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GLOBOCAN, 2008

INCa, 2013

Homme Femme

Figure 1 : Données épidémiologiques sur le cancer dans le monde et en France.
D’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 2008) et I'Institut National du Cancer (INCA,
2013).
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Les premiéres descriptions du cancer remontent a plus de trois milliers d’années,
puisque certains écrits égyptiens comme le Papyrus Ebers en faisaient déja mention
(Joachim et al., 1900; von Klein, 1905). Toutefois, c’est Hippocrate (460 a 377 av. J.-C) qui
aurait nommeé cette maladie. Le mot cancer vient du latin cancer, apparenté au grec ancien
« karkinos » et a pour signification «crabe » (David & Zimmerman, 2010). Cette
dénomination aurait pour origine le fait que certaines tumeurs malignes, en envahissant les
veines supérieures leur ont donné I'apparence de pinces de crabe. De nos jours, le cancer
est toujours au coeur des préoccupations des médecins et chercheurs. Selon le rapport de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), il est a présent la troisieme cause de décés dans
le monde, apres les maladies cardiovasculaires et les maladies infectieuses et parasitaires. Le
cancer est la premiére cause de mortalité dans les pays économiquement développés et la
seconde cause de mortalité dans les pays en voie de développement (WHO, 2008). En se
basant sur les estimations de GLOBOCAN 2008 (projet fournissant des estimations
contemporaines de l'incidence de la mortalité, de la prévalence et de I'espérance de vie
corrigée de l'incapacité, des types de cancer majeurs, au niveau national, pour les 184 pays
du monde), il y a eu 12.7 millions de nouveaux cas de cancer et 7.6 millions de déces dus au
cancer en 2008 (Ferlay et al., 2010). Le cancer est donc un probléme de santé public majeur
dans le monde.

Au niveau mondial, les cancers les plus fréquemment diagnostiqués sont le cancer du
poumon (12.7%), le cancer du sein (10.9%) et le cancer colorectal (9.7%), et les principaux
cancers causant la mort sont le cancer du poumon (18.2%), le cancer de I'estomac (9.7%) et
le cancer du foie (9.2%) (Ferlay et al., 2010) (Figure 1).

En France, le nombre de nouveaux cas de cancer diagnostiqués par an a augmenté de
89% entre 1980 et 2005, passant de 170 000 a 320 000. Le nombre de déces quant a lui a
augmenté de 13% sur la méme période, passant de 130 000 a 146 000 (Belot et al., 2008).
D’aprés I'Institut National du Cancer, pour la période 2004-2008, le cancer est la premiere
cause de mortalité chez I’homme (33% de I'ensemble des déces masculins), et la deuxieme
cause chez la femme (24% de I'ensemble des décés féminins) (INCa, 2013). De plus, le
nombre de nouveaux cas de cancer estimés est de 365 500 (207 000 chez 'homme et 158
500 chez la femme). Enfin, le nombre de décés par cancer estimés est de 147 500 (84 500

chez ’lhomme et 63 000 chez la femme) lors de I'année 2011 (INCa, 2013) (Figure 1).
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Figure 2 : Phénotypes « hypermusclés » dus a I'invalidation du géne de la myostatine (Mstn).
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En cas de cancer, malgré un soutien nutritionnel adéquat tant en qualité qu'en
guantité, des perturbations métaboliques complexes engendrent une perte de poids et une
dégradation progressive de I'état des patients. Ces modifications du métabolisme sont
regroupées sous le terme de cachexie et sont dues a un catabolisme musculaire squelettique
et adipeux, se traduisant par un état d'affaiblissement et de maigreur extréme (Tisdale,
2003). La cachexie associée au cancer va étre a I'origine d’une augmentation de la durée
d’hospitalisation (Bauer et al., 2002), de la fréquence d'hospitalisation (Ottery, 1996), d’'une
diminution des chances de succés des thérapies anti-cancéreuses (Andreyev et al., 1998;
Ross et al., 2004), ainsi que d’une augmentation du co(t de la prise en charge médicale (Tan
& Fearon, 2008). Parallelement, elle limite la qualité et I'espérance de vie des patients
(Andreyev et al., 1998; Tan & Fearon, 2008). Par conséquent, le développement de
stratégies d’intervention précoces et efficaces pour prévenir la cachexie est devenu une des
priorités de la communauté scientifigue et contribue a l'effort de recherche dans les
domaines fondamentaux et cliniques de la cancérologie.

La myostatine (Mstn), membre de la superfamille des transforming growth factor-
(TGF-B), est une protéine exprimée et sécrétée par le muscle strié squelettique (McPherron
et al., 1997). Elle joue un réle essentiel dans la régulation de la croissance musculaire, en
déterminant la taille et la masse du muscle squelettique pendant I'embryogenése et la
croissance post-natale (McPherron et al., 1997; Grobet et al., 2003). Son inactivation
naturelle ou expérimentale est responsable chez 'homme (Schuelke et al., 2004), comme
chez I'animal (Grobet et al., 1997, Kambadur et al.,, 1997; McPherron et al., 1997;
McPherron & Lee, 1997; Grobet et al., 2003; Mosher et al., 2007), d’'un phénotype «
hypermusclé » (Figure 2). La Mstn est également un régulateur négatif de la masse
musculaire squelettique chez I'adulte (Durieux et al., 2007), en ciblant la voie de
signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (P13K)/Akt/mammalian target of rapamycin
(mTOR) (Amirouche et al., 2009), qui régule linitiation de la traduction. De facon
intéressante, I'administration systémique de Mstn chez la souris induit une perte de masse
musculaire sévére, analogue a celle observée chez I’humain au cours de la cachexie associée
au cancer (Zimmers et al., 2002). De plus, I'expression de la Mstn est augmentée dans des
modeles animaux de cachexie associée au cancer (Costelli et al., 2008; Liu et al., 2008;

Bonetto et al., 2009; Zhou et al.,, 2010; Busquets et al., 2012b; Padrao et al., 2013).
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L'ensemble de ces données suggere que le ciblage de la myostatine peut constituer une

approche thérapeutique dans la cachexie associée au cancer.

Mon projet de these a consisté a étudier les bénéfices de I'invalidation du géne de la
Mstn sur le développement de la cachexie associée au cancer, chez la souris. Plus
précisément, ce travail a eu pour objet de déterminer les mécanismes moléculaires

impliqués dans le controle de la masse musculaire lors de la cachexie associée au cancer.

Le manuscrit est divisé en trois grandes parties. La premiéere concerne la revue de la
littérature qui s’articule en trois chapitres décrivant successivement la cachexie associée au
cancer (Chapitre 1), les mécanismes moléculaires mis en jeu dans le muscle squelettique au
cours de la cachexie associée au cancer (Chapitre Il), ainsi que la prise en charge clinique de
la cachexie chez les patients atteints de cancer (Chapitre Ill). La deuxiéme partie de ce
manuscrit est consacrée aux résultats obtenus, qui sont ensuite discutés dans la derniéere

partie.
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Chapitre | : La cachexie associée au cancer

Chapitre | : La cachexie associée au cancer

Les causes de la mort chez les patients atteints de cancer sont: les infections
(septicémie, pneumonie ou encore péritonite), les défaillances organiques (insuffisance
respiratoire, cardiaque, hépatique ou encore rénale), les infarctus, les hémorragies et la
cachexie (Warren, 1932; Inagaki et al., 1974). Le syndrome cachectique a pendant longtemps
été mal ou non défini, entrainant une sous-estimation, voire une négligence de son impact
sur la santé des patients. De plus, son origine multifactorielle complexe ne suit pas un profil
pathophysiologique uniforme, et ceci est un frein a la conduite d’études cliniques.
Malheureusement, la cachexie associée au cancer représente un facteur de risque important

en matiere de morbidité et de mortalité.

I. Généralités

Le terme cachexie est dérivé des mots grecs « kakos » et « hexis », signifiant
littéralement « mauvaise condition ». La cachexie est définie comme un syndrome clinique
et métabolique avec une perte de poids progressive aux dépens du tissu adipeux et du tissu
musculaire squelettique, entrainant un état de maigreur extréme. Elle peut survenir chez
des patients avec une tumeur représentant moins de 0.01% de leur poids corporel, bien que
certaines tumeurs plus grosses n’induisent pas de cachexie (Tisdale, 2003). De plus, elle ne
peut pas étre contrebalancée par une augmentation des apports alimentaires (Nixon et al.,
1981). De nombreuses pathologies chroniques ou a I'état de phase terminale telles que la
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), le cancer, linsuffisance cardiaque
chronique, linsuffisance rénale chronique, la polyarthrite rhumatoide, le syndrome
d’'immunodéficience acquise (SIDA), l'insuffisance cardiague congestive ou encore la
septicémie sont associées a une cachexie (Morley et al., 2006; Evans et al., 2008).

Le développement de la cachexie associée au cancer est la manifestation la plus
commune liée a I'avancement de cette maladie. Le syndrome cachectique est présent chez
plus de la moitié des patients atteints d’un cancer, aussi bien chez I'individu jeune que chez
I'individu agé, sa prévalence étant supérieure dans certains types de cancers tels que le
cancer du poumon (60%) ou le cancer du tractus gastro-intestinal (80%) (DeWys et al., 1980;
Bruera, 1997). Il touche plus de 80% des patients avant la mort (DeWys et al., 1980; Bruera,

1997; Prado et al., 2008). On estime que la cachexie est responsable du déces d’environ 25%
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Figure 3 : Survie de patients avec un cancer du poumon a non-petites cellules (NSCLC), représentée
par le genre.
Comparaison homme/femme ; p = 0.001 [modifié d’aprés (Palomares et al., 1996)].
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des patients cancéreux (Warren, 1932). Chez certains patients, la cachexie est associée a une
diminution significative de la réponse aux traitements anticancéreux (exérese,
chimiothérapie et radiothérapie), ainsi qu’a une augmentation des risques chirurgicaux
(DeWys et al., 1980; van Eys, 1982; Bruera, 1997; Ross et al., 2004; Arrieta et al., 2010). Elle
contribue également a une détérioration de l'indice de performance (Scott et al., 2002;
Pressoir et al., 2010), de la qualité de vie (Andreyev et al., 1998; Davidson et al., 2004;
Fouladiun et al., 2007), de I'activité physique spontanée (Fouladiun et al., 2007), et a une
diminution dramatique de la survie des patients (DeWys et al., 1980; Andreyev et al., 1998;
Davidson et al., 2004; Bachmann et al., 2008).

