneddet al, 2001).
Ces résultats ont par la suite été largement goafiravec le mémg-agoniste par Klinet
coll. (Kline et al, 2007). Cet auteur propose que I'activation dedie PISK/Akt/mTOR est
induite par la protéine [&, comme cela est démontré dans des cardiomyocXtesef al,
2001). De facon encore plus intéressante, il ggtadé que la rapamycine, un inhibiteur de la
voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR, inhibe I'hypephie musculaire induite par le
clenbutérol Figure 32) (Kline et al, 2007), démontrant pour la premiéere fois que féste
du clenbutérol sont aussi dus a l'activation dedee de signalisation PISK/Akt/mTOR. En
accord avec ces résultats, le clenbutérol et lmdtgrol augmentent la phosphorylation de
4E-BP1, Akt et rpS6 (Koopmaet al, 2010; Douillardet al, 2012).
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2007)].
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Un des principaux régulateurs positifs de la vaesijnalisation PI3K/Akt/mTOR est
IGF-I (Insulin-like growth factor 1) (Rommaedt al, 2001). Une surexpression d’'IGF-I induit
une hypertrophie musculaire (Colemat al, 1995). En présence de clenbutérol, la
concentration d'IGF-tlans le sérum n’est pas augmentée (Awetda, 2002). En revanche,
des changements locaux de la concentration en IBHUits par le muscle squelettique
pourraient étre a l'origine de l'effet anabolique cenbutérol. Ainsi, le clenbutérol active
I'expression dGF-I dans lesoleus(Awede et al, 2002; Mounieret al, 2007) et dGF-II
dans leplantaris (Sneddonet al, 2001). Il augmente également les niveaux peptetiqu
d’'IGF-I dans le muscle squelettigusmleusde rat (Awedeet al, 2002) sans augmenter
I'expression des récepteurs IGF-1R (Moungral, 2007). L'augmentation transitoire en
ARNmM d’IGF-II est associée a une augmentation en ARN@RBP (IGF-binding protein) 4
et 5 (Awedeet al, 2002). Les protéines IGFBPs, associées a la namabcellulaire, a
proximité d’'un récepteur a linsuline, permettraiete lier 'IGF-II, stimulant ainsi la
myogénése (Reat al, 2008). L'ARNm dIGF-I est augmenté transitoirement apres 3 jours
de traitement au clenbutérol et revient a sa vatetiale a 5 jours (Awedet al, 2002). Cette
augmentation transitoire de I'expressiotGF-1 pourrait provenir de I'activation de PGG4L
induit dans le muscle squelettique de souris esgmee de clenbutérol (Ruesal, 2012). Le
peptide IGF-I est, quant a lui, augmenté des undeuraitement au clenbutérol et retourne a
son niveau de base aprés 5 jours (Awedal, 2002), comme I'attestent les résultats obtenus
apres 14 jours de traitement au clenbutérol danseldial gastrocnemiugline et al, 2007)
et le tibialis anterior de rat (Yimlamaiet al, 2005). Ainsi, IGF-I pourrait intervenir dans
I’hypertrophie musculaire, durant les premiers godu traitement afi,-agoniste (Abcet al,
2012).

De plus, il a été montré dans la littérature qUBER était impliquée dans la
régulation de la voie PI3K/Akt/mTOR en inhibant TS(Ma et al, 2005; Maet al, 2007,
Miyazaki et al, 2011). L’inhibition ’ERK1/2 diminue I'expressiothe SERCAL induite par
l'isoprotérénol, laissant envisager un role pourKER dans I'hypertrophie des muscles
rapides, induite par une stimulatifspradrénergique (Shet al, 2007). Ainsi, l'inactivation de
ERK1/2 inhibe I'hypertrophie des muscles rapidesiitedpar le clenbutérol (Skit al, 2007)
ou I'lGF-1 (Haddad & Adams, 2004). Un traitement I'@soprotérénol augmente la
phosphorylation d’ERK1/2 dans les muschseuset plantaris de rat (Gosmanoet al,
2002). L'inhibition de la sous-unitédzen présence de toxine pertussis bloque I'augmentat

de la phosphorylation d’ERK1/2, induite par flg-agoniste isoprotérénol, dans le muscle
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soleusmais pas dans le musgiantaris (Gosmanovet al, 2002), suggérant d’'une part
guU'ERK1/2 est dépendant de la sous-unit&, @omme cela a déja été démontré dans le
muscle cardiaque (Zoet al, 1999; Baillieet al, 2003) et d’autre part que cette dépendance
est muscle spécifigue (Gosmanet al, 2002). En revanche, Ig,-agoniste clenbutérol
semble augmenter davantage la phosphorylation dERIans les muscles a contraction
rapide {ibialis anterior, gastrocnemijsque ceux a contraction lenteo{eu$ (Shi et al,
2007). Ces résultats suggérent donc que lactivati®RK1/2 par lesp,-agonistes est
nécessaire et/ou soutient I'hypertrophie du muaat®ntraction rapide. Néanmoins, certains
travaux reportent une augmentation de la phospitiopl d’ERK1/2 dans [l'atrophie
musculaire induite par une suspension des memtigseiurs (Katcet al, 2002). De la méme
maniére, I'activation d’ERK1/2 dans des myotubesCC2 provoquerait une diminution de
leur taille (Rommelet al, 1999), alors que l'inhibition I’ERK1/2 entraingran phénotype
hypertrophique similaire a celui observé apredenaent a I'lGF-1 (Rommeét al, 1999).
Ces dernieres données soulignent donc le rélemmrsé d’ERK1/2 dans la régulation de la

masse musculaire.

La kinase AMPK, senseur clé de I'état énergétimteacellulaire, est un régulateur
négatif de la voie PI3K/Akt/mTOR (Inokdt al, 2003; Chenget al, 2004). Ainsi, I'activation
pharmacologiquén vivo de 'AMPK par I'AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxane 1$-p-
ribonucleoside) est associée a une réduction dehdsphorylation d’Akt, de S6K1 et de
4E-BP1, et se traduit par une inhibition de la bgae protéique dans le musghestrocnemius
de rat (Bolsteet al, 2002). Leg3,-agonistes n’affectent pas la phosphorylation derdééine
AMPK in vitro (Hutchinson & Bengtsson, 2006)iatvivo dans le musclébialis anterior de
souris (Douillardet al, 2012). En revanchen vitro, TAMPK était phosphorylée dans des
cellules musculaires de rat (L6) aprés un traiteradatcirazoline, un agoniste aux récepteurs
az-adrénergigues (Hutchinson & Bengtsson, 2006). féssiltats suggerent que seule la
stimulation des récepteurs;-adrénergiques, couplés aux protéinesg, Ginduit une

augmentation de la phosphorylation de 'AMPK.

La myostatine, membre de la famille des transforngirgyvth factorp, est un peptide
régulant négativement la voie de signalisation PABKMTOR dans le muscle squelettique et
donc I'hypertrophie musculaire (Amirouchet al, 2009). La myostatine semble étre

impliquée dans la régulation de I'hypertrophie nuigite induite par leg3,-agonistes.
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Figure 33 : Organisation des protéines Epac. Le domaine DERgsonsable de I'association d’Epac
avec les membranes cellulaires. CDC25 stabilisdgpdomaine REM permet I'échange de GDP en
GTP sur les protéines Rap GTPases. Dans son étdifida région régulatrice N-terminale d’Epac
interagit directement avec la région catalytiquenkibe I'activité guanine exchange factor (GER. L
liaison, avec une grande affinité, de 'AMPc surdemaine AMPc-B induit des changements de
conformation de la protéine Epac et libére le citalytique permettant a Epac d’activer Rap GTPase.
aa, acides aminés; AMPc, AMPc binding domain ; @BCCDC25 homology domain ; DEP,
Dishevelled-Egl-10-Pleckstrin domain ; GDP, guanesiiphosphate ; GTP, guanosine triphosphate ;
RA, Ras-association domain ; REM, Ras-exchangeif fnmdifié d'aprés (Metrictet al, 2009)].
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Contrairement a IGF-l1 qui interviendrait dans leserpiers jours d’'un traitement aux
Bo-agonistes, laugmentation de I'expression de natost ainsi que celle de la
phosphorylation de Smad2/3 observées apres 21 feutsaitement au clenbutérol limiterait
I’hypertrophie musculaire induite par flg-agoniste (Abcet al, 2012). De plus, I'expression
de la myostatine est inhibée par PG&Z+En présence de clenbutérol (Reasl, 2012). Une
étudein vivo a montré que I'administration de clenbutérol a slesris hypermusclées KO-
myostatine produisait un effet hypertrophique afidikim et al, 2011). Ces données
soulignent donc le potentiel thérapeutique de lanlinaison de la suppression de la
myostatine et du traitement afxagonistes pour prévenir ou inverser le proces®aisoghie

musculaire.

A la fin des années 1990, la protéine Epac (exahanrgtein directly activated by
cAMP) a été découverte et pourrait intervenir congtant le lien moléculaire entre la voie
dépendante def%,-agonistes et la voie PI3K/Akt/mTOR. La protéineaEpest une guanine
exchange factor (GEF) pour les petites protéines-liRa GTPases (Rapl et Rap2). Epac
présente deux isoformes : Epacl (ou cCAMP-GEFI) mcE (cCAMP-GEFII). Ces isoformes
sont réparties differemment dans l'organisme. Aili&iRNm Epacla été détecté dans le
ceeur, le rein, le pancréas, le foie, la prosta®,ovaires, la thyroide, la trachée, certaines
régions du cerveau, ainsi que dans le muscle dtjgaeke (de Rooijet al, 1998; Kawasaket
al., 1998). L'expression &pac2 quant a elle, semble étre restreinte au cervet@ux
glandes surrénales (de Roeijal, 1998; Kawasaket al, 1998). La protéine Epac est divisée
en deux régions, l'une régulatrice et l'autre cdiqie Figure 33). Epacl contient un
domaine unique liant FAMPc (Kd = 2,8 umotY), alors qu’Epac 2 en contient deux, un de
faible affinité¢ (CAMP-A) (Kd = 87 pmol.l'), et un autre de plus forte affinit¢ (CAMP-B)
(Kd = 1,2 pmol.I}) (de Rooijet al, 2000; Christenseat al, 2003). Nous pouvons donc en
déduire que I'AMPc présente une plus faible aféinipour Epac que pour PKA
(Kd = 0,1-1,0 pmol.}), certainement due au remplacement du glutamaisept dans la
séquence protéiqgue de PKA par un groupement glotaoans la protéine Epac (Enseretk
al., 2002; Rehmanet al, 2003). De telles observations suggerent qu' Epa@etivée dans
une région cellulaire ou la production d’AMPc egirtément stimulée ou dans un
compartiment cellulaire ou l'activité des phosplestitrases est faible (Ho&t al, 2006).
L’AMPc induit un changement de conformation derat@ine Epac et I'active. Il a été montré
in vivo que l'isoprotérénol induisait une hypertrophiediaque corrélée (R=0,79) a une

augmentation de [I'expression en ARNr&pacl (+59 %) et Epac2 (+36 %)
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Figure 34 : L’AMPc induit un changement de conformation depl@téine Epac et 'activela
détection par FRET (Fluorescence Resonance EneeqsfEr) a permis de décrire ce changement de
conformation. A la suite de la liaison de 'AMP@& &équence VLVLE (Valine-Leucine-Valine-
Leucine-Glutamate) peut interagir avec la régiaguldtrice, enlevant l'inhibition du domaine REM
sur le domaine GEF. cAMP, cyclic adenosine monophate ; DEP, Dishevelled-Egl-10-Pleckstrin
domain ; GEF, guanine nucleotide exchange facfRapl, Ras-like small GTPase 1 ; REM, Ras-
exchanger motif [modifié d’aprées (Bos, 2003)].
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Figure 35 : La phosphorylation d’Akt sur les résidus thréond®8 (P-T308) et sérine 473 (P-S473)
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d’'apres (Almahariget al, 2013)].
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(Ulucan et al, 2007). De plus, linfection par un adénovirus Epde cardiomyocytes,
permettant de surexprimer Epac, induisait non seeité une hypertrophie mais également
I'expression de géenes marqueurs de I'hypertropbiarge lo-actinine (Morelet al, 2005).

La surexpression, par transfection plasmidique dtEim vitro, dans des cellules HEK293, a
permis de décrire une augmentation de la phosptagl d’Akt sur les résidus sérine 473 et
thréonine 308, en réponse a une stimulation derskéline, un activateur de I'adénylate
cyclase (Meiet al, 2002). L'ajout de linhibiteur de PKA (H89) augntait davantage la
phosphorylation d’Akt (Meket al, 2002), suggérant d’une part qu’Epac et que PKissagt
selon des voies de signalisation distinctes, aittBgpart qu’Epac pourrait étre impliqué dans
le processus d’hypertrophigia I'activation de la protéine Akt. Afin de distingudes
différentes voies de signalisation mises en jeuRléA d’'une part, et par les protéines Epac
d’autre part, des analogues de I'AMPc spécifiques ctlacune des protéines ont été
développés (Enseringt al, 2002). Le 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP, également appdé&,Gst un
agoniste sélectif des protéines Epac. Les effeisiplogigues d’Epacl dans le muscle
squelettique ont été récemment étudiés en utilisa®d7 (Brennesvilet al, 2005; Bavierat
al., 2010). Ces deux études indiquent qu’Epac pougtestle lien moléculaire entre la voie de
signalisation induite par les récepteups-adrénergiques et la voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR. De plusgex vivq sur du muscle isolé de rat, le 007 réduit la golyse
dépendante du protéasome (Bavietaal, 2010). Néanmoins, aucune étudevivo ou in
vitro, portant sur la perte génétique de la fonctiorpd® n’a pu impliquer cette protéine dans
le muscle squelettique. Des souris KO pour le dggpeclont été produites mais le phénotype
du muscle squelettigue n'a pas été discuté dansdéé(Suzukiet al, 2010) Figure 34).
Cependant, I'application du 007 est limitée de parfaible perméabilitt membranaire,
principalement a cause du groupement phosphateg&haggativement. Pour atténuer ce
phénomene, un groupement ester acéetoxyméthyl (AMBtéaintroduit pour masquer le
groupement phosphate négatif (molécule 007-AM)gMliet al, 2008), et induire ainsi une
perméabilité membranaire accrue. Ceci permet a déécule 007-AM de rentrer d’'une
maniere efficace dans la cellule, ou le groupenrestdr sera ensuite éliminé soit directement
par hydrolyse, soit par les estérases cellulairesr pibérer le composé 007. Ces
caractéristiques permettent de réduire d’'un fact@0rla concentration active du composé par
rapport au 007 (Vlienet al, 2008). En 2012, ont été développés des inhilatspécifiques
d’Epac (ESI-08, ESI-09, HJC0197 et HJC0198) quiidirant la phosphorylation d’Akt
Thri® et Set’® dans des cellules pancréatiques (INS-1) (Almahetrigl, 2013) Figure 35)

et dans les cellules de rein HEK293 (Cletral, 2012). Néanmoins, a I'’heure actuelle, ces
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inhibiteurs n'ont pas encore été employés en pogselune stimulatiorp,-adrénergique.
Ainsi, ils pourraient étre d'un grand intérét papprofondir les mécanismes intracellulaires

dépendants de PKA menant a une hypertrophie museula

VIl.4 Régulation de la protéolyse

L’hypertrophie musculaire induite par le clenboté’accompagne également d’'une
diminution de la protéolysim vitro etin vivo (Navegantegt al, 2000, 2001; Busquett al,

2004). Dans le muscle squelettique, difféerentsesygst impliqgués dans la protéolyse existent.

VII.4.1 La voie ubiquitine-protéasome : réle dans la protégise musculaire

Deux E3 ubiquitine ligase8/uRF1et MAFbx/Atrogin-1 sont transcrites d’une facon
importante dans le muscle squelettique apres umerdgtion, une immobilisation, une
suspension, un traitement au dexaméthasone eitérléukine 1 (Bodineet al, 2001a). De
plus, il a été montré que des souris déficientas pEs genedMuRF1 ou MAFbx/Atrogin-1
étaient partiellement résistantes a I'atrophie nlasie, démontrant pour la premiere fois le
réle crucial de la voie ubiquitine-protéasome démgégulation de la masse musculaire
(Bodineet al, 2001a). Les expressions MeIRF1 et MAFbx/Atrogin-1sont induites par les
facteurs de transcription de la famille FoxO (Fox€1FoxO3a) qui sont séquestrés dans le
cytoplasme lorsqu’ils sont phosphorylés par Akin@aet al, 2004; Stittet al, 2004). Ainsi,
la surexpression de FoxO1 induit une atrophie masgeuKameiet al, 2004). Le clenbutérol
diminue I'accumulation de conjugués ubiquitine 'attivité du protéasome dans le muscle
(Yimlamai et al, 2005) dans des conditions d’atrophie musculavoggérant I'implication
des B,-agonistes dans la suppression de lactivité deCrFoke la méme maniere, le
clenbutérol atténue I'expression transcriptionneldeMuRF1 et MAFbx/Atrogin-1dans des
conditions de perte musculaire (Kliret al, 2007; Goncalvegt al, 2009). De plus, le
formotérol diminue [l'activité chymotrypsine-like duprotéasome dans le muscle
gastrocnemiugle rat (Busquetst al, 2004), en accord avec la diminution de la vitedse
dégradation des protéines. L'ensemble de ces afssiiggerent que I@s-agonistes inhibent
la voie de signalisation ubiquitine-protéasome, Gbanént ainsi a I'hypertrophie musculaire
induite par le$,-agonistes.



Tableau 5 :Etudes examinant les effets digsagonistes sur la calpaine et la calpastatingvo.
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B,-agonistes Dose ’ Voie Durée du | Modéle animal | Effets desp,-agonistes sur la calpaing Effets desBz-agor_nstes sur la R&férences
d’administration | traitement (muscle) u- calpaine (1) m- calpaine (1) calpastatine
3 semaines N activité (-55%) n.d. n.d.
N kg 3 i - activité .d.
Cimatérol 10 mg |<gl de orale (qans la sema!nes Agneau (L) _ activité n (Wang & Beermann,
nourriture nourriture) 6 semaines N activité (-70%) ‘ n.d. n.d. 1988)
6 semaines - activité n.d.
L . _ A activite 5 o p— .
Cimatérol 1,5 mg.kg" BIEE (Fians a 16 semaines Beeuf (LD) - activité SO (270) SO (TE0) (Parret al, 1992)
nourriture) - ARNmM (+30%) 7 ARNm (+97%)
] 5 mg.kg' de orale (dans la . .
Clenbutérol |~ *r © nourriture) 24 heures Porc (L) n.d. - protéine calpaine B n.d. (Senskyet al, 2006)
Clenbutérol | 1 mg.kg".jour® injection s.c. 21 jours Souris (TA) 7 activité N protéine endogéne (-35%)| (Douillard et al, 2012)
6 heures - activité
12 heures 7 activité
Clenbutérol | 4 mg.k§jour* injection s.c. 3 Jours Rat (EDL, SOL) 7 activite n.d. (Douillardet al, 2011)
9 jours 7 activité
14 jours 7 activité
21 jours 2 activité
] 1 mg.kg' de orale (dans la . o o y :
Clenbutérol nourriture nourriture) 27 jours Veau (L) — activité — activité 7 activité (+38%) (Geesinket al, 1993)
Clenbutérol 1,6 mg.jollr | orale (dans le lait) 4 semaines Veau (LT) - activité 7 activité (+69%) 7 activité (+64%) (Garsseret al, 1995)
. - orale (dans la ' N activité (de -31 ¢ "y iy .
Clenbutérol | 10 mg.jout* nourriture) 5 semaines Boeuf (LT) 54%) — activité 7 activité (de +49% a +137%)  (Lunoet al, 1999)
. A1 orale (dans la . - activité o o I
Clenbutérol | 2 mg.k§jour nourriture) 6 semaines Agneau (LD) N activité (-25%) 7 activité (+100%) 7 activité (+99%) (Higginset al, 1988)
Formotérol | 2 mg.kg".jour* injection i.p. 7 jours Rat (GAS) n.d. 7 ARNm (+87%) n.d. (Busquetset al, 2004)
Formotérol | 2 mg.kg".jour* injection i.p. 15 jours Souris (GAS) n.d. 7 ARNmM (+36%) n.d. (Busquetst al, 2004)
1 jour N activité ;= ARNm —> ARNm ; = protéine
Formotérol |0,1mg.kg"jour injection i.p. 7 jours Souris (TA) N activité ;= ARNm — ARNm ; 7 protéine (+30%).| (Koopmanet al, 2010)
28 jours = activité ;> ARNm —> ARNm ; = protéine
RAA 4 mg.kg' de orale (dans la . L L L (Koohmaraieet al,
L-644-969 nourriture nourriture) 6 semaines Agneau (L) — activité 7 activité (+25%) 7 activité (+63%) 1991)
Salbutamol | 100 mg.jourt | orale (dans le lait)| 4 semaines Veau (LT) - activité 7 activité (+59%) 7 activité (+51%) (Garsseret al, 1995)

EDL, extensor digitorum longusGAS, gastrocnemius i.p., intraperitonéale ; Upngissimus LD, longissimus dorsj LT, longissimus thoracis n.d., non
determiné ; s.c., sous-cutanée ; SQGlpleus, TA, tibialis anterior ; 7, augmentation ;», diminution ; =, pas de modification significative.
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VII.4.2 Le systeme calpaine/calpastatine et Iis-agonistes

Le muscle squelettique contient trois protéasesmtdgntes du G§ la calpaine | (u-
calpaine), la calpaine Il (m- calpaine), qui sorprienées de facon ubiquitaire dans
I'organisme, et la calpaine Ill (p94) spécifiqguerauscle (Jonest al, 1999). La calpaine |
est activée par de faibles concentrations efi,Gdors que la calpaine Il est activée par de
fortes concentrations en €al activité des calpaines est augmentée dans Eelmae souris
dystrophiques (Spenceet al, 1995) et [linhibition des calpaines augmente taced
musculaire chez des sounglx (Burdi et al, 2006). L'activité de ces 3 protéases est régulée
négativement par la calpastatine. La surexpressien la calpastatine induirait une
hypertrophie musculaire et protégerait contre datie musculaire (Tidball & Spencer, 2002;
Otani et al, 2004). La stimulation de la voie dépendante ddMPc augmente a la fois la
transcription du géne, mais également la phospaiioyl de la calpastatine (Corgg al,
1998). En présence de formotérol (0,1 pmd),Laucune modification de I'expression de
calpaine llin vitro n’est observée (Ametllezt al, 2011). Peu de données relatent I'effet de
'administration def;-agonistes sur la calpaine lll. Ainsi, il semblerpie la traduction de la
protéine calpaine lll ne soit pas modifiée en présede clenbutérah vivo (Senskyet al,
2006). La plupart des études ont montré quepleagonistes diminuaient d’'une part la
protéolyse dépendante du 4Navegantest al, 2001), mais également I'activité de la
calpaine | (Higginset al, 1988; Wang & Beermann, 1988; Lunet al, 1999), et
augmentaient, d’'une fagon surprenante, celle dealpaine Il (Higginset al, 1988;
Koohmaraieet al, 1991; Parret al, 1992; Garsseret al, 1995; Busquet®t al, 2004)
(Tableau 5. Bien qu’une étude récente ait décrit une dimorutle la quantité de protéine
calpastatine en présence de clenbutérol (Douitaml, 2012), la majorité des études montre
une augmentation de I'activité de la calpastatidgdins et al, 1988; Koohmaraiet al,
1991; Parret al, 1992; Geesinlet al, 1993; Garsseet al, 1995; Lunoet al, 1999). Ces
derniers résultats suggerent que flemgonistes, en augmentant l'activité de la calpasta
inhibent le systeme protéolytique dépendant dealpaine, soutenant ainsi I'hypertrophie

musculaire.
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Figure 36 : Représentation schématique de la signalisatioa erigeu lors de I'autophagie. a. mTOR
joue un réle central dans la suppression de l'itidncde I'autophagie en liant et phosphorylant le
complexe ULK1/2-Atg13-FIP200. Lorsque l'autophagest stimulé (avec de la rapamycine
notamment), MTOR est réprimée et cause ainsi upepmpsphorylation du complexe ULK1/2-
Atgl13-FIP200, menant a I'induction de I'autophadiieLa formation du phagophore est induite par le
complexe PI3K de classe Ill, composé de trois pmess: Vps34, Vps15 et Beclinel. L'activité de ce
complexe dépend de nombreux régulateurs positifsvéet) ou négatifs (en rouge) qui s’associent
avec Beclinel. c. L’élongation de l'autophagosomeplique deux systémes de conjugaison
ubiquitine-like, Atgl2 et LC3, qui s'associent aviec phagophore et finalisent sa formation. d.
L’autophagosome fusionne avec le lysosome. Aprésinaizon de cet ensemble, celui-ci forme un
autolysosome sous l'action de régulateurs podéfs vert) ou négatifs (en rouge). La membrane
interne et les constituants de I'autolysosome dégradés par les hydrolases acides et exportés dans
le cytoplasme pour une utilisation ultérieure. Aathr activating molecule in Beclin-1-regulated
autophagy protein-1; Atg, autophagy genes; BdB2¢ell lymphoma-2 ; Bif-1, Bax-interacting
factor-1 ; FIP200, FAK family kinase—interactipgtein of 200 kD ; HOPS, homotypic vacuole
fusion and protein sorting ; LAMP2, lysosomal Asated Membrane Protein 2 ; LC3, light chain 3 ;
mMTOR, mammalian target of rapamycin; PE, phosgilgihanolamine ; (C3) PI3K, (class IlI)
phosphatidylinositol 3-kinase ; Rab7, Ras-relatd@dP&e 7 ; SNARE, N-ethyl-maleimide-sensitive
factor (NSF) attachment protein receptor ; ULK1JRAc-51-like kinase 1/2 ; UVRAG, UV irradiation
resistance-associated gene ; Vps, vacuolar pretetimg [modifié d’aprés (Kinet al, 2010a)].



Mécanismes moléculaires mis en jeu dans I'effebalisant de$,-agonistes 143

VII.4.3 L’autophagie et le turnover protéique

Dans le muscle squelettique, la phosphorylation FxO3a induite par les
Bo-agonistes empéche I'activation transcriptionnele genes impliqués dans l'autophagie
(Mammucariet al, 2007; Zhacet al, 2007). L’autophagie est un processus cataboligure
lequel des portions de cytoplasme incluant desépres agrégées et des organelles
endommagées se retrouvent englobées par une doehtbrane, formant ainsi des vésicules.
Ces dernieres vont fusionner avec des lysosomeguicea former des autophagosomes qui
vont dégrader, hydrolyser et servir au recyclagealeontenu. Les éléments résultants, ainsi
dégradés, retournent dans le cytosol ou ils sewitola synthése de nouvelles molécules
nécessaires au maintien de l'activité celluldifegure 36). L’autophagie est un processus
finement régulé et des anomalies la concernantneinget/sont associées a de multiples
pathologies (cancer, myopathies et neurodégénémescéMizushimaet al, 2008). L'impact
despz-agonistes sur I'autophagie est un mécanisme emséoonnu. Il a été montré, dans le
muscle squelettique de souris, que figsagonistes ne modifiaient pas la transcription en
ARNmM deLC3 (Koopmanet al, 2010; Goncalvest al, 2012) et dgabarapll(Goncalveset
al., 2012), des acteurs majeurs de l'autophagie. Néarsnla stimulation des récepteurs
B-adrénergiques par lisoprotérénol augmente le faophagique dans les fibroblastes
cardiaques de rat (Aranguiz-Urret al, 2011), ce qui pourrait suggérer une implicaties d

B.-agonistes dans I'autophagie.






Mécanismes moléculaires mis en jeu dans I'effebalisant de$,-agonistes 145

En conclusion, les effets anaboliques d@s-agonistes sont attribués a I'activatior]
des récepteursp,-adrénergiques qui sont directement couplés a degqiéines Gos et
indirectement a Ga;. Aprés stimulation de ces récepteurs, la voie «manique » des
po-agonistes faisant intervenir la protéine kinase A(PKA) et CREB, induit la
transcription de genes spécifiques du muscle impliggs dans linduction de
I'hypertrophie musculaire. Néanmoins, la voie PKA/GREB ne semble pas étre la seule

1%

mise en jeu lors d'une stimulation p,-adrénergique puisque des marqueurs d
linitiation de la traduction, dépendants de la voe PI3K/Akt/mTOR, sont également
activés. Ainsi, lesp,-agonistes régulent positivement la synthese protgie, en partie,
grace a l'activation de la voie de signalisation BK/Akt/mTOR. Néanmoins, le lien
moléculaire entre la voie « canonique def,-agonistes » et la voie PISK/Akt/mTOR]
reste encore a définir. La protéine Epac semble &r un bon candidat. Le
développement d’activateurs et d'inhibiteurs spécifues offre un grand intérét pour
élucider l'action de cette protéine dans la signaation intracellulaire. En plus de
réguler positivement la synthese protéique, lep,-agonistes diminuent la dégradatior

des protéines en inhibant la voie ubiquitine-protésome et en activant la calpastatine

un inhibiteur de la voie protéolytique dépendante d calcium. Enfin, peu de donnée

o7

existent a ce jour sur I'effet deg,-agonistes sur 'autophagie.
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Le premier objectif de ce travail a été de détermiee événements moléculaires
responsables de I'hypertrophie du muscle squelsttapres une stimulation aigue (1 jour) et
prolongée (3 et 10 jours) de formotérol. Nous avé@mss I'hypothese que I'activation de la
voie de signalisation Akt/mTOR, en réponse a I'adstration de formotérol, serait associée

a une régulation temporelle des voies ubiquitiretgasome et autophagie-lysosome.

De plus, le lien moléculaire entre la voie canoriRKA/CREB stimulée par les
Bo-agonistes et la voie de signalisation PI3K/Akt/niR @érite d’étre approfondi. Depuis le
début des années 2000 et le développement de nouamlogues de I'AMPc, nous
disposons de nouvelles molécules agissant en avaogpteuf,-adrénergique et permettant
de s’affranchir de I'impact de,-agonistes sur les récepteurs. Développer de tetiujs
permet notamment d'éviter la désensibilisation dEpteurs3,-adrénergiques lors d’'une
exposition prolongée auf,-agonistes. Parmi ces produits, le 8-pCPT-2'-O-MiHe-AM,
alias 007-AM, un activateur spécifique d’Epac, paitrexercer une action anabolisante sur le
tissu musculaire comparable a celle exercée pdllagonistes et jouer ainsi le réle de lien
moléculaire entre la voie stimulée par fesagonistes et la voie de signalisation Akt/mTOR
(Figure 37). Notre second objectif est de déterminer l'eftet 007-AM sur la masse
musculaire et son implication sur la voie de sigpadiion PI3K/Akt/mTOR.

8-pCPT-2'-O-Me-cAMP-AM

o

iz

/

8-pCPT-2'-0-Me-cAMP

Epac

Figure 37 : Activation d’Epac par la molécule 8-pCPT-2’-O-MAMP-AM, alias 007-AM (Vliemet
al., 2008).
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Prélevement tissulaire et conditionnement des échtltons

Références

- Xylazine 2 % (Bayer)
- Kétamine 50 mg.mt (Panpharma)
- Colle Optimal Cutting Temperature (O.C.T) Compo@v¥a/R 361603E)

Principe

Apres la fin du traitement dip-agoniste, les muscles sont prélevés sur I'aninvaing
profondément anesthésié par un mélange de Xylagin&étamine. Les muscles sont
directement et systématiquement pesés entiers dsantconditionnement. A la suite du
prélévement, I'animal est sacrifié par une surdiesproduit anesthésique.

Protocole

Le muscle entier (de la souris) ou la portion @atdu muscle (du rat) est plongé
dans de l'azote liquide jusqu’a congélation congléé I'échantillon. Pour I'histologie, la
portion centrale du musckibilias anterior est fixée sur un support de liege a I'aide d’'une
colle et instantanément plongée dans l'azote ligpeledant 30 secondes. Pour réaliser une
extraction protéique, I'’échantillon est préalablemesduit en poudre sous azote liquide a
I'aide d’un pilon.
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Coloration histochimique : Hemalun-Eosine-Safran (HES)

La coloration a 'hémalun-éosine-safran permet @é¢tmm en évidence les noyaux et le
cytoplasme. Cette coloration associe une laque éauel (hémalun), un colorant
cytoplasmique (I'éosine) et un colorant du collageh@e safran). A la suite d’'une coloration
HES, les noyaux apparaissent en bleu, le cytoplammmse et la matrice extracellulaire en
jaune.

Tremper la lame pendant 5 min a température anaants ’hémalun.
Rincer abondamment a I'eau.

Tremper la lame 10 secondes dans un bain d’acidehghrique dilué (1 mL HCI
dans 250 mL d’eau).

Rincer abondamment a 'eau.

Tremper la lame 2 min a température ambiante dafiéaiene 2 % (v/v).
Rincer abondamment a 'eau.

Rincer a I'alcool absolu.

Tremper la lame 5 min a température ambiante dassfdan.

. Rincer abondamment a 'eau.

10.Déshydrater les coupes dans des bains succesaifeal.

11.La fixation des colorants est assurée par un bakyléae pur.

12.Fixer une lamelle de protection a I'aide d’'une mésiie montage (Eukitt).
13.Laisser sécher les lames sous la hotte.

wn PR
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Coupes histologiques

Des coupes transverses de 12 um d’épaisseur delentilgalis anterior (TA) ont été
réalisées chez les rats traités pendant 10 jou0(R9.kg" de poids de corps de formotérol)
(Sigma Aldrich F9552) a l'aide d'un cryostat (-2Q°@®icrotome (Microm HM 560). Ces
coupes ont été colorées a I'hémalun-éosine-safran.

Détermination de la surface de section transversale

Les coupes étaient observées au microscope phamnrelié a une caméra et un
ordinateur équipé des logiciels videoApple, AdolmBshop-5 et NIH-1.63. Huit & onze
images étaient acquises pour chaque muscle de Tadere a avoir la totalité de la surface
de la section transversale du muscle. Les imagasnétensuite enregistrées dans le logiciel
AdobePhotoshop-5 puis importées dans le logiciél MI63 pour le calcul de surface totale.
L'unité de mesure de la surface était le milliméateeré (mm) et I'échelle de mesure était
fixée & 200 pixels/mf

Estimation du nombre de fibres musculaires

Pour estimer le nombre de fibres musculairesategiisitions étaient réalisees comme
précédemment décrit avec un grossissement x100qlisition des images s’est faite sur la
diagonale du muscle allant du bord supérieur extgare le bord inférieur interne. Cinq
champs disposés dans les sections de chaque néteselet choisis et la surface de section de
1062 = 309 fibres par muscle était déterminée. RPbaque image, le comptage des fibres
était fait sur une surface de 1,6 mraprésentant 5 % de la surface totale du muscle a u
grossissement x100. L'unité de mesure de la sudtaiele mm et I'’échelle de mesure était
fixée & 500 pixels/mf Les analyses étaient réalisées a l'aide d’un am@mpe optique
connecté a un logiciel d’analyse d'images (Imagelyais software).

Mesure de la surface des fibres musculaires

La mesure des surfaces de fibre a été réaliséelavegiciel NIH 1.63 image. Apres
avoir établi I'échelle de mesure, nous avons mesarétal de 300 fibres par muscle sur un
total de quatre a neuf acquisitions (en fonctiofedaille du muscle).

Détermination de la distribution des fibres de typd et Il

Pour la détermination de la distribution des fitllegype | et I, les coupes de muscles
étaient fixées avec de l'acétone a -20°C, permiééb# avec 0,1 % Triton X-100/PBS, et
incubées avec des anticorps primaires spécifighi€d {MHCf Novocastra) puis avec des
anticorps secondaires marqués FITC. Les images ngue8 étaient obtenues grace a un
microscope a fluorescence (Olympus 1X81) conneat@ Bbgiciel d’analyse d’'image (ImageJ
analysis software).
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Chromatographie liquide haute performance couplée & spectrométrie de
masse

La Chromatographie Liquide Ultra-haute Performan&#PLC) (Acquity Ultra
Performance LC, Waters) est couplée a un spectrerdétmasse triple-quadripble en tandem
(MS/MS) (Waters Quattro micro). La colonne de sépan utilisée est une Luna 3u C18 (2)
Mercury Phenomenex 20 x 4mm avec une températud@ e et une granulométrie de 5 um.

Principe et description de la chromatographie liquile

La méthode chromatographique est une techniquerat@mades différents solutés
d’'un échantillon. Le mécanisme de séparation sigupl par I'affinité des solutés pour la
phase stationnaire qui tend a les retenir mais gas$eur solubilité dans la phase mobile. Cet
appareil est formé de :

- réservoirs a solvants qui sont des pompes qui ééliven continu la phase mobile,
- linjecteur qui est une boucle d’injection qui petnd’injecter un volume fixe de

I'échantillon dans la colonne,

- une colonne de séparation qui contient la phasestaire,
- le compartiment de dépot de I'échantillon.

Le systeme chromatographique contient 2 phases :phiase mobile et une phase
stationnaire.

La phase mobile, hydrophile et polaire circule ¢amsnent dans le systéme
chromatographique grace a l'action de pompes. Qdtése est formée d’'un mélange de 2
solvants : un aqueux et un organique. L’échantilogtudier est déposé dans les puits d’'une
plague et va étre prélevé par une aiguille. L’étHan va étre ensuite envoyé aux colonnes
grace a l'action de la boucle d’'injection. Dansctdonne de séparation se trouve la phase
stationnaire constituée de billes de silice. L'étlian passe au travers de la colonne. Plus les
solutés seront apolaires et plus ils seront retpauga colonne. Les interactions des différents
solutés avec la phase stationnaire ralentissentgplumoins la migration a travers la colonne
selon les propriétés respectives de chaque molétiddution va se dérouler grace au
gradient c’est-a-dire une modification des prommsi de chacun des 2 solvants. Le temps de
rétention va permettre de juger la rétention desoubés.

Principe et description du spectrometre de masse keéandem ».

Son principe repose sur la séparation en phaseiggzi® molécules chargées (ions)
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

[E e —— i)
. @
Introduction e
de lamolécule ——> @ g@@b e —p@@
pure @,@@ ()
© | eo—
lonisation Quadripdle Détecteur Cellule Quadripdle  Détecteur
électrospay 1 de 2
(MS-1) collision (MS-2)

Figure 38 : Principe du spectrométre de masse [modifié d’afkie& Assmann, 2000)]
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Le flux de phase mobile provenant de la chromafigeaarrive dans I'électrospay ou
il est vaporisé a pression atmosphérique. L'élsgay a une fonction de production d’ions.
Les molécules vont étre chargées et disperséesiohescréés passent alors dans le triple
qguadripdle : tout d’abord dans I'analyseur 1 quiwesfiltre de masse puis dans la cellule de
collision ou il va se produire une fragmentatiorett€ cellule est remplie d’'un gaz inerte :
argon et ses atomes neutres vont entrer en olliavec les ions. Lors de ces chocs,
I'énergie cinétique est convertie en énergie intermeui provoque un fractionnement de la
molécule en fragments caractéristiques de cett@éater Les molécules passent ensuite dans
analyseur 2 qui est du méme type que l'analyskeuPour finir, les ions arrivent sur une
dynode qui va convertir le courant ionique en cotéhectrique Figure 38).

La spectrométrie de masse a une double séleatmitBanalyseur 1 va sélectionner un
ion parent, idéalement la molécule entiere protpegant un ratio m/z fixé. Cet ion parent
sera ensuite divisé en fragments caractéristigppslés ions fils. Ces ions seront eux aussi
sélectionnés selon leur ratio m/z dans I'analy2eur

Optimisation des parameétres

L’étape d’infusion permet de déterminer le rati@mé I'ion moléculaire protoné (ion
parent) et des ions de fragmentation (ions fil&prLfils majoritaire est utilisé comme ion de
guantification alors que les autres ions vont satwns de confirmation pour l'identification
du composé analysé. Elle consiste a injecter uhgi@o pure directement dans la source du
spectrometre sans passer par le systeme chromghagra. L'infusion permet de définir les
parameétres du spectrométre de masse tels que :

- latension de capillaire qui aide a capter lesqret lors de I'ionisation (2 kV),

- I'énergie de collision est I'énergie pour que leslésules de gaz rentrent en collision
avec les ions parents (20 V pour le 007 et 25 \f p@007-AM),

- le flux de gaz a la sortie du cone (35 L/h poudQ& et 45 L/h pour le 007-AM).

Déprotéinisation

La déprotéinisation est une étape d’élimination gestéines plasmatiques. Le
Nordiazépam D5 va servir a la fois d’étalon integteva permettre de déprotéiniser notre
phase induisant un arrét de la réaction. L'étatdarne a pour r6le d’atténuer les erreurs pré
analytiques et analytiques.

Produits chimiques et réactifs

- Le 8- (4- Chlorophenylthio)- 2'- O- methyladenusi 3', 5'- cyclic monophosphate (8-pCPT-
2'-0O-Me-cAMP) (007) et le 8- (4- Chlorophenylthid- O- methyladenosine- 3', 5'- cyclic
monophosphate, acetoxymethyl ester (007-AM) étasgnthétisés par Biolog Life Science
Institute (Bremen, Allemagne).

- Le méthanol et le plasma de souris étaient réispeeent obtenus par Fischer Scientific
GmbH (Schwerte, Allemagne) et Sigma-Aldrich (S&ntentin Fallavier, France).

- Le milieu de différenciation (DMEM + 2 % de sérude cheval) provenait de chez PAA
(Les Mureaux, France).

Le Nordiazépam D5 était utilisé comme étalon interne

Un filtre de 0,2 um de polyvinylidene fluoride étatilisé pour les phases mobiles et fourni
par Interchim (Montlucon, France).
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Préparation des échantillons

Les solutions méres de 007 (2,5 mglet de 007-AM (0,56 mg.mi) étaient
préparées extemporanément dans du méthanol. Gamosslétaient ensuite diluées al™0
dans du méthanol. Une calibration était effectuéar chacune des 3 phases : méthanol,
plasma de souris et milieu de différenciation. Whume (25 pL) du calibrateur était ensuite
prélevé aux temps, T O min, T 5 min, T 15 min, T8, T 1h, T 2h et T 24h puis ajouter
instantanément a I'étalon interne (Nordiazépam B¥yes 4 min de centrifugation a 10 800
rpm, le surnageant était prélevé puis injecté dansysteme de Chromatographie Liquide
Ultra-haute Performance (UPLC).
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Extraction protéique avec tampon complet sur tissumusculaire/cellules

Références

- Tris HCL : Tris hydrochloride (PM = 157,6 g.rml(Sigma-Aldrich T3253)

- NaCl : Sodium chloride (PM = 58,44 g.ritp(Sigma-Aldrich S5886)

- EDTA : Acide éthyléne diamine tétracyclique (PM282,2 g.mot) (Sigma-Aldrich
EDS

- EG)TA - Acide éthyléne glycol-bpgminoéthyéther tétraacétique (PM = 380,35 ginol
(Sigma-Aldrich E4378)

- B-glycérophosphate (PM = 216,04 g.fp{Sigma-Aldrich G6251)

- Sodium fluorure (PM = 41,99 g.mYl(Sigma-Aldrich S7920)

- NasVO, : Sodium orthovanadate (PM = 183,91 g.WdSigma-Aldrich S6508)

- Acide okadaique (PM = 826,98 g.ritp(Sigma-Aldrich 07760)

- Benzamidine (PM = 156,61 g.ml(Sigma-Aldrich B6506)

- PMSF : Phénylméthanesulfomyl fluoride (PM = 1®4glmol*) (Sigma-Aldrich P7626)
- Aprotinin (PM = 6511,44 g.md) (Sigma-Aldrich A1153)

- Leupeptin (PM = 475,59 g.nmid) (Sigma-Aldrich L8511)

- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532)

- DPBS (PAA H15-002)

Protocole

Les solutions

EDTA 200 mmolt pH=8,0
EGTA 200 mmolL

NagVO. 100 mmol:t

Acide okadaique 605 pumol‘L
Benzamidine 300 mmol‘L

PMSF 100 mmot*L

Aprotinine 1 ug.fl

Leupeptine 1 pg-hl
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préparation du tampon complet

160

Concentration Concentration Volume solution finale, mL

solution finale solution mére | 5mL |10 mL |20 mL |30 mL |40 mL| 50 mL
Tris HCI 50 mmol.}, mg 39,4 78,8/ 157,6236,4| 315,2| 394,0
NaCl 100 mmol.L, mg 29,2 58,4 116,9175,3| 233,8| 292,2
EDTA 2 mmol.L%, ML 200 mmol.r* 50 100 200 300 400 500
EGTA 2 mmol.L}, uL 200 mmol.[* 50 100 200 300 400 500
R-glycérophosphate 50 mmofLmg 54 108 216 324 432 54(
Sodium fluorure 50 mmol.L, mg 10,5 21,00 42,0 63,0 84,0 105
Sodium orthovanadate 1 mmofLuL | 100 mmol.[* 50 100 | 200| 300/ 400 500
Acide okadaique 120 nmol}_puL 605 umol.* 1 2 4 6 8 10
Benzamidine 3 mmol L, pL 300 mmol.[* 50 100 | 200| 300/ 400 500
PMSF 1 mmol.t, ML 100 mmol.r* 50 100 200 300 400 500
Aprotinine 10 pg.mL, pL 1ug.pl 50 100 200 300 400 500
Leupeptine 10 pg.mt, pL 1ug.pl 50 100 | 200| 300/ 4o0d 500
Triton X-100 1%, pL 100 200 400 600 800 10(

,0

Combiner les différents réactifs. Ajuster le pH,4&. Ajuster le volume final dans une
éprouvette graduée. Conserver a 4°C.

Inhibiteurs de protéases (a rajouter si on ne el@sis mesurer I'activité du protéasome) :

- Benzamidine
- PMSF

- Aprotinine

- Leupeptine

Inhibiteurs de phosphatases :

- Sodium fluorure
- N6\3VO4
- Acide okadaique

mode opératoire pour tissu musculaire

1. Peser environ 20-25 mg de tissu dans un tubenelopf refroidi. )
2. Ajouter le tampon complet de facon a réaliser ulilation finale 1/26™

(poids/volume).

3. Homogénéiser le tissu 2 fois pendant 10 secotaes la glace a I'Ultraturrax.

4. Centrifuger a 12 000 g pendant 20 min a 4°C.

5. Récupérer le surnageant et aliquoter sous 50 L.

6. Conserver a -80°C.
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mode opératoire pour cellules

1. Rincer 2 fois chaque boite ou puits avec du DB@8#enant du calcium.

2. Ajouter 250 pL de tampon complet pour une bogté@cm ou 2 x 50 pL/puits pour
une plaque 6 puits.

3. Racler avec une spatule.

4. Récupérer le tampon dans un tube eppendorfgméatent refroidi dans la glace.

5. Répéter les étapes 2, 3 et 4.

6. Vortexer vigoureusement.

7. Réaliser 3 cycles de congélation (azote liquidejiécongélation (température
ambiante). Entre chaque cycle, soniquer 10 secondes

8. Centrifuger a 10 000 g pendant 10 min a 4°C.

9. Récupérer le surnageant et aliquoter sous 50 L.

10. Conserver a -80°C.
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Dosage de protéines

Références

- Bovine Serum Albumine (BSA) (PAA K41-001)
- Protein assay reagent A (BioRad 500-0113)
- Protein assay reagent B (BioRad 500-0114)

Principe

Le kit BioRad permet de mesurer la concentratiorpretéines d'un extrait (réaction
similaire a celle de Lowry) par colorimétrie. Paeta, il est nécessaire d’effectuer une courbe

étalon qui mesure l'absorbance d'une solution dé& BEB8nt la concentration protéique est
connue.

Protocole

Courbe étalon :

Elle est réalisée & partir d'une solution de BQAnag.mL* (conservation a 4°C).

Protéines, ug 0 10 20 30 40 50
AH20, pL 195 190 185 180 175 170
Tampon d’extraction, pL 5

BSA 2 mg.mL, puL o | 5 | 10 | 15 | 20 | 25
Solution A, pL 100

Solution B, pL 800

1. Ajouter les différentes solutions dans I'ordéerit ci-dessuslirectement dans la cuve
de spectrophotométrie. Afin d’obtenir une coloratitomogéne, I'addition de la solution B
doit se faire tout en vortexant. Faire les mesaredouble.

2. Incuber 15 min a température ambiante a I'abiladumiere.

3. Lire 'absorbance au spectrophotométre a 750 nm.

Dosage protéique d’'un extrait :

Pour la mesure de la concentration des extrait®ipregs, 5 a 10 pL d'extrait doivent
normalement suffire. Faire les mesures en doulite e triple pour les extraits protéiques.

AH,O, pL 195 190
Extrait protéique, pL 5 10
Solution A, pL 100 100
Solution B, pL 800 800

1. Ajouter les différentes solutions dans |'ordéerit ci-dessuslirectement dans la cuve
de spectrophotométrie. Afin d’obtenir une colomatimomogéne, I'addition de la solution B
doit se faire tout en vortexant.

2. Incuber 15 min a température ambiante a I'abledumiére.

3. Lire I'absorbance au spectrophotometre a 750 nm.
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Hexokinase

Références

- Tris : Trizma Base (PM = 121,14 g.ritp(Sigma-Aldrich T1503)

- MgCl, : Magnésium chlorure (PM = 203,31 g.nip(Prolabo 25 108.295)

- Glucose (PM = 180,16 g.mbl (Prolabo 24 370.294)

- NADP : Nicotinamide adénine dinucléotide phosph&®M = 787,4 g.md) (Roche
128058)

- ATP : Adénosine triphosphate (PM = 605,2 g.-M¢Roche 519 979)

- DTT : Dithiothreitol (PM = 154,3 g.md) (Sigma-Aldrich D9163)

- G6P :Glucose-6-phosphate (PM = 304,2 g.)dRoche 127 027)

- G6PDH : Glucose-6-phosphate déshydrogénase (R&h655)

- Fluorimetre (SFM 25 Kontron Instruments)

Principe

En présence de glucose et d’ATP, I'hexokinase (WK)produire du glucose-6-
phosphate et de I'ADP. Les conditions expérimest@ermettent d’obtenir rapidement une
situation d’équilibre. La modification de I'équilé réactionnel est rendue possible par la
consommation du glucose-6-phosphate par la gluégs®sphate déshydrogénase (G6PDH).
Il en résulte une production de NADH,ldt de gluconolactone-6-phosphate par la glucose-6-
phosphate déshydrogénase qui est directement pimpuelle a I'activité de I'hexokinase.

Hexoki
Glucose + ATP exoxinas > Glucose-6-phosphate + ADP
Glucose-6-phosphate + NADP———— Ghatactone-6-phosphate + NADPH
G6PDH
Protocole
Solutions
Tris 1 mol.lt pH=8,0

MgCl, 400 mmol.r*
Glucose 100 mmolt
NADP 100 mmol.}

ATP 200 mmol .t
DTT 10 %
G6P 10 mmol.L

G6PDH 117 U.mi
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Préparation du milieu réactionnel (MR)
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Solution stock

Volume a rajouter

Concentration finde

Tampon Tris 1 mol.. pH = 8,0 5 mL 50 mmol.L*
MgCl, 400 mmol.L* 500 pL 2 mmol.L?
NADP 100 mmol.[* 75 pL 75 pmol.L*!
Glucose 100 mmol L 2 mL 2 mmol.L?
DTT 10 % 100 pL 0,01 %

Ajuster le volume final a 100 mL avedi,O dans une éprouvette graduée.

Etalonnage du fluorimétre

A excitation= 340 NM A gmission= 450 nm
Faire le point haut & 150 sur 10 nmoles de G6P @tslur 0 nmoles de G6P.

Courbe étalon

Faire une dilution du G6P & 10 mmot.au 1/26™ pour avoir une solution finale de

G6P 40,5 mmol.L.

nmoles de G6P 0 2,5 5 7,5 10
Milieu réactionnel, mL | < 1 >
G6P 0,5 mmol.L}, pL 0 5 10 15 20

A HyO, puL 50 45 40 35 30
G6PDH, pL < 10 >

Incuber 20 min dans I'obscurité a température anibia

Mode opératoire

1. Mettre 1 mL de milieu réactionnel.

2. Ajouter 10 uL G6PDH.
3. Ajouter 2,5 pL d’extrait.

4. Attendre 4 min a température ambiante.
5. Déclencher la réaction en ajoutant 10 pL d’ADP ghmol.L™".
6. Suivre la réaction pendant 15 min.
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Citrate Synthétase

Principe
malate + NAD s oxaloacétatet NADH,H* (MDH)

oxaloacétate+ acétyl-CoA—____ citrate + CoASH (CS)

Abréviations :CS, citrate synthétase ; CoA, coenzyme A ; MDH,ateatiéshydrogénase.

En présence de NADet de malate, MDH va produire de l'oxaloacétatedat
NADH,H*. Les conditions expérimentales permettent d’obteapidement une situation
d’équilibre. La modification de I'équilibre réactinel est rendue possible par la consommation
d’'oxaloacétate due a CS en présence d’acétyl-CbAenlrésulte que la production de
NADH,H* et d'oxaloacétate par MDH est proportionnelleaativité CS (asservissement de la
réaction catalysée par MDH a la réaction catalys@eCS).

Activité:
- vaste externe (homme) : 10-14 umoles-hg muscle frais.
- soléaire (rat) : 10-15 pmoles.nfig™ tissu frais.
- EDL (rat) : 9 pmoles.mihg™ tissu frais.

Réactifs

* Tris 1 mol.L'* pH = 8,0

Peser 12,1 g de Tris (PM = 121,1 g.MolCompléter jusqu’a 90 mL avetH-O.
Ajuster & pH = 8,0. Ajuster le volume final a 10Q avecAH>0 dans une éprouvette graduée.
* Acétyl-CoA 5 mmol.L*

Dissoudre 10 mg d’acétyl-CoA (Sigma A2056 ; PM G9% g.mol) avec 2,45 mL
AH20. Aliquoter sous 50 pL et conserver a -20%3tention : l'acétyl-CoA une fois
décongelé ne peut étre recongelé.

* EDTA 200 mmol.L*

Peser 584,4 mg d’EDTA (PM = 292,2 g.MplCompléter jusqu’a 10 mL avedH,0
dans une éprouvette graduée. Ajuster éventuellelagrii autour de 7,4-7,5 pour obtenir une
meilleure dissolution. Aliquoter sous 500 pL etserver a -20°C.

* Malate 250 mmol.[*

Peser 445 mg de malate (Sigma M-9138, PM = 178yiold). Dissoudre dans un
volume final de 10 mL aveaH,O dans une éprouvette graduée. Aliquoter sous 256t
conserver a -20°C.

* MDH (Roche 127 256)

1200 U.mg" (5 mg.mL?Y) soit 6000 U.mL. Vérifier la concentration en protéine et
I'activité qui varie légérement suivant les lotgusgter le volume pour le milieu réactionnel en
fonction.

* NAD * 50 mmol.L*

Peser 331,7 mg NAD(Roche 127 965 ; PM = 663,4 g.rifpl Dissoudre dans un
volume final de 10 mL aveaH>O dans une éprouvette graduée. Aliquoter sous 256tu

conserver a -20°C.
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* NADH,H* 1 mmol.L*

Peser 7,1 mg NADH,H (Roche 107 735 ; PM = 709,4 g.ifhl Noter la pesée
exactement. Dissoudre dans un volume final de 10 awkc AHoO dans une éprouvette
graduée. Recalculer la concentration exacte ertitonde la pesée
* Triton X-100 10 %

Pipeter 1 mL de Triton X-100. Compléter le volujusqu'a 10 mL ave@H>0 dans
une éprouvette graduée. Conserver a températurnam@lilans un Falcon 15 mL.

Préparation du milieu réactionnel

Les concentrations finales indiquées correspondextconcentrations finales dans 1 mL dans
le tube de mesure.

Solution stock Volume a rajouter Concentration finde
Tris 1 mol.L'* pH = 8,0 5 mL 100 mmol.L*
EDTA 200 mmol.L* 500 pL 2 mmol.L*
Malate 250 mmol.L! 250 pL 1,25 mmol.L*
NAD* 50 mmol.L* 250 pL 0,25 mmol.C*
MDH 6000 unités.mL* 50 pL 6 unités.mr*

Ajuster le volume final a 48,5 mL ava¢i,O dans une éprouvette graduée.

Etalonnage :

On construit la courbe étalon avec des concentmticoissantes de NADH'H. mmol.L:

Plan de pipetage pour I'étalonnage :

nmoles de NADH,H 0 2 4 6 8 10
NADH,H* 1 mmol.L’}, pL 0 2 4 6 8 10
AH20, uL 30 28 26 24 22 20
MR, pL < Q70 pl N

Mesurer au fluorimetrex excitation= 340 NM A émission= 450 Nnm
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Mesure de la vitesse de réaction
Dilution des échantillons :

- Soléaire (rat): 10 uL au 1/2%

- EDL (rat) : 10 pL au 1/20*

- TA (rat) : 10 pL au 1/30*° \

- Vaste externe humain : 10 pL au 10

Ajouter dans I'ordre les réactifs suivants :

-970 L MR

- 10 pL de Triton X-100 10 % au milieu réactionnel

- 10 uL d’homogénat ou de suspension mitochorelédh dilution appropriée.

- attendre 6 min a température ambiante afin dengitre au Triton X-100 de
solubiliser les membranes mitochondriales.

- déclencher la réaction en ajoutant 10 pL d'ae€gh 5 mmol.L* (soit 50 nmoles
d’acétyl-CoA par mL de milieu de réactionnel).

- attendre au moins 8 min a température ambiaateé@ction est plus stable et plus
réguliere)

- suivre la réaction au fluorimetr& {xcitation= 340 NmM e gmission= 450 nm) pendant
plusieurs minutes.
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La protéolyse ubiquitine ATP dépendante joue ue rhjeur dans la dégradation des
protéines musculaires. La dégradation est assuraspamplexe protéolytique comprenant le
protéasome 26S, lui-méme constitué du protéasont®, 2 cceur de la machinerie
protéolytique, et de 2 complexes de régulation 19&.protéasome présente 5 activités
enzymatiques différentes dont trois principale®ctivité chymotrypsine-like (la principale),
l'activité trypsine-like et l'activité caspase-lieGPH).

Pour chacune de ces 3 activités « -like », unigepécifique lié a un AMC est utilisé
comme substrat fluorogénique. La reconnaissanceutistrat par le site actif de I'enzyme
détermine la coupure de la liaison entre TAMC ettétrapeptide. La fluorescence de la
molécule d’AMC, qui est alors libérée, peut étreveuau fluorimetre a 460 nm. La spécificité
de la réaction peut étre vérifiée a I'aide d’un bitaur spécifique.

Activité Chymotrypsine-Like

Le peptide Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC est ici utilis@mme substrat fluorogénique. La
spécificité de la réaction peut étre vérifiée akad’un inhibiteur spécifique du complexe 20S,
le peptide Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-Leu-CHO.

Réactifs et solutions

Milieu réactionnel :
Le milieu réactionnel est un tampon imidazole 68ahL™ pH = 7,4.
Peser 408,6 mg d’'imidazole (PM = 68,1 g.ioDissoudre dans 90 mMH,0.