D’aprés de récentes études, il semblerait que le genre puisse impacter la cachexie
associée au cancer. En effet, des patientes cachectiques avec un cancer du poumon a non-
petites cellules (NSCLC pour non-small cell lung cancer) vivaient significativement plus
longtemps que leurs homologues masculins (Palomares et al., 1996) (Figure 3). Ce
dimorphisme sexuel est également observé dans une autre étude, ou 61% des patients
masculins avec un NSCLC présentaient une perte de masse musculaire sévere, alors qu’elle
était uniguement observée chez 31% des patientes (Baracos et al., 2010). Enfin, il a été
montré chez des patients atteints d’un cancer gastro-intestinal que les femmes présentaient
une perte de masse musculaire et une réduction de force musculaire atténuées par rapport

aux patients masculins (Stephens et al., 2012).

Il. La pathophysiologie de la cachexie associée au cancer

Les signes cliniques de la cachexie associée au cancer incluent une asthénie sévere,
une anorexie, des altérations métaboligques, une importante perte de poids, une lipolyse et
surtout une atrophie musculaire extrémement sévere a lorigine d'un syndrome
d’épuisement musculaire (Bruera, 1997; Tisdale, 2002). Ces caractéristiques sont présentes a
des degrés variables et leur gravité peut évoluer au cours de la maladie. La perte de poids
est un indicateur pronostic péjoratif important pour les patients atteints d’un cancer
(Andreyev et al., 1998), puisqu’'une diminution de plus de 15% est a |'origine d’une
détérioration des fonctions physiologiques, et la mort survient généralement quand la perte
de poids est de I'ordre de 25 a 30% (Wigmore et al., 1997). En plus de ces modifications,

d’autres signes plus subtils peuvent apparaitre comme une satiété précoce, une dysgueusie
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Figure 4 : Représentation conceptuelle de la cachexie.

La cachexie résulte de la réponse de I'organisme a une maladie chronique sous-jacente comme le
cancer. La pathologie crée un environnement qui peut étre caractérisé par une inflammation, une
perte d'appétit (anorexie), de faibles taux de testostérone et d’autres hormones anabolisantes, et
une anémie. La prise alimentaire réduite et I'anorexie résultent en une réduction du poids de corps
et de la masse musculaire. En outre, l'inflammation, la résistance a l'insuline, et de faibles taux
d'hormones anabolisantes contribuent également a I'atrophie musculaire [modifié d’aprés (Evans et

al., 2008)].
Pré-cachexie IMMM’
Diagnostic , MORT
du cancer ) -
- Perte de poids s 5% - Perte de poids > 5% ou
- Anorexie et changements : IMC < 20 et perte de poids > 2% ou i Maladie cancéreuse pro-catabolique et
métaboliques sarcopénie et perte de poids > 2% i ible aux trai ts anticancéreux
- Prise alimentaire souvent réduite - Indice de performance faible
- Inflammation systémique - Espérance de vie < 3 mois

Figure 5 : Chronologie des différents stades de la cachexie associée au cancer.
[modifié d’aprés (Fearon et al., 2011)].
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(altération du go(t), ou encore un changement dans les habitudes alimentaires.
Malheureusement ces signes passent généralement inapercus en début de cachexie.
Jusqu’en 2008, aucune définition officielle de la cachexie n’existait, ce qui a limité
I'identification et le traitement de patients cachectiques, ainsi que le développement et
I'approbation d’agents thérapeutiques potentiels. Evans et al. ont officiellement défini pour
la premiére fois la cachexie, comme étant « un syndrome métabolique complexe associé a
une maladie sous-jacente et caractérisé par une perte de muscle avec ou sans perte de
masse grasse. La caractéristique clinique importante de la cachexie est la perte de poids chez
les adultes (corrigée pour la rétention d'eau) ou un retard de croissance chez les enfants (a
I'exception des troubles endocriniens). L'anorexie, l'inflammation, l'insulino-résistance et
I'augmentation de la dégradation des protéines musculaires sont souvent associées a la
cachexie. La cachexie est distincte de la sous-alimentation, de la perte de masse musculaire
liée a I'dge, de la dépression primaire, de la malabsorption et de I'hyperthyroidie, et est

associée a une morbidité accrue » (Evans et al., 2008) (Figure 4).

D’autres définitions ont ensuite été proposées (Blum et al., 2010; Muscaritoli et al.,
2010). Plus récemment, un panel d’experts mené par Kenneth Fearon a énoncé une
définition consensuelle de la cachexie. Elle a été décrite comme étant « un syndrome
multifactoriel caractérisé par une diminution continue de la masse musculaire squelettique
(avec ou sans perte de masse grasse) qui ne peut pas étre complétement inversée par une
prise en charge nutritionnelle conventionnelle, et qui conduit a une détérioration
fonctionnelle progressive. La physiopathologie est caractérisée par une balance énergétique
et protéigue négative entrainée par une combinaison variable d’une réduction de la prise
alimentaire et d’'un métabolisme anormal » (Fearon et al., 2011).

La cachexie est un continuum comprenant trois stades de pertinence clinique:
précachexie, cachexie et cachexie réfractaire (Figure 5). Tous les patients ne progressent pas
a travers le spectre entier. Au stade de pré-cachexie, certains signes cliniques et
métaboliques (par exemple, une anorexie et une intolérance au glucose) peuvent précéder
une importante perte de poids involontaire (c’est a dire < 5%). Le risque de progression est
variable et dépend de facteurs tels que le type de cancer et son stade d’évolution, de la
présence d'une inflammation systémique, d’une faible prise alimentaire et d’'un manque de

réponse aux traitements anticancéreux. Les patients ayant une perte de poids de plus de 5%
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Figure 6 : Symptomes interférant avec la prise alimentaire.
[modifié d’apres (Laviano et al., 2003)].
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au cours des 6 derniers mois, ou un indice de masse corporelle (IMC) inférieur a 20 et une
perte de poids de plus de 2%, ou une sarcopénie et une perte de poids de plus de 2%, mais
n’étant pas au stade de cachexie réfractaire, sont classés comme ayant une cachexie. Enfin,
la cachexie peut étre cliniquement réfractaire a la suite d'un cancer trés avancé (phase
préterminale) ou de la présence d'un cancer a évolution rapide insensible a une thérapie
anticancéreuse. Ce dernier stade, appelé cachexie réfractaire, est associé a un catabolisme
intense, ou a la présence de facteurs qui rend la prise en charge de la perte de poids
impossible. La cachexie réfractaire se caractérise par un indice de performance faible (grade
OMS de 3 ou 4) et une espérance de vie de moins de 3 mois (Fearon et al., 2011).

Le diagnostic de la cachexie est difficile car c’est un processus latent, et son
développement se poursuit souvent pendant une longue période avant sa manifestation
clinique. Bien qu’il soit aisé de diagnostiquer une cachexie chez des patients au stade de
cachexie réfractaire, I'absence de biomarqueurs robustes ne permet pas l|'identification
formelle de patients pré-cachectiques. Il a été récemment développé un systéeme de
notation, le CASCO pour « cachexia score », qui pourrait étre un outil précieux pour définir le

stade de la cachexie (Argiles et al., 2011).

lll. Les symptomes de la cachexie associée au cancer

L’anorexie est définie comme une réduction/perte du désir de manger. Elle est
différente de I'anorexie nerveuse ou mentale (Muscaritoli et al., 2010). L’anorexie est
souvent diagnostiquée par l'un des symptomes suivants, a savoir : une aversion pour la
viande, une dysgueusie, une dysosmie (altération de I'odorat), une satiété précoce ou
encore des nausées et/ou vomissements (Rossi Fanelli et al., 1986) (Figure 6).

La localisation tumorale peut également étre un obstacle a I'alimentation. En effet, la
présence d’une tumeur bloquant le tractus gastro-intestinal représente une géne mécanique
pour la prise alimentaire. D’autres troubles tels que la dépression, le stress ou encore
I'anxiété peuvent entrainer une situation d’anorexie (Fearon, 1992; Reid et al., 2009). Selon
le type et le stade du cancer, 35 a 70% des patients sont anorexiques (Tchekmedyian et al.,

1992b; Maltoni et al., 1999; Pirovano et al., 1999).
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Derriere l'anorexie se cache une pathologie multifactorielle complexe qui est
associée a une perturbation du fonctionnement de I'hypothalamus, zone cérébrale
contrélant les apports énergétiques. Ceci aurait pour conséquence une incapacité de
I'hypothalamus a reconnaitre et a réagir de facon appropriée aux signaux orexigénes et
anorexigenes (Laviano et al., 2003; Muscaritoli et al., 2010).

L'anorexie et la réduction de la prise alimentaire qui en découle sont des réponses
physiologiques induites par le développement de la tumeur. Initialement, ces modifications
ont pour but de combattre la croissance tumorale (Laviano et al., 2003). Ainsi, récemment,
une équipe a montré chez des modéles murins tumoraux qu’un jeline alimentaire de
guarante-huit heures retardait la croissance tumorale et potentialisait les effets de
traitements chimiothérapeutiques (Lee et al., 2012). Néanmoins, une anorexie de longue
durée compromet la défense de I'organisme et retarde la guérison (Laviano et al., 2003). Elle
est souvent sous-estimée, et ceci peut contribuer a une détérioration nutritionnelle si elle
n'est pas correctement traitée pharmacologiquement ou nutritionnellement (Laviano et al.,
2005). De plus, la réduction de la prise alimentaire est un facteur déterminant dans la perte
de poids, puisqu’elle promeut la perte de masse musculaire (Laviano et al., 2003).
Néanmoins, la cachexie associée au cancer peut aussi apparaitre chez I’lhumain (Grosvenor
et al., 1989; Bosaeus et al., 2001; Bosaeus et al., 2002), et expérimentalement chez I'animal

en I'absence d’anorexie (Kralovic et al., 1977; Beck & Tisdale, 1987).

La dépense énergétique totale (DET) est constituée de la dépense énergétique de
repos (DER) (ou métabolisme énergétique de repos), de la thermogenése et de I'activité
physique. La DER représente 70% de DET des individus sédentaires en bonne santé (Ravussin
& Bogardus, 1992). La DER est définie comme la consommation d’énergie nécessaire pour
assurer les fonctions vitales de I'organisme : travail des pompes membranaires nécessaires
pour maintenir les gradients ioniques, renouvellement des constituants de I'organisme (en
particulier des protéines), travail cardiaque et respiratoire. Le foie contribue pour 27% du
métabolisme énergétique de repos, tandis que le muscle et le cerveau représentent chacun
20% du métabolisme énergétique de repos chez un individu sain de 65 kg (Passmore &
Draper, 1964). D’aprés Vernon R. Young, le métabolisme protéique constitue une part

importante du métabolisme énergétique de repos puisque le renouvellement protéique
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Statut métabolique o
(Warnold et al., 1978)
(Knox et al., 1983)
(Arbeit et al., 1984)
(Dempsey et al., 1984)
Hypermétabolique (Fredrix et al., 1991)
(Falconer et al., 1994)
(Bosaeus et al., 2001)
(Jatoi et al., 2001)
(Moses et al., 2004)
(Knox et al., 1983)
(Dempsey et al., 1984)
(Fredrix et al., 1991)
(Giacosa et al., 1996)
(Knox et al., 1983)
(Dempsey et al., 1984)

Normomeétabolique

Hypométabolique

Tableau 1 : Statut métabolique des patients atteints de divers types de cancers.
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(synthése et dégradation) serait responsable d’environ la moitié des dépenses énergétiques
du métabolisme (Young, 1977).

Une augmentation de la DER peut étre observée lors de la cachexie associée au
cancer. En effet, la perte de poids observée lors de la cachexie indique un catabolisme
exacerbé qui engendre un colt énergétique supplémentaire. Des études ont ainsi montré
sur divers types de cancers, une augmentation marquée de la DER (Warnold et al., 1978;
Knox et al., 1983; Arbeit et al., 1984; Dempsey et al., 1984; Fredrix et al., 1991; Falconer et
al., 1994; Bosaeus et al., 2001; Jatoi et al., 2001; Moses et al., 2004). Les patients atteints de
cancer sont en majorité hypermétaboliques. Néanmoins, il a été montré que des patients
atteints de cancer peuvent aussi présenter un statut hypométabolique ou
normométabolique (Knox et al., 1983; Dempsey et al., 1984; Fredrix et al., 1991; Giacosa et
al., 1996) (Tableau 1).

Le type de tumeur peut étre un déterminant de la dépense énergétique (Fredrix et
al., 1991). De plus, il a été observé apres résection du cancer, une diminution de la DER,
celle-ci pouvant méme retourner a un niveau normal (Warnold et al., 1978; Arbeit et al.,
1984; Luketich et al., 1990), ce qui supporte l'idée que la tumeur impose ses priorités
énergétiques a I’hote.

On constate donc, d’apres ces différentes études, des anomalies du métabolisme
énergétique chez la grande majorité des patients cachectiques cancéreux, pouvant entrainer
une détérioration de la balance énergétique. Mais il est important de noter que la cachexie
associée au cancer n’est pas systématiquement accompagnée d’une augmentation de la

DER.

Chez des patients présentant un stade avancé du cancer ou étant en phase
terminale, il est observé une importante perte de poids (Warnold et al., 1978; Lundholm et
al., 1982a; Falconer et al., 1994; Fouladiun et al., 2005). Dans le cas du cancer, cette perte de
poids est un indicateur pronostic péjoratif de la survie des patients (Andreyev et al., 1998;
Deans et al., 2009; Solheim et al., 2014). Plus la perte de poids est importante, plus le temps
de survie est court. Chez les patients et le personnel de santé, elle engendre une grande
réticence a aborder le sujet puisque sa progression se termine généralement par un déces

(Hopkinson et al., 2006).
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Type de cancer ou Incidence de la perte
localisation du cancer de poids (%)

Gastrique 83
Pancréas 83
(Esophage 79
Téte et cou 72

Colorectal 54-60

Poumon 50-66
Prostate 56

Sarcome 39-60
Rectum 40

Sein 9-36

Tableau 2 : Incidence de la perte de poids dans différents types de cancer.
[d’apres (Laviano & Meguid, 1996; Laviano et al., 2003)].
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L'incidence de la cachexie chez les patients atteints de cancer est déterminée par
I’évaluation du degré de la perte de poids. Alessandro Laviano et ses collaborateurs ont
récemment déterminé I'incidence de la perte de poids en cas de cancer, en fonction du type
de cancer ou de sa localisation (Laviano & Meguid, 1996; Laviano et al., 2005) (Tableau 2).
Les patients souffrant d’'un cancer gastrique ou pancréatique présentent la plus haute
fréquence de perte de poids.

La sévérité de la perte de poids fonctionne généralement de pair avec I'incidence de
la perte de poids. En effet, Wigmore et al. ont notamment montré chez 85% des patients
atteints d’un cancer du pancréas au moment du diagnostic, une perte de 14% de leur poids
habituel. Au stade terminal de la maladie, 100% des patients avait perdu 24.5% de leur poids
habituel (Wigmore et al., 1997). La perte de poids semble un bon indicateur de la cachexie
associée au cancer, puisqu’elle est en relation avec I’évolution clinique du patient et est
facilement mesurable. Néanmoins, ce critere manque de sensibilité étant donné qu'il
présente I'inconvénient majeur de ne pas renseigner sur la nature du tissu qui est dégradé

(Wigmore et al., 1997).

D’un point de vue métabolique, la perte de poids causée par le cancer différe de celle
observée durant la privation alimentaire. En effet lors d’un jelne alimentaire, une
protéolyse rapide se met en place, associée a une mobilisation importante des acides
aminés depuis le muscle, et a une néoglucogenése produisant du glucose depuis le foie,
pour répondre aux besoins métaboliques (Brennan, 1977). Par la suite, ce sont donc les
lipides issus du tissu adipeux qui sont préférentiellement utilisés comme substrats
énergétiques, afin de préserver le contenu protéique. En revanche, au cours du syndrome
cachectique, cette adaptation métabolique ne se produit plus, et une perte concomitante de

masse grasse et de masse musculaire est observée (Brennan, 1977).
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A. Tissus musculaires et adipeux

Les modifications de la composition corporelle refletent un processus qui évolue avec
le développement du cancer. Dans un groupe de patients ayant des tumeurs gastro-
intestinales solides et ayant perdu 10% de leur poids habituel, il a été mis en évidence une
perte importante de tissu adipeux (Fouladiun et al., 2005), préférentiellement au niveau du
tronc, puis au niveau des membres inférieurs et supérieurs. De plus, il a été observé une
diminution de la masse maigre au niveau du bras (Fouladiun et al., 2005). Dans une autre
étude menée sur des patients atteints d’'un cancer de la prostate, il a été constaté
principalement une perte de masse maigre, sans modification de la composition corporelle
en tissu adipeux (Maturo et al., 2003). Enfin, dans une population de patients atteints d’un
cancer du poumon et perdant 29% de leur poids initial, il était observé une réduction de 82%
de tissu adipeux soit une perte moyenne de 14.2 kg, et une réduction de 74% du tissu
musculaire (Preston et al., 1987; Fearon & Preston, 1990). Récemment, il a également été
noté chez des patients cachectiques une réduction importante de la section transversale du
muscle quadriceps femoris et de la taille des fibres musculaires (Weber et al., 2009). Des
patients atteints d’un cancer gastro-intestinal, de la téte et du cou ou du poumon
présentaient une fonte musculaire importante accompagnée d’une réduction de plus de
50% du contenu en protéines (Cohn et al.,, 1981). Cette perte spectaculaire de masse
musculaire squelettique explique pourquoi les patients cachectiques ont une qualité et une
durée de vie diminuées, puisque la défaillance fonctionnelle des muscles respiratoires est un
facteur de risque important conduisant a la mort (Windsor & Hill, 1988). Généralement, la
perte de masse musculaire se met en place t6t apres le début du développement tumoral
(Kralovic et al., 1977). Bien qu'’il ait été décrit qu’elle apparait apres la fonte du tissu adipeux
(Fouladiun et al., 2005; Agustsson et al., 2012), d’autres études ont montré que la perte de
masse musculaire peut coexister avec un poids stable ou en I'absence d’une fonte de masse

grasse (Prado et al., 2008; Tan et al., 2009; Baracos et al., 2010).

47



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

48



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

B. Visceres

Les organes viscéraux tels que le foie, les reins ou le cceur ne subissent pas de
variation de volume chez les patients atteints de cancer, tandis que le volume de la rate
augmente significativement (Heymsfield & McManus, 1985). Une splénomégalie et une
hépatomégalie ont également été observées chez des patients atteints d'un cancer
colorectal avancé (Lieffers et al., 2009). Fait intéressant, le compartiment protéique viscéral
est relativement préservé voire augmenté chez des patients cachectiques (Preston et al.,
1987; Fearon & Preston, 1990; Fearon, 1992). Cette préservation est une des principales

caractéristiques différenciant le processus cachectique du jeline alimentaire (Fearon, 1992).

C. Compartiments liquidiens et minéraux
Chez des patients atteints d’un cancer du poumon et perdant 29% de leur poids
initial, il y a une perte significative d’eau intracellulaire, mais il n’y a aucun changement du
contenu en eau extracellulaire (Preston et al.,, 1987, Fearon & Preston, 1990). Il est
également observé chez des patients cachectiques une perte d’eau totale (Weber et al.,
2009). De plus, il a été également constaté une diminution du contenu en potassium (-33%),
en calcium (-17%) et en phosphore (-9%) (Preston et al., 1987; Fearon & Preston, 1990).

Cette diminution significative du contenu minéral suggere une érosion de la masse osseuse.

Au cours de la croissance tumorale, une interaction forte entre I'hote et la tumeur
s’établit. Celle-ci va provoquer l|'apparition et la persistance d’un bouleversement du
métabolisme au sein de I'organisme, caractérisée par des troubles glucidiques, lipidiques et
protéiques.