Ajuster le pH a 7,4, puis compléter le volume fi@allO0 mL ave®H,O dans une
éprouvette graduée.

Solution AMC étalon :

La solution étalon est une solution de 7-aminoéthyl-coumarin (Sigma A-9891,
PM = 175,2 g.mdl). Peser 7 mg d’AMC et dissoudre avec 10 mL de DM&®@s une
éprouvette graduée (solution mére & 4 mmyl.Aliquoter et conserver a —20°C a l'abri de la
lumiére. Le jour de I'expérimentation, faire undution au 1/408™° de cette solution mére
avec AH,O, soit 5 pL d’AMC et 1995 pulLAH,O pour obtenir une solution finale a

10 pmol.L. Cette solution sera utilisée pour I'étalonnage.

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Suc-LLVY-AMC) 10 ohi™ :
Reprendre 25 mg de  Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC  (Bachemni-1395,
PM = 763,9 g.mat) avec 3,27 mL de DMSO. Aliquoter sous 100 pL etsasver & -20°C.

Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-Leu-CHO 10 mmolL:
Reprendre 5 mg de Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-Leu-CHO (Bam C-3900,
PM = 618,8 g.mat) avec 801 pL de DMSO. Aliquoter sous 20 L et eovsr & —20°C.
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Etalonnage

pmoles AMC 0 40 80 120 160  20(
AMC 10 pmol.L", uL 0 4 8 12 16 20
MR, pL 1000 | 996 | 992 988 984 980

Faire une calibration du fluorimétre entre 0 et 25Qecitation= 380 NM A emission= 460 NmM

Mesure de la vitesse de réaction

Les extraits sont préparés avec un tampon HOODut&jalans I'ordre les réactifs suivants :

Muscle frais Muscle lyophilisé Extrait cellulaire
980 uL MR 965 pL MR 985 uL
32 pg de protéine (environ40 g de protéine (environ 5 uL pur
10 pL d’extrait protéique) 25 pL d’extrait protéique

10 pL de Suc-LLVY-AMC 10 mmol.Lt (100 nmoles, soit 100 pmol-lfinal dans le tube)

Suivre la réaction au fluorimetrg §citation= 380 NM el ¢mission= 460 Nm) pendant 10-20 min.
Pour s’assurer de la spécificité de la réaction ¢as de changement de fournisseur par
exemple), ajouter les réactifs suivants :

- 978 uL de MR

- 30-40 ug de protéine (environ 10 pL d’extrait prgtie)

- 2 uL d'inhibiteur Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-Leu-CHO 10 mol.L™, soit 20 pmol.L* final
dans le tube de mesure

- laisser incuber 15 min & température ambiante

- ajouter 10 pL de Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 10 mMis100 umol.L* final dans le
tube de mesure). En présence d’inhibiteur, la #soence n’évolue pas.

Ordre de grandeur150-200 pmol.mif.mg* protéine (tissu frais)

10 pmol.mitt.mg* protéine (tissu lyophilisé)
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Activité Trypsine-Like

Le peptide Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC est ici utilisdmme substrat fluorogénique.
La spécificité de la réaction peut étre vérifiéel'aide d'un inhibiteur spécifique : la
leupeptine.

Réactifs et solutions

Milieu réactionnel

Tris-HCI (PM = 157,6 g.md) 1,97 g

MgCls, 6H,0 (PM = 203,3 g.mdl) 508,25 mg

DTT (PM = 154,2 g.mat) 38,55 mg

Ajuster le pH a 8 et compléter le volume a 250 méca\H,0 a l'aide d'une éprouvette
graduée.

Solution AMC étalon :
Voir activité chymotrypsine-like

Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC (Boc-LSTR-AMC) 2 mmidl.L

Reprendre 5 mg de Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC (Sigm&@36 ou Bachem [-1940,
PM = 732,8 g.mat) dans 341QL de DMSO (possibilité de reprendre avec 2 mL DM&O
1410 pLAH,0). Aliquoter sous 500 pL et conserver a -20°C.

Etalonnage

Si la vitesse de réaction attendue est faiblestipessible de faire une courbe étalon entre 0 et
100 pmoles d’AMC.

pmoles AMC 0 40 80 | 120 160  20¢
AMC 10 pmol.L%, pL 0 4 8 12 16 20
MR, pL 1000 | 996 | 992| 983 984 980

Faire une calibration du fluorimetre entre 0 et.256itation= 380 NM el ¢mission= 460 NM
Attention : le substrat Sigma possede une aut@kemnce importante.

Mesure de la vitesse de réaction

Les extraits sont préparés avec un tampon HOODut&jalans I'ordre les réactifs suivants :

Muscle frais Muscle lyophilisé Extrait cellulaire

957,5 uL MR 940 pL MR 960 pL

24 ug de protéine (environ40 g de protéine (environ
5 uL pur

7,5 pL d’extrait protéique) 25 pL d’extrait protéique

35 pL Boc-LSTR-AMC 2 mmol .t
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Suivre la réaction au fluorimétre {xcitation= 380 NM efh gmission= 460 NmM) toutes les 15 min
pendant 120 min.

Pour s’assurer de la spécificité de la réactiomytay les réactifs suivants :

-972 puL de MR

- 8 pL d’extrait protéique pur

- 10 pL d'inhibiteur leupeptine 10 mmol‘L

- laisser incuber 15 min a température ambiante

- ajouter 10 pL de Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC 2 mmét.LEn présence d'inhibiteur,
la fluorescence n’évolue pas.

Ordre de grandeur : 20 pmol.rifimg* protéine (tissu frais)
7 pmol.mitt.mg* protéine (tissu lyophilisé)
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Luminex

Principe

Ce systéme multi-analytique est constitué d’'un cgimenen flux a deux lasers. La
puissance de ce systeme réside dans le fait gi'jassible d’analyser simultanément jusqu’a
100 types de microsphéres par puits. Les applicaont nombreuses. Les deux plus grands
domaines concernés sont la génétique grace a @iomad’hybridation moléculaire, et
'immunologie, grace a la réaction antigéne-anfisorC’est cette derniére réaction que I'on
utilisera pour la révélation de protéines d’interét
- les microsphéres :

Il s’agit de billes de 5,6 um de diameétre marqugas incubation dans des bains
renfermant un mélange de deux solutions fluoresseia solution fluorescente est piégée a
l'intérieur de la microsphére. En variant la prdpmr des deux fluorochromes, on obtient une
gamme de 100 microspheres, avec pour chacune imuaigue selon l'intensité de la
fluorescence émise par les deux fluorochromes dams spectre d’émission respectif :

fluorescence rouge (675 nm) et infra-roug@éi5 nm).
- le cytometre :

Il comporte un laser rouge a diode (633 nm) ertites fluorochromes a l'intérieur
des microspheres, permettant ainsi d’'identifiecigg@ment la microsphére et ainsi la protéine
d’intérét, et un laser vert (532 nm) qui excitéllemrochrome reporter (phycoérythrine PE) lié
a la biotine, permettant dans ce cas de quantgigrotéine d’intérét.

Phycoérythrine ..
yeoeryt Emission

=" 575 nm

t

Laser Streptavidine
633 nm
Solutions
Dilution des anticorps et fluorochromes :
Billes 1 /%e
Biotine 1/908

Phycoérythrine PE 1585

Protocole

1. Imbiber les puits de la plaque 96 puits avec desBa buffer. Aspirer.

2. Charger les billes. Aspirer.

3. Laver les puits avec 50 pL d’assay buffer avecraipn. Répéter cette opération 2
fois.

4. Charger les extraits.

5. Incuber toute la nuit a 4°C sous agitation (30 sdes a forte puissance puis plus
doucement). Le lendemain, aspirer.

6. Laver les puits avec 50 pL d’assay buffer avecratipn. Répéter cette opération 2
fois.

7. Charger la biotine.
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8. Incuber 1 heure a température ambiante sous agitg8D secondes a forte puissance
puis plus doucement). Aspirer.

9. Laver les puits avec 50 pL d’assay buffer avecraipn. Répéter cette opération 2
fois.

10.Charger la phycoérythrine (PE).

11.Incuber 15 min a température ambiante (30 secodiase puissance puis plus
doucement).

12. Ajouter I'amplificateur.

13.Incuber 15 min a température ambiante sous agitédi@secondes a forte puissance
puis plus doucement). Aspirer.

14.Laver les puits avec 50 uL d’assay buffer avecraipn. Répéter cette opération 2
fois.

15.Resuspendre les extraits avec 150 pL d’assay bpdiepuits.

16.Lire la plague avec le Luminex.
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Electrophorése SDS-PAGE

Solutions

Ammonium persulfate 10 %
Peser 0,5 g d’ammonium persulfate (Sigma A9164)s#r le volume a 5 mL aved,0.

Glycérol 50 %
Réchauffer le glycérol a 50°C pendant 30 min.

20 mL de glycérol 100%
20 mLAHO
Conserver a température ambiante.

SDS 10 %
Peser 25 g de SDS. Ajuster le volume final avecrBBQ\H,O dans une éprouvette graduée.
Conserver a température ambiante.

Tampon 4x pour gel de séparation
1,5 mol.L* Tris 18,15 g Tris base (PM = 121,1 g.fol
Ajuster le pH & 8,8 avec HCI. Ajuster le volumeafia 100 mL aveaH,O. Conserver a 4°C.

Tampon 4x pour gel de concentration
0,5 mol.L’* Tris 6 g Tris base (PM = 121,1 g.niipl
Ajuster le pH & 6,8 avec HCI. Ajuster le volumeafia 100 mL aveaH,O. Conserver a 4°C.

Bleu de bromophénol 1 %
Peser 100 mg de bleu de bromophénol. Dissoudreld®/ed.AH,0O. Conserver a 4°C.

Solution A : acrylamide/bisacrylamide 40 % (29:%)dma A7802)
38,7 % (w/v) acrylamide
1,3 % (w/v) bisacrylamide
Conserver a 4°C au réfrigérateur a I'abri de lai@ren(substance neurotoxique).

Temed (Sigma T-9281)
Conserver sous la Sorbonne, a température ambiante.

Tampon d’échantillon 4x (Laemmli buffer)

Tris 250 mmol.C* 1,51 g Tris base (PM = 121,1 g.Mpl
Glycérol 20 % 20 mL glycérol 50 %

SDS 4 % 20 mL SDS 10 %

Bleu bromophénol 0,04 % 20 mg bleu bromophénol

Ajuster le pH a 6,8 avec une solution HCl. Complé&tevolume final & 45 mL avec
AH,0 dans une éprouvette graduée. Aliquoter sous 1Solution stable plusieurs mois a
température ambiante. Le jour de I'expérimentaijouter 10 % (v/v) d@-mercaptoéthanol
(50 pL dep-mercaptoéthanol pour 450 pL de tampon). SB-mercaptoéthanol n’est pas
requis (voir fiche technique des anticorps pringir&eompléter alors avetH,O (50 pL
AH,O pour 450 pL de tampon).
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Tampon électrophorése 1x 10x
Tris 25 mmol.L* 3 g Tris base (PM = 121,1 g.nt)l 309
Glycine 192 mmol..' 14,41 g glycine (PM = 75,07 g.mbl 144,1 g
SDS 0,1 % 10 mL SDS 10 % 100 mL

Ajouter 950 mLAH,0. Vérifier le pH qui doit étre autour de 8,3-8ahs ajustement. Ajuster
le volume final a 1 litre dans une éprouvette gémdConserver a 4°C.

Solution de coloration au bleu de Coomassie

1 g Brilliant Blue G (Sigma B 0770)

450 mL methanol

450 mLAH0

100 mL acide acétique glacial
Agiter toute la nuit, puis filtrer pour enlever Iparticules de colorant non dissoutes. Stable
plusieurs mois a température ambiante.

Solution de décoloration
100 mL méthanol
100 mL acide acétique glacial
800 mLAH,0
Stable plusieurs mois a température ambiante.

Préparation du gel

A. Mise en place des plaques d’électrophorese
Porter des gants pour I'ensemble de la préparaiettoyer les plaques au micro 90
en vérifiant 'absence d’'impuretés a leurs surfaascer abondamment avael,O. Enlever
les dernieres impuretés a l'aide de l'air comprirhés mettre en place en suivant les
indications du fournisseur (BioRad). Vérifier I'ajament des plaques et des spacers (1,5
mm) afin d’éviter les fuites lors du coulage.

B. Préparation et coulage du gel de séparation
Le pourcentage en acrylamide/bisacrylamide dudgeképaration est déterminé en
fonction de la taille des protéines d’intérét.

% en acrylamide Résolution
15 % 15 a 70 kDa
12 % 15 a 90 kDa
10 % 30 & 100 kDa
7,5 % 40 a 200 kDa
gradient progressif 60 a 212 kDa

Prévoir 8 mL pour un mini-gel Protean Il avec sgrade 1,5 mm. A préparer le jour de
I'expérimentation.
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Pour 1 mini-gel

7,5 % 10 % 125% | 15%
Acrylamide/bis Solution A40% | 15mL| 2mL 25ml n8
Tampon 4x gel de séparation 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL|
SDS 10 % 80 pL 80 pL 80 pL 80 pL
AH>0 442 mL| 3,92mL 342mlL 2,92m

L

Les concentrations finales de Tris et SDS sont nisenent de 0,375 mollet 0,1 %.

Pour 2 mini-gels

7,5 % 10 % 125% | 15%
Acrylamide/bis Solution A 40 % | 3 mL 4 mL 5mL 6 mL
Tampon 4x gel de séparation 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL
SDS 10 % 160 uL| 160 pl| 160 pull 160 pL
AH>O 8,84 mL| 7,84 mL 6,84 mL 5,84 mL

176

Les concentrations finales de Tris et SDS sompeiement de 0,375 mol'Let

0,1%.

La copolymérisation de I'acrylamide et du bisaamyide est initiee par I'addition

d’ammonium persulfate (APS)

au

1/206

(Viv)

et

d'un

accélérateur

le

tétraméthyléthyléthylénediamine (TEMED) au 1/2800(v/v). Attendre que les réactifs
soient a température ambiante, puis préparer leageie indiqué ci-dessous :

Solutions 1 mini-gel| 2 mini-gels
Solution gel de séparation 8 mL 16 mL
APS 80 pL 160 pL
Temed 4 uL 8 uL

Couler a I'aide d’'une pipette. Le niveau doit &jesté de telle sorte que le niveau soit
a 1-1,5 cm environ en dessus du bord supérieur adelus petite plaque. Ajouter
immédiatement et délicatemesiti,O. La polymérisation compléte nécessite enviromvrh
Rincer la surface du gel avedd,0. A ce stade le gel peut étre conservé 24 heude€a
Dans ce cas, ajouter du tampon 1x gel de sépanadianéviter que le gel ne se desséche.

C. Préparation et coulage du gel de concentration
Le gel de concentration est un gel a 4 %. Pré&&mL pour un mini-gel Protean Il

avec spacer de 1,5 mm. A préparer le jour de 'exphntation.
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1 mini-gel | 2 mini-gels
4 % 4 %
Acrylamide/bis Solution A 40 % 250 pL 500 pL
Tampon 4x gel de concentration 625 pL 1,25 mL
SDS 10 % 25 uL 50 pL
Bleu bromophénol 1% 10 pL 20 uL
AH,0 1,5mL 3 mL

Les concentrations finales de Tris, SDS et blebrdenophénol sont respectivement
de 0,125 mol.L%, 0,1% et 0,04%.

La copolymérisation de l'acrylamide et du bisaonyide est initiee par [I'addition
dammonium persulfate (APS) au 1/£00 (v/v) et dun accélérateur le
tétraméthyléthyléthylénediamine (TEMED) au 1/18U0(v/v). Attendre que les réactifs
soient a température ambiante, puis préparer leageie indiqué ci-dessous :

Solutions 1 mini-gel| 2 mini-gels
Solution gel de concentration 2,5 ml 5mL
APS 25 pL 50 pL
Temed 2,5puL 5uL

Verser le gel de concentration avec une pipettes piettre le peigne en position. Laisser
polymériser au moins 30 min.

D. Mise en place des plagues d’électrophorése dans lave
Dégager le cadre de coulage. Avec une feuilleagigep enlever les débris polymérisés
au bas du gel. Mettre en place les plaques aves $ypports dans la cuve d’électrophorese.
Verser le tampon d’électrophorese de facon a égales niveaux de part et d’autre des
plagues. Enlever délicatement les peignes, puisyestles puits a I'aide d’une seringue de
facon a enlever les débris de gel qui pourraieiectdr la migration.

Préparation, chargement et migration des échantillos

A. Préparation

Dans un tube Eppendorf 0,5 mL combiner 3 volumésitintillon protéique a 1
volume de tampon d’échantillon 4x contenanfelaercaptoéthanol 10 % (v/v). Vortexer.
NB : attention certains anticorps primaires ne nécegsgas de-mercaptoéthanol (voir la
fiche technique de 'anticorps). Dans ce cas ajal®o (v/v)AH0.

Chauffer a 100°C pendant 3 min.

Centrifuger brievement (3 secondes) pour récupkrevolume. Charger ensuite
rapidement les échantillons dans les puits.

B. Chargement
Charger délicatement I'échantillon dans le puitsuéilisant les cénes prévus a cet
effet. Faire attention a ne pas introduire de lsullair. Prévoir un puits pour le marqueur de
poids moléculaire (5 pL). Mettre en place la cui@ettrophorese dans le bac de glace.
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C. Migration

Fixer les électrodes. Des bulles d’air doivent@enkr lorsque le courant passe. Le
front de migration est indiqué par le bleu de brph@nol contenu dans le tampon
d’échantillon et le gel de concentration.

Faire migrer a 80 V pendant 15 min puis augmemteemnsion (90 V puis 110 V) et
laisser migrer plusieurs heures.

Couper l'alimentation. Enlever les plagues délicsat. Couper le coin gauche en
haut du gel afin de garder I'orientation.
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Western Blot

A. Solutions

Tris Buffered Saline 10X (TBS 10X)
Tris 100 mmol.[* 12,11 g de Tris base (PM = 121,1 g.Hol
NaCl 1,5 mol.[* 87,66 g de NaCl (PM = 58,44 g.ritpl

Ajouter environ 950 mIAH,O dans un bécher. Ajuster le pH a 7,5. Ajuster leme final a
1 litre dans une éprouvette graduée axet;O. Autoclaver. Diluer au 1/£0° dans une
éprouvette graduée pour utilisation (100 mL de TBX + 900 mLAH0).

Conserver a température ambiante.

TBS 1 X-Tween-20 0,05 %

Tris 10 mmol.C*

NaCl 150 mmol.r*

Tween-20 0,05 %
A 1 litre de tampon TBS 1X, ajouter 500 pL de Twénpréalablement réchauffé a 40°C.
Bien agiter. Conserver a température ambiante.

Tampon de transfert (tampon Towbin)

1x 10x
Tris 25 mmol.[* 3,03 g de Tris base 30,3 g Tris
Glycine 192 mmol.[* 14,4 g de glycine 144 g glycine
Méthanol 20 % 200 mL de méthanol
(SDS 0,1 %) (1 g SDS) (10 g SDS)

Si le tampon est préparé 10X, le méthanol est @jmrs de la dilution du 10X, c’est a dire
100 mL tampon 10X, 700 mAH,O et 200 mL méthanol.

Ajuster le volume a 950 mL avedd,0 dans un bécher. Le pH doit étre environ det8)(2.

Le méthanol améliore I'absorption sur une membradee nitrocellulose, mais diminue

I'efficacité du transfert. L'ajout de SDS 0.1 % dafe tampon de transfert augmente
I'efficacité du transfert, mais diminue la capadtla membrane a fixer les protéines.

Rouge Ponceau
Ponceau S 0,2 %
Acide trichloroacétique 3 %
Acide sulfosalicylique 3 %
Ajouter 180 mLAH,0O a 20 mL de Ponceau S concentrate (Sigma P 7767).

Transfert liquide sur membrane des protéines

A. Préparation de la membrane de transfert

Mesurer la taille exacte du gel qui devra étragfére.

Découper 2 morceaux de papier de transfert légaresupérieurs a la taille du gel
soit 8,5 x 6 mm (Gel-blotting paper GB 003, ScHieic& Schuell).

Découper un morceau de membrane de nitrocelldleda taille des papiers. Faire un
repere pour orienter la membrane en coupant undmla membrane. Utiliser des membranes
de porosité 0,2 um pour les protéines de poids cutdées inférieurs a 100 kDa. Sinon
utiliser les membranes 0,45 pum.
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Tremper tres progressivement la membrane de sltubese dans le tampon de
transfert (dans du méthanol pur pour les membrBMW3F). Laisser a 4°C pendant 30 min.
Cette étape est importante car elle permet d’élatésrmation de micro-bulles qui pourraient
affecter le transfert.

B. Le transfert

Enlever le gel de concentration. Faire un repére diorienter le gel en coupant le
coin supérieur gauche. Tremper le gel pendant 30dans le tampon de transfert a 4°C afin
d’éliminer I'exces de SDS.

Faire tremper les feuilles de blotting paper dartampon de transfert.

Tremper un pad mousse dans le tampon de trankéedisposer sur la face négative
noire du sandwich, proche du c6té avec les chasiér

Prendre une feuille de blotting paper et la dispasir le pad mousse. Chasser les
bulles en roulant une pipette sur le papier de teans

Déposer délicatement le gel en mettant le coin €amphaut a droite.

Disposer la membrane de transfert sur le gel sarfacorrespondre les entailles. Ne
pas enfermer de bulles entre le gel et la membrane.

Prendre une seconde feuille de blotting papea didposer sur la membrane. Chasser
les bulles en roulant une pipette sur le papidratesfert sans trop appuyer pour ne pas dilater
le gel. Tremper un pad mousse dans le tampon deférd Le disposer sur le haut du
sandwich.

Fermer délicatement le sandwich. Le mettre eneptians son support, noir contre noir
et blanc contre rouge.

Mettre en place la cuve de transfert dans la glsiedtre en place le support dans la
cuve de transfert, puis verser du tampon de trensfegu’a ce que le gel soit complétement
immergé. Positionner ensuite le systeme réfrigazantenant de la glace.

Transférer a ampérage constant a 4°C pendantphsdieures, généralement 400 mA
pendant 2 heures.

Au terme du transfert, prélever délicatement leegda membrane pour les mettre a
colorer dans 2 solutions : rouge Ponceau pour lalmane et bleu de Coomassie pour le gel.

Coloration au rouge Ponceau (étape facultative)

Cette étape est facultative. Elle permet cependantérifier que le transfert des
protéines du gel sur la membrane a correctementiéome.

Tremper pendant 5 min la membrane dans la soldgaiouge Ponceau sous agitation.

Sauver le Ponceau pour une utilisation ultérieRiacer la membrane avec du TBS 1
X, et observer les bandes de protéines coloréesuge.

Laver deux fois la membrane avec du TBS 1 X penflanin (2 x 5 min) de facon a
décolorer completement la membrane. Les bandessaugealors complétement disparues.

Coloration et décoloration

Le processus de coloration/décoloration permet dealiser les bandes protéiques
du gel. Il est généralement effectué aprés le feanafin de vérifier la qualité de ce transfert.
Apres coloration tout transfert sera impossibleleaprotéines ont été fixées par le colorant.

Laisser incuber le gel pendant 4 heures dans lgieolde bleu de Coomassie sous
agitation. Sauver la solution de coloration poug antre utilisation.

Ajouter la solution de décoloration. Mettre uneilfeude papier absorbant ce qui
permettra de piéger le colorant qui est libére.

Réaliser un autre bain lorsque la solution de aéeatibn est saturée par le colorant.
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Répéter I'opération jusqu’a ce que le gel soit cletgoent décoloré (ou laisser sous
agitation toute la nuit en recouvrant de papietudf@our emprisonner I'odeur). Sauver les
derniers bains de décoloration pour une réutibsati

Déposer le gel sur une feuille de papier Whatmach& pendant 45 min avec le
sécheur de gel.

Blocage de la membrane

Cette étape permet de bloquer les sites de fixgtimtentiels non spécifiques des
anticorps sur la membrane en la saturant avec @ésimes du lait (caséine). Il en résultera
une diminution du bruit de fond lors de la réva@ati

Préparer une solution 5 % Régilait délipidé dangB6 1X (5 g de Régilait/100 mL
de TBS 1X). Agiter pendant 5 min pour dissoudrBdgilait.

Faire tremper la membrane pendant au moins une [sews agitation a température
ambiante dans la solution TBS 1X-Régilait 5 %.

Laver la membrane avec du TBS 1X pendant 10 min.

Marquage de la membrane avec I'anticorps primaire

Préparer une solution 1 % Régilait dans du TBYJ@,X g de Régilait/50 mL de TBS
1X) ou une solution 5 % BSA dans du TBS (0,5 g &R0 mL) selon fiche technique de
'anticorps. Le détergent Tween-20 (0,05 % a 1 ®&)t@tre ajouté pour diminuer la fixation
non spécifique de I'anticorps.

Recouvrir une plaque en verre avec du parafilmdisposer dans un plateau.

Préparer I'anticorps primaire a la dilution appiép dans TBS 1X-Régilait 1 %. Les
anticorps primaires sont genéralement préparés @warutilisés a des dilutions allant de
1/25G™ a 1/1000™° Compter environ 4 mL de TBS 1X-Régilait 1 % paome membrane
entiere.

Déposer la solution contenant I'anticorps sur deafilm, puis disposer la membrane
de telle sorte que la face avant (face protéiqoie)as contact du parafilm. Eviter la formation
de bulles qui pourraient prévenir la fixation denkicorps.

Déposer ensuite 1 mL de solution contenant I'anpis sur la face arriere. Disposer
une coupelle remplie d’eau. Recouvrir avec du pagdigminium.

Laisser incuber une heure a température ambianti@utella nuit a 4°C.

Laver ensuite 2 fois la membrane avec TBS 1X-Tw&e8,05 % pendant 5 min (2 x
5 min).

Laver la membrane avec TBS 1X pendant 10 min.

Marquage de la membrane avec I'anticorps secondaire

Recouvrir une plaque en verre avec du parafilm.

Préparer l'anticorps secondaire a la dilution appée dans TBS 1X-Régilait 1 %
préparé lors du marquage avec l'anticorps primalres anticorps secondaires sont
généralement préparés a des dilutions s’étendadf/ 0™ a 1/5000™ (en fonction du
systeme de révélation). Vérifier la compatibilité Banticorps secondaire avec I'hdte dans
lequel a été produit I'anticorps primaire : si limorps primaire a été produit chez le lapin,
s’assurer que l'anticorps secondaire est bien uAlamh. Compter environ 2 mL TBS 1X-
Régilait 1% pour un mini-gel. Le détergent Tween@®5 % a 1 %) peut étre ajouté pour
diminuer la fixation non spécifique de I'anticorgecondaire.

Déposer 1 mL de TBS 1X-Régilait 1 % sans anticapse parafilm, puis disposer la
membrane de telle sorte que la face arriere noigret soit au contact du parafilm.
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Déposer ensuite 2 mL de TBS 1X-Régilait 1 % avdarps sur la face protéique de
la membrane. S’assurer que la totalité de la memaebest recouverte. Recouvrir 'ensemble
pour le protéger.

Laisser incuber une heure a température ambiantigutella nuit a 4°C.

Laver ensuite 2 fois la membrane avec TBS 1X-Tw@&6d % pendant 5 min (2 x 5
min). Laver la membrane avec TBS 1X pendant 10 min.

Révélation de la membrane

A. Préparation des réactifs de développement et de réhation
Développeur : 50 mL développeur + 200 mH,O. Conserver a I'abri de la lumiere
dans un flacon bouché recouvert de papier aluminium
Fixateur : 50 mL fixateur + 200 mAH,O. Conserver a 'abri de la lumiere dans un
flacon bouché recouvert de papier aluminium.

B. Reéaction de révélation (en chambre noire)

Préparer la solution de révélation en ajoutantalome de solution A et un volume de
solution B (ECL, Amersham RPN2109) (le volume dsedhaution A est identique a celui de la
solution B). Compter environ 3 mL au total par rrgei.

Enlever I'exces de la derniére solution de rincaDeposer la membrane face
protéique en avant sur une plaque de verre.

Recouvrir completement la membrane avec la solud@mévélation. Laisser incuber
une min a l'abri de la lumiére. La technique deététion est basée sur la réaction
chimioluminescente catalysée par HorseRadish Rias&ien présence du substrat luminol.

Enlever rapidement I'exces de solution de révétatpuis déposer la membrane, face
protéigue sur le dessus, dans une cassette préseteefet. Recouvrir la membrane avec un
transparent type rétroprojecteur en évitant la &iirom de bulles. Ne pas sécher completement
la membrane qui doit toujours rester humide.

Placer le film directement contre la membrane reede du transparent. Noter les
contours de la membrane sur le film. Fermer laatts#\ttention ne pas exposer les films a
la lumiére blanche.

Les temps d’exposition sont variables et dépendent'abondance de la protéine
d’intérét, de l'activité HRP et de la sensibilité dysteme de révélation. Généralement, se
fixer un temps d’exposition de 15 min, puis I'agrsén fonction de l'intensité du signal.

C. Développement du film

Placer en série 3 bacs d’'incubation contenant tame le développeur, de I'eau du
robinet et le fixateur.

Une fois le temps d’exposition écoulé, prendrdilla de la cassette. Le tremper
entierement pendant 1 min dans le développeur.

Rincer ensuite le film dans le bac contenant el@u’du robinet.

Tremper ensuite entierement le film dans la sotude fixation pendant 3 min.

Rincer abondamment le film a I'eau du robinet.skar sécher.

Vérifier que le signal n'est pas surexposeé. Sirepommencer I'exposition avec un
temps plus court, ou attendre une dizaine de msraxant de remettre le film au contact de la
membrane.
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Quantification du Western blot avec ImageJ

Scanner le film (enregistrer sous forme IMG ou JPEG

Tableau de quantification :

183

Intensité | Aire Intensité (Intensité Intensité | Aire Intensité | (Intensité Tache| Moyenne
Tache Blanc Tache -Blanc)| Tache Blanc - Blanc) x Aire des 2
x Aire
Tache 1
Tache n
Tache n+1

Ouvrir le film : File > Open > Film n°

Aller dans :Edit > Invert

Aller dans :Image > Type > 8-bit

Paramétrer le logiciel Analyze > Set Scale > Distance in Pixels: 1 mm moWn

Distance : 1 > Pixel Aspect Ratio : 1.0 > Unit ofhgth : mm (scale : 1 pixel/mm)

Analyze > Set Measurements :

Area
Mean Gray Value

Entourer la tache a l'aide dePolygon selections puis cliquer suAnalyze > Measure

ou Ctrl + M. On obtient un tableau de résultatscalare et I'intensité moyenne de la

tache.

- Pour le Blanc, entourer une partie du blanc essule de chaque tache Ceci
représentera I'intensité moyenne du bruit de fond.

Reproduire la quantification 2 fois

Calculer : (Intensit@ache— INteNSitésjang X Aire tache

Faire la moyenne des 2 quantifications obtenues.
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PwpNdPE

6. CblCurvepour voir la courbe Equationdonne I'équation de la courbe avec

Dosage protéique (Spectrometre UV-1800)

Allumer le spectrométre 15 min a I'avance (inisalion)
Choix du mode Bio-methodtaper 7)
Choix de la méthodeLowry (taper 2)
Choisir les caractéristiques :
Exemple :
- 2=750 nm
- Method : multipoint N° of Std : 6
Order : 1
@ intercept : OFF
- No.of Meas. : 1
- Unit: pg.plt

184

Définir une courbe étalonCbICurve—= New Calibre~ Rentrer les concentrations

(ENTER) — Multi-Cell sequential meas. (ENTER3 START

Exemple :
-0

- 10

- 20

- 30

- 40

- 50

Absorbance = K1*C + KO etr

7.

Mesure des échantillondteasScrn—= START

A La cuve 1 se situe en bas et la 6 en haut !

La concentration donnée est fonction de la degréeurbe étalon enregistrée.
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Maintenance cellulaire (C2C12, L6)

Les réactifs

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (DPBS) avét Ca
Biowhittaker BE-12-604F
DPBS/1.25 mM EDTA sans €a
Peser 183 mg EDTA pour 500 mL DPBS
Trypsine-EDTA 1X
Sigma T-3924
Dulbecco’s Maodified Eagle Medium (DMEM)
Biowhittaker BE-17-512F
Pénicilline/Streptomycine
Sigma P-0781
Amphotéricine B
Sigma A-2942
Fetal Calf Serum (FCS ou FBS)
PAA A15-151 500 mL
Horse Serum
PAA B11-021 100 mL
Diméthyl sulfoxide
Sigma D-5879

MILIEU DE PROLIFERATION: 500 mL de DMEM High Glucose + 5 mL de
Peénicilline/Streptomycine (soit 1 % P/S) + 50 mLS-Bold (soit 10 % FBS Gold) + 5 mL
d’Amphotéricine B.

MILIEU DE DIFFERENCIATION : 500 mL de DMEM High Glucose + 5 mL de
Pénicilline/Streptomycine (soit 1 % P/S) + 10 mkuse de cheval (soit 2 % sérum de cheval)
+ 5 mL d’Amphotéricine B (soit 1 %)

Protocole de trypsination

Mettre en route le bain-marie (a 37°C) 30 min avdmtcommencer la trypsination.
Mettre dans le bain-marie un Falcon de trypsinemdieu de culture DMEM, diDPBS avec
Ca’*" et duDPBS sans C4".

Rentrer toutes ces bouteilles dans le PSM.

1. Prendre la flasque contenant les cellules (adiveés et non adhérentes). Aspirer ou
verser le milieu de culture (contenant les cellulea adhérentes) dans un bécher javellisé.
Récupérer les cellules adhérentes par trypsination.

2. Rincer 1 fois les cellules adhérentes avec 5deDPBS avec C&" pour une boite
de 100 mm, ou avec 25 mL @PBS avec C& pour une flasquePréalablement, rincer
« I'aspirateur » avec de I'éthanolspirer ou verser le milieu dans le bécher jasélli

3. Rincer avec 5 mL dBPBS sans C& pour boite de 100 mm, ou avec 25 mL de
DPBS sans C& pour une flasquePréalablement, rincer « I'aspirateur » avec de Htiénol.
Aspirer ou verser le milieu dans le bécher javéllis

4. Ajouter 2,5 mL déDPBS sans C& + 250 pL de Trypsine pour une boite de 100
mm, ou 9 mL déDPBS sans C& + 1 mL de Trypsine pour une flasque.

5. Répartir la solution sur toute la surface digeleque par un mouvement circulaire.
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6. Incuber la flasque pendant 3 min a 37°C. Pangatemps d’incubation, préparer
des Falcons.

7. Choquer la boite ou la flasque afin de bieroliéicles cellules adhérentes restantes.

8. Récupérer les cellules de la boite dans un RdléomL ou dans un Falcon 50 mL
pour les cellules issues de la flasque.

9. Rincer avec 5 mL d&PBS avec C4' pour inhiber I'activité de la trypsine pour une
boite de 100 mm, ou avec 10 mL B®BS avec C& pour une flasque. Verser le contenu
dans le tube Falcon précédemment utilisé.

Réitérer cette étape une seconde fois.

10. Centrifuger a 800 g (2 000 rpm) pendant 3 ntem@pérature ambiante.

11. Eliminer le surnageant et resuspendre déliate les cellules dans un volume
adéequat d®MEM (1 mL voire 1,5 mL).

12. Flucher (resuspendre) 29 fois les cellules.

Numération cellulaire

1. Dans un tube eppendorf (1,5 mL), ajouter 10 pID&BS avec C&'", 2,5 pL de
bleu trypan et 12,5 pL de suspension cellulairétdacau préalable) (sous le PSM). Le bleu
trypan (qui se colore les noyaux des cellules sppiermet de différencier les cellules mortes
(bleues) des cellules vivantes. Bien agiter la susipa cellulaire lors du pipetage afin que la
prise reflete au mieux la concentration réelle dartsbe. Déposer 10 pL par capillarité entre
lame et lamelle sur une lame de Neubauer.

2. Calculer la moyenne de 2 comptages de la fagmante :

C = n/v ol ¢ est la concentration cellulaire I(des.mL"), n le nombre moyen
de cellules comptées et v le volume de comptagéadame. Ce volume est de 0.1 msoit
10* mL pour une lame Neubauer. La formule devient :

Niotas = N X 10 000 x 2 x V, le facteur 2 tenant comptdadilution lors de la
préparation des cellules et le facteur V tenantptendu volume total de reprise des cellules
au terme de la trypsination.

Ensemencement des cellules

Pour un ensemencement dans une flasque de cultuépartition dans des boites de
culture :

1. Faire une numération.

2. Resuspendre les cellules avec un volume agprdprDMEM de fagon a obtenir la
concentration cellulaire souhaitée (20 mL de DMEMGO pL de cellules dans le milieu
DPBSavec C&*. Ensemencer.

P.S :- 1 flasque de 175 cfoontient 750 000 cellules.
- 1 boite de 100 mm contient 250 000 ¢edtlu
- 1 plaque 6 puits contient 40 000 ce8iipeits.
Volume a respecter pour les ensemencements :
Boite 60 mm : 4 mL
Boite 100 mm : 10 mL
Flasque de propagation 175Tn20 mL

E. Différenciation des cellules

1. Dans la bouteille de DMEM (500 mL), ajouter 5 ahPénicilline/Streptomycine
(soit environ 1 % déPénicilline/Streptomycing et 10 mL deFetal Horse Serum(soit
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environ 2 % deFetal Horse Serun). Ce nouveau milieu constituera le milieu de
différenciation. Chauffer ce milieu au bain-mai&{C).

2. Aspirer le milieu DMEM des boites et ajouter D@L de ce milieu de
différenciation.

3. Mettre les boites dans I'incubateur.

Congélation des cellules

A partir de cultures secondaires :

1. Eliminer le milieu de culture.

2. Trypsiniser les cellules.

3. Centrifuger a 800 g pendant 3 min a températoreiante.

4. Eliminer le surnageant et resuspendre délicenéres cellules avec un volume
adéequat de DMEM.

5. Faire une numération cellulaire. Pendant la ération, centrifuger les cellules a
800 g pendant 3 min a température ambiante.

6. Resuspendre le culot de cellules avec la solute congélation de fagcon a avoir une
concentration finale de 1 million de cellules.fhte solution de congélation. Transférer les
cellules dans un cryotube stérile. Noter le typltulzgre, la concentration exacte, le nombre
de passage et la date sur le tube.

7. Mettre le cryotube a -20°C pendant 24 heures, u30°C pendant 24 heures, puis
le transférer dans Niquide.

A partir de cellules satellites fraichement exésit

1. Aprés la derniére centrifugation (300 g x 2@)niesuspendre les cellules (1 mt.g
de tissu) avec du DMEM 10 % HS + 10 % FCS.

2. Prélever 20 pL pour faire une numération. Pentta numération, centrifuger a
1500 g pendant 2 min a température ambiante.

3. Resuspendre le culot de cellules avec la solute congélation de fagcon a avoir une
concentration finale de 1 & 2 millions de cellulgs? de solution de congélation. Transférer
les cellules dans un cryotube stérile. Noter letgellulaire, la concentration exacte et la date
sur le tube.

4. Mettre le cryotube a -80°C pendant 24 heureais, |p transférer dans,Nquide.

Bien respecter la procédure permet de diminuer helme de cellules mortes lors de la mise
en culture.

Décongélation des cellules

1. Réchauffer les cellules directement a 37°C. ttassvaser dans un tube Falcon 15
mL. Ajouter 4 mL de sérum par million de celluldmale réduire la concentration en DMSO.

2. Centrifuger & 800 g x 3 min afin d’éliminerd1SO.

3. Resuspendre les cellules avec du milieu def@ration. Utiliser environ 1 million
de cellules pour ensemencer une flasque de 175 cm
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Designer des amorces pour PCR

Trouver la séquence codante du géne voulu

Aller sur le site PubMed, taper le géne voulu éenea séquence codante.

Designer des amorces

Allez sur le site Primer3, Primer designing tool

Copier la séquence codante du gene voulu, obta@gégemment sur PubMed.
Les amorces sont établies selon les critéeres sigivan

- Les amorces doivent avoir une taille d’environ 2Q pb
- Lataille de I'amplicon doit étre comprise entreet@50 pb ;
- La température d’hybridation de I'amorce (Tm) &émuence codante doit étre
le plus proche de 60°C (température Optimale) ;
- La différence de Tm des amorces forward et reveesdoit pas excéder 4°C ;
- L’amorce doit finir par une base forte Gou Cen 3
- Il ne doit pas y avoir :
o +de 2 G ouCdansles 3 derniéres bases en 3’ ;
0o +de 3 GouCdansles 6 dernieres bases en 3
o deGenb;
o + de C que de G dans I'amorce.
- Le pourcentage de GC doit étre < 60 % ;
- La self complémentarité doit étre < 6 ;
- L’amorce doit étre a cheval sur 2 exons ;
- Le pourcentage de GC doit étre approximativemennéee dans I'amorce
forward et dans I'amorce reverse.

Une fois les amorces forward et reverse sélectiesniés positionner sur la séquence
codante du géne et isoler la séquence de I'ampliv@nifier que les amorces sont bien
spécifiques au géne recherché (Primer Blast).

Sur le site « Mfold », entrer la séquence de I'acopl dans le menu « Applications-
DNA folding form », et visualiser les repliementst@ntiels de la séquence. Ces repliements
empécheront la bonne fixation de 'amorce sur tpuséce du géne. Il faut donc s’assurer que
I'amplicon se replie le moins possible. Si ce njess le cas, redesigner de nouvelles amorces
en étant plus sélectif.
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Purification de 'ARN

Points importants avant de commencer :

Sauf pour les étapes 4 et 9, travailler entre Z5&E. Travailler rapidement.

Centrifuger a 20-25°C (T° ambiante, 11 000 g)

Tampon RLT : redissoudre tout précipité dans lepmmRLT par chauffage. Ajouter le 13-
mercaptoéthanol avant utilisation : 10 pL pour 1 deLtampon RLT (le mélange se conserve
aTe ?mbiante jusqu’a un mois). On peut remplaeel-mercaptoéthanol par du DTT 2
mol.L™.

Tampon RPE : avant la premiere utilisation ajoudtevolumes d’éthanol (96-100 %) a 1
volume de tampon.

Préparer la solution stock de DNase 1 : dissoudres &50 puL d’eau RNase-free. Ne pas
ouvrir le flacon mais injecter I'eau a travers leubhon avec une seringue et une aiguille
RNase-free. Mélanger doucement par inverditmpas vortexer

Pour un stockage a long terme, répatrtir la solwgiomliquots pour usage unique et conserver
a -20°C (jusqu’a 9 mois). Les aliquots décongetsmiservent 6 semaines a 2-8RE pas
recongeler

Les tampons RLT et RW1 contiennent de l'isothio@tande guanidium (GITC). Ces sels
peuvent former des composants hautement réactifségence de javel. Pour le nettoyage,
utiliser un détergent de laboratoire et de I'eau.

Procédure de la purification de I’ARN : par RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen 74104)

1. Mettre le block chauffant ou le bain-marie a 55°C
2. Disrupt (dans la glace) et homogéniser au maipam Ultraturrax : dans un tube de 2 mL
(fond rond) placex30 mg de tissu dans 300 pL de tampon RLT (+R-mévédpanol).
Faire plonger le rotor dans le mélange. Mettreitesge maximale jusqu’a ce que le lysat soit
homogeéne (2 x 10 secondes).
3. Ajouter 590 pL d’eau RNase-free, puis 10 pL deéinase K.

Mélanger soigneusement par pipetage en flugxef
4. Incuber 10 min a 55°C.
5. Centrifuger 3mina 11 000 g .

Un petit culot de débris se forme, parfoisomepagné d’un voile fin a la surface du
surnageant.
6. Transférer le surnageant dans un nouveau tubgrga 900 uL) de 2 mL. Eviter de
transférer un peu du culot, bien gu’'une petite tjteamle débris puisse ne pas affecter la
procédure.
En cas de présence du voile, positionner la palatka pipette en dessous, le voile viendra se
coller a I'extérieur de la pointe et ne sera pasdfére.
7. Ajouter 0,5 volume d’éthanol pur a 96-100 %yaat (autour de 450 pL).

Mélanger par pipetage en flux-reflux.

Ne pas centrifuger

Un précipité peut se former sans effet syréeédure.
8. Transférer 700 pL de I'échantillon (y comprigl&cipité) sur la colonne RNeasy dans un
tube collecteur de 2 mL.

Fermer le couvercle.

Centrifuger 15 secondes a 11 000 g.

Jeter I'éluat.
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Conserver le tube collecteur pour la phaseasiiée:
9. Répéter I'étape 8 avec le reste du lysat.
Conserver le tube collecteur pour la phaseasiiée:
10. Ajouter 350 pL de tampon RW1 a la colonne RMeas
Fermer le couvercle.
Centrifuger 15 secondes a 11 000 g pour laverdmbrane.
Jeter I'éluat.
Conserver le tube collecteur pour la phase 13.
11. Ajouter 10 pL de la solution stock de DNase7DaL de tampon RDD.
Mélanger délicatement par inversion.
Note : DNase 1 est particulierement sensibiedénaturation physique.
Centrifuger brievement pour récupérer leitiguesté sur les parois.
Ne pas vortexer
12. Ajouter le mélange DNase 1 directement daeslianne_sur la membrane
RNeasy.
Incuber 15 min a 20-30°C (T° ambiante).
13. Ajouter 350 pL de tampon RWL1 a la colonne RMeas
Fermer le couvercle.
Réutiliser le tube collecteur de I'étape 10eeconserver pour la suite.
Centrifuger 15 secondes a 11 000 g.
Jeter I'éluat.
14. Ajouter 500 pL de tampon RPE a la colonne RiNeas
Fermer le couvercle.
Centrifuger 15 secondes a 11 000 g pour l@verembrane.
Jeter I'éluat.
15. Ajouter 500 pL de tampon RPE a la colonne RiNeas
Fermer le couvercle.
Centrifuger 2 min a 11 000 g pour laver lanmtbeane.

La plus longue centrifugation permet de sethenembrane, de telle sorte que I'éthanol

est complétement éliminé. Les résidus d’éthanolnagemt interférer par la suite.

16. Apres la centrifugation, 6ter soigneusemegblanne du tube collecteur afin d’éviter tout

contact avec I'éluat.
Changer le tube collecteur. Fermer le coueercl
Centrifugation 1 min a 11 000 g.
17. Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tlleeteur de 1,5 mL.
Ajouter 40 puL d’eau RNase-free sur la membrane
Pour une bonne dissolution de ’'ARN dans |;éamin d’attente a T° ambiante.
Fermer le couvercle.
Centrifuger 1 min a 11 000 g pour éluer le RNA

Les éluats d’ARN sont stockés a -20°C.

Mesure des concentrations en ARN et protéines (8’ARN dans 98 uL KO) :
Dans UVette

Shimadzu

DO 260 nmol.[* et 280 nmol.L[*

Calcul des concentrations en ARN des échantillons :

ADO =1 : 40 pg.mL dilution au 1/56™



MATERIEL ET METHODES 191

La qPCR

Conservation des muscles

Tous les tissus sont congelés dans I'azote ligeid®nservé au -80°C jusqu’a utilisation.
Pour les prélevements de plus de 30 mg ils soniitensduits en poudre, en conservant la
chaine du froid.

Pour les prélévements de moins de 30 mg utilisgratih potter ou le turrax

Dans tous les cas, I'échantillon est repris danRdU et trituré a I'aide de cbnes ou seringues
de diameétre décroissant jusqu’a 25G ou broyé arBulirrax.

Extraction de 'ARN :
Dans le cas de muscle utiliser les RNeasy Fibrossu& Mini Kits Qiagen

Etape DNase obligatoire.

Conservation de 'ARN

A -20°C, voire a -80°C pour une conservation parglue.

Mesure de la concentration en ARN

Spectro UV1800 SHIMADZU

Biomethod puis

Ou 8 longueurs d’'ondes

Faire 0 avec Basecorr. compartiment de mesure vide.

260 nm (ARN) et 280 nm (Protéines) )

5 pL d’échantillon dans 95 pL d’eau soit une ddatau 1/26™
Ratio 260/280 doit étre supérieur a 1,8

ADO =1 = 40 pg d’ARN.mL

Calibrateur

Il est constitué d’'un mélange de tous les échansllétudiés pour une étude donnée. Il est
utilisé pour établir la courbe d’efficacité de chaggene (intérét et de référence) a partir de 4
(ou plus) dilutions.

Sur chaque plaque de gPCR sur les échantillonsjeices dilutions servira d’étalon interne.

Pour la constitution du calibrateur, deux strategient possibles :

1) avant la RT, prélever un méme volume de chagharg#illon. Mesurer la concentration en
ARN. Ramener & 200 ng.f{LOn peut aussi faire le mélange a partir des éitloais déja
ramenés & 200 ng.[iL

2) apres la RT, prélever un méme volume de chaciuenéillon d’ADNC.

On privilégie la stratégie 1. Le rendement de dadcription sera le méme pour le calibrateur
et les échantillons.

Dilutions des échantillons

Les concentrations en ARN sont ramenées a 200 fgaolr faciliter le pipetage dans les
étapes de RT.
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Reverse transcriptase

Eurogentec Core Kit

Volume final : 10 pL ou 20 pL. On privilégie 20uL.

Dans le cas ol les concentrations en ARN sont réesed 200 ng.pitet pour un volume
final de 20 pL, le volume d’échantillon est de 2 gdit 400 ng d’ARN dans le tube.

Sinon les volumes d’échantillon sont ajustés pow lququantité ARN par tube soit de 400
ng : un volume autour de 2 puL assure un meillenfard de pipetage.

RT +: le milieu réactionnel contient tous les cosmus et le produit de la réaction est
’ADNCc qui sera utilisé par la suite en gPCR

RT-: le milieu réactionnel contient tous les comsgmts SAUF I'enzyme Reverse
Transcriptaséremplacée par de I'eau) et il ne doit pas y asNDNc produit.

Dans le cas inverse, I'échantillon d’ARN de dépsttcertainement contaminé.

Prévoir le volume de calibrateur qui sera nécessmur établir les courbes d’efficacité et les
points étalon. On peut multiplier le nombre de tdbeRT pour obtenir un stock d’ADNCc.
Chaque échantillon en général est soumis a unegR@tne RT-.

Prévoir dans chaque cas un tube sans ADNc, rempkacée I'eau permettant de déterminer
si les composants du kit de RT sont contaminés.

Voir tableau :

Feverse transcriptase RT+|RT-
Concentration en ARN de I'échantillon ng L 200

Quantité d'ARN ng dans vol final 20 uL. 400 | 400
Tampon 10x pL.

MgCl12 (25 mmol L-1) uL

dNTP (2.5 mmol L-1) uL

Random nonamer (50 pmol L-1) uL ou Oligo d(TH15 (50 umol L-1)
Enase Inhibitor 20 U.uL!

Euroscript RT 50 U.uL-!

Enase-free water uL

[
=
]

e S
(3]

Volume echantillon pL

PQPQIF?\I:DI:DF—*LLI‘Q

L]
bt | b S| S| O | | | B
NN

[

Volume total uL

Programme :
Eppendorf Mastercycler Gradient.
-10 min a 25°C 30 min a 48°C 5 @ias5°C hold 4°C

Vérification de la RT :

Pour mettre en évidence la présence d’ADNc (RTagultatif) ou de son absence (RT-)
(obligatoire), chaque produit est soumis a un PGRRassique » qualitative : Kit HotStarTaq
(Qiagen).

Les conditions du volume final et des concentratien amorces doivent étre les mémes que
celles utilisées dans la qPCR. On travaille a pdsdidilutions des echantillons post RT (en
général au 1/509.

Les amorces sont celles d'un gene de référencet; Pipia ou S26.
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Voir tableau
PCR controle RT RT-|RT+|Eau | Conc.tube
Tampon 10x pL 2 2 2 1.00
MgC12 25 mmol L-f, uL 1,92(1,92(1,92 |2.40 mmol L
Sol.Q 3x uL 4 4 4 1,00
dNTP 10 mmol. L, uL 0.96/0.96 (0,96 | 0,48 mmol. L
Oligo right 10 pmol L}, uL 04 108 (04 0,40 pmol L
Oligo left 10 pmol. L1 | uL 04 (0.8 |04 |0.40 umolL-!
HotStarTaq 5U.uL! 0,2 |02 |02 |0.05U. Lt
Eau milliQ pL 7.99(7.19]7.99
Volume de produit de BT (dilué au 1/50%==) uL |2 2 2
WVolume total dans tube puL 20 (20 |20

Remarque : Sol Q optionnelle.

Programme :

Eppendorf Mastercycler Gradient

15 min a 95°C : activation de la HotStarTaq

(5sec. a95°C 20 sec. a 60°C 30 sec.a72°G)5 cycles
10 min & 72°C Hold 4°C

Migration sur gel

Gel agarose 1,2 % dans TAE 1x + (2 pL pour 50 mbelg

12 pL d’echantillon + 4 pL de tampon de charge shrmmophénol + 4 pL Gel Red
1/1000G6™¢ \

PM : 5 uL « Fermentas » + 5 pL Gel Red 1/16660

90 volts pendant 1 heure

Révélation sous UV et photos : RT- pas de bandés,fidndes correspondant au PM du géne
de référence.

gPCR

Ssofast Evagreen Supermix de Bio-Rad

Etablissemnt de la courbe d’efficacité :

Volume final : 20 pL

Volume échantillon : 2 pL

Concentration des amorces : 400 nmolpour le premier essai. Elle est ajustée pour les
essais suivants si I'efficacité n’est pas satisfatis.

Dilution en cascade du produit de RT du calibrata@c eau RNase-free :

1/5°™ 1/16™€ 1/20™€, 1/46™°,1/86™¢, 1/160™

Chaque échantillon est mesuré en triplicat.
Chaque gene de référence et d’intérét fait 'odjehe courbe d'efficacité en utilisant les 6
dilutions du calibrateur. Voir tableau
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gPCR Courbe efficacité

Dilution du calibrateur 1/51/160| Eau Conc./tube
Mix Evagreen 2x uL BIORAD| 10 10 10

Oligo forward 10 pmol.t, uL | 0,8/ 0,8 | 0,8 | 0,40 pmolt

Oligo reverse 10 u molt, uL | 0,8/ 0,8 | 0,8 | 0,40 pmolt
Eau milliQ pL 6,4 64| 84
Volume échantillon pL 2 2 0
Volume total dans tube pL 20 20 20

Programme usuel :

C1000/CFX96 Bio-Rad

2 min & 95°C : activation de I'enzyme

(5sec. a95°C 5sec.a60°C 5sec.a72°G)5 cycles

Courbe de fusion de 65 a 95°C.

La T° d’hybridation varie avec le Tm des amorcean® certains cas le temps d’élongation
peut varier.

La T° est ajustée pour les essais suivants sidafité n’est pas satisfaisante.

Valeurs recevables :
Efficacité : de 95 a 105%

R? = le plus proche de 1,000
Pente : de 3,33 a 3,60

Lorsque les courbes d’efficacité sont satisfaisgrda peut passer aux échantillons.
Méme procédure.
On choisit la dilution la plus judicieuse qui dorunecycle de sortie autour de 30.

Stratégie de plague

Plaque de 96 puits (de préférence Low Profile parent)

Etude d’'un géne par plaque Echantillons en duplioat triplicat.

La derniere ligne est réservée aux controles inseéngavoir : un point du calibrateur avec le
géene d'intérét de la plaque, en triplicat.
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Gene GeneBank accession rjo. Séquence 5'-3' Longigeu Concentration des | Efficacité de Tm (°C)
I'amplicon amorces (nmol.t}) gPCR (%)

Actb NM_031144.2 FVI;‘:V?TTTC(%XSACTGGC(?CAGGGT AAgéégﬂ T 120 200 99,9 56
Atg5 NM_001014250.1 sz\ydegcigcgggfgfggigﬂggg 133 200 105,3 60
Bnip3 NM_053420.3 FWS;@%%TJTGT?ACTF.AFTC(;%;:(I ggﬂgﬁé(s 121 500 100,5 60
Cathepsine B NM_022597.2 ';"g: %‘éﬁzﬁ%%%ggéiﬁﬁg 111 400 100,3 60
Cathepsine L NM_013156.2 Fﬁ%ﬁﬁgﬁgg??gfggggg@ggﬁﬁg 118 400 08 59
Fbx032 (Atrogin) NM_133521.1 E\év\?/;rggg;&cgfgg pveopcl 137 200 100,1 60
Gabarapll NM_172036.3 ;‘g’\‘/’; :ggﬁgg@gfifgggfggf%% 112 400 101 59
S T e o | me | =
T Wl | wi| =
Gnas1 NM_001024823.4 ng‘\’/‘f':CTgTAAAT%GGATnggngTTGCAACAACTT% 148 400 117,4 60
Hprtl NM_012583.2 E"g’/ ?gggﬁgggigiggg@%&%ﬁ? 197 400 100,1 58
Map1lcab NM_022867.2 E"é’e é?ggggcégf&%ﬁg\? 171 200 100 60
Myostatine (Mstn) NM_019151.1 ';"g/:: TA(TBQ%:SSACCT Eggggg@%ﬁ?ﬁggﬁ 170 400 100 60
Murfl NM_080903.1 F"é‘ﬁvﬁgﬁggggg%ggﬁgﬁgg‘\ 164 400 100,1 58
Tfeb NM_001025707.1 F‘I’?Vgi/fgggiég.Trg(ég%AA%%AAiiéiT 155 200 100,1 60
ULK1 NM_001108341.1 Fwd: CATGACCTCCCTTCCATGTAAC 106 400 100,1 60

Rev: ACCAGGTGGTGGGTAAGGAAC
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Traditionnellement utilisés pour prévenir et rédues symptdomes de l'asthme et de la
bronchoconstriction induite par I'exercice, [@sagonistes, pris en quantités supérieures aux
doses thérapeutiques, ont un effet hypertrophiantagité clairement démontim@ vivo. Un
certain nombre d’acteurs sont mis en jeu dansgange biologique du tissu musculaire aux
B2-agonistes. L'un de ces acteurs est la voie debggtion PI3K/Akt/mTOR, voie d'initiation
de la traduction, ayant un réle majeur dans lal®sg protéique. Bien que l'activation de la
voie PI3K/Akt/mTOR soit bien documentée en répoad@dministration deg,-agonistes, la
cinétique de cette réponse mérite d’étre approtor@eci est particulierement important étant
donné qu’une stimulatiopp-adrénergique prolongée pourrait mener a une dibdlésation et a
une diminution de la densité des récept@wadrénergiques.

Dans ce contexte, cette premiére étude a pour tdbjiecdéterminer la cinétique des
événements moléculaires responsables de I'hyperer@hhmuscle squelettique induite par le
formotérol, unp,-agoniste de nouvelle génération qui posséde wai d&ction court et une
durée d’action longue. Cette étude portera nonesgemt sur la régulation de la voie de
signalisation PI3K/Akt/mTOR mais également sur kEgulation de la voie ubiquitine-

protéasome et de la voie autophagie-lysosome,pemsé au formotérol.