Afin de se développer, les tumeurs utilisent le glucose et les acides aminés circulants
de I'h6te comme substrats énergétiques et pour la synthése de protéines (Norton et al.,
1980; Sauer et al., 1982). Au fur et a mesure que la tumeur croit, la concentration en glucose
et acides aminés circulants diminue (Burt et al., 1981; Kurzer et al., 1988). Dans cet état
catabolique, le métabolisme de I'h6te va essayer de maintenir des taux de substrats
circulants a un niveau normal, en augmentant la néoglucogenése et le catabolisme
musculaire en dépit de la fonte musculaire (Waterhouse et al., 1979; Burt et al., 1984).
Quand la demande énergétique de la tumeur devient supérieure a ce que peut lui apporter

I’'h6te, une perte de poids apparait (Rivera et al., 1988).
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Figure 7 : Schématisation de I'effet Warburg et du devenir du lactate.

Les cellules cancéreuses convertissent préférentiellement le glucose en lactate. Ceci pourrait étre di
a une altération de la fonction mitochondriale, limitant ainsi I'oxydation du pyruvate par les
mitochondries. Le lactate produit est transféré au foie, ou il sera converti en glucose par la
néoglucogenése [modifié d’apres (Vander Heiden et al., 2009)].
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A. Métabolisme glucidique

Chez les patients cachectiques, il est observé des troubles marqués du métabolisme
des glucides au niveau des organes sains et en particulier, au niveau du foie. Ces
perturbations métaboliques proviennent probablement de l'utilisation du glucose par la
tumeur comme principale source d’énergie (Holm et al., 1995). Expérimentalement, chez
des souris cachectiques, il a été montré que l'utilisation du glucose par les organes de
I’organisme hote était réduite, pour permettre une utilisation plus importante par la tumeur
(Mulligan & Tisdale, 1991b). Au sein de la tumeur, le glucose est converti en lactate plutot
gu’en dioxyde de carbone (Warburg et al., 1927) (Figure 7). La cause de ce phénomeéne,
appelé effet Warburg, a été attribuée a un éventuel défaut mitochondrial provoquant une
respiration détériorée (Warburg, 1956). En effet, dans des cellules de rhabdomyosarcome
R1H, il a été mis en évidence un déficit fonctionnel des mitochondries et une augmentation
de la production de lactate (Jahnke et al., 2010). Cependant, d’autres travaux ont montré
gue la fonction mitochondriale n'était pas altérée dans la plupart des cellules cancéreuses
(Weinhouse, 1976; Fantin et al., 2006), suggérant ainsi une autre explication pour la
production de lactate (Vander Heiden et al., 2009) (Figure 7). Le lactate produit est transféré
par la circulation au foie, ol son squelette carboné est utilisé pour produire du glucose par la
néoglucogeneése (Figure 7). Plusieurs études ont référencé une augmentation du taux de
lactate circulant en cas de cancer (Burt et al., 1983; Holroyde et al., 1984; Lindmark et al.,
1986). Il était en moyenne 40% plus haut chez des patients atteints de cancer que chez des
individus sains (Tayek, 1992).

Chez des patients cachectiques, il a été observé une augmentation de la formation
hépatique de glucose (Waterhouse & Kemperman, 1971; Holroyde et al., 1975), grace a une
augmentation de la néoglucogenese (Reichard et al., 1963; Waterhouse, 1974; Holroyde et
al., 1975). L'activité de cette derniére, qui représente 20% du renouvellement du glucose
chez les sujets sains, est augmentée de 50% chez les patients atteints d’un cancer (Holroyde
et al., 1975). Elle serait responsable d’une perte d’énergie de 260 kilocalories par jour (Eden
et al., 1984). En plus du lactate, d’autres substrats participent a la production de glucose par
le processus néoglucogénique. Ainsi, la conversion de I'alanine (Waterhouse et al., 1979), et
du glycérol (Lundholm et al., 1982b), est également responsable de I'augmentation de la

production de glucose hépatique. Chez la souris, en condition de cachexie associée au
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cancer, il a également été observé une dégradation importante du glycogene hépatique,
pouvant également participer a cette production de glucose (Rivera et al., 1988).

La néoglucogenése peut étre en partie responsable de I'augmentation de la DER
rapportée dans le cas de cancer du poumon ou pancréatique (Fredrix et al., 1991; Falconer
et al., 1994). Une augmentation de la production de glucose hépatique chez des patients
cancéreux serait sirement la conséquence de la demande métabolique de la tumeur et ceci

pourrait contribuer au processus cachectique (Holroyde et al., 1975).

Au sein de I'organisme hote, d’autres aspects du métabolisme glucidique peuvent
étre associés a la cachexie associée au cancer. En effet, il a été décrit que les patients sont
souvent sujets a une insulino-résistance et a une intolérance au glucose (Bishop & Marks,
1959; Waterhouse & Kemperman, 1971; Schein et al., 1979; Holroyde et al., 1984; Tayek,
1992). Chez 37% des patients atteints de cancer, l'intolérance au glucose était similaire a

celle observée chez des patients diabétiques (Glicksman & Rawson, 1956).

B. Métabolisme lipidique

En raison de leur fort pouvoir calorique, les lipides constituent une source importante
d’énergie pour l'organisme. Le tissu adipeux représente 14% du poids d’'un homme pesant
65 kg (Passmore & Draper, 1964). Le tissu adipeux est stocké dans les adipocytes sous la
forme de triglycérides (TG), constitués d'un squelette de glycérol estérifié par trois
molécules d'acides gras. La perte de tissu adipeux est fréguemment observée
expérimentalement chez les animaux avec une tumeur (Mider et al., 1949; Costa & Holland,
1962; Thompson et al., 1981; Rivera et al., 1988), ainsi que chez les patients atteints d’'un
cancer (Preston et al., 1987; Fearon & Preston, 1990; Fouladiun et al., 2005). Cette fonte de
tissu adipeux chez les patients atteints d’'un cancer explique en grande partie la perte de
poids observée (Warnold et al.,, 1978; Watson & Sammon, 1980). Elle est également
prédictive de la survie des patients (Murphy et al., 2010b). La durée de vie de patients
obéses atteints de cancer est plus importante que celle de patients atteints de cancer
présentant un IMC normal (Halabi et al., 2005). Par conséquent, un tissu adipeux développé
augmenterait la survie. Ceci est connu sous le nom de paradoxe de I'obésité. Néanmoins, il a
été montré qu’au moment du diagnostic, les patients en surpoids ou obéses pouvaient déja

avoir une importante atrophie musculaire (Prado et al., 2008; Tan et al., 2009). De plus, il a
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Patient cachectique

Figure 8 : Caractéristiques du tissu adipeux au cours de la cachexie associée au cancer.

Sections représentatives du tissu adipeux sous-cutané de patients atteints de cancer avec un poids
stable (a gauche) ou une cachexie (a droite), colorées a I'hématoxyline-éosine (A) ou au rouge Sirius
(B) [modifié d’apres (Mracek et al., 2011)].

Souris sauvage Souris cachectique
subissant une MAC16 nourrie

restriction calorique ad libitum

Souris sauvage
nourrie ad libitum

Figure 9 : Caractéristiques morphologiques du tissu adipeux.

Sections de tissu adipeux épididymal de souris sauvages (A), de souris sauvages subissant une
restriction calorique (pair-feeding) (B), et de souris cachectiques MAC16 (C), en microscopie optique.
Noter les adipocytes difformes et rétrécis présents dans le tissu adipeux de souris cachectiques dix-
huit jours apres I'inoculation des cellules tumorales [modifié d’apres (Bing et al., 2006)].
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récemment été montré chez des patients en surpoids ou obeéses atteints d’un cancer, que
cet exces de masse grasse ne conférait aucun avantage, s’ils présentaient également une

perte importante de masse musculaire (Martin et al., 2013).

Des études réalisées chez I'animal indiquent que la perte de tissu adipeux n’est pas
uniguement causée par une réduction des apports énergétiques. En effet, la fonte du tissu
adipeux apparait avant le début de I'anorexie chez la souris avec un carcinome Krebs-2
(Costa & Holland, 1962), et est plus sévere chez des rats transplantés avec des cellules du
carcinome Walker-256 (rats cachectiques Walker-256) que chez le groupe témoin subissant
une restriction calorique (pair-feeding) (Mider et al., 1949). Chez 'homme, elle n’est pas due
a une réduction du nombre d’adipocytes, mais est attribuée a une diminution de la quantité
de lipides stockés a I'intérieur de ceux-ci (Ryden et al., 2008; Dahlman et al., 2010), et a leur
remodelage (Mracek et al., 2011) (Figure 8). Chez la souris, la fonte de tissu adipeux est
associée a une réduction de la taille et a une modification morphologique des adipocytes
(Bing et al., 2006) (Figure 9). Trois processus différents meénent a cette perte de tissu

adipeux.

a) Diminution de la lipogenése

Premiérement, la fonte de tissu adipeux serait liée a une diminution de la lipogenése.
J.LA. Trew et R. W. Berg ont été les premiers a identifier une dérégulation de ce processus
dans le tissu adipeux en utilisant des rats cachectiques Walker-256 (Trew & Begg, 1959). Par
la suite, ceci a été observé chez des rongeurs avec différents types de tumeurs (Kannan et
al., 1980; Thompson et al., 1981; Lanza-Jacoby et al., 1984; Penna et al., 2013a). Chez des
souris cachectiques MAC16, le cancer réprime I'adipogeneése. Ceci a été mis en évidence par
une régulation négative de facteurs clés adipogéniques : CCAAT/enhancer binding protein a
(C/EBPa), C/EBPB, peroxysome proliferator-activated receptor y (PPARy) et sterol regulatory
element-binding protein-1c (SREBP-1c) (Bing et al., 2006).
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Etat basal

Figure 10 : Modeéle proposé des mécanismes moléculaires régulant la lipolyse.