MANUSCRIT 1 203

Regulation of Akt-mTOR, ubiquitin-proteasome and auophagy-lysosome

pathways in response to formoterol administrationm rat skeletal muscle

Olivier RogerJOASSARD, Adel AMIROUCHE?, Yann SimonGALLOT?, Marine Maud
DESGEORGES JosianeCASTELLS', Anne-Cécile DURIEUX, PhanélieBERTHON,

Damien GillesREYSSENET

! aboratoire de Physiologie de I'Exercice, Unive¥sie Lyon, F-42023 Saint-Etienne, France
?Laboratoire de Physiologie de I'Exercice, Univefsie Savoie, F-73376 Le Bourget du Lac,

France

Corresponding author: Damien Freyssenet
Laboratoire de Physiologie de I'Exercice
Faculté de Médecine
15 rue Ambroise Paré
42023 Saint Etienne Cedex 2
Tel: 03347742 1477
Fax: 033477421478
Email: damien.freyssenet@univ-st-etienne.fr

accepté dans

International Journal of Biochemistry & Cell Biolpg






MANUSCRIT 1 205

Abstract

Administration offf;-agonists triggers skeletal muscle anabolism ampeittsophy. We
investigated the time course of the molecular eeesponsible for rat skeletal muscle
hypertrophy in response to 1, 3 and 10 days of dbenol administration (i.p. 2,000
png/kg/day). A marked hypertrophy of ratibialis anterior muscle culminated at day 10.
Phosphorylation of Akt, ribosomal protein S6, 4E1B&hd ERK1/2 was increased at day 3,
but returned to control level at day 10. This colddd to a transient increase in protein
translation and could explain previous studies ftiegiorted increase in protein synthesis
following Bz-agonist administration. Formoterol administrataas also associated with a
significant reduction itMAFbx/atrogin-ImRNA level (day 3), suggesting that formoterol can
also affect protein degradation of MAFbx/atrogiaitgeted substrates, including MyoD and
eukaryotic initiation factor-3f (elF3-f). Surprigity, mMRNA level of autophagy-related genes,
light chain 3 beta (LC3band gamma-aminobutyric acid receptor-associated protiia-1
(Gabarapll) as well as lysosomal hydrolaseathepsin Bandcathepsin |.was significantly
and transiently increased after 1 and/or 3 daysgesigng that autophagosome formation
would be increased in response to formoterol adstriation. However, this has to be
relativized since the mRNA level diinc-51-like kinasel (Ulkl), BCL2/adenovirus E1B
interacting protein3 (Bnip3)and transcription factor EB (TFEB)as well as the protein
content of Ulk1, Atgl3, Atg5-Atgl2 complex and pB8stml remained unchanged or was
even decreased in response to formoterol admitisiralhese results demonstrate that the
effects of formoterol are mediated, in part, throtigd activation of Akt-mTOR pathway and
that other signaling pathways become more imporiarthe regulation of skeletal muscle

mass with chronic administration @f-agonists.

Keywords: Akt-mTOR pathway; Autophagyf.-agonist; hypertrophy; MAFbx/atrogin-1;

ubiquitin-proteasome
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Abbreviations: Actb, actin beta; Atg, autophagy-related; Bnip3, LBdenovirus E1B
interacting protein 3; BSA, bovine serum albumirQRD, chronic obstructive pulmonary
disease; CREB, cAMP response element binding proteDL, extensor digitorum longus
elF3-f, eukaryotic initiation factor 3 subunif Epac, exchange protein activated directly by
CAMP; ERK, extracellular signal-regulated kinaseix®©3, forkhead box O3; Gabarapll,
gamma-aminobutyric acid receptor-associated pro®mS, gastrocnemiusGai, a-subunit
of the inhibitory G protein; @q, a-subunit of the Gq protein; &, a-subunit of the
stimulatory G protein; Hprt, hypoxanthine guaninegphoribosyl transferase; IGF-1, insulin
growth factor-1; IRS-1, insulin receptor substrate-C3b, light chain 3 beta; MEF2, myocyte
enhancer factor 2 ; mTOR, mammalian target of rggam MuRF1, muscle RING finger-1;
p62/Sqstm1, sequestosome 1; PE, phosphatidyletmaimad; PI3K, phosphatidylinositol 3-
kinase; PGC-d, peroxisome proliferator-activated receptofPPARy) coactivator &; PKA,
protein kinase A; Rap, Ras-related protein; rpdigsomal protein S6; SOLlsoleus TA,
tibialis anterior;, TBS, tris-buffered saline; TFEB, transcriptiorctiar EB; TSC2, tuberous
sclerosis complex 2; 4E-BP1, eukaryotic initiatfantor 4E-binding protein 1; Ulk1, Unc-51-

like kinase 1.
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1. Introduction

Bo-adrenoceptor-selective agonigis-égonists) are derived from the chemical structdre
adrenaline. They are traditionally used for theattmeent of bronchospasm associated with
asthma and the treatment of symptomatic patiert ehironic obstructive pulmonary disease
(COPD) to induce a bronchodilatation by relaxingvaly smooth muscle (Cazzola et al.,
1997). However, when experimentally used in animaisonic administration di,-agonists
is also known to trigger a gain in skeletal museiass. For instance, administration of
formoterol (100 pg/kg/day), clenbuterol (2,000 gdlay) or fenoterol (2,800 pg/kg/day) for
28 days increases skeletal muscle mass by aba@@0(Gehrig et al., 2010; Koopman et al.,
2010; Ryall et al., 2002). Even lower doses, sl aig/kg/day of formoterol for 28 days
(Ryall et al., 2006), as well as shorter durati@atment (2,000 pg/kg/day of formoterol for 7
days), also triggers skeletal muscle hypertrophys(Biets et al., 2004,-agonist chronic
administration can also attenuate skeletal muselgsnoss induced by different experimental
settings including denervation (Zeman et al., 198imdlimb unloading (Yimlamai et al.,
2005), and dexamethasone treatment (Agbenyega amdham, 1992), as well as in several
muscle wasting conditions such as neuromusculaades and chronic diseases (see Joassard

et al., 2013 for review).

The hypertrophy and anti-atrophy effectspefagonists can be explained by their actions
on the balance between protein synthesis and prdeggradation. Previous studies indicate
that chronic administration ofz-agonists not only increases muscle protein syighes
(Busquets et al., 2004; Emery et al., 1984; Koopetaal., 2010; MacLennan and Edwards,
1989; Navegantes et al., 2004), but also decreasssle protein degradation (Busquets et al.,
2004; Navegantes et al., 2000; Navegantes et(l1)2thus leading to a net positive nitrogen
balance. Activation of the Akt-mammalian targetrapamycin (mMTOR) pathway stimulates
protein translation in skeletal muscle (Bodinelet2001b; Rommel et al., 2001) and inhibits
protein degradation via the inhibition of both ubtoquproteasome (Bodine et al., 2001a;
Sandri et al., 2004; Stitt et al., 2004) and autggHgsosome pathways (Mammucari et al.,
2007; Zhao et al., 2007). The activation of Akt-nR @athway and the subsequent inhibition
of ubiquitin-proteasome pathway has been documerntedresponse to,-agonist
administration (Kline et al., 2007; Koopman et 20,10; Sneddon et al., 2001), but the kinetic
of this response in relation to the regulation louitin-proteasome and autophagy-lysosome
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pathways is currently unknown. This is of particulmportance since prolongefl,-
adrenoceptor stimulation can lead to receptor dstsestion and decreag®-adrenoceptor
density (Beitzel et al., 2004; Rothwell et al., 19Byall et al., 2002; Ryall et al., 2004; Ryall
et al., 2006), thus leading to rapid dampeningemieptor function and down-regulation of
Akt-mTOR pathway. This also raises the questiothefexistence of other mechanisms that
would be activated to sustain the hypertrophy. Ikiné is currently unknown whethe,-

adrenoceptor stimulation regulates autophagy-lysesgathway in skeletal muscle.

The aim of this study was therefore to provide &@itkrl analysis of the molecular events
and signaling pathways involved in the hypertrophggered by 1, 3 and 10 days pf
adrenoceptor stimulation by formoterol. Formoten@s used because unlike to the first
generation of3,-agonists like clenbuterol, the addition of a lazaybon chain containing a
second benzene ring confers a rapid onset and dongtion of action (van Noord et al.,
1996). In this study, we also examined the hypaghtbsit activation of Akt-mTOR signaling
pathway in response to formoterol administratioteraporally associated with the regulation

of both ubiquitin-proteasome and autophagy-lysospatbways.
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2. Materials and Methods

2.1. Ethical approval of the procedure

Experiments were approvéy Jean Monnet University Animal Care and Use Coite®j
and were carried out in accordance with the Eunog@ammunity guidelines for the use of
laboratory animals.

2.2. Animals

Thirty-four male Wistar rats (224 + 19 g) were phased from Charles River Laboratories
(L’Arbresle, France). The animals were maintainedier a constant 12 h light-dark cycle
with food and waterd libitum. Rats were allocated into a control group (n = &B)a
formoterol-treated group (3 groups, n = 6-10/grou)rmoterol-treated animals received
daily intraperitoneal (i.p.) injections of 2,008g/kg of formoterol (Sigma-Aldrich, l'lsle
d'Abeau, France) in 0.9% endotoxin free NaCl fa3 and 10 days. Control rats were injected

with the saline solution for 10 days. Body weightldood intake were measured daily.

2.3. Tissue removal

Tissue removal was realized 24 hours after theftastoterol injection. At the indicated
time points, animals were anesthetized (inpection of 90 mg/kdgcetamine and 10 mg/kg
xylazine).Tibialis anterior (TA) muscle was carefully dissected and trimmedeofdons and
any non-muscle tissue and weighed. Central portainsght TA muscle were mounted in
embedding medium and frozen in thawing isopentame stored at -80°C for subsequent
analysis. The remaining right TA muscle and théreméft TA muscle were rapidly frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C for later asal/ Soleus extensor digitorum longus
(EDL), and gistrocnemiusnuscles were carefully removed and weighed. Rate wacrificed

as a consequence of heart excision, while deegsthatized.

2.4. Histomorphometric analysis

TA muscle transverse sections (L) of rats treated with 2,000g/kg of formoterol for
10 days were cut in a refrigerated (-20°C) cryogMicrom HM 560, Thermo Fisher
Scientific, Brebieres, France), and stained withmaken-eosin-safran. Eight to 11

photographs covering the entire muscle section weesl to determine the whole muscle



MANUSCRIT 1 210

cross-sectional area. Five fields consistently tposd across muscle sections were chosen.
The cross-sectional area of 1,062 + 309 fibersnpescle was determined. Digital images of
stained sections were captured using an uprigiht Iigicroscope (Eclipse E400, Nikon,
Badhoevedorp, The Netherlands) connected to aatlitapimera (Coolpix 990, Nikon). Images

were gquantified using ImageJ analysis software.

2.5. RNA isolation, cDNA synthesis and real-timdPC

Total RNA was extracted from 20-30 mg of TA museatng the RNeasy Fibrous tissue
mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) followingetmanufacturer’s instructions. cDNA was
generated from 400 ng of RNA using iScript cDNA thasis kit (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). The selected forward and reymiseer sequences are listed in Table 1.
Real time PCR was performed in a@Cfinal volume and optimized concentrations forleac
primer using the SsoFast EvaGreen Super mix (Bid)}Rad a CFX96 Real Time PCR
Detection System, C1000 Thermal Cycler (Bio-RadyoTeference geneactin beta(Actb)
and hypoxanthine guanine phosphoribosyl transfer@dprt), were used to normalize the

expression levels of genes of interest, as prelyaescribed (Pfaffl, 2001).

2.6. Protein isolation

TA muscles were homogenized (1:20 dilution wt:Mal)ce-cold buffer (pH 7.4, 50 mM
Tris HCI, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mBtglycerophosphate, 50 mM
sodium fluoride, 1% Triton X-100, 1 mM sodium ortlamadate, and 120 nM okadaic acid,
all reagents from Sigma-Aldrich). Homogenates weaetrifuged at 12,000 g for 20 min at
4°C, and the resulting supernatants analyzed fat fwbtein content (Bio-Rad DC Protein

Assay) using bovine serum albumin (BSA) as standard

2.7. Immunoblotting

Equal amount of protein (5Q0g) were resolved on 12.5% SDS-polyacrylamide gels.
Proteins were transferred to 0.4& nitrocellulose membranes. After Ponceau S stgjnin
membranes were blocked (1 h at room temperaturéd Wiis-buffered saline (TBS)
containing 5% non-fat dried milk), and then incw@shtovernight at 4°C with primary
antibodies. Antibodies directed against Akt, ARP® Akt>*™“"3 CREB, CREB®*"* ERK1/2,
ERK1/2™M202yr204 gF_BP1, 4E-BPT™"® IRS-1, IRS-F%%%%%9 1pS6 and rpSE#***4were
from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USAAntibodies directed against Atg5-
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Atgl2 complex, Atgl3, LC3b, sequestosomel (p62r8sanda-tubulin were from Sigma-
Aldrich (Saint Louis, USA). Antibodies directed agst B.-adrenoceptor(sc-569), B.-
adrenoceptaf™®>**(sc-33182) and UIk1 (sc-22191) were from Santa Bimechnology
(CA, USA). Antibodies directed against FoxO3a amk®3d"*? were from Millipore (St.
Quentin-en-Yvelines, France). Membranes were thashed 3 times in TBS and incubated
for 1 h at room temperature with a goat anti-raldsita rabbit anti-mouse horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (DBlappes, France). After 3 x 5 min washes in
TBS-Tween, immunocomplexes were visualized usingeahanced chemiluminescence
detection method (GE Healthcare, Orsay, France). filims were scanned and quantified
using ImageJ analysis softwaretubulin immunoblots were used to check for equatgin
loading between samples.

2.8. Enzyme assays

Chymotrypsin-like and trypsin-like proteasome eneyattivities were fluorometrically
determined Xexc = 380 nm;Aem = 460 nm) by using Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-
methylcoumarin (Bachem, Weil am Rhein, Germany) Bod-Leu-Ser-Thr-Arg-7-amido-4-
methylcoumarin (Sigma-Aldrich), respectively, asioflogenic substrates (Berthon et al.,
2007).

2.9. Statistical analysis

All values are expressed as means + SEM. Controlf@amdoterol-treated groups were
compared using a one-way analysis of variance.fi&t@ost hodest was used to determine
significant differences between groups. Statistialyses were performed using StatView

version 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).eltlevel of significance was set at 0.05.
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3. Results

3.1. Formoterol administration induces hypertropiyat skeletal muscle

Daily injections of formoterol (2,00Qg/kg) for 10 days induced a marked hypertrophy
(20-30%) of extensor digitorum longus, gastrocnemig®leus and tibialis anterior (TA)
muscles (Table 2). With the exceptionenftensor digitorum longushuscle, this effect could
be observed as soon as 3 days of formoterol admaitie. Interestingly, lower doses of
formoterol (20pg/kg/day and 20@ug/kg/day) also induced muscle hypertrophy (Suppteaie
Table S1). Accordingly, whole TA muscle cross-sawil area (Fig. A) and TA muscle fiber
cross-sectional area (Fig.BAC) were also significantly increased by 22% and 26%,
respectively, in animals that received formoterot fLO days.Muscle hypertrophy was
associated with an increase in both total RNA auntand muscle protein content
(Supplemental Fig. S1). Altogether, these datacetdi that muscle protein accretion is rapidly
and strongly induced in responseteadrenoceptor stimulation.

3.2. Formoterol administration increases,-adrenoceptor protein content and CREB
phosphorylation on S&°

We first determined the expression level of protemlved in p,-adrenoceptor signal
transduction. Totgb,-adrenoceptor protein content was markedly incietégeabout 5.5-fold
at day 3 P < 0.001) and returned below control values at @@y < 0.01) (Fig. 2).
Desensitization of;-adrenoceptor by G protein coupled receptor kinasésch has been
reported in response f-agonist administration (Hausdorff et al., 1989 ¢e determined
by the phosphorylation of Ser residues at posit@sts and 356 in the C terminal domain of
the receptor (Seibold et al., 200@)-adrenoceptor phosphorylation was transiently iased
by about 90% at day 3 of formoterol administrat{®n< 0.001) and returned below control
values at day 10P(< 0.001) (Fig. B). Consequently, when expressed relative to tha tot
amount ofp,-adrenoceptor, the phosphorylation levelpgfadrenoceptor was significantly
reduced at all time points (FigC2

MRNA level of Gx subunits was next determined. mRNA level of stienulatory Gy
subunit (Gxsy), the predominant & protein subunit isoforms in skeletal muscle (Suzatlal.,
1998), andGay subunit remained unchanged in response to foriwlo&@ministration (Fig.
2D). mRNA level of thanhibitory Ga subunit (Gx1) was transiently elevated after 3 days of

formoterol administration (Fig.[?).
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Canonicalf,-adrenoceptor signaling pathway involves the atitwaof protein kinase A
(PKA) by cAMP leading to the phosphorylation of cRMvVesponse element binding protein
(CREB) on Sér® and the expression of CREB-responsive genes @jtsrand Montminy,
2011). CREB phosphorylation was significantly irased at day 3 (Fig.B}, indicating that
the B,-adrenoceptor-CREB pathway was activated. Howewaéier multiple injections of
formoterol (10 days), CREB phosphorylation returteedontrol levels (Fig. ). Total CREB
protein content remained unchanged.

3.3. Formoterol administration transiently activathe Akt-mTOR pathway

Total protein content of Akt, rpS6, and 4E-BP1 rarad virtually unchanged during the
entire experimental period. Formoterol administnatactivated the Akt-mTOR pathway as
evidenced by the significant increase in Akt phasplation (Thf® and Set’3) at day 3,
together with a significant increase in eukaryatitiation factor 4E-binding protein 1 (4E-
BP1) (Thf™9 and ribosomal protein (rp) S6 (€9 phosphorylation at days 1 and 3 (Fig.
3A-C). Phosphorylation level returned to control val@akt and 4E-BP1) and even below
control values (rpS6) at day 10. Lower doses offaterol (20 and 20Qug/kg/day for 10
days) gave similar results (Supplemental Fig. S2).

Bo-agonists have been proposed to trigger skeletaklmusypertrophy by activating
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1&hi et al., 2007). ERK1/2 phosphorylation
was significantly increased at days 1 and 3, ahdmed to control values at day 10 (Hdy).
Importantly, insulin receptor substrate-1 (IRS-1pgphorylation on S&%5% which induces
a negative feedback on Akt-mTOR pathway (Harringtoral., 2004; Tzatsos and Kandror,
2006), was significantly increased by about 3-faltéer 10 days of formoterol administration
(Fig. 4B). Furthermore, expression ofyostatin which negatively regulates the Akt-mTOR
pathway in skeletal muscle (Amirouche et al., 20083s also increased (< 0.001) in
response to 10 days of formoterol administratiag.(#C). Altogether, these data suggest that
the observed hypertrophy at day 10 was no longstiasied by an activation of Akt-mTOR
pathway. They also suggest that the inhibition &t-&TOR pathway after 10 days of
formoterol administration could be explained by gatsa/e regulatory function of both IRS-1

and myostatin on Akt-mTOR pathway.
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3.4. Regulation of ubiquitin-proteasome and autophiggosome pathways in response to
formoterol administration

Phosphorylation of forkhead box O3a (FoxO3a) trepson factor by Akt triggers the
cytoplasmic sequestration of FoxO3a. This prevdtgsnuclear translocation and the
transcriptional activation of its target genes,hsas E3 ubiquitin ligases of the ubiquitin-
proteasome pathway (Sandri et al.,, 2004; Stittlet2804), as well as the expression of
autophagy-related genes (Mammucari et al., 20079 #tal., 2007). In agreement with the
increased phosphorylation of Akt, FoxO3a phosplatiph on Thi* was significantly
increased after 3 days of formoterol administrat{fig. 54). This was associated with a
reduction inmuscle atrophy F-box (MAFbx/atrogin-IhRNA level (Fig. B), whereas
Muscle RING fingerl (MuRFINRNA level remained unchanged (FigC)5 Chymotrypsin-
like and trypsin-like activities remained also uaoged (Fig. B).

Surprisingly, the mRNA level of autophagy-relatezhgs light chain 3 beta (LC3b) and
gamma-aminobutyric acid receptor-associated protéi@ 1 (Gabarapll), as well as
lysosomal hydrolasesathepsin Bandcathepsin L.was significantly increased in response to
1 and/or 3 days of formoterol administration (F84). In support to the mRNA data, LC3b-l,
the unlipidated cytoplasmic form, and LC3b-Il, ti@dated membrane-bound form arising
from the conjugation of soluble LC3b-1 to phosptgethanolamine (PE), were transiently
increased in response to 1 and 3 days of formogatolinistration (Fig. B). Consequently,
the LC3b-II-to-LC3b-I ratio tended to decrease raRkelays of formoterol administration (Fig.
6C). To get further insights into the regulation ot@hagy-lysosome pathway, we extended
our analysis to the expression of other genes. mRNAI of Unc-51-like kinase 1 (Ulk1),
Bcl2/adenovirus E1B interacting protein3 (Bnip@)dtranscription factor EB (TFEByvere
either unchanged or even decreased in responserioterol administration (Fig. 7A).
Protein level of Ulkl (Fig. B), Atgl3 (Fig. T), Atg5-Atgl2 complex (Fig. D) and
sequestosome 1 (p62/Sgstml) (Fifg) vemained also unchanged in response to formoterol

administration.
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3. Discussion

In the present study, we provide new insights th&® regulation of intracellular events
triggered by short-term administration @f-agonists. The data indicate that formoterol
rapidly and transiently activates bofh-adrenoceptor-CREB and Akt-mTOR pathways,
together with a down-regulation dlAFbx/atrogin-1mRNA level and an up-regulation of
LC3h Gabarapll, cathepsin Bandcathepsin LMRNA level.

The increased CREB phosphorylation after 3 day®mhoterol administration indicates
that stimulation off,-adrenoceptor coupled toog increased cAMP production, activated
adenylate cyclase, and ultimately increased phogfatmn of CREB transcription factor.
Loss and gain of function studies strongly sugdhat CREB-dependent transcription is
probably involved in the hypertrophic action of rfwterol. Indeed, mice expressing a
dominant-negativeCREB transgene harbour a dystrophic phenotype dueedaoabisence of
regulation of the transcriptional activity of myaeyenhancer factor 2 (MEF2) (Berdeaux et
al., 2007). CREB null mutant mice also exhibit strong myogenic d&fewith reduced
expression of myogenic transcription factors Myaid Myf5 during embryogenesis (Chen et
al., 2005). Therefore, these studies point to apontant role of CREB in the regulation of
muscle-specific gene expression through the reigulatf myogenic transcription factors.
However, this needs to be confirmed in adult skeéletuscle cells. In differentiated C2C12
myotubes, CREB has been shown to interact with MymDfollistatin promoter, thus
promoting follistatin gene expression (lezzi et al.,, 2004). Follistatinknown to induce
skeletal muscle hypertrophy, notably by inhibitmgostatin (Gilson et al., 2009), a negative
regulator of skeletal muscle mass (Amirouche e28i09; Durieux et al., 2007; McPherron et
al., 1997).Follistatin gene expression has not been determined in theemrestudy, but
myostatin mMRNA level remained unchanged after 3 days of @iemol administration,
whereas CREB phosphorylation was increased atithes suggesting that such a regulation
is probably not involved in the present stufly-agonist-induced expression of peroxisome
proliferator-activated receptar{PPARy) coactivator &t (PGC-In) 1 could also contribute to
the hypertrophy induced by formoterol. Inded®GC-1al mRNA level is increased in
response to formoterol administration in mouse etkélmuscle (Koopman et al., 2010;
Pearen et al., 2008), and CREB increases P&GLC-dxpression in differentiated C2C12
myotubes (Handschin et al., 2003). Furthermorejaddel expression of PGGQx1 in skeletal
muscle limits muscle wasting (Geng et al., 201Id8ieet al., 2006; Wenz et al., 2009). This
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effect is mediated by PGQal interaction with FoxO3 transcription factor, wieduces the
capacity of FoxO3 to transcribdAFbx/atrogin-landMuRF1 promoters (Brault et al., 2010;
Sandri et al., 2006). The reduction MAFbx/atrogin-1expression observed in the present
study (see below) could thus be partly explainedigh a mechanism. Although the gain in
muscle mass culminated at day 10, CREB phosphamylagd returned to control level at this
time, suggesting that other signaling pathwaysimawvelved in the increase skeletal muscle
mass with chronic administration @f-agonists.

The increased phosphorylation of Akt, rpS6 and 4B-Bafter 1 and/or 3 days of
formoterol administration supports the notion thad hypertrophy effect of formoterol is
mediated through the stimulation of protein tramgta initiation by Akt-mTOR pathway
(Kline et al., 2007; Koopman et al., 2010; Sneddbml., 2001). This is in agreement with
previous studies showing thft-agonists can increase protein synthesis in sketetscle
(Busquets et al., 2004; Emery et al., 1984; Koopetaal., 2010; MacLennan and Edwards,
1989; Navegantes et al., 2004). This also raisegjulestion of the molecular mechanism(s)
involved in the coupling betwed-adrenoceptor stimulation and activation of Akt-nRO
pathway. Previous studies have shown fasddrenoceptor utilized &-Gpy to activate Akt-
MmTOR pathway in cardiomyocytes (Zhu et al., 200i)t also ERK1/2 in HEK293 cells
(Daaka et al., 1997; Shenoy et al., 2006). In agese with these findings,-agonists
promote skeletal muscle hypertrophy with concontitactivation of Akt-mTOR pathway
[present study; (Kline et al., 2007; Koopman et 2010; Sneddon et al., 2001)] and ERK1/2
(Shi et al., 2007). In the present study, ERK1/Bgmiorylation was also increased 3 days
after formoterol administration, and this was asged with a concomitant increase g
MRNA level. Although direct coupling betwedh-adrenoceptor and da has not been
determined in the present study, these data rdise interesting possibility thap,-
adrenoceptor coupling todzGpy, could activate Akt-mTOR pathway and ERK1/2 tgger
skeletal muscle hypertrophy in response to fornobtedministration. Recent evidences also
suggest that exchange protein activated by cAMRagEpnay directly couple intracellular
increase in CAMP concentration to the activatioplodsphoinositide 3-kinase (PI3K). Epac is
a guanine exchange factor activated by cAMP forfekged protein (Rap) 1 and 2 (de Rooij
et al., 1998; Kawasaki et al., 1998). 007, an Eqezific CAMP analogue (Enserink et al.,
2002), has been shown to potentiate Akt phosphtoplastimulated by insulin in ragoleus
muscle in a similar manner as adrenalin does (Er®nhk et al., 2005), suggesting that Epac

may mediate crosstalk betwepgpadrenoceptor and Akt-mTOR pathway. More recently,
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was also shown that incubation of eatensor digitorum longusiuscle with 007 increased
Akt phosphorylation (Baviera et al., 2010). It rensatherefore to determine whether such a
mechanism triggers the activation of Akti-mTOR padlgvn the present study.

As previously observed for CREB phosphorylationpgghorylation of Akt and 4E-BP1
returned to control levels or even below (rpS6)day 10, suggesting that other signaling
pathways become activated to sustain skeletal mubgpertrophy. Chronid,-agonist
administration can decreagg-adrenoceptor density (Beitzel et al., 2004; Rothwe al.,
1987; Ryall et al., 2002; Ryall et al., 2004; Ryatl al., 2006), potentially leading to a
decrease in Akt-mTOR pathway signal transductionoweler, B.-adrenoceptor
phosphorylation was markedly decreased at day uggesting that a decrease in receptor
sensitization is probably not involved in the dowegulation of Akt-mTOR pathway. By
contrast, we cannot exclude that the down-reguiabbAkt/mTOR pathway at day 10 was
not due to a decreasefi@-adrenoceptor content, which was markedly redutedyl10.

The increase in IRS-1 phosphorylation at day 1@gests that chronic formoterol
administration can lead to IRS-1 inhibition and sldsequent down-regulation of Akt-mTOR
pathway. Similarly, we also report an increaseniyostatinexpression at day 10. Myostatin
negatively regulates the Akt-mTOR pathway (Amiroeicht al., 2009). The increased
myostatin expression at day 10 could thus conteibist down-regulate the Akt-mTOR
pathway. Furthermore, this may also limit the extdrgkeletal muscle hypertrophy and could
protect myofibers from the potential harmful effeaf an excessive increase in skeletal
muscle mass (Abo et al., 2012).

The concomitant increase in FoxO3a phosphoryladimh decrease iMAFbx/atrogin-1
MRNA level after 3 days of formoterol administratiare in agreement with the reported
increase of Akt phosphorylation at day 3. MAFbxdgin-1 promotes degradation of MyoD
(Tintignac et al., 2005), a key muscle transcriptfactor, and elF3-f (eukaryotic initiation
factor-3f) , an activator of translation initiatighagirand-Cantaloube et al., 2008). Therefore,
a decrease in MAFbx/atrogin-1 expression could ifipalty regulate muscle-specific gene
expression via the regulation of MyoD expressiarg protein translation via the regulation
of elF3-f protein content. In agreement with thypbthesis, MyoD protein level is increased
in response to clenbuterol administration (Briceual., 2004). It should be noted, however,
that a recent study has demonstrated that MAFlegeityl can interact with sarcomeric
proteins (Lokireddy et al., 2011), but it is cuttgrunknown whether this interaction results
in ubiquitination of the target proteins. By comstrao MAFbx/atrogin-1 MuRF1 expression

remained unchanged after formoterol administratdnRF1 is associated with the loss of
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myofibrillar proteins including troponin | (Kedat al., 2004), myosin heavy chains (Clarke et
al., 2007; Cohen et al., 2009; Fielitz et al., 2007yosin light chains (Cohen et al., 2009) and
actin (Polge et al., 2011). The unchand®dRF1 expression observed in the present study
suggests that alteration in myofibrillar proteirgtedation is probably not involved in skeletal
muscle hypertrophy. In support of this hypothesasid in agreement with previous
observations (Koopman et al., 2010), proteasomgne@zctivities remained unchanged in
response to formoterol administration.