Suite a I'activation hormonale, I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) active la protéine kinase
A (PKA) (Corbin et al., 1970), qui a son tour active la lipase hormonosensible (HSL pour hormone-
sensitive lipase) par phosphorylation (Stralfors et al., 1984; Anthonsen et al., 1998; Krintel et al.,
2008). PKA phosphoryle et active également la périlipine A (PLIN A) située a la surface des
gouttelettes lipidiques (Egan et al., 1990; Greenberg et al., 1991). Apres son activation, HSL va étre
transloquée a la surface des gouttelettes lipidiques (Egan et al., 1992; Brasaemle et al., 2000; Clifford
et al., 2000), ou elle s’associe étroitement a PLIN A (Granneman et al., 2007; Shen et al., 2009; Wang
et al., 2009). HSL induit alors la conversion des triglycérides (TG) en glycérol et en acides gras
(Hollenberg et al., 1961; Belfrage et al., 1977; Jocken & Blaak, 2008; Zimmermann et al., 2009).
L'activité de clivage principalement réalisée par HSL est celle des diglycérides (DG) en
monoglycérides (MG) (Belfrage et al., 1978; Fredrikson et al., 1981; Haemmerle et al., 2002;
Schweiger et al., 2012). Deux autres enzymes sont également impliquées dans le catabolisme
lipidique. Il s’agit de la lipase monoglycéride (MGL pour monoglyceride lipase) qui est nécessaire a la
dégradation des MG (Fredrikson et al., 1986; Taschler et al., 2011), et de la triglycéride lipase
adipeuse (ATGL pour adipose triglyceride lipase), connue également sous le nom de desnutrine
(Villena et al., 2004) ou phospholipase A2¢ (Jenkins et al., 2004) qui démontre une grande spécificité
pour I’hydrolyse des TG en DG (Zimmermann et al., 2004; Haemmerle et al., 2006; Schweiger et al.,
2012). ATGL est localisée dans le cytoplasme, et a la surface des gouttelettes lipidiques en condition
basale et a I’état activé. Son activation est différente de celle de la HSL (Zimmermann et al., 2004). En
effet, ATGL n’est pas activée par une phosphorylation de PKA (Zimmermann et al., 2004), et
n’interagit pas avec PLIN A (Granneman et al., 2007). Son activité est régulée par une protéine
activatrice annotée a/B—hydrolase domain-containing protein 5 (ABHD5) (Lass et al., 2006), connue
aussi sous le nom de comparative gene identification 58 (CGI-58) (Lai et al., 2000; Lefevre et al.,
2001). CGI-58 s’accroche aux gouttelettes lipidiques par une interaction avec PLIN A (Subramanian et
al., 2004; Yamaguchi et al.,, 2004). Suite a l'activation de la lipolyse, PLIN A est phosphorylée,
notamment sur son résidu sérine 517 (Miyoshi et al., 2007), entrainant la libération de CGI-58
(Subramanian et al., 2004; Yamaguchi et al., 2007). CGI-58 libérée va alors activer ATGL (Lass et al.,
2006; Granneman et al., 2009). Récemment, il a été montré que la protéine G0S2 (GO/G1 swith gene
2) (Russell & Forsdyke, 1991), régule négativement la lipolyse et I'activité d’ATGL (Schweiger et al.,
2012). En effet, elle interagit avec ATGL cytosolique, restreignant l'accés de I'enzyme aux
gouttelettes lipidiques, et inhibant ainsi son activité. CGI-58 et G0S2 n’affectent ni I'expression, ni
I'activité de HSL (Schweiger et al., 2006; Yang et al.,, 2010). En combinaison, HSL et ATGL sont
responsables de plus de 95% de la dégradation des TG chez la souris (Schweiger et al., 2006).
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b) Augmentation de la lipolyse

Deuxiemement, elle pourrait étre due a une augmentation de la dégradation des
lipides (Figure 10). En effet, il a été observé chez des rats et des souris avec une tumeur
implantée, une augmentation de I’activité lipolytique (Kralovic et al., 1977; Thompson et al.,
1981; Chung et al., 2011). Une fonte de la masse grasse liée a une augmentation importante
de la lipolyse a également été rapporté chez des patients cancéreux ayant une perte de
poids (Legaspi et al., 1987; Shaw & Wolfe, 1987; Klein & Wolfe, 1990; Zuijdgeest-van
Leeuwen et al.,, 2000; Agustsson et al., 2007; Ryden et al., 2008). Le glycérol libéré est
généralement dirigé vers le foie ou il servira de substrat néoglucogénique, et les acides gras
seront utilisés par d’autres tissus comme substrats énergétiques alternatifs au glucose
(Argiles et al., 1997). De plus, certains acides gras polyinsaturés tels que I’acide linoléique et
I'acide arachidonique semblent étre essentiels a la croissance tumorale (Hussey & Tisdale,
1994). Dans les adipocytes de souris transplantées avec des cellules de I'adénocarcinome
MAC16 (souris cachectiques MAC16), il a été montré une augmentation de I'expression de la
protéine G stimulatrice et une réduction de la protéine G inhibitrice (Islam-Ali et al., 2001).
Chez des patients cachectiques, une augmentation de I'expression et de I'action de la lipase
hormonosensible (HSL pour hormone-sensitive lipase) a été démontrée (Thompson et al.,
1993; Agustsson et al., 2007). Toutefois, aucune modification de I'expression de la
triglycéride lipase adipeuse (ATGL pour adipose triglyceride lipase) n’était observée
(Agustsson et al., 2007). Plus récemment, il a été montré chez des patients cachectiques une
augmentation des activités enzymatiques ATGL et HSL, celles-ci étant significativement
corrélées a la sévérité de la cachexie (Das et al., 2011). De plus, il a été observé chez des
patients avec un cancer pancréatique, une augmentation de I'expression du transcrit de

I’ATGL (Haugen et al., 2011).

Expérimentalement, une cachexie a été induite chez des souris déficientes en ATGL,
Atgl'/' (Haemmerle et al., 2006), et des souris déficientes en HSL, Hsl”" (Haemmerle et al.,
2002), par l'inoculation de cellules cancéreuses (Das et al., 2011). Dans cette étude, il a été
mis en évidence que la délétion de ces lipases protégeait d’'une perte de tissu adipeux,
mettant en évidence leur role dans la dégradation des réserves de graisses au sein du tissu
adipeux et leur contribution a la cachexie associée au cancer (Das et al., 2011) (Figure 11, ci-

apres). Ces lipases ont également un effet sur la masse musculaire puisque les souris Atgl'/'
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Tissu adipeux
blanc gonadal

Tissu adipeux
blanc épididymal

Souris sauvage Souris sauvage Souris Atgl’- Souris Hsl”/" avec
(sans tumeur) avec cellules LLC avec cellules LLC cellules LLC

Figure 11 : Effets de la délétion de la lipase ATGL ou HSL sur le tissu adipeux de souris, vingt et un
jours apres la transplantation de cellules LLC.

Photographies du tissu adipeux blanc gonadal et épididymal chez la souris sauvage (a et e), chez la
souris sauvage transplantée avec des cellules LLC (b et f), chez la souris Atgl'/' transplantée avec des
cellules LLC (c et g), et chez la souris Hsl”" transplantée avec des cellules LLC (b et f). La délétion
d’ATGL empéche la perte de tissu adipeux, et la délétion de HSL diminue la perte de tissu adipeux au
cours de la cachexie associée au cancer [modifié d’apres (Das et al., 2011)].

Volontaires sains Patients atteints d’un cancer

| Augmentation de la perte de poids

Figure 12 : Photographies du muscle rectus abdominis en microscopie électronique a transmission
(grossissement x 2650).

Une absence de gouttelettes lipidiques est observée chez les volontaires sains (a gauche), et la
présence de gouttelettes lipidiques (vacuoles blanches indiquées par des fleches rouges) est
observée chez les patients cachectiques (a droite). Plus la perte de poids augmente, plus le nombre
de gouttelettes lipidiques est important. Les valeurs en pourcentage chez les patients cachectiques,
indiquent la variation de poids par rapport au poids stable avant le cancer [modifié d’apres (Stephens
etal., 2011)].

58



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

et les souris Hsl” présentent une atténuation de la perte de masse musculaire (Das et al.,
2011). Cette étude souléve la possibilité, jusqu'ici méconnue, qu’il existe une interrelation
importante entre le tissu adipeux et le muscle squelettique dans le contexte de la cachexie
associée au cancer (Zechner et al., 2012). La nature du médiateur intracellulaire issu de
I’'hydrolyse des TG reste a déterminer. Récemment, il a été montré une quantité plus
importante de gouttelettes lipidiques intramyocellulaires chez des patients cachectiques
(Weber et al., 2009; Stephens et al., 2011) (Figure 12). Cette accumulation progressive de
gouttelettes lipidiques intramyocellulaires était corrélée a la progression de la cachexie
(Stephens et al., 2011), soulignant a nouveau l'importance potentielle des lipides comme

marqueurs et/ou médiateurs de I'atrophie musculaire.

c) Réduction de I'activité de la lipoprotéine lipase

Enfin, une réduction importante de l'activité de la lipoprotéine lipase (LPL) a été
expérimentalement observée dans le tissu adipeux chez des rats et des souris ayant une
tumeur (Thompson et al., 1981; Lanza-Jacoby et al., 1982; Lanza-Jacoby et al., 1984; Noguchi
et al., 1991; Lopez-Soriano et al., 1997a; Penna et al., 2013a). La LPL est une enzyme se
trouvant a la surface des épithéliums vasculaires, au niveau du muscle strié squelettique et
surtout au niveau du tissu adipeux. Elle hydrolyse les TG contenus dans les lipoprotéines de
tres faible densité et les chylomicrons. Sa perte d’activité freine la captation des acides gras
plasmatiques et entrave séverement le stockage des lipides (Eckel, 1989). Ceci pourrait étre
a l'origine de I'hypertriglycéridémie parfois observée chez les patients (Viallet et al., 1962;
Lanza-Jacoby et al., 1982). Un traitement utilisant le bézafibrate (un médicament
hypolipémiant) a été utilisé chez des rats cachectiques (Nomura et al., 1996). Il a été montré
une augmentation de l'activité LPL, aboutissant a la préservation du tissu adipeux
épididymal (Nomura et al., 1996). De plus, chez des animaux avec un fort degré de cachexie,
il a été rapporté une interaction forte entre la diminution de I'activité de la LPL et
I'hypertriglycéridémie (Evans & Williamson, 1988; Lopez-Soriano et al., 1996, 1997a). Cette
hypertriglycéridémie peut également étre causée par l'augmentation de I'activité

lipogénique dans le foie (Mulligan & Tisdale, 1991a; Lopez-Soriano et al., 1995).
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Figure 13 : Modifications de la composition corporelle associées au développement de la cachexie.
Comparaison entre un groupe de patients atteints d’un cancer du poumon (n = 6), et un groupe de
sujets sains controles (n = 24) [modifié d’aprés (Fearon & Preston, 1990)].
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C. Métabolisme protéique

Le processus central de la cachexie associée au cancer est I'érosion progressive de la
masse de protéines. Le site majeur de perte de protéines est la musculature squelettique
(McMillan et al., 1994). En effet, chez des patients atteints d’un cancer du poumon et
perdant 29% de leur poids initial, il était observé une réduction de 74% de la masse
protéique musculaire (Preston et al., 1987; Fearon & Preston, 1990) (Figure 13). Dans I'étude
de Tom Preston, la perte du contenu en protéines était estimée a 19% (Preston et al., 1987).
Contrastant avec cette fonte musculaire, la masse protéique viscérale était épargnée
(Preston et al., 1987; Fearon & Preston, 1990; Fearon, 1992). Ce résultat qui differe de ceux
observés en cas d’anorexie mentale ou de jeline alimentaire prolongé (Heymsfield &
McManus, 1985; Fearon, 1992), caractérisés par une perte proportionnelle de masse
protéique musculaire et viscérale, met en évidence I'existence d’un facteur autre que la
simple réduction des apports nutritionnels comme responsable des perturbations du
métabolisme protéique observées au cours du cancer.

Principalement cing dérégulations du métabolisme protéique sont généralement

observées au cours de la cachexie associée au cancer.

a) Augmentation du renouvellement protéique de I'organisme

Une des perturbations du métabolisme protéique est la modification du
renouvellement (turn-over) des protéines a I’échelle de I'organisme. En effet, il a été montré
gue le renouvellement protéique de patients atteints de divers types de cancer était plus
important que chez des individus sains (Norton et al., 1981; Kien & Camitta, 1987; Fearon et
al., 1991). La méme observation a été faite chez des enfants gravement brilés (Kien et al.,
1978), des patients septiques (Long et al., 1977), ou encore des patients atteints de diverses
défaillances organiques (Arnold et al., 1993). En cas de cancer, le colt énergétique du
renouvellement protéique est estimé a 100 kilocalories par jour pour un individu de 60 kg
(Fearon et al., 1988). Cependant, cette augmentation du renouvellement protéique n’était
pas systématiquement mise en évidence. En effet, aucune augmentation du renouvellement
protéique n’a été observée chez des sujets atteints de cancer dans plusieurs études (Glass et
al., 1983; Emery et al., 1984a; Dworzak et al., 1998). Ces divergences peuvent étre
expliquées par la méthodologie employée, ainsi que par la petite taille des groupes de

patients ou encore I’hétérogénéité des patients inclus.
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b) Augmentation de la synthése protéique hépatique

Une augmentation de la synthése hépatique constitue une perturbation importante
du métabolisme protéique. Chez des patients atteints de divers types de cancer, la synthese
hépatique de protéines était augmentée (Lundholm et al., 1978). In vitro, il a été mis en
évidence une augmentation de la synthese protéique dans des hépatocytes issus de patients
atteints de cancer gastro-intestinal (Starnes et al., 1987). Chez des souris transplantées avec
des cellules de sarcome MCG-101 (souris cachectiques MCG-101), il a été observé une
augmentation de la synthése protéique dans le foie (Lundholm et al., 1978). Chez un autre
modele murin (ascites du carcinome d'Ehrlich), il a été constaté une augmentation de la
masse hépatique parallelement a une augmentation de la synthése de protéines hépatiques
(Pain et al., 1984). Cette augmentation de la synthese hépatique reflétait uniquement la
hausse de la production de protéines de phase aigué (PPA), puisque la synthése de protéines

structurales du foie était réduite (Fearon et al., 1991).

c) Réduction de la synthése protéique musculaire

La diminution de la synthése protéique et/ou l'augmentation de la dégradation
protéique entrainant une fonte de la masse musculaire squelettique sont les deux
principales perturbations du métabolisme protéique observées lors de la cachexie associée
au cancer. Chez des patients cachectiques, il a été observé une diminution de la
protéosynthese dans le muscle (Lundholm et al., 1976; Emery et al., 1984a; Dworzak et al.,
1998). Chez des souris cachectiques MCG-101, des souris cachectiques MAC16, des souris
cachectiques transplantées avec des cellules dérivées d'un hypernéphrome humain (XK1) ou
des souris transplantées avec des cellules de I'adénocarcinome du coélon C26 (souris
cachectiques C26), une réduction importante de la synthése protéique a également été mise
en évidence au sein du muscle (Lundholm et al., 1981; Emery et al., 1984b; Smith & Tisdale,

1993a; Samuels et al., 2001). Une étude chez des souris cachectiques Apc'\’""/+

, ayant une
mutation multiple intestinal neoplasia (Min) au sein de I'homologue murin du geéene
Adenomatous Polyposis Coli (APC), a montré une diminution d’environ 50% de la synthese
protéique (White et al., 2011). Enfin, chez des rats transplantés avec des cellules de
I’'adénocarcinome AC33, la synthése protéique dans le muscle était diminuée de 40% (Stein

etal., 1976).
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De maniere intéressante, la synthese protéique musculaire peut parfois étre élevée
au cours de la cachexie associée au cancer, du fait d’'une augmentation de la disponibilité en
acides aminés due a l'augmentation du catabolisme musculaire (Fearon et al., 2011).

Cependant, celle-ci n'est pas suffisante pour compenser la perte nette de protéines.

d) Augmentation du catabolisme protéique musculaire

Chez des patients avec un carcinome hépatocellulaire, il a été observé une
augmentation de la dégradation protéique dans le muscle (O'Keefe et al., 1990), tout
comme chez des patients avec une grande variété de tumeurs (Lundholm et al., 1976). Une
forte hausse du catabolisme protéique musculaire était également observée dans le muscle
de différents modéles murins de cachexie associée au cancer (Beck et al., 1991; Lorite et al.,
1997; Llovera et al., 1998b; Llovera et al., 1998c; Samuels et al., 2001; White et al., 2011), ou
encore chez des rats cachectiques (Tessitore et al., 1987; Costelli et al., 1993; van Royen et
al., 2000). Parfois au contraire, il n’a été constaté aucune augmentation de la dégradation
des protéines, comme chez des patients avec un cancer généralisé en phase avancée ou

terminale (Lundholm et al., 1982a).

e) Moadifications du pool d’acides aminés

Le cancer va provoquer également des altérations au niveau du pool d’acides aminés
(Kubota et al., 1992). En effet, la protéolyse exacerbée va provoquer un important relargage
d’acides aminés depuis le muscle vers la circulation. Cette libération des acides aminés est
potentialisée par la diminution d’activité du transport des acides aminés vers le muscle en
cas de cachexie associée au cancer (Argiles et al., 1989; Garcia-Martinez et al., 1995). Bien
gue la tumeur accapare principalement les acides aminés libres (Christensen & Henderson,
1952), les acides aminés glucogéniques vont également rejoindre le foie ou ils seront utilisés
pour la production de glucose (Argiles & Lopez-Soriano, 1991), et également la synthése de
protéines (Pain et al., 1984). En effet, le foie présente une augmentation de l'activité de
captation des acides aminés chez des rats cachectiques, et en particulier de I’alanine (Argiles
et al., 1989; Argiles & Lopez-Soriano, 1990a). De plus, chez des patients avec divers types de
cancer, il a été remarqué une augmentation de la néoglucogenése a partir de I'alanine
(Waterhouse et al., 1979). Le contenu intracellulaire en glutamine du tissu musculaire était
également réduit chez des souris transplantées avec des cellules Lewis lung carcinoma

(souris cachectiques LLC) (Rivera et al., 1988). Les cellules tumorales utilisent avidement la
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Figure 14 : Représentation schématique de la RPA.
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glutamine, puisque cet acide aminé est un précurseur de la pyrimidine et de la purine, du
nicotinamide adénine dinucléotide et de plusieurs autres composés azotés. En 1951, G.
Burroughs Mider définissait les tumeurs comme des pieges a azote (Mider, 1951), ou les
acides aminés sont retenus et utilisés pour I’oxydation d’une part et d’autre part, la synthese
d’acides nucléiques et de protéines (Rivera et al., 1988) nécessaires a la croissance tumorale.
En cas de cancer, la concentration plasmatique en acides aminés branchés (BCAA pour
branched-chain amino acids) est souvent augmentée (Argiles & Lopez-Soriano, 1992), et leur
renouvellement est altéré (Argiles & Lopez-Soriano, 1990b). Il a notamment été montré que
I’oxydation de la leucine est augmentée chez des animaux cachectiques (Argiles & Lopez-
Soriano, 1990b; Costelli et al., 1995c). La leucine est utilisée par la tumeur, mais la majeure

partie des BCAA est oxydée par le muscle squelettique (Argiles & Lopez-Soriano, 1990b).

Le terme « phase aigué » a été introduit en 1941 par Theodore J. Abernethy et
Oswald T. Avery, qui ont décrit les propriétés de sérums de patients souffrant de maladies
infectieuses fébriles (Abernethy & Avery, 1941). La réponse de phase aigué (RPA) est une
réaction systémique de I'organisme causée par des perturbations locales ou systémiques de
I’'homéostasie dues a une lésion tissulaire, une infection, une croissance néoplasique ou un
processus inflammatoire (Skipworth et al., 2007) (Figure 14). Les effets physiologiques de la
RPA ont pour but d’aider a la réparation tissulaire, la coagulation sanguine, la prévention des
Iésions tissulaires en cours et la destruction des organismes infectieux (Lelbach et al., 2007).
Néanmoins, quand elle est sévere ou prolongée, elle peut provoquer des effets néfastes
(Stephens et al., 2008). La synthése de protéines de phase aigué (PPA) a lieu principalement
dans le foie (Miller et al., 1951). Elle a également lieu dans le muscle squelettique. En effet, il
a été récemment montré chez des souris cachectiques C26, que les muscles gastrocnemius
et quadriceps étaient capables de synthétiser des PPA comme le fibrinogéne ou le sérum
amyloide A (SAA) (Bonetto et al., 2011).