One surprising finding of the present study was itheease inLC3b, Gabarapll,
cathepsin Bandcathepsin Ltranscripts, as well as the increase in unlipiiaed lipidated
forms of LC3b. LC3b and Gabarapll are requiredhentiiogenesis of autophagosomes. LC3b
mediates the elongation of the phagophore memidfdaleatogawa et al., 2007; Weidberg et
al., 2010; Xie et al., 2008), whereas Gabarapllleviye involved in a downstream step by
sealing autophagosomes (Weidberg et al., 2010). dats would therefore suggest that
autophagosome formation would be increased in respdo formoterol administration.
Furthermore, the increased expressiorcathepsin Bandcathepsin L. further suggests that
downstream of autophagosome formation, the bulkatdkgion of autophagosome content by
lysosomal proteases could be also increased inomespto formoterol administration.
However, this interpretation has to be relativizéileed, the mRNA level of autophagy-
related genesJlkl, Bnip3 and TFEB, as well as the protein content of Ulk1l, Atgl3g3d
Atgl2 complex and p62/Sgstml remained unchangeslasreven decreased in response to
formoterol administration. Altogether, these dataggest that the autophagy-lysosome
pathway would be not activated in response to feeneb administration. It remains to
determine the physiological relevance of the reggbrhcrease in LC3b-1, LC3b-II, as well in

the increase in Gabarapll and lysosomal proteaBd¢Aevel.

In summary, the present findings demonstrate thatdtarol does activate Akt-mTOR
pathway. Activation of Akt and its downstream tdsgéE-BP1 and rpS6 can lead to increase
in protein translation and could explain previowsdges that reported increase in protein
synthesis followingP,-agonist administration. The mechanisms throughckwHormoterol
activates Akt-mTOR pathway are currently unknowmt lzould possibly involvep,-
adrenoceptor coupling todgand/or activation of Epac by cAMP. The abilityfofmoterol to
repress MAFbx/Atroginl transcript suggests that formoterol can also affpootein
degradation of MAFbx/Atroginl targeted substratesluding MyoD and elF3-f. Finally, the

observation that the highest gain in skeletal neusohss was observed after 10 days of
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formoterol administration, i.e. when bofa-adrenoceptor-CREB and Akt-mTOR pathways
had returned to control levels, strongly suggest tither signaling pathways are activated to
sustain the anabolic response. It is clear fronsdldata that multiple pathways mediate the
effects of formoterol in skeletal muscle. A bettaowledge of the actions @h-agonists in

skeletal muscle could lead to the development afplacological strategies aimed at treating

skeletal muscle atrophy.
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Table 1. Oligonucleotide primers used for PCR analys.
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Gene GeneBank accession no. Primer sequences 5'-3' Tm{~C)

Acth fActh) NMO31144.2 Ford: GTCCACCCGOGAGTACAACCTT 56
Rewv: TTGCACATGCCOGAGCCGTT

Briip3 (Bnip3) NM_053420.3 Ford: AGATTGGATATGGGATTGGTCAAG GO
Rev; CCCTTICTTCATAACCCTIGTG

Cathepsin B NM_022597 2 Fwid; CCATCGCACAGATCAGAGAC G0
Rev: CCACATTGACTCGGCCATIC

Cathepstn L NM_013156.2 Fwd; CACAATCCGCAGTACAGCAAC 59
Rev: TGTGCTICTGGTGGCGATAG

Gabarapil NM_1720363 Fwd: AGGAGCATCCGTTCGAGAAG 59
Rev: ACCTCCCCTATCCGAGCTTTG

Geel] (Gnatl ¥ NMO13145.1 Fwd; TCCTGGACCTGACCAGAGTTC GO
Rev: AGGACCATCTITCGCCTICTC

Gerg (Grag) MNM_031036.1 Pwd; TCCAGGAATGCTACCATAGACCGGCG B2
Rev; AAGCCTCAGCCACACGCTOCA

Gees? (Gnas ) NM.OD1024523 4 Fwd: TCAACCACTGOCGTGACATC GO
Rev; CCTATCGTGGGTCATCAACTG

Hprti (Hprtl) NM_012583.2 Fwd; CCTCAGTCCCAGCGTCGTGATT 58
Rev: TCAGCACACACAGGGCCACAA

LC3b {Mapilc3h) MM 022867 .2 Fwd: ACGGCTTCCTGTACATGGTC GO
Rev: GTCGGGTGCCTACGTTCTGAT

MAFBY/atrogin-1 (Fhxo32) MM_133521.1 Fwd; TCCOTGCTCCTGGGCAACAT GO
Rev: AMAGCACACAGGCACGTOGGT

MufF1 (Trim6a3) NM_0B0903.1 Fwd; TGCAGCGCATCACTCACGAGCA 58
Rev: TCAGCGGCTTGGCACTCAGA

Mpyostatin (Mstn )} MNMIO19151.1 Fwd; TGACGGCTCTTTGGAAGATCACCA &0
Rev: ATATCCACACCTGCGCCTTTACCA

Treb (Tfeb) NMOD1025707.1 Fwd; ACTTCCAGTCGCCACCACCAGT G0
Rev; GCTGACGTCGCCAGCAAALT

LiTke? (UK ) NM_OOT108341.1 Ford: CATGACCTOCCTTGCATGTAAC GO

Rev: ACCAGGTGOTGGGTAAGGAAD

Primers were designed using Primer 3 software frgeme sequences obtained from

GeneBank. Primer specificity was determined usiB§ AST search.
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Table 2. Effect of formoterol administration on extensor digitorum longus

gastrocnemiussoleusand tibialis anterior muscle mass.

EDL GAS SoL TA
Control  128.0 + 2.4 1,601 + 27.0 108.2+1.9 525%9
D1 131.9+1.6 1,679 + 38.0 105.8 +2.5 553.9 + 9.4
D3 136.6 + 3.0 1,748 + 470 125.8+2.8 573.5 +10.0
D10 155.1+55 2,097 +57.8 128.9+ 4.4 655.7 +20.9

EDL, extensor digitorum longu$AS, gastrocnemiusSOL, soleus TA, tibialis anterior.
D1, D3 and D10: 1, 3 and 10 days of formoterol adstiation (2,000 ug/kg). Data are means
+ SEM (n = 6-10/group) and are expressed in miligs. ®® < 0.01 andP < 0.001:

significantly different from control group.
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Figure 1. Effect of formoterol administration on tibialis anterior muscle
histomorphometry. (A) Whole muscle cross-sectional ared) (Magnified view of
representative muscle sections in response to ¥6 (f210) of formoterol administration
(2,000ug/kg). Scale bars represent 100. (C) Frequency histogram of muscle fiber cross-
sectional area. Data are means + SEM (n = 10/grotp)< 0.05 and **P < 0.001:

significantly different from control group.
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Figure 2
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Figure 2. Effect of formoterol administration on p,-adrenoceptor protein content, .-
adrenoceptor phosphorylation, mRNA level of @& subunits and CREB phosphorylation

in tibialis anterior muscle. Representative immunoblot (upper panel) and qfieation
(lower panel) of A) pr-adrenoceptor total protein content anB) (B.-adrenoceptor
phosphorylation on S&P and Sef®in response to 1 (D1), 3 (D3) and 10 (D10) days of
formoterol administration (2,00Qg/kg). (C) Ratio between the content pf-adrenoceptor
phosphorylation anfl>-adrenoceptor protein conten)(mMRNA level of Gisi, Gog and Gy
subunit isoforms. E) Representative immunoblot (upper panel) and spoeding ratio of
CREB phosphorylation on Séfto total CREB form (lower panel). The total amourit
phosphorylated and non-phosphorylated CREB formaneed unchanged (upper panel).
Values are means = SEM (n=6-10/groupl % 0.05, ** < 0.01 and***P < 0.001:

significantly different from control group.
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Figure 3
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Figure 3. Regulation of Akt/mTOR signaling pathway in response to formoterol
administration in tibialis anterior muscle. Representative immunoblot (upper panel) and
corresponding ratio of protein phosphorylation atak protein form (lower panel)Af Akt
phosphorylation on S&F and Thf® (B) rp-S6 phosphorylation on $&tand Ser*, (C) 4E-
BP1 phosphorylation on THrand Thf®. The total amount of phosphorylated and non-
phosphorylated forms remained unchanged (upperl)painkestern blotting analysis was
performed after 1 (D1), 3 (D3) and 10 (D10) day$oofmoterol administration (2,000g/kg).

Values are means + SEM (n=6-10/group)P*« 0.01 and***P < 0.001: significantly
different from control group.
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Figure 4
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Figure 4. Effect of formoterol administration on ERK1/2 phosphorylation, IRS-1
phosphorylation and myostatin mMRNA level in tibialis anterior muscle. (A-B)
Representative immunoblot (upper panel) and corredipg ratio of phosphorylated form
relative to total form of&) ERK1/2 on Tht®? and Tyf** and B) IRS-1 phosphorylation on
Sef*® and Sef* after 1 (D1), 3 (D3) and 10 (D10) days of formoteadministration (2,000
png/kg). The total amount of phosphorylated and nbasphorylated forms remained
unchanged.@) MyostatinmRNA level. Values are means + SEM (n=6-10/grotipl. < 0.01
and***P < 0.001: significantly different from control group



MANUSCRIT 1 228

Figure 5
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Figure 5. Effect of formoterol administration on F&xO3a phosphorylation,
MAFbx/atrogin-1, MURF1 mRNA level and proteasome activities intibialis anterior
muscle. (A) Representative immunoblot (upper panel) and spoeding ratio (lower panel)
of FoxO3a phosphorylation on Threlative to total FoxO3a form after 1 (D1), 3 (G8)d 10
(D10) days of formoterol administration (2,0Q/kg). FoxO3a total protein content
remained unchanged (upper paneB) @Atrogin-1 and C) MuRF-1 mRNA levels. D)
Chymotrypsin- and trypsin-like enzymatic activitafsproteasome. Values are means + SEM

(n=6-10/group). P < 0.05 and**P < 0.001: significantly different from control group
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Figure 6. Effect of formoterol administration on mRNA level and protein content of

autophagy-lysosome related genes itibialis anterior muscle. (A) LC3b, Gabarapll,
Cathepsin B and Cathepsin mRNA levels after 1 (D1), 3 (D3) and 10 (D10) dayfs
formoterol administration (2,000g9/kg). Values are expressed in percentage of dogitooip.
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are means = SEM (n=6-10/group).P* 0.01 and**P < 0.001: significantly different from
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Figure 7
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Figure 7. Effect of formoterol administration on mRNA level and protein content of
autophagy-related genes irtibialis anterior muscle. (A) Ulk1l, Bnip3and TFEB mRNA
levels after 1 (D1), 3 (D3) and 10 (D10) days afioterol administration (2,00Qg/kg).
Values are expressed in percentage of control gi@4p) Representative immunoblot (upper
panel) and quantification (lower panel) @) (Ulk1, (C) Atgl3 protein content,) Atg5-
Atgl2 complex protein content, anl)(p62/SQSTML1 protein content. Values are means *
SEM (n=6-10/group). P < 0.05 and *P < 0.01: significantly different from control group.
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Supplemental material

Experiments were approvdany Jean Monnet University Animal Care and Use Cottem)
and were carried out in accordance with the Eunog@ammunity guidelines for the use of
laboratory animals. Thirty male Wistar rats (224%g) were purchased from Charles River
Laboratories. The animals were maintained undesrastant 12 h light-dark cycle with food
and waterad libitum. Rats were allocated into either control (n = @0¥ormoterol treated
groups (n=20). Treated animals received either 2@@D pg/kg of formoterol (Sigma-
Aldrich) in 0.9% endotoxin free NaCl once daily vigraperitoneal (i.p.) injections for 10
days (n=10/group). Control rats were injected wiltle saline solution for 10 days. Body
weight and food intake were measured daily. Atehd of the experimental period, animals
were anesthetized (i.pnjection of 90 mg/kgketamine and 10 mg/kgylazine). Tibialis
anterior (TA) muscles carefully dissected and trimmed ofdtens and any non-muscle tissue
and weighted were rapidly frozen in liquicg Bnd stored at -80°C for later analystaleus
extensor digitorum longusnd @strocnemiusnuscles were carefully removed and weighed.

Rats were sacrificed as a consequence of heagiencivhile deeply anaesthetized.
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Table S1. Effect of daily formoterol administration on extensor digitorum longus

gastrocnemiussoleusand tibialis anterior muscle mass.

EDL GAS SOL TA
Control 128.0 £ 7.0 1,636.2 + 105.4 110.7 £ 8.5 .B3840.7
20 pg/kg 144.6 + 69 1,837.6 +101.8 122.5+12.% 612.8 + 33.8

200 pg/kg 146.4 + 12°2 1,914.2 + 1493 120.0+9.4 628.8 + 48.1

EDL, extensor digitorum longu$AS, gastrocnemiusSOL, soleus TA, tibialis anterior.
Doses of 20 and 200g/kgof formoterol were daily i.p. injected for 10 dayguscle mass is
expressed in milligrams. Data are means + SEM (©fgroup).’P < 0.01 and’P < 0.001:

significantly different from control group.
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Suppl Fig. 1
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Figure S1. Effect of daily formoterol administration on total RNA content and total
protein content in tibialis anterior muscle (A) Total RNA content in response to 1 (D1), 3
(D3) and 10 (D10) days of formoterol administrat{@0D00ug/kg). B) Total protein content
at D1, D3 and D10. Values are means + SEM (n =/§#0p). P < 0.05 and**P < 0.001:

significantly different from control group.
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Suppl Fig. 2
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Figure S2. Regulation of Akt/mTOR pathway in respose to formoterol administration

in tibialis anterior muscle. Representative immunoblot (upper panel) and (fieetion
(lower panel) of &) Akt phosphorylation on TA¥ and Sef® (B) rp-S6 phosphorylation on
Sef*® and Ser*® after 10 days of formoterol administration at}&§/kg and 20Qug/kg. The
total amount of phosphorylated and non-phosphasgldorms remained unchanged (upper
panel). Values are means + SEM (n = 10/group)<*0.05, *P < 0.01 and***P < 0.001:
significantly different from control group.
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La découverte récente de la protéine Epac dansukelm squelettigue a ouvert de
nouvelles perspectives de recherche quant au l@écoaire entre la voie de signalisation
induite par les récepteups-adrénergiques et la voie de signalisation PISKIARIOR.

Dans ce contexte, cette seconde étude a pour ibljectdéterminer si le 007-AM
pourrait étre une molécule de substitution a sdiion desp,-agonistes dans le muscle
squelettique. Pour cela, nous avons étudi&jvo, d’'une part, I'effet de 7 jours de traitement
au 007-AM sur la masse musculaire de souris etimgtication éventuelle sur la voie de
signalisation PI3K/Akt/mTOR. D’autre part, pour cpléter les résultats obtenimsvivo, nous
avons examiné la régulation de la voie de signadisaPI3K/Akt/mTOR en réponse a un
traitement au 007-AMn vitro sur cellules musculaires C2C12 et testé la stahdli 007-AM

dans le plasma de souris.
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RESUME

L’administration de,-agoniste induit I'activation de la voie canonigies récepteurs
Bo-adrénergiques impliquant la protéine kinase A (PléAle facteur de transcription CREB.
Or, il a également été montré qu’une stimulafigradrénergique induisait une hypertrophie
musculaire, en partie grace a l'activation de laevde signalisation PI3K/Akt/mTOR.
Néanmoins, le lien moléculaire entre la voie caqueaides récepteufs-adrénergiques et la
voie PISK/Akt/mTOR reste encore inconnu. La décotesescente de la protéine Epac dans le
muscle squelettique ainsi que le développementidéeurs spécifiques de cette molécule
(comme le 007-AM) ont ouvert de nouvelles perspestide recherche quant a ce lien
moléculaire entre ces deux voies. Dans cette étmdes avons analysé les effets d'un
traitement de 7 jours au 007-AM vivo sur le muscle squelettique de souris. D’apres nos
résultats, 7 jours de traitement au 007-AM n’eneai pas d’hypertrophie musculaire.
Néanmoins,in vitro, sur cellules C2C12, le 007-AM active la voie dgnalisation
PISK/Akt/mTOR. L'absence d’hypertrophie musculaiobtenue apres 7 jours de traitement

in vivo, proviendrait certainement de I'instabilité du 08V dans le plasma de souris.
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INTRODUCTION

Une stimulation Bo-adrénergique du muscle squelettique s’accompagnmed’
augmentation de la production d’AMPc par I'adérg/layclase (McCormiclet al, 2010) qui
active notamment la protéine kinase A (PKA). Celiéeniere active a son tour le facteur de
transcription CREB (CAMP response element bindingtgin) (Koopmanet al, 2010) qui
cible de nombreux génes (Zhaegal, 2005) dont certains sont impliqués dans la rémguia
de la masse musculaire (Berdeaixal, 2007). Parallélement, il est relativement biearitié
gue l'augmentation de la masse musculaire, a ke sl@ 'administration d@,-agonistes, se
fait, en partie, grace a la stimulation de la viéesignalisation PI3K/Akt/mTOR (Snedden
al.,, 2001; Klineet al, 2007; Koopmaret al, 2010). Il a été rapporté que la rapamycine, un
inhibiteur de la voie de signalisation PI3K/Akt/mRQbloquait I'hypertrophie musculaire
induite par le clenbutérol (Klinet al, 2007), confirmant pour la premiére fois que l#ste
du clenbutérol étaient dus a I'activation de laevdé signalisation PI3K/Akt/mTOR. Bien que
I'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR soit bien domentée en réponse a I'administration de
Bo-agonistes, les mécanismes par lesquelflegonistes ciblent cette voie le sont beaucoup
moins. La découverte de la protéine d’échange tnmeent activée par 'AMPc, Epac,
pourrait fournir de nouvelles perspectives de reztiee (de Rooigt al, 1998; Kawasaket al,
1998). En effet, Epac est un facteur d’échangeigugldans la transformation de GDP en
GTP pour les petites protéines Ras-like GTPases]l RaRap2. Epac présente 2 isoformes
Epacl et Epac2, réparties differemment dans I'osga@i LARNmMEpacla été détecté dans
différent organes dont le muscle cardiaque et lsausquelettique (de Roagt al, 1998;
Kawasakiet al, 1998). L'expression en ARNiBpac2 quant a elle, semble étre restreinte au
cerveau, et aux glandes surrénales (Kawastaétl, 1998). La surexpression, par transfection
d’Epac, in vitro, dans des cellules HEK293, a permis de décrire auggnentation de la
phosphorylation d’Akt sur les résidus sérine 473thetonine 308, en réponse a une
stimulation de la forskoline, un activateur de I'agéte cyclase (Meét al, 2002). L'ajout de
l'inhibiteur de PKA (H89) augmentait davantage lagphorylation d’Akt (Meiet al, 2002),
suggérant d’'une part qu’'Epac et PKA agiraient seles voies de signalisation distinctes, et
d’autre part qu’Epac pourrait étre impliquée dangrocessus d’hypertrophvga I'activation
de la protéine Akt.

Afin de distinguer les différentes voies de siggalon mises en jeu par PKA d'une
part, et par les protéines Epac d’autre part, desogues de 'AMPc spécifiques de chacune
des protéines ont été developpés (Enseemnkal, 2002). Le 8-pCPT-2-O-Me-cAMP,
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également appelé 007, est un agoniste sélectipagsines Epac. Les effets physiologiques
d’Epacl dans le muscle squelettique ont été récernétediés en utilisant le 007 (Brennesvik
et al, 2005; Bavieraet al, 2010). Ces deux études indiquent qu’'Epac pouétaé le lien
moléculaire entre la voie de signalisation indpide les récepteuf-adrénergiques et la voie
de signalisation PI3K/Akt/mTOR. De plusx vivg sur du muscle isolé de rat, le 007 réduit la
protéolyse dépendante du protéasome (Bawtrd, 2010). Cependant, I'application du 007
est limitée de par sa faible perméabilité membranairincipalement a cause du groupement
phosphate chargé négativement. Pour atténuer ceopigdhe, un groupement ester
acétoxyméthyl (AM) a été introduit pour masquegileupement phosphate négatif (molécule
007-AM) (Vliem et al, 2008), et accroitre ainsi sa perméabilité memlran@eci permet a
la molécule 007-AM de rentrer d’'une maniere effecdans la cellule, ou le groupement ester
sera ensuite éliminé soit directement par hydrolged par les estérases cellulaires pour
libérer le composé 007. Ces caractéristiques pezntetle réduire d’'un facteur 100 la
concentration active du composé par rapport au@b&m et al, 2008). Pour I'heure, aucune
étudein vivo n’a montré les effets des analogues spécifiqudAdéPc, spécifiques d’Epac

sur la masse musculaire.

Sur la base de ces observations, le but de detle était de déterminer si le 007-AM
pourrait étre une molécule de substitution a Fsailion desp,-agonistes dans le muscle
squelettique. Pour cela, nous avons étudié d’umelgs effets moléculaires du 007-AM
vivo sur le muscle squelettique de sourisrewitro sur cellules C2C12 et d’autre part, la
stabilité du 007-AM et de son produit de dégradatie 007.
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MATERIEL ET METHODES

Approbation éthique du protocole

L’ensemble des expériences menées sur des raessetodiris a été approuvé par le
Comité des Soins et d'Utilisation des animaux d&kpentations de I'Université Jean
Monnet. Ces expériences ont été effectuées confoemi aux directives communautaires

européennes pour l'utilisation d’animaux de labairat

Animaux

Vingt et un rats males Wistar (224 + 19 g) et 44urso males C57BL/6JR]
(25,6 + 0,3 g) ont été respectivement fournis parllaboratoires Charles River (L'Arbresle,
France) et les Laboratoires Janvier (Saint Berthefrance). Tous les animaux étaient
maintenus sous un cycle jour-nuit de 12 h aveadwurriture et de I'eaad libitum.

Les rats étaient répartis soit en un groupe canfidkE 7), soit en un groupe traité avec
du formotérol (2 groupes, n = 6-8/groupe). Les aniritraités recevaient quotidiennement des
injections intrapéritonéales (i.p.) de 2000 pd.kig formotérol (Sigma-Aldrich, I'lsle d'Abeau,
France) dans 0.9 % de NaCl pendant 1 et 3 jours.

Les souris étaient réparties en un groupe cont(@le= 8), un groupe 007-AM
[3 groupes, n = 8-9/groupe, injections i.p. quetidies de 1000, 2500 ou 5009.kg* de
007-AM (Biolog Life Science Institute, Bremen, Albegne)] ou en un groupe traité au
formotérol (n = 9, 1000 pg.Kgde formotérol). Les animaux étaient traités pehdgours. Le
007-AM et le formotérol étaient dilués dans uneigoh de NaCl 0,9 %.

Les rats et souris des groupes contrbles étai@tt@s avec une solution saline (NaCl
0,9 %), respectivement pendant 3 et 7 jours. Ldgdes animaux ainsi que la consommation

de nourriture étaient mesurés quotidiennement.

Prélévements musculaires

Aux temps indiqués, les animaux étaient anesth@siéfmjection en i.p. d’'un mélange
de 90 mg.kgd de kétamine et de 10 mgkgle xylazineLes musclesibialis anterior (TA) et
gastrocnemiugGAS) étaient soigneusement disséqués, nettoy@sedeons et de tout-autre
tissu non musculaire, et pesés. Les muscles TAAS &aient rapidement congelés dans de
I'azote liquide et conservés a -80°C pour des aealyultérieures. Les musclesleus et
extensor digitorum longusgtaient également délicatement prélevés et pesgs.ahimaux

étaient sacrifiés par I'excision du cceur, alorslg@taient toujours sous anesthésie.
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Culture cellulaire

Des cellules musculaires de souris C2C12 (ATCC QREL2) étaient cultivées dans du
milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) supplémeatésérum de veau fétal (20 %) (Gold,
PAA, A15-151), en pénicilline-streptomycine (P/SYal(Sigma P-0781) et en amphotéricine B
(Amph B) (1 %) (Sigma A-2942) a 37°C et 5 % £dans l'air dans des boites de 10 cm de
diamétre. Lorsque les cellules atteignaient 80 % cdefluence, elles étaient mises en
différenciation pendant 7 jours dans du DMEM supmaté avec du sérum de cheval 2%
(PAA B11-021), 1 % de P/S et 1 % Amph B (milieudiéeérenciation). Les myotubes étaient
ensuite soumis a un stress métabolique consistadtheures de DMEM sans sérum de cheval
2%. Aprés ce laps de temps, les myotubes étaiantrie avec le milieu de différenciation
avec du formotérol (2 et 20 nmotLou du 007-AM (0,1 pmol.t, 1 pmol.L* et 10 pmol.}).
Les cellules C2C12 traitées avec l'inhibiteur sfigae de PKA, le H89 (5 pmold), le
recevaient 30 minutes avant I'addition de formdtéonmol.L'"). Les myotubes du groupe
contrle étaient cultivés en présence de dimétHgiside. Les données provenaient de
4-5 boites indépendantes.

Extraction protéique

Les muscles TA et GAS, respectivement de rat esalgis étaient homogénéisés
(dilution 1:20 poids:volume) dans un tampon garndérais (pH 7,4, 50 mM de Tris HCI, 100
mM de NaCl, 2 mM d’EDTA, 2 mM d’EGTA, 50 mM dp-glycerophosphate, 50 mM de
sodium fluoride, 1 % de Triton X-100, 1 mM de sodimmhovanadate, et 120 nM d’acide
okadaique ; tous ces réactifs provenaient de Sigjlaiaeh). Les cellules étaient décollées de
leur support et les protéines étaient extraitesCaadfec le méme tampon frais. Les homogénats
musculaires et cellulaires étaient centrifugés a0O02f pendant 20 minutes a 4°C, et le
surnageant était collecté et analysé pour meseraohtenu protéique total (Bio-Rad DC

Protein Assay) en utilisant de I'albumine de séderbceuf (BSA) comme standard.

Western immunoblotting

La méme quantité de protéine (50 pug) était dépeséeales gels SDS-polyacrylamide
de 12,5 %. Les protéines étaient transférées sumaenbranes de nitrocellulose de 0,45 um.
Apres coloration au rouge Ponceau, les membramésnétbloquées (1 heure a température
ambiante avec du tampon Tris (Tris-buffered sa{ifiBS) contenant 5 % de lait écrémé en
poudre), puis incubées toute la nuit a 4°C avewtitarps primaire. Les anticorps dirigés
contre les protéines Akt, AK*® CREB*®*3 Epac, 4E-BP1, 4E-BPT*"*® ribosomal
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protein (rp) S6 and rpS§z*°/2¢

provenaient de Cell Signaling Technology (BeveMA,
USA). L’anticorps dirigé contre d-tubuline provenait de Sigma-Aldrich (Saint LoUi$SA).

Les membranes étaient ensuite lavées 3 fois dam®88upuis incubées 1 heure a température
ambiante avec l'anticorps secondaire chevre apiitlaou lapin anti-souris conjugué
horseradish peroxidase (DaHwoappes, France). Aprés 3 lavages de 5 minutes dlaifBS-
Tween, les immunocomplexes étaient visualisés @isaunt une méthode de détection par
chemiluminescence (GE Healthcare, Orsay, Franagd. films étaient scannés et quantifiés
grace au logiciel d'analyse d’'images ImageJ. Lesmumoblots di-tubuline étaient utilisés
pour vérifier que la quantité de protéines depossesdépart était identique entre les

échantillons.

Analyse de la stabilité par chromatographie liquide
Nous avons a la fois mesuré la stabilité du 007-@tMe son produit de dégradation, le
007 par Chromatographie Liquide a ultra-haute perémce couplée a la spectrométrie de

masse en tandem

Produits chimiques et réactifs

Le 8- (4- Chlorophenylthio)- 2'- O- methyladenosiB& 5'- cyclic monophosphate (8-
pCPT-2'-O-Me-cAMP (007) et le 8- (4- Chlorophenidh 2'- O- methyladenosine- 3', 5'-
cyclic monophosphate, acetoxymethyl ester (007-AdBient synthétisés par Biolog Life
Science Institute (Bremen, Allemagne). Le méthaetl le plasma de souris étaient
respectivement obtenus par Fischer Scientific Gr{tb¢hwerte, Allemagne) et Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France). Le milieu defé@iénciation (DMEM + 2 % de sérum de
cheval) provenait de chez PAA (Les Mureaux, Frante) Nordiazépam D5 était utilisé
comme étalon interne. Un filtre de 0,2 um de palylidene fluoride était utilisé pour les

phases mobiles et fourni par Interchim (Montlugerance).

Préparation des échantillons
Les solutions méres de 007 (2,5 mgilet de 007-AM (0,56 mg.nit) étaient
préparées extemporanément dans du méthanol. Ge®sslétaient ensuite diluées alf™0
dans du méthanol. Une calibration était effectuéar pchacune des 3 phases: méthanol,
plasma de souris et milieu de différenciation. Uturee (25 pL) du calibrateur était ensuite
prélevé aux temps, TO min, T15 min, T30 min, TTAh, T24 h et T48 h (pour le méthanol et

le plasma de souris) puis ajouter instantanéméataon interne (Nordiazépam D5). Aprés 4
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minutes de centrifugation a 10 800 rpm, le surnaipéit préleve puis injecté dans le systeme
de Chromatographie Liquide Ultra-haute PerformghdelC).