La RPA cause une série de modifications dans la synthése des protéines hépatiques
qui entraine le passage de la production d’albumine a celle de PPA, telles que la protéine C
réactive (CRP), le SAA, le fibrinogéne, I'a-2 macroglobuline (A2M) et I'a-1 antitrypsine (A1AT)
(Tisdale, 2009) (Figure 14). Les PPA sont dites positives, si leurs concentrations augmentent

lors d'une inflammation, ou négatives dans le cas contraire.
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Figure 15 : Courbe de survie de patients atteints d’un cancer pancréatique, en présence (vert) ou en

absence (orange) d’une RPA.
[modifié d’apres (Falconer et al., 1995)].
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Chez des patients avec un cancer pancréatique, I'incidence de la RPA est de 43% au
moment du diagnostic et elle augmente jusqu’a 78% au moment de la mort (Falconer et al.,
1995). Une association a été mise en évidence entre la mise en place de la RPA et une perte
de poids sévére chez des patients atteints de cancer gastro-intestinal ou pulmonaire
(McMillan et al., 1998). De plus, dans le cas d’un cancer pancréatique, un taux élevé de PPA
est associé a une réduction de la durée de survie (Falconer et al., 1995) (Figure 15).

La CRP a été isolée en 1930 dans le sérum de patients présentant une inflammation
aigué due a un pneumocoque (Tillett & Francis, 1930). Une augmentation du taux sérique de
CRP est observée chez des patients présentant un stade avancé du cancer (Falconer et al.,
1994; Falconer et al., 1995; Fearon et al., 1999; Zuijdgeest-van Leeuwen et al., 2000; Walsh
et al., 2003; Delong et al., 2005; Fouladiun et al., 2005; Batista et al., 2013; Op den Kamp et
al., 2013b). De plus, cette augmentation du taux sérique de CRP est un bon indicateur d’'une
diminution de la survie chez les patients atteints d’un cancer colorectal (Nozoe et al., 1998),
pancréatique (Falconer et al., 1995), pulmonaire (Scott et al., 2002), ou rénal (Ljungberg et
al., 1995). La concentration de SAA dans le sang, qui est largement augmentée dans le cas
d’un cancer (Raynes & Cooper, 1983), est corrélée a celle de CRP (Raynes & Cooper, 1983).
La concentration de fibrinogéne circulant, ainsi que sa synthése, sont augmentées en cas de
cancer (Preston et al., 1998; Fearon et al., 1999; Pavey et al., 2001). Enfin, il a été montré
une augmentation du taux sérique d’A1AT en cas de cancer, et que I'A1AT était également
définie comme un facteur pronostic significatif de survie (Ljungberg et al., 1995).

Une hypoalbuminémie est généralement mise en évidence au cours de la cachexie
associée au cancer (Knox et al., 1983; Arbeit et al., 1984; Preston et al., 1987; Bruera, 1997;
Zuijdgeest-van Leeuwen et al., 2000; Fouladiun et al., 2005; Bachmann et al., 2008; Stephens
et al., 2012). Néanmoins, la synthése d’albumine ne semble pas étre affectée en cas de
cancer (Fearon et al.,, 1998; Fearon et al., 1999). Par conséquent, la chute de la
concentration en albumine résulterait d’un autre mécanisme, tel que I'augmentation de son
évasion transcapillaire (Fleck et al., 1985), et de sa dégradation (Fearon et al., 1998; Fearon
et al., 1999; Fearon et al., 2012). Le taux sérique de cette PPA négative est un bon indicateur
de survie (Utech et al., 2012). En effet, le taux sérique d’albumine (Falconer et al., 1995),
ainsi que sa demi-vie, sont corrélés significativement au temps de survie de patients

cancéreux (Chao et al., 1975).
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La RPA est notamment déclenchée et modulée par les cytokines (Figure 14). Il a été
montré en particulier que l'interleukine-6 (IL-6) est le régulateur majeur de la synthése de
protéines de phase aigué chez des hépatocytes humains adultes in vitro (Castell et al., 1989).
L'IL-6 est associée a une diminution du taux sérique d’albumine, et sa concentration est
positivement corrélée au niveau sériqgue de CRP chez des patients cachectiques (Kuroda et
al., 2007). D’autres cytokines, comme l'interleukine-1f (IL-1B) et le tumor necrosis factor-a
(TNF-a) ont un effet, mais beaucoup plus modéré (Castell et al., 1989).

Le lien entre la RPA et le développement de |'atrophie musculaire dans la cachexie
associée au cancer n'est pas clair. Toutefois, il a été émis I'hypothése que la synthese
hépatique de PPA positives représenterait un gouffre énergétique dans lequel les acides
aminés mobilisés a partir du muscle squelettique sont perdus (Stephens et al., 2008). En
effet, pour produire 1 g de fibrinogene par jour, 2.6 g de protéines musculaires doivent étre
catabolisés (Preston et al., 1998). Ceci montre comment la RPA pourrait contribuer a

I'atrophie musculaire.

IV. Les médiateurs de la cachexie associée au cancer

Des expériences de transferts parabiotiques entre des animaux portant une tumeur
et des animaux sains, ont entrainé le développement d’une cachexie chez les animaux sains,
et mis en évidence la présence chez I'organisme ayant la tumeur, de facteurs circulants
responsables de nombreuses perturbations métaboliques conduisant a la cachexie associée
au cancer (Mordes & Rossini, 1981; Norton et al., 1985). D’un point de vue étiologique, la
tumeur est capable d’induire une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Deans et al.,
2006). De plus, elle produit des facteurs pro-cachectiques ayant des effets cataboliques
directs sur les tissus de I'h6te (Todorov et al., 1996a; Hirai et al., 1998; Todorov et al., 1998).
Afin de faire face a la présence de la tumeur, une réponse inflammatoire généralisée se met

en place au sein de I'organisme héte (Deans et al., 2006).

Les cytokines sont un groupe hétérogene de petits polypeptides ou glycoprotéines
solubles, sécrétées par différents types cellulaires dont les cellules endothéliales, épithéliales
et gliales, mais en grande majorité par les cellules immunitaires de I’"h6te en réponse a une
infection, une blessure (macrophages, monocytes et lymphocytes), et en cas de croissance

néoplasique, par les cellules tumorales elles-mémes. En effet, il a été démontré que des
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lignées cellulaires tumorales issues de patients cachectiques sont capables de produire des
cytokines pro-inflammatoires (Gelin et al., 1991; Strassmann et al., 1993; Negri et al., 2001;
Wigmore et al., 2002; Martignoni et al., 2005). Toutefois, ces cytokines pro-inflammatoires
ne sont pas détectées de maniére fiable dans la circulation et doivent probablement agir
localement pour promouvoir l'inflammation et activer les cellules inflammatoires de I’hote
(par exemple, les cellules mononucléées sanguines périphériques) (O'Riordain et al., 1999;
Martignoni et al., 2005). Bien que la majorité des cytokines détectées chez les patients
soient issues de cellules de I'organisme hote, les cellules tumorales sont également a

I'origine de cette production.

A. Les cytokines pro-inflammatoires

a) Letumor necrosis factor (TNF)-o

La premiére cytokine a étre associée a la cachexie a été mise en évidence dans une
lignée cellulaire de macrophages en réponse a une endotoxine (Beutler et al., 1985b). Cette
cytokine dénommée cachectine supprimait l'activité de la LPL dans des cultures
préadipocytaires (Price et al., 1986). D’aprés Bruce Beutler et son équipe, la cachectine est
identique au TNF (Beutler et al., 1985a), une protéine qui provoquait la nécrose
hémorragique des tumeurs chez des souris traitées avec une endotoxine (Carswell et al.,
1975). TNF a été ensuite renommé TNF-a pour étre différencié de la protéine TNF-B ou
lymphotoxine (Aggarwal et al., 1984; Aggarwal et al., 1985).

Méme s'il a été observé que I'administration épisodique de TNF-a n’induisait pas une
cachexie chez des rongeurs (Mahony & Tisdale, 1988; Stovroff et al., 1988), la plupart des
études indique un role de TNF-a comme médiateur de la cachexie associée au cancer. Ceci a
été mis en évidence du fait que sa concentration plasmatique est élevée chez les patients
cancéreux avec une cachexie (Balkwill et al., 1987; Batista et al., 2013), ou chez des rats
transplantés avec des cellules d'ascite de I'hépatome de Yoshida AH-130 (rats cachectiques
YAH-130) (Costelli et al., 1993), bien que d’autres études n’ont pas montré ou détecté de
modifications en cas de cachexie associée au cancer (Moldawer et al., 1988; Socher et al.,
1988; Langstein et al., 1991). Le TNF-a inhibait I'activité de la LPL chez des cellules
préadipocytaires 3T3-L1 et stimulait la lipolyse in vitro (Kawakami et al., 1987). De plus, des

souris inoculées intramusculairement avec une lignée cellulaire sécrétant continuellement
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'Sdliris CHO-TNF-a

Figure 16: Souris inoculées intramusculairement avec une lignée cellulaire sécrétant
continuellement du TNF-a humain (CHO-TNF-a) ou surexprimant la néomycine (CHO-Neo).

A. La photographie a été prise vingt-six jours aprés I'inoculation.

B. La photographie a été prise trente-deux jours aprés l'inoculation. La peau des souris a été
disséquée pour montrer la présence (fleche blanche ; souris CHO-Neo) ou I'absence (souris CHO-
TNF-a) de tissu adipeux inter-scapulaire [modifié d’aprés (Oliff et al., 1987)].

74



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

du TNF-a humain développaient une perte de poids et une cachexie sévere (Oliff et al.,
1987) (Figure 16). D’autres études utilisant une administration chronique de TNF-a
recombinant humain ou des cellules sécrétant intramusculairement un TNF-a humain ont
rapporté la capacité de cette cytokine a reproduire une cachexie in vivo (Tracey et al., 1988;
Flores et al., 1989; Tracey et al., 1990).