Chromatographie Liquide a ultra-haute performance ogplee a la
spectrométrie de masse en tandem
Le systéme UPLC (Acquity Ultra Performance LC, Wait&aint-Quentin en Yvelines,

France) est couplé a un spectrométre de masse-fugldripdle en tandem (MS/MS) (Waters
Quattro micro). La colonne de séparation, du systeALC, utilisée est une Luna MercuryMS
C18 (20 mm x 4 mm x 3 um) de chez Phenomenex (gaiettin en Yvelines, France). La
séparation chromatographique était réalisée a 40a&Cphase mobile était constituée d’'un
mélange de A : eau distillée contenant 0,1 % daditimique et de B : acétonitrile contenant
0,1 % d'acide formique. Afin d’optimiser les parames du spectrométre de masse pour
chacune des molécules 007-AM et 007, les moléquiess étaient injectées directement dans
le spectrometre de masse. Ainsi, il a été possibldéterminer la tension du capillaire (2 kV),
I'énergie de collision (25 V pour le 007-AM et 20pdur le 007) et le flux de gaz a la sortie du
cone (45 L.H pour le 007-AM et 35 LHipour le 007). L'acquisition des données étaitiséal

grace au logiciel MassLynx V4.1 (Waters).

Analyses statistiques

L’ensemble des valeurs sont exprimées en moyenr®EM. Les groupes contréles,
007-AM et formotérol étaient comparés en utilisane analyse de variance a un facteur
(ANOVA 1). Un testpost hocde Scheffe était réalisé pour déterminer une éedlatu
différence significative entre les groupes. Leslym®s statistiques étaient effectuées en
utilisant StatView version 5.0 (SAS Institute InCary, NC, USA). Le seuil de significativité

a ete fixé a 0,05 pour 'ensemble des comparaisons.
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RESULTATS/DISCUSSION

Trois jours de traitement au formotérol induisaientne augmentation du contenu
total en protéine Epac dans le muscle tibialis ds.rTrois jours de traitement au formotérol
induisaient une hypertrophie du mustiaialis anterior (Fig. 1A). Cette hypertrophie était
associée a une augmentation significative du contetal de la protéine Epac apres
I'administration de formotérol pendant 3 jours (FiB). Ces résultats suggéraient que le
formotérol augmentait le contenu total en protétpacin vivo, qui pourrait étre impliqué dans
I'hypertrophie musculaire. En effaf) vivo, il a été montré que I'isoprotérénol induisait une
hypertrophie cardiaque corrélée a une augmentdgdiexpression en ARNr&pacl(+59 %)
et Epac2 (+36 %) (Ulucanet al, 2007). De plus, l'infection de cardiomyocytes par
adénovirus Epac induisait non seulement une hyymrie mais également I'expression de
genes marqueurs de I'hypertrophie commesaktinine (Morelet al, 2005). L’ensemble de ces
résultats suggére donc qu’Epac pourrait étre imgliqans I'hypertrophie musculaire induite

par I'administration d@,-agonistes.

In vivo, I'activation spécifique d’Epac par le 00AM n‘augmentait pas la masse
musculaire.Pour évaluer les effets de I'activation de la pregéepac sur la masse musculaire,
nous avons administré pendant 7 jours du 8-(4-Cpluenylthio)-2'-O-methyladenosine- 3', 5'-
cyclic monophosphate, acétoxymethyl ester, plusig@ous le terme de 007-AM, a des souris,
a la dose de 1000, 2500 ou 5Q09kg*. Quelque soit la dose, le 007-AM n’augmentait lpas
masse des musclextensor digitorum longugastrocnemius, soleust tibialis anterior de
souris. A l'inverse, 'administration de formotér(d000 pg.kg), pendant 7 jours, induisait
une augmentation significative de +9% de la massenugsclesextensor digitorum longus,
gastrocnemius, soleuet tibialis anterior (Fig. 2A). Bien que la masse musculaire ne soit pas
augmentée en présence de 007-AM, nos résultats ramentt une augmentation de la
phosphorylation de la protéine AKE?® (Fig. 2B). Les formes totales d’Akt (Fig.Q), de S6
(Fig. D) et de 4E-BP1 (Fig.B) restaient inchangées. Au vu de ces résultagst ih envisager

que la molécule de 007-AM est instable, rendantastion sur le muscle squelettique limitée.

Stabilité du 007-AM dans différentes phasdk.est possible de tester la stabilité du
007-AM et de son produit de dégradation le 007 PRLC. Ainsi, il apparaissait que le
007-AM et le 007 étaient stables dans le solvatgigpométhanol (Fig. 8 etB). A I'inverse, le

007-AM était instable dans le plasma de sourissatpre le 007 semblait posséder une plus
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grande stabilité dans cette méme phase (FAgetdB). Dans le milieu de différenciation de
culture cellulaire (DMEM + sérum de cheval 2 %), 087-AM avait une demi-vie de
30 minutes et était détectable pendant 2 heurgs 3E). C’était le temps choisi pour effectuer
nos mesures sur la voie de signalisation PISK/AKODR in vitro. Le 007, quant a lui, était

stable au moins pendant 2 heures dans le miliglifiéeenciation (Fig. B).

In vitro, sur cellules musculaires C2C12, le 007-Alttive la voie de signalisation
PISK/Akt/mTOR. Nous avons dans un premier temps vérifié que le-ANI7 activait
spécifiguement Epac (FigAp et que son action était PKA-indépendante. AilesiQ07-AM
augmentait le contenu total en protéine Epac (#g.et n’activait pas la protéine PKA, au
regard de I'absence de phosphorylation de la pret€REB sur la sérine 133 (FigB4 Ainsi,
le 007-AM agissait spécifiguement sur Epac, indépemdent de PKA. Néanmoins,
contrairement au résultat obteimuvivo avec la dose de 2000 pgkghez le ratjn vitro, le
formotérol n’augmentait pas le contenu total en gn& Epac. Pour évaluer si I'activation
spécifiqgue d’Epac pouvait augmenter des marquenit$nitiation de la traduction, nous avons
quantifié par western blot le niveau de phosphtigmades protéines S6 et 4E-BP1. Ainsi, le
007-AM augmentait la phosphorylation de la proté8& sur les résidus sérine 235/236, de
maniere dose-dépendante (Fi§)4Le 007-AM augmentait la phosphorylation de latpme
4E-BP1 a la plus faible dose uniquement (FiD).4Considéré comme un contréle positif,
activateur de la voie de signalisation PI3K/Akt/nH Qe formotérol augmentait également la
phosphorylation des protéines S6 et 4E-BP1 d’'uneiéna dose-dépendante (Fige 4t D).
D’une maniere intéressante, un prétraitement dmiddtes avec l'inhibiteur de PKA, le H89,
ne modifiait pas la phosphorylation de S6 et deB#H- induite par le formotérol, suggérant
gue PKA n’était pas impliqué dans I'activation devbie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.

Ainsi, bien que le 007-AM n‘augmente pas la massesculairein vivo, il semblerait
que cette molécule active la voie de signalisatRIBK/Akt/mTOR in vitro. D’autres
expériences seraient nécessaires pour valider ésadtats. Le fait qu'aucune étudte vivo,
utilisant un analogue de I'AMPc, n’ait été réalisael’heure actuelle, proviendrait de
I'instabilité du 007-AM dans le plasma. A ce jolar seule étuden vivo, portant sur la délétion
du géneEpaclchez des souris KO, et qui aurait pu apporter désigons sur le réle d’Epac
dans la régulation de la masse musculaire, n'alpast le phénotype du muscle squelettique
de ces souris (Suzulet al, 2010). Enfin, en 2012, ont été développés desbitelrs
spécifiqgues d’Epac (ESI-08, ESI-09, HIC0197 et HBB) qui diminuent la phosphorylation
d’Akt Thr®® et Set’ dans des cellules pancréatiques (INS-1) (Almahetrig, 2013) (Figure
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35) et dans les cellules de rein HEK293 (Ckeml, 2012). Bien que ces inhibiteurs n’aient,
pour I'heure, pas encore été employés en préselee dtimulationp,-adrénergique, ils
pourraient étre d’'un grand intérét pour approfoelrmécanismes intracellulaires dépendants
de PKA menant a une hypertrophie musculaire. Cadteds ouvrent de nouvelles perspectives
de recherche sur le role d’Epac dans l'activatietadvoie de signalisation PISK/Akt/mTOR.

En conclusion, contrairement au formotérol, 7 goute traitement au 007-AM,
'analogue de I'AMPc activant spécifiquement la gioe Epac, n’induisait pas une
hypertrophie musculaire. En revanche, il semblecaitin vitro sur cellules musculaires
C2C12, le 007-AM active la voie de signalisatioBRAkt/mTOR. L'absence d’hypertrophie
musculaire proviendrait probablement de I'instaditiu 007-AM dans le plasma.
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Figure 1 : Effet du formotérol sur la masse du mude tibialis anterior de rat et sur le
contenu total en protéine Epac(A) Masse du musclibialis anterior exprimée en mg apres

1 (J1) et 3 (J3) jours de traitement au formotéR).Immunoblot représentatif du contenu total
en protéine Epac (en haut) et sa quantificationdgssous). Le Western blot était réalisé apres
1 (J1) et 3 (J3) jours de traitement au formot&6D0 pg.kd). L'immunoblot de la-tubuline

est utilisé pour vérifier que la charge initialesgeotéines était identique entre les extraits. Les
valeurs sont exprimées en moyennes + SEM (n = &&pg). **P < 0,01 : significativement

différent du groupe controle.
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Figure 2 : Effet du 007-AM sur la masse des muscldsDL, GAS, SOL, TA et régulation
de la voie de signalisation PISK/Akt/mTOR dans le mscle gastrocnemiusde souris.(A)
La masse de I'ensemble des muscles EDL, GAS, SOlAe¢st exprimée en % du groupe
contrdle. B) Niveau de phosphorylation de la protéine BRP® (C) Niveau en protéine totale
Akt, (D) rpS6 et E) 4E-BP1. Les souris étaient traitées en i.p. pendgours avec du 007-AM
(1000, 2500 ou 5000 pg.Kyou du formotérol (F, 1000 pg.Rpy Les valeurs sont exprimées
en moyennes = SEM (n = 8-9/groupef. ¢ 0,05 ; **P < 0,01 : significativement différent du
groupe controle (C). EDLextensor digitorum longusGAS, gastrocnemius SOL, soleus;

TA, tibialis anterior.
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Figure 3 : Stabilité du 007-AM et du 007 dans diffientes phasesStabilité du 007-AM A)

et du 007 B) dans le méthanol et le plasma de souris. St@tllit 007-AM C) et du 007 D)
dans le milieu de culture + sérum de cheval (H%).2a stabilité était mesurée aux temps TO
min, T 15min, T 30min, T1 h, T2 h, T24 h et T48umiquement dans le méthanol et le plasma
de souris). Les valeurs sont exprimées en moyean&EM provenant de 3-4 analyses

indépendantes pour la stabilité du 007-AM et du @&7s le méthanol et le plasma de souris.
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Figure 4
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Figure 4 : Effets de l'activation d’Epac sur la voe de signalisation PI3K/Akt/mTOR in
vitro. Contenu total en protéine Epad)(et niveau de phosphorylation de la protéine
CREB>*"*(B) de cellules musculaires C2C12 aprés un traiterder? heures au formotérol
(2 nmol.L'Y), au H89 (5 umol.Y) ou au 007-AM (0,1 umolt). Les cellules traitées au
formotérol + H89 (F+H89), recevaient, 30 minutearav’ajout de formotérol, I'inhibiteur de
PKA. (C) Immunoblot représentatif du niveau de phosphtindade la protéine rpS823>/2%¢
(en haut) et sa quantification (en dessouB)) [mmunoblot représentatif du niveau de
phosphorylation de la protéine 4E-BP1® (en haut) et sa quantification (en dessous). (C et
D) Les cellules C2C12 étaient traitées soit avecfatmotérol (2 et 20 nmol.t) ou du
007-AM (0,1 pmol.l*, 1 umol.Ll* et 10 pmol.[}). Les cellules C2C12 traitées avec
linhibiteur spécifique de PKA, le H89 (5 umol‘), le recevaient 30 minutes avant I'addition
de formotérol (2 nmol.tY) (groupe F+H89). P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001 :

significativement différent du groupe contréle.
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Au regard de la littérature, le gain de masse mageyla la suite d’une stimulation
Bo-adrénergique, dépend de la naturepghagoniste (durée d’action courersuslongue)
(Harcourtet al, 2007), de la voie d’administration @g-agoniste (injection intrapéritonéale
ou sous-cutanée, administration orale par la nioweriouvia I'eau de boisson) (Mooret al,
1994), de la dose di-agoniste administrée (de 1 ugkigur® a 4 mg.kd.jour?) (Ryall et
al., 2006) et de la durée du traitement (de 1 jou? anbis) (Koopmaret al, 2010). Chacun
des paramétres sera discuté dans le paragraplaasuiv

Les récepteurf,-adrénergiques représentent 90 a 95% de la totddisérécepteurs
B-adrénergiques présents a la surface de la memlasecellules musculaires striées
squelettiques (Kinet al, 1991). C’est la raison pour laquelle, nous awdrssi d’administrer
un agoniste spécifique des réceptefssadrénergiques, le formotérol. Ce dernier a la
particularité d’avoir un délai d’action court eteudurée d’action longue. En nous basant sur
la littérature, il semblerait que les effets hypgrhiques les plus prononcés soient obtenus
lorsque leB-agoniste est administré par voie intrapéritonéaébleau 2 du chapitre 1l1). De
plus, le formotérol a fait I'objet de nombreusegdéssin vivo portant sur des traitements de
longue durée (4 semaines) (Ryatlal, 2006; Harcouret al, 2007; Ryallet al, 2007; Gehrig
et al, 2010). En revanche, peu d’études se sont int&esaux effets a courts termes du
formotérol (quelques jours) sur la masse muscuketir voie d’initiation de la traduction
PISK/Akt/mTOR (Busquet®t al, 2004; Koopmaret al, 2010). Dans ce contexte, et dans le
but d’avoir un effet hypertrophique marqué des rlasssquelettiques, nous avons choisi
d’administrer la dose non-toxique de 2000 pd.Jaur! & des rats comme cela a été fait,
durant 7 jours, dans I'étude de Busquettsl. (2004) (Busquetet al, 2004). Dans le souci
d'apporter de nouvelles connaissances sur la réguolade la voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR, a la suite de I'administration derdmtérol, nous avons donc choisi de
traiter quotidiennement des rats pendant 1, 3 godi@. Enfin, dans notre étude, bien que le
poids des musclesxtensor digitorum longugastrocnemiussoleusettibialis anterior ait été
pesé, nous avons choisi de travailler principalensemtce dernier, qui est un muscle a
contraction rapide plus sensible aux stimulatighsadrénergiques que les muscles a

contraction lente (Yimlamaat al, 2005; Klineet al, 2007).

L’objectif de ce travail de thése était d’étudies mécanismes moléculaires impliqués
dans le contréle de la masse musculaire sousdiactu formotérol. Dans notre étude, 10
jours de traitement au formotérol, & la dose de02Q@.kgljour?, induisaient une

hypertrophie des musclestensor digitorum longus21 %),gastrocnemiug+31 %),soleus
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(+19 %) ettibialis anterior (+25 %). Ces résultats sont en accord avec celsepiés dans
d’autres études utilisant du clenbutérol (Emetryal, 1984) et du formotérol (Busquedt al,
2004; Koopmaret al, 2010). Méme de faibles doses de formotérol (2@grget 200 pg.kd,
pendant 10 jours) induisaient une hypertrophie mlage, illustrant clairement ['effet
anabolisant di,-agoniste sur le muscle squelettique. Il a été moqtie des doses aussi
faibles que 1 pg.kbjour! de formotérol, pendant 4 semaines, pouvaient prsogne
hypertrophie du muscle squelettique, sans toutefmaire une augmentation de masse du
myocarde (Ryalet al, 2006).

A travers cette discussion, un certain nombre detpaeront plus spécifiguement
abordés et concerneraitles voies de signalisation, autres que la voi&kRAB/mTOR, qui
sont activées par le formotérdl) le facteur d’échange Epac qui pourrait étre la lie
moléculaire entre la voie «canonique » des réceptp,-adrénergiques et la voie de
signalisation PI3K/Akt/mTOR, iii) un probable couplage direct des récepteurs
Bo-adrénergiques avec PI3K, expliquant une activatas la voie de signalisation
PISK/Akt/mTOR a la suite d’'une stimulatigh-adrénergiqueiy) I'implication des protéines
Ga; dans I'hypertrophie musculaire, et) linduction de la lipidation de LC3 sans

augmentation d’autres marqueurs de l'autophagi@gonse a I'administration de formotérol.

1. Des voies de signalisation, autres que la voié8R/Akt/mTOR, sont activées aprés 10
jours de traitement au formotérol pour soutenir la réponse anabolique du muscle

squelettique.

De la méme maniére que IBsagonistes, I'activation du récepteur CRF2, uneautr
RCPG, par l'urocortine 2 permet d’induire une hymrhie des muscleibialis anterior et
medial gastrocnemiyset de limiter l'atrophie musculaire apres immidation platrée
(Hinkle et al, 2003). D’'une facon surprenante, et comparable gue I'on observait apres
10 jours de traitement au formotérol dans notrede&tul’'urocortine 2 inhibait la
phosphorylation de la protéine Akt, induite panduline (Cheret al, 2006), suggérant que
I'hypertrophie induite par l'urocortine 2 est inadgwlante de [I'activation de la voie
PI3K/Akt/mTOR. Ces observations soutiennent doie€ que des voies de signalisation,
autres que la voie PI3K/Akt/mTOR, sont activéesrgaduire/soutenir une hypertrophie du

muscle squelettique.
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Ainsi, et dans le but d’identifier des voies dgnsilisation, autres que la voie
PI3K/Akt/mTOR, induites par le,-agonistes et impliquées dans I'hypertrophie musiel
nous avons élargi notre étude bibliographique rRskenble de$-agonistes. En outre, il a été
montré que I'administration d’isoprotérénol a dassnduisait une hypertrophie cardiaque
associée a une augmentation du niveau d’expressigkRNm deJunB(Brandet al, 1993).

A linverse, I'expression en ARNmM déunB est réprimée lors de multiples conditions
d’atrophie musculaire telles que la dénervatiorgdehexie, la I1ésion de la moélle épiniére et
le jeGne (Leckeket al, 2004; Sacheckt al, 2007), suggérant que JunB interviendrait dans la
régulation de la masse musculaire. Ainsi, I'inhdntde JunB par siRNA cause une perte de
masse musculaire dibialis anterior de souris (Raffaellet al, 2010). En revanche, la
surexpression de JunB bloque I'atrophie induite lpatexaméthasone dans des myotubes et
par la dénervation du musdibialis anterior (Raffaelloet al, 2010) En conditions normales,
JunB, surexprimén vitro et in vivo, induit une hypertrophie des myotubes et tidtalis
anterior, en stimulant la synthése protéique indépendammdent’activation de la voie
PI3K/Akt/mTOR (Raffaelloet al, 2010). En effet, en se liant directement & Fox@@\B
bloque la liaison de FoxO3 sur les promotaddisFbx/Atrogin-let MuRF1réduisant ainsi la
dégradation protéique du muscle squelettique (Rldfeet al, 2010). En revanche, JunB
n’inhibe pas la voie autophagie-lysosome, maiseseeaht la voie ubiquitine-protéasome.
Enfin, JunB supprime I'expression de myostatineligtinue la phosphorylation de Smad3,
induisant ainsi une hypertrophie musculaire. Aindgns notre étude, ce facteur de
transcription JunB pourrait étre un élément de répopour expliquer I'hypertrophie
musculaire obtenue aprés 10 jours de traitemefdrawtérol. Cependant, JunB étant un gene
de réponse immédiate (Pearenal, 2009), avec une réponse maximale observée 1 heure
aprés linjection de formotérol (Peareet al, 2009) et 4 heures apres [Iinjection
d’isoprotérénol (Branakt al, 1993), pourrait agir précocement sur I'’hypertreptiu muscle
squelettique a la suite du traitement au formoténohis il est peu probable que JunB

intervienne dans I'hypertrophie musculaire obteaud0.

La régulation, par CREB, des génes cibles impBqu&ns la régulation de la masse
musculaire, a été décrite dans I'état de la littéea L'utilisation du dominant-négatif de
CREB, A-CREB, a permis de montrer que ce facteuratescription était également capable
de réguler le géne de réponse immédiates (Fasset al, 2003). Il a été mis en évidence que
I'hypertrophie cardiaque, induite par l'isoprotérénmugmentait le niveau d’expression en

ARNmM dec-fos(Brandet al, 1993). Bien qu’aucune augmentation du niveaugression en
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ARNmM de c-fos n’ait été observée en présence de clenbutérol Esnmusclessoleuset
plantaris I'hypertrophie de ces muscles, induite par lenlolgérol, était associée a une
augmentation rapide (24 heure poustdeuset 6 heures pour lgantaris) et significative du
niveau d’expression en ARNm demyc un autre gene de réponse immeédiate (Whitelaw &
Hesketh, 1992). Cette augmentation du niveau désgion apparait comme un événement
précoce dans la réponse hypertrophique du muscidettigue (Whitelaw & Hesketh, 1992).
De ce fait, et de la méme maniere que JunB, lesgyéda réponse immédiate que sofset
c-mycpourraient étre impliqués précocement dans I'hypphie musculaire induite par les
Bo-agonistes. En revanche, I'éventualité qui®ds et c-mycaient un effet sur I'hnypertrophie

musculaire, induite par le formotérol a J10, eitiéa

Au final, il semblerait que des voies de signdiisg autres que la voie
PISK/AKt/mTOR, soient activées pour soutenir I'hgipephie musculaire induite par le
formotérol a J10. Néanmoins, en I'état actuel de camnaissances de la littérature, il nous est

impossible de les définir.

2. Le facteur d’échange Epac est le lien molécul@rentre la voie « canonique » des

récepteursp,-adrénergiques et la voie de signalisation PISK/AKINTOR.

Dans notre seconde étude, nous avons montré gdmihistration de formotérol
augmentait le contenu total en protéine Epac dansuscletibialis anterior de rat. Cette
augmentation était associée a une augmentatiorackivation de la voie de signalisation
PI3K/Akt/mTOR (Manuscrit 1). Des travaux récents détrit que la protéine Epac pouvait
coupler 'augmentation de la concentration intriutaire en AMPc a I'activation de PI3K par
lintermédiaire de la protéine Rapl (Brenneseikal, 2005; Bavieraet al, 2010), et ainsi
activer la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR. peotéine PI3K possédant un domaine de
liaison Ras dans sa structure, il a été monméyitro, que la forme active de Rapl
(appartenant a la famille Ras) interagissait daeent avec PI3K (Kortho#t al, 2010). Ceci
suggere donc que l'activation de la protéine Rapllgptacteur d’échange Epac pourrait agir
directement sur PI3K pour activer la voie de siggadion PI3K/Akt/mTOR et induire ainsi
une hypertrophie musculaire. Dans notre étudeivo, le contenu protéique d’Epac était
augmenté de facon significative apres 3 jours digetnent au formotérol, suggérant que la
protéine Epac pourrait participer a I'activationldevoie de signalisation PI3K/Akt/mTOR en

réponse a une stimulatiofi;-adrénergique. Pour confirmer ces dires, les rasult
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préliminaires de notre seconde étude ont décritactigation de la voie PI3K/Akt/mTOR
vitro en présence de l'activateur spécifique d’Epac,logue de I'AMPc, le 007-AM.
Néanmoins, prisén vivo pendant 7 jours, cette molécule n’induit pas ugpehtrophie
musculaire, suggérant qu’un traitement au 007-AMpldis longue durée (3 semaines) serait
nécessaire pour avoir un effet notable. De pluapm@’s nos résultats en pharmacologie, il
semblerait que le 007-AM soit dégradé tres rapidenien quelques secondes) dans le
plasma, contrairement au 007 qui semble étre sphiéelongtemps (plusieurs heures).

Il serait donc envisageable d’administrer, sur dusplong terme (3 semaines par
exemple), la molécule de 007-AM a des souris p@terchiner si I'activation spécifique
d’Epac induit une hypertrophie musculaire. Dandlg d’éviter sa dégradation plasmatique,
et compte tenu du prix élevé de cet analogue ddP@, il serait intéressant de voir I'effet de
son injection en intra-musculaire. Enfin, le dévg@ement tres récent d’inhibiteurs
spécifiques d’Epac (Chen et al., 2012; Almahariglet 2013) pourrait permettre de vérifier
I'effet de cette protéine sur la régulation de lagse musculaire.

3. Il existe un couplage direct des récepteurf,-adrénergiques avec PI3K, expliquant
I'activation de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR a la suite d’'une stimulation

po-adrénergique.

Contrairement a I'hypothése précédente, qui segg@e action indirecte entre les
récepteurg,-adrénergiques et la voie de signalisation PISKIAKRIOR, des études récentes
ont suggéré une action directe entre les RCPG#$3&t P’activation, in vitro, du récepteur
couplé a la protéine &g Fzd7 (Frizzled 7), un RCPG activée par Wnt7a, inhdwne
hypertrophie des myotubes (von Maltzatral, 2012). Il a été montré que I'inhibition de la
protéine G par siRNA, tout comme l'inhibition spécifique dadsociation des protéinesi$
et By, en présence de suramine, étaient capables d’'miilypertrophie induite par Wnt7a
(von Maltzahnet al, 2012). Ces observations suggerent que les pret&aget G3y sont
impliqguées dans la régulation de la masse museulaDe plus, lanalyse par
co-immunoprécipitation a démontré que le réecepedi7 se liait, non seulement a la protéine
Gos, mais également a la sous-unité régulatrice p8BI8K, suggérant une action directe du
RCPG sur la voie de signalisation PISK/Akt/mTOR riviMaltzahn et al, 2012).
L’'importance de cette sous-unité régulatrice d&kKRAIZté montrée en générant des souris KO

qui présentaient a la fois une diminution de |'zation de la voie PISK/Akt/mTOR, mais
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egalement une diminution de la taille des fibresaulasres (Luoet al, 2006). Il serait donc
envisageable de penser que ce mécanisme pourreitsi&hilaire pour les récepteurs
Bo-adrénergiques. Néanmoins, a I'heure actuelle, auétude n’a montré un lien direct entre

les récepteur,-adrénergiques et PI3K.

Savoir comment les récepteytsadrénergiques couplés a la protéined@ctivent la
voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR, initiatrice @etraduction de protéine, fournirait des
éléments clés pour comprendre le processus dhypdrie musculaire induit par les
[o-agonistes et découvrir de nouvelles cibles théuntigaes pour le traitement de la perte de
masse musculaire. Ainsi, il serait envisageablgudii@r le lien direct entre le récepteur

po-adrénergique et PI3K par co-immunoprécipitatiomdde muscle squelettique.

4. Implication des protéines &; dans I'hypertrophie musculaire.

Dans le muscle squelettique, I'isoforme prédomieale la protéine G est la sous-
unité stimulatrice @s de l'activité de I'adénylate cyclase (Suzuial, 1998). Dans notre
étude, nous avons pu mettre en évidence I'existdasasoformess, o1 etogde la protéine
G. Les expressions en ARNm des sous-unités & Guq n’'étaient pas modifiées en réponse
a ladministration de formotérol. En revanche, urfo de traitement au formotérol
augmentaient le niveau en ARNm de la sous-unitie la protéine G. Bien que le niveau en
protéine (& n'ait pas été mesuré dans notre étude, il a éggésa, dans le muscle
squelettique diaphragme de souris, que l'activatenla protéine & couplé au récepteur
A-adénosine pourrait réprimer la réponse induite lparrécepteurf,-adrénergiques et la
protéines Gs (Duarteet al, 2012). Une augmentation de la quantité de prese@® pourrait
ainsi agir comme un mécanisme limitant I'lhypertr@phiusculaire induite par le formotérol.
A l'inverse, une étude récente a démontré queiVaion de la protéine & stimulait
I’hypertrophie musculaire et inhibait I'atrophie neutaire induite par TNkt (Minetti et al,
2011). Les études contradictoires de Minettal.,(2011) et Duartest al., (2012) soulignent
donc l'ambigiité de la réponse induite la protéi@e; sur la régulation de la masse

musculaire.

En perspective, il serait intéressant de mesuwgariveau d’expression de la sous-unité

Gaip, impliguée dans I'hypertrophie musculaire (Minetti al., 2011) et de confirmer les
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résultats de notre étude sur le niveau d’expressipMRNmM en analysant le niveau protéique

de Gus, Go; et Gug, ainsi que leur couplage fonctionnel avec le réeep

5. L’administration de formotérol induit la lipidat ion de LC3 sans augmentation

d’autres marqueurs de l'autophagie

L’administration de formotérol pendant 1 (J1) efo@rs (J3) augmente le niveau
d’expression en ARNm dé&C3b ainsi que le contenu protéique en LC3b-Il, qui es
étroitement corrélé au nombre d’autophagosomesdyadt al, 2000). Il serait nécessaire de
confirmer ces résultats par microscopie électramidgiputefois, la mesure des niveaux en
ARNmM (Atg5, Bnip3, TFEBet Ulk1) et en protéines de génes impliqués dans l'indocti
(Atgl3 et Ulk1) et la formation de pré-autophagossrfie complexe Atg5/Atgl2) ne sont pas
augmentés, voire diminués, a la suite de I'adnmaiisin de formotérol, soutenant l'idée que
le formotérol n’induirait pas une activation compléle la voie autophagie-lysosome. Ces
résultats viennent compléter ceux obtenus par Kampeh al. (2010), qui suggére que les
expressions en ARNm de marqueurs de la voie augppiigsosome ne sont pas modifiees en
réponse a I'administration de formotérol (100 pg.faur! pendant 1, 7 et 28 jours). La
protéine p62, également connue sous le terme gegoae 1 (SQSTML1), fonctionne comme
une protéine adaptatrice qui lie les protéinesuibigges a LC3 (Pankiet al, 2007). Ainsi,
les corps cytoplasmiques contenant a la fois l&éépre p62, les protéines ubiquitinées et LC3
sont dégradées par l'autophagie (Bjorketyal, 2005; Pankivet al, 2007). En outre, dans
notre étude, le contenu en protéine p62 n'est padifiéd, confortant I'idée selon laquelle
I'administration de formotérol ne régule pas laevautophagie-lysosome. Pour I'heure, nous
n‘avons aucun argument pouvant expliquer la lipihatde LC3 a J1 et J3 ainsi que la
diminution de celle-ci a J10.

Récemment, la phosphorylation de LC3 par PKA adé&dontrée (Cherrat al,
2010). Ainsi, in vitro, dans des cellules neuronales, PKA inhiberait dpbagie en
phosphorylant directement la protéine LC3 sur tnsél2 (Cherraet al, 2010). A linverse,
la déphosphorylation de LC3 était associée a ugeantation de l'induction de I'autophagie
comme lattestait un traitement a la rapamycinéjhbiteur de mTOR, qui déphosphoryle
LC3. La protéine mTOR fonctionnerait comme un réatpur de I'autophagie en empéchant le
transport nucléaire du facteur de transcription(EBEB). Ce dernier régule I'expression de
genes impliqués dans la biogenese lysosomale @ferpgsitivement I'autophagie (Settembre

et al, 2011). TFEB est phosphorylé par mTOR au nivealadgérine 211, permettant ainsi
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'association de TFEB avec la protéine de sequestrd4-3-3 et sa rétention dans le cytosol
(Martina et al, 2012). L’inhibition de mTOR provoque la dissomat de TFEB avec la
protéine 14-3-3 et induit ainsi la translocationl@@rotéine TFEB dans le noyau (Martieta
al.,, 2012) ou elle peut augmenter la transcription ndenbreux genes impliqués dans
'autophagie et la biogénese lysosomale (Setterebra, 2011). Dans notre étude, et bien
gue le niveau en protéine de TFEB ainsi que sapftwoglation n'aient pas été mesurés,
'administration de formotérol diminue de manieigndicative I'expression en ARNm de
TFEB a J1 et J3, alors qu'elle augmente a J10. Skgygére une régulation transcriptionnelle
de TFEB en présence de formotérol qui permettraihidber la biogénese lysosomale et

'autophagie durant les premiers jours d’hypertreghusculaire.

Pour confirmer les résultats sur LC3, il seraitpgptun de déterminer le nombre de
zones denses de fluorescence de LC3 par marquadre (@& €lectrotransfert de géne,
transfection par adénovirus, utilisation de souti&83-GFP) en réponse a un traitement au
formotérol. Il serait intéressant de mesurer la gploorylation de LC3 sur la sérine 12,
induite par I'activation de PKA, a la suite de l'ahistration de formotérol. De plus, il serait
approprié d’analyser le niveau protéique de la péase Atg22, protéine membranaire qui
intervient en fin de processus de I'autophagie empétant I'efflux d’acides aminés apres la
dégradation protéique (Yang et al., 2006). Pourellre, I'anticorps anti-Atg22 n’est pas
encore commercialisé. Enfin, l'analyse du niveauot@ique TFEB, ainsi que sa

phosphorylation permettraient de conforter nos heéds.
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Comme annonce précédemment dans I'état de |aatititéy, le,-agonistes, du fait de
leur action hypertrophiante sur le muscle squejietti sont utilisés dans le domaine sportif
dans le cadre d’'une pratique dopante. Néanmoiessémble des mécanismes moléculaires
impliqués dans cette hypertrophie musculaire sowwbee loin d’étre connus. Notre étude
tente d’apporter de nouveaux éléments de réponse meaucoup de questions restent en
suspens comme les voies de signalisation mise®leojs de I'hypertrophie musculaire,
induite par un traitement prolongé axagonistes, ainsi que I'implication de la protéda

sur le développement de la masse musculaire.

Expérimentalement chez I'animal, I'administraticse pz-agonistes induit une
hypertrophie et une force musculaires qui peuverdigter plusieurs semaines aprées l'arrét du
traitement. Cet arrét de traitement serait comparabline suspension chez l'athlete. Ainsi,
comme le titrait le 7 aolt 2012, un article pulplg I'entraineur de Christine Arron, sur le site
d’'information Le Monde.fr, « Une suspension efféedle les effets du dopage ? » Pendant
combien de temps les athlétes bénéficient-ils dedifinations physiologiques causées par la
prise de substances interdites ? Au vu des résudigiérimentaux chez I'animal, @kt tout
naturel de se poser cette question étant donnéegiathlétes suspendus plusieurs mois pour
dopage furent médaillés a leur retour a la conipatiaux Jeux Olympiques de Londres en
2012. Pour I'heure, aucune étude n'a été publiée I$wmain et des recherches
complémentaires sur ce sujet seraient nécessaivedpterminer combien de temps I'action

anabolique deB,-agoniste persiste chez I'humain.
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ACTIVATION AND INHIBITION OF Akt/mTOR SIGNALING PAT  HWAY IN RAT
SKELETAL MUSCLE AFTER A FORMOTEROL TREATMENT

JOASSARD O.AMIROUCHE A., GALLOT Y.S., BERTHON P., FREYSSENHL.

Aims: Traditionally used as bronchodilator for the treatmof asthmap,-agonists are effective in
inducing muscle hypertrophy. It has been shown fhaagonist activated the Akt/mTOR signaling
pathway involved in skeletal muscle hypertrophyvétheless, the link between the cAMP-dependant
pathway triggered by,-agonists and Akt/mTOR signaling pathway remaineknown. To determine
the mechanisms by whidh-agonists trigger Akt/mTOR pathway activation, wstfstudied the effects

of 10-day formoterol treatments on Akt/mTOR signglpathway in rat skeletal muscle.

Methods: Twenty pg.kg (n = 8), 200 pg.K§ (n = 8) and 2000 pg.Kg(n = 10) of thep,-agonist,
formoterol, were daily administered i.p in male Y&lisrats (238+4g) during 10 days. Control animals
(234 £ 7 g; n = 17) received the vehicle. Body weiBW) and fat mass were determined (20, 200 and
2000 pg.kd). Fiber cross-sectional area (CSA) and fiber typmposition were measured dibialis
anterior (TA) skeletal muscle (2000 pugRp Phosphorylation of Akt (Thr308 and Ser473) and
ribosomal S6 (Ser235/236) proteins were assesseavdsgern blot on TA muscle (20, 200 and
2000 pg.kd).

Results: Formoterol administration significantly increased/Bind decreased fat mass in all groups. The
formoterol treatment induced a marked hypertrophyA muscle in a dose-dependent manner (12 %,
15 % and 25 % for 20, 200 and 2000 pg,kmespectively). When considering the highest faerm
dose, fiber CSA was increased by 20 % (p < 0.0%9) faver type composition remained unchanged.
Surprisingly, analysis of Akt/mTOR signaling pathywan the 3 groups showed a significant
dephosphorylation of Akt on Thr308 and Ser473. Stsphorylation on Ser235/236 was also

significantly decreased.

Conclusions: Due to the hypertrophy of TA muscle, the formotenaatment likely stimulates an

increase in protein synthesis. However, the upedgui of the Akt/mTOR signaling pathway probably
occurs at earlier time points. The paradoxicalbitlin of the Akt/mTOR signaling pathway in respens

to 10-day of formoterol treatments may result frandesensitization db,-adrenoceptors that would

trigger a negative feedback on this signaling pathwihe study of formoterol effects at earlier time
points (1 and 3 days) is currently under investagat
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ACTIVATION AND INHIBITION OF Akt/mTOR SIGNALING
PATHWAY IN RAT SKELETAL MU%CLE AFTER A FORMOTEROL TREATMENT
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H -agonists, such as fermotercl, are invelved in skeletal musele hypertrophy. Ak?!mTOR signaling pathway plays a major rele by pesitively |
Zo9 YP phy gnaling: p y play J Y P Y
=z regulating protein synthesis. Nevertheless, the melecular link between the cAMP-dependent pathway triggered by B,-agenists and Akt/mTOR
8 signaling pathway remains unknewn. The main geal of this study is to determine the melecular mechanisms by which B,-agenists trigger
C Akt/mTOR pathway activatien. In the present study, we first investigated the dese-response and time course respenze of Akt/mTOR pathway in
3 rat ckeletal muscle after a formotersl treatment.
(o]
= @&‘ﬁ' AMP Akt/mTOR Protein Muzel
-ageonists b ¢ m Muscle
Z Bo-ag UiJ;} <ignaling pathway synthesis hypertnaphy
: WY | LY ] . ‘i
Vehicle Vehicle Tibialis A 7 A) fib — CSA d
] %R E . bt - Tibialis Anterior (T ) fiber cross-sectional area (CSA) an
i n / fiber type composition (2000 ug/kg).
2 Animals: 10 doy s 20 ug/kg 2000 pg/kg 1 fdy i somaly
o formoterol — n=8 formoterol n=é - Analysis of Akt/mTOR signaling pathway by Western blot (20,
& Wistar rats treatment 200 wa/k (1 injection %l 200, 2000 ug/kg).
5 1 injecti — ug/kg d m
| ‘ % (224 £ 19 g) ( p::fg:a:;n a n=8 pas i) n=8 - Statisties (ANOVA 1) + Fisher post-hoc test:
by a 2000 pa/k \ 10 days * P<0.05, ** P<0.01, *** P:0.001 significantly different frem
P3:5g E Control.
= =8B
\ n=8 £ =
5 b 11 i ] i
\f A 10-day fermetersl treatment induced & deze-dependent Analysis of Akt/mTOR =signaling pathway <shewed a significant \
hypertrophy of the T4 muscle. dephosphonylation of Akt on Thr308 and Serd473, and $6 on Ser235/236.
\ = e Total Akt and $é protein level remained unchanged (data not shown).
) 700 i -
A P s, i e o -—
1-a paxtThraoe [ S S =
E fo P ——— Touiso |-
e Conral 20 200 2000 pokg Control 200 200 2000 pgkg
208
W
i L :
2 20gxg mw«g 2090 pgieg
0 1 1t
o Fibern €SA was increased by 20% (p<0.05) and fiber +type ;E 2
composition remained unchanged. £ Fa ﬂ
;SR e ﬁ- \1 l\ s Cantr) 200 pgkg mm
; A/ i \ O pAkisen7a ﬂ p-m?mne
¥ 3 ,, I S Hypethesis: desensitization of Akt/mTOR =ignaling pathway (10-day fermeterel treatment).
N ‘!;m o Hypethesis: activation of Akt/mTOR signaling pathway at earlier time peints.

i) i T = AT T

&

h 4

Onz- and 3-day fermoterel treatment induced an activation of A cAMP-downstream signaling target activated by pB,-agenists “5\
a guanine

Aki/mTOR signaling pathway.

Epac (Exchange protein activated directly by cAMP),
exchange factor (GEF) which aetivates the small 6TPase Repl.

. racncs R S e — — Total Rapl remained unchanged after 1 and 3 days of formeterel
* — o —— o
) & Total Akt I[ . St @ T Totsl Rap’ -'-_
- Contral 1 3 days )
f A Cortrol 1 3 days
a El 3 1z =
w :g : 100 e i
= g E w0 = a0 ]
. 2 : <
il i ie o
i . ifa -
in = = = 20
ol b ; x - o] . .
Darire Ty e . . : : it Sy sas
OO paktsersts [ paki Theats Cantrol 1 aap Jdays
!’ i
r 3
One- and 3-day formeoterc| treatment likely stimulates an increase B;-agonists Insuhnu it
d in pretein synthesis by activating the Akt/mTOR signaling pathway. ! l ;
o i A .
Det t f th tivat f th Il &TP Rapl and it = %
m etermination o e activation o e smal ase Rapl and its ; L - /_ .4;.#
2 potential association with PI3K is currently under investigation. \ | ATP pac RS |
. 7 A Repl
“Z) The paradexical inhibition of this pathway at 10 days may result - ﬁ"l“ i L A SmIeh
5 S signaling pathway
o from a desensitization of B;-adrencceptors that would trigger a desensitization
> '
negative feedback on this signaling pathway. Protein synthesis
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WESTERN BLOT ET LUMINEX : DES TECHNIQUES DIFFERENTE S,
DES RESULTATS SIMILAIRES

JOASSARD O. DEFOUR A., BARTHELEMY J.C., SABIDO O., BECHET DBERTHON P.,
FREYSSENET D.

Introduction et but de I'étude : Le WESTERN BLOT est une technique utilisée en rautpour
'analyse de I'expression de protéines. Cette teglende biologie moléculaire peut étre comparéee u
technologie récente qu’est le LUMINEX. Cette deraiposseéde de nombreuses applications. Le but de
cette étude a été de comparer les résultats obteregde WESTERN BLOT et le LUMINEX sur la voie
de signalisation intracellulaire Pi3K/Akt/mTOR s2irprotocoles distincts. La technique du LUMINEX
peut-elle étre une technique de substitution du WHEN BLOT ?

Méthodes : Le WESTERN BLOT est une méthode d'identificatian potéines réalisée par séparation
électrophorétique sur gel, suivie d'un transferrseambrane. Cette étape est suivie d’'un marquagéae |
d'un anticorps spécifigue connu de la protéine emttée, et de la révélation de l'anticorps fixé. La
technique de LUMINEX, quant a elle, allie l'utilisan de microspheres fluorescentes a une double
lecture apres excitation par 2 lasers.

Résultats :L’étude de la protéine S6-P a montré une bonneledion (R2 = 0,52) entre les 2 techniques
pour le protocole de dénutrition-renutrition surotubes C2C12. L'étude de S6-P nous suggére des
résultats similaires (R2 = 0,8) avec les 2 techesgpour le protocole d’injection de formotérol. Une
corrélation moins marquée est & noter (R2 = 0,8%) fa protéine Akt S&t sur ce méme protocole. Le
tableau comparatif de chaque technique souligngfFét de I'utilisation du LUMINEX quant au temps d

travail et au nombre de protéines lues simultanément

Discussion/Conclusions :Nous observons, dans I'ensemble, une bonne coomtlales résultats du
WESTERN BLOT et ceux du LUMINEX aussi bien poumpl®tocole de dénutrition-renutrition que pour
le protocole d’injection de formotérol. Néanmoidgs discordances sont a noter. D’aprés cette dtude,
LUMINEX est simple d’utilisation et semble étre msichronophage et plus sensible que le WESTERN
BLOT. De plus, la possibilité de multiplexage deslgises pour le LUMINEX souligne I'intérét de cette

technique qui pourrait, a I'avenir, étre une tegiei de substitution du Western Blot.
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INTRODUCTION

Le WESTERN BLOT est une technique couramment utilisée en biologie moléculaire pour l'analyse de I'expression de
protéines. Technologie récente, le LUMINEX posséde de nombreuses applications en immunologie, infectiologie,
genétique, cancérologie ou en biochimie. Le but de cette étude a été d'analyser la voie de signalisation intracellulaire
Pi3K/Akt/mTOR par Western blot et par Luminex.

PRINCIPE

RESULTATS

WESTERN BLOT LUMINEX

fMéthode d'identification de protéines : ) rFondée sur le principe de la cytométrie en flux, ceﬂ'e.N
-séparation électrophorétique sur gel technique allie l'utilisation de microsphéres fluorescentes
-transfert sur membrane a une double lecture aprés excitation par 2 lasers.
-marquage & |'aide d'un anticorps spécifique Phycoérythrine o . oo
-révélation de |'anticorps fixé. o5 (F'e“;/ 575 nm
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Western blot Luminex

MNombre d'échantillons 18 ou 28 94

Nombre de protéines lues simultanément 1 5

e e Temps de manip ave¢ incubation (h) 36 20

travail Temps traitement des données
. : : 90 60
approximatif (min)
Coiit des réactifs par analyte et par échantillon (€) 2.5 5

La technique Luminex est utilisée en routine pour mesurer le niveau d'expression de cytokines. Le Western blot, quant
a lui, reste la technique de référence pour l'analyse semi-quantitative des protéines. La comparaison des résultats de
ces 2 techniques, sur des protocoles différents (cellules, tissus musculaires), montre l'intérét de la technique du
Luminex & des fins de recherche dans l'exploration des voies de signalisation intracellulaire. Le Luminex apparait donc,
comme étant une technique de substitution du Western blot.
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ACTIVATION AND INHIBITION OF Akt/mTOR SIGNALING
PATHWAY IN RAT SKELETAL MUSCLE AFTER A
FORMOTEROL TREATMENT
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INTRODUCTION

B,-agonists, such as formoterol, are involved in skel
a major role by positively regulating protein synthesis
dependent pathway triggered by
of this study is to determine the molecular mechani
activation. In the present study, we first investig

pathway in rat skeletal muscle after a formoterol t

i,

B,-agonists —

METHODS

10-day formoterol treatment

(1 injection per day) (2000 pg/kg).

1 Exercise Physiology Laboratory, University of Lyon ; F
2 Department STAPS, UFR CISM, University of Savoie, 733 76 Le Bourget du Lac Cedex, France.

etal muscle hypertrophy. Akt/mTOR signaling pathway pla
. Nevertheless, the molecular link between the cAMP -
B,-agonists and Akt/mTOR signaling pathway remains unkn

- Tibialis Anterior (TA) fiber
cross-sectional area (CSA)
and fiber type composition

-42023 Saint Etienne, France.

A 1pE

ys

own. The main goal

sms by which B,-agonists trigger AKmTOR pathway

ated the dose-response and time course response of Akt/mTOR
reatment. ‘ . ‘
- . y -
—_.CcAMP _*. AKUMTOR Protein ‘ Muscle |
signaling pathway synthesis hypertrophy'

Animals: Wistar rats (224 + 19 g)

B

2000 pg/kg formoterol
(1 injection per day)

- Analysis of Akt/mTOR
signaling pathway by
Vehicle 20 pg/kg 200 pgr/kg 2000 pg/kg W(th(;rn Doreh e 2y Vehicle 1 day 3 days 10 days
n=8 n=8 n=8 n=8 . n=8 n=6 n=8 n=8
Statistics (ANOVA 1) + Fisher post-hoc test: * P<0.0 5, ** P<0.01, *** P<0.001 significantly different fro m Control.
RESULTS '
1 2
A 10-day formoterol treatment induced a dose-dependen t One- and 3-day formoterol treatment induced an activati on
hypertrophy of the TA muscle. of Akt/mTOR signaling pathway.
700 +25%
5 + 159 e 80 200 -
£ 00 1% E 260 160
5 600 g5 .-
2 550 g5 45120
= @f; 20 bl %E 80
500 onol 20 ugkg 200 pg/kg 2000 pg/kg [ o g \% 40
Fiber CSA was increased by 20% (p<0.05) and fiber typ e Control 1day 3days 0
i = @ p-Akt Ser473 @ p-Akt Thr308 Control 1 day 3 days
composition remained unchanged.
> (e % P-AktSers  [—
",/\’ Sy PAkt Thioos S SE-P | ——
e | Total Akt [FE— Total so | ——
Control 2000 pg/kg Control 1 3 days Control 1 3 days
Analysis of Akt/mTOR signaling pathway showed a signi ficant A cAMP-downstream signaling target activated by B,-
dephosphorylation of Akt on Thr308 and Ser473 (data n ot agonists is Epac (Exchange protein activated directl y by
shown), and S6 on Ser235/236. Total Akt and S6 prote in level cAMP), a guanine exchange factor (GEF) which activa tes
remained unchanged (data not shown). the small GTPase Rap1l.
120
8% o . Total Rapl remained unchanged after 1 and 3 days of
28 ’ formoterol treatment.
e Toaropr I
Control 20 pglkg 200 pglkg 2000 pg/kg Control it 3 days

Hypothesis: desensitization of Akt/mTOR signaling path
Hypothesis: activation of AktmTOR signaling pathway a

CONCLUSION

One- and 3-day formoterol treatment likely stimulate
Akt/mTOR signaling pathway. Determination of the acti
association with PI3K is currently under investigat
may result from a desensitization of
pathway.

B,-adrenoceptors that would trigger a negative feedba

way (10-day formoterol treatment).
t earlier time points.

s an increase in protein synthesis by activating th e
vation of the small GTPase Rapl and its potential
ion. The paradoxical inhibition of this pathway at 10 days

ck on this signaling
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4 - Introduction \

Les [3,-agonistes, comme le formoterol, sont des produits dopants impliqués dans le phénoméne d’hypertrophie
du muscle squelettique. lls régulent positivement la synthése protéique via la voie de signalisation AkUmTOR.
De plus, les B,-agonistes jouent un réle prépondérant sur le métabolisme énergétique. C'est la raison pour
laguelle ces substances sont interdites par I'’Agence Mondiale Antidopage (AMA). Dans cette étude, nous
analyserons les effets de la molecule X sur la masse musculaire ainsi que sur des marqueurs du metabolisme
i @ergéﬁque (hexokinase et citrate synthétase). /

- Matériel et méthodes N

\ 7 jours de
traitement Groupe contréle (n=8) - Prélévement des muscles : gastrocnemius,
tibialis anterior, extensor digitorum longus, soleus
i 1_
» Groupe formotérol (1000 ug/kg) (0=8) } _ Apalyse de la voie de signalisation AKUmTOR
Thr308
C57BI16/J \ Groupes molécule X (500, 1 000, par Western blot (S6P et Akt'"r=t%)
\ 2500, 5 000 pg/kg) (n=8) - Fluorimétrie pour les activités enzymatiques Y,

\ MR Résultats
2) L i de  signalisation (La molécule X ne modifie pas\

(I_a molécule X tend a augmenter la

a voie
masse musculaire. AktUmTOR régule positivement I’activité enzymatique de
la synthese protéique. I'hexokinase (glycolyse) et de la
! Mok citrate synthétase (cycle de Krebs).
T — e D a—
u“ s Hexokinase
| 5ol copghe 1000ughg 28004 BONDpgky Formosin \ “‘ﬁ dnL;« g1e
| = Tesilemmect cowd. 1000 2500 5000 g "r 0,12
LOMEE upkg  ugke Wk g8
% ;1 0,08
La molécule X augmente Ila = 5E oo
quantité de prOtéineS dans le & 5= E",Jjﬂ Contrdls 500 pglkg 1 000 wg'ka 2 500 pgikg & 000 pg'kg Formotéral
muscle gastrochemius (GAS). L Trferent
: o Ng 4 — Citrate synthétase
' | 2
5 Contrile 1000 pgikg 2800pgkg 5000 pog
L i A oAl oWl Farii La molecule X tend a activer la i
2t : . . i E Cordle 500 ugk kg 2 500 pgrk kg Formetérol
28 Tatenent voie de signalisation Akt/mTOR. T - e

**P=0.01, ** P<0.001 significaiivement différent du Formotércl

tP=0.05; ® P<0.01 ;1 P=0.001 significativement difiérent du Contrdle
Nos résultats préliminaires suggérent que la molécule X pourrait stimuler la synthése protéique en activant la

voie de signalisation Akt/mTOR. Neanmoins, un traitement de 7 jours a la molecule X n’est pas suffisant pour
induire des effets métaboliques. Ce travail sera poursuivi en mettant au point une méthode de dépistage de la

\molécule X et en approfondissant ses effets biologiques. )

1 WA R
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REGULATION TEMPORELLE DES VOIES DE LA PROTEOLYSE PA R LE
B-AGONISTE FORMOTEROL DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE DE RAT

O. JOASSARDA. AMIROUCHE, Y. S. GALLOT, J. CASTELLS, P. BERT®GN, D. FREYSSENET

Introduction

Le métabolisme protéique musculaire est en grandie pggulée par la voie de signalisation
PISK/Ak/mTOR, voie de signalisation qui contrdle thcon coordonnée la synthese et la dégradation
des protéines, en activant d'une part l'initiatide la traduction et en inhibant d’autre part lesesoi
protéolytiques ubiquitine-protéasome et autophfgiesome.

Traditionnellement utilisés comme bronchodilataseyour traiter I'asthme, lef,-agonistes,
comme le formotérol, administrés a forte dose, igseht une hypertrophie du muscle squelettique.
Méme s'il est maintenant bien décrit que I'admirison dep,-agonistes active la voie de signalisation
PISK/Akt/mTOR, peu ou pas de données sur les eHiggas ou chroniques de I'administration de
B.-agonistes sur la voie ubiquitine-protéasome etvdeée autophagie-lysosome existent. Dans ce
contexte, notre objectif est de déterminer lestetiemporels de I'administration @e-agonistes sur les

voies de la protéolyse.

Matériels utilisés et méthodes/Résultats

L’administration de formotérol (2 mg.Kgde poids de corps) en i.p pendant 1, 3 et 10 j@rsJ3
et J10) chez des rats males Wistar (224 + 19 gjnauatpit significativement la masse musculaire et
diminuait la masse grasse. Le traitement au forrabtdduisait une hypertrophie marquée du muscle
Tibialis Anterior (5 %, 10 % [p < 0,05] et 25 % [p < 0,001] pour J3,et J10, respectivement). La
section transversale des fibres musculaires étagmantée de 20 % a J10 (p < 0,05), mais la
composition en type de fibres restait inchangéaunDpoint de vue moléculaire, 1 et 3 jours de
traitement au formotérol induisaient une augmemiatie la phosphorylation des protéines Akt {{het
Sef™) et S6 (Sér°?®, alors qu'un traitement de 10 jours déphosphdrydas mémes protéines,
indiquant qu’une exposition prolongée au formoténbiibe la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.
En accord avec l'augmentation de la phosphoryladieta protéine FoxO3a a J3 et sa diminution non
significative a J10, les niveaux en ARNmMeaRF1et MAFbx étaient diminués a J1 et J3 et augmentés
a J10, suggérant une régulation temporelle deiawmquitine-protéasome. Le traitement au fornatér
induisait une augmentation du contenu en protéi@8H, impliquée dans la voie de signalisation
autophagie-lysosome. A l'inverse, Ulkl, géne impéqgdans l'autophagie était diminué de facon
significative a J3.
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Conclusion

Nos données suggeéerent I'existence d’une inhibitienla voie ubiquitine-protéasome a J1 et J3
probablement sous l'action de lactivation de laevd®I3K/Akt/mTOR par le formotérol. Prises
ensembles, ces données témoignent donc d’'une tiégut@ordonnée de la voie PI3K/Akt/mTOR et de
la voie ubiquitine-protéasome par le formotéinlfine, ceci pourrait permettre de stimuler la synthése
des protéines. L'augmentation de I'expression d&aires acteurs de la voie autophagie-lysosometa cet
méme période témoignerait d’'une activation de l& \aitophagie-lysosome. Bien que paradoxale cette

activation pourrait permettre de mettre a dispositles acides aminés pour le tissu musculaire.
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REGULATION TEMPORELLE DE L'EXPRESSION UBIQUITINE LIGASE ET DE L'AUTOPHAGIE APRES
TRAITEMENT AU B,-AGONISTE FORMOTEROL DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE DE RAT

"*JOASSARD O, !AMIROUCHE A, 'GALLOT V.S, !CASTELLS J, 2BERTHON P, 'FREYSSENET D

! Laboratoire de Physiologie de I'Exercice, EA 4338, Université Jean Monnet, 42023 Saint Etienne, France.
2 Département STAPS, UFR CISM, Université de Savoie, 73376 Le Bourget du Lac Cedex, France.
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INTRODUCTION

Traditionnellement utilisés pour traiter Iasthme, les B,-agonistes, comme le formotérol, administrés a forte dose induisent une hypertrophie du muscle
squelettique, en partie via l'activation de la voie de signalisation PI3K/Akt. Néanmoins, peu de données sur les effets temporels de I'administration de B,-agoniste
sur la voie ubiquitine-protéasome et la voie autophagie-lysosome existent.

OBJECTIF

Déterminer les effets temporels de I'administration de B,-agoniste sur les voies de la protéolyse.

MATERIEL et METHODES

2000 pg/kg formotérol (1 injection par jour) - Analyses des voies de signalisation Akt/mTOR, ubiquitine-protéasome et
Animaux : - - - autophagie-lysosome par Western blot et RT-PCR.
rats males Wistar Q g g g
(224 £19 g) Contrle (C) 1 jour (J1) 3 jours (J3) 10 jours (J10) - Sfatistiques : ANOVA 1 + Fisher post-hoc test * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001,
n=8 n=6 n=8 n=8 significativement différent du groupe Contrdle.
RESULTATS
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LC3 (impliqué dans I'élongation) a J1 et J3. LC3 I et de LC3 IT a J1 et J3.

\impliqué dans l'induction : premiére étape de

I'autophagie. /
CONCLUSION

Au regard de I'hypertrophie du muscle Tibialis Anterior, on observe une stimulation de la voie Akt/mTOR a 3 jours de traitement au formotérol. En paralléle,
I'expression réprimée de I'E3 ubiquitine ligase (MAFbx) suggére que la voie ubiquitine-protéasome puisse &tre inhibée a J3. En condition d'hypertrophie musculaire
induite par les B,-agonistes, la phase d'induction et la phase d'‘élongation semblent &tre régulées de fagons distinctes. Ainsi, la voie autophagie-lysosome est
activée a J1 et J3 et pourrait agir en réponse a de fortes stimulations au B,-agoniste et permettre ainsi un turnover protéique plus important nécessaire a
I'hypertrophie du muscle squelettique.
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