L'administration intrapéritonéale d’un anticorps contre le TNF-a chez un modéle
murin de cachexie associée au cancer, prévenait la perte de tissu adipeux et de masse
maigre, ainsi que la perte de poids de corps (Sherry et al., 1989). Enfin, I'utilisation d’un
modele murin déficient pour le récepteur de type 1 du TNF-a confirmait, suite a I'inoculation
de cellules Lewis lung carcinoma (LLC), que cette cytokine était impliquée dans le

métabolisme lipidique en cas de cachexie associée au cancer (Lopez-Soriano et al., 1997b).

b) L’interleukine (IL)-6

Des patients avec un cancer gastro-intestinal, ou avec un NSCLC, ou avec un cancer
gastro-cesophagien présentaient une hausse du taux circulant d’IL-6 (Fearon et al., 1991;
Scott et al., 1996; Krzystek-Korpacka et al., 2007; Op den Kamp et al., 2013b). De plus, il a
été montré qu’un taux élevé d’IL-6 était corrélé a une durée de survie réduite chez les
patients cachectiques (Scott et al., 1996; Read et al., 2007; Moses et al., 2009; Suh et al.,
2013). Chez des animaux portant des tumeurs de différents types, une augmentation du
taux circulant d’'IL-6 était également observée (Mclntosh et al., 1989; Utsumi et al., 1990;
Mehl et al., 2005b; Baltgalvis et al., 2008; Penna et al., 2010b; Bonetto et al., 2011).
L'injection de cellules CHO (Chinese hamster ovary) surexprimant le géne murin de I'lL-6 a
des souris nude provoquait une perte de poids et une cachexie extrémement sévere (Black
et al., 1991). En outre, une étude chez des souris cachectiques C26 a mis en évidence une
augmentation du taux d’IL-6 corrélée au développement de la cachexie associée au cancer.
Dans cette méme étude, si la tumeur primaire était réséquée, les souris gagnaient du poids
et le niveau sérique d’IL-6 était diminué (Strassmann et al., 1992). Enfin, il a été montré que
I'lL-6 était capable d’inhiber I'activité de la LPL dans le tissu adipeux de souris in vivo
(Greenberg et al., 1992), et qu’'une atrophie musculaire était observée chez des souris

transgéniques surexprimant I'lL-6 (Tsujinaka et al., 1996).
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Figure 17 : L'utilisation d’anticorps anti-IL-6 ou d’inhibiteur d’IL-6 prévient le développement de la

cachexie associée au cancer.

A. Souris cachectiques C26 subissant une injection intrapéritonéale d’une solution saline (PBS) ou
subissant une injection d’un anticorps anti-IL-6. Poids de corps et poids du tissu adipeux épididymal
apres seize jours de protocole [d’apres (Strassmann et al., 1992)].
B. Souris cachectiques C26 inoculées avec une immunoglobuline de type G ou avec anticorps contre
le récepteur a I'lL-6 (MR16-1). Poids du muscle gastrocnemius apres dix-sept jours de protocole

[d’apres (Fujita et al., 1996)].

C. Souris cachectiques subissant I'injection ou non d’un anticorps monoclonal chimérique anti-IL-6
(CNTO 328). Perte de poids corporel corrigée apres vingt-huit jours de protocole [d’apres (Zaki et al.,

2004)].
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L'utilisation d’un anticorps monoclonal murin contre I'lL-6 était capable de supprimer
de facon significative le développement de paramétres clés (perte de poids et perte de tissu
adipeux) de la cachexie chez des souris cachectiques C26 (Strassmann et al., 1992) (Figure
17A). Chez le méme modéle murin cachectique, I'utilisation d’un anticorps bloquant le
récepteur a I'lL-6, provoquait une diminution de 69% de I'atrophie du muscle gastrocnemius
(Fujita et al., 1996) (Figure 17B). L'administration orale d’un inhibiteur de I'IL-6, le 20S,21-
epoxy-resibufogenin-3 acétate connu sous I'acronyme ERBA, a des souris cachectiques C26
prévenait leur perte de poids (Enomoto et al., 2004). Enfin, I'administration de CNTO 328, un
anticorps monoclonal chimérique anti-IL-6, a des souris cachectiques, bloquait la perte de
poids (Zaki et al., 2004) (Figure 17C).

Une étude chez des souris cachectiques Apc™™*

a également mis en évidence la
responsabilité de I'lL-6 dans la cachexie associée au cancer. En effet, dans ce modéle
cachectique murin, linvalidation du géne codant la protéine IL-6 prévenait le
développement de la cachexie (Baltgalvis et al., 2008), comme il avait été mis en évidence
précédemment chez des souris déficientes pour I'lL-6 (Cahlin et al., 2000). Néanmoins, la
surexpression de I'lL-6 chez des souris sauvages n’induisait pas le développement d’une

cachexie (Baltgalvis et al., 2008), suggérant que I'lL-6 n’agit pas directement comme un

facteur catabolique.

c) Llinterleukine (IL)-18

Tout comme le TNF-a, I'lL-1B inhibait l'activité de la LPL chez des cellules
préadipocytaires 3T3-L1 (Beutler & Cerami, 1985; Kawakami et al., 1987). De plus, I'lL-1B
semblerait avoir un role potentiel dans la cachexie associée au cancer, puisque l'injection
intratumorale d’un antagoniste du récepteur a I'IL-1B réduisait significativement le
processus cachectigue chez des souris cachectiques C26 (Strassmann et al.,, 1993).
Néanmoins, d’autres études utilisant la présence d’un antagoniste naturel du récepteur a
I'IL-1B (IL-1ra), n"ont pas réussi a mettre en évidence un role de I'IL-1B chez des modéles de
rongeurs cachectiques (Costelli et al., 1995b; Yasumoto et al., 1995). Le manque
d’observations scientifiques claires ne permet pas de conclure quant a un role majeur d’IL-

1B dans la cachexie associée au cancer.
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Souris Souris CHO
CHO-IFN-y

Figure 18 : Souris nude inoculées avec des cellules CHO surexprimant le gene murin de I'IFN-y
humain (A) ou avec des cellules CHO seules (B).

La photographie a été prise trois jours apres le début du protocole. La peau des souris a été
disséquée pour montrer la présence (souris CHO) ou I'absence (fleche rose ; souris CHO-IFN-y) de
tissu adipeux inter-scapulaire [modifié d’aprés (Matthys et al., 1991a)].

CNTF-ns

Figure 19 : Souris implantées avec des cellules de gliome C6 sécrétant le CNTF (CNTF-s) ou non
(CNTF-ns).

La photographie a été prise sept jours aprés le début du protocole. La peau des souris a été
disséquée pour montrer les structures sous-jacentes. Les fleches indiquent les sites de dépdt du tissu
adipeux [modifié d’aprés (Henderson et al., 1996)].
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d) Linterféron (IFN)-y

Comme cela a été décrit pour le TNF-a, I'lL-6 et I'IL-1B, I'IFN-y inhibe I'activité de la
LPL (Patton et al., 1986). De plus, il augmente également I'activité lipolytique in vitro (Patton
et al., 1986). Différentes études ont rapporté que I'IFN-y avait un role central dans la
pathogenese de la cachexie associée au cancer. En effet, Patrick Matthys et son équipe ont
montré que l'injection de cellules CHO surexprimant le gene murin de I'IFN-y a des souris
nude provoquait une cachexie extrémement séveére (Matthys et al., 1991a) (Figure 18).
L'injection d’IFN-y recombinant a des rats provoquait également des effets cachectiques
tout au long de la période d’administration (Langstein et al., 1991).

De plus, chez des souris cachectiques LLC, un traitement basé sur l'injection d’un
anticorps monoclonal contre I'lFN-y neutralisait le développement du processus cachectique
(Matthys et al., 1991b). Chez des rats transplantés avec des cellules de sarcome induit par le
méthycholanthrene, I'injection d’un anticorps contre I'IFN-y atténuait la cachexie (Langstein

etal., 1991).

e) Leciliary neurotrophic factor (CNTF)

Une autre cytokine, le CNTF, a été proposée comme pouvant étre impliquée dans la
cachexie associée au cancer. En effet, I'implantation de cellules de gliome C6 sécrétant le
CNTF ou l'injection de CNTF humain recombinant chez des rongeurs provoquaient le
développement rapide d’une cachexie (Henderson et al., 1994; Henderson et al., 1996)

(Figure 19).

f) Leleukemia inhibitory factor (LIF)

Le LIF aurait également un réle dans la cachexie associée au cancer. Des souris
cachectiques C26 présentaient une hausse du taux circulant de LIF (Bonetto et al., 2011). De
plus, des souris greffées avec une lignée cellulaire hématopoiétique modifiée pour sécréter
le LIF développaient une cachexie conduisant a la mort des animaux (Metcalf & Gearing,
1989). Enfin, il a été montré que des souris transplantées avec des cellules de mélanome
humain produisant constitutivement le LIF, présentaient une cachexie sévére (Mori et al.,

1991) (Figure 20, ci-apres).

79



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

Figure 20 : Souris inoculée (A) ou non (B) avec une lignée cellulaire de mélanome humain sécrétant le

LIF.

Les photographies ont été prises dix-huit jours aprés le début du protocole [modifié d’apres (Mori et

al., 1991)].

Référence

Composé Poids moléculaire
« LMF de Kitada » Inférieur a 10 kDa
« LMF de Taylor » 6 kDa
Toxohormone-L 70-75 kDa
« LMF de Todorov » 43 kDa

Tableau 3 : Les divers types de LMF référencés.

Kitada et al., 1981
Taylor et al., 1992

Masuno et al., 1981
Masuno et al., 1984

Todorov et al., 1998
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B. Les cytokines anti-inflammatoires

Certaines cytokines sont connues pour avoir une activité anti-inflammatoire et anti-
cachectique. Kazushige Mori et son équipe ont notamment montré que l'injection
d’interleukine-12 (IL-12) recombinante a des souris cachectiques C26 empéchait le
développement de la cachexie associée au cancer (Mori et al., 1996). A I'aide du méme
modele murin cachectique, il a été montré que la transfection du géne murin de
I'interleukine-10 (IL-10) prévenait I'apparition de la cachexie (Fujiki et al., 1997). Toujours a
I'aide de souris cachectiques C26, il a été mis en évidence que la transfection du gene murin
de linterleukine-4 (IL-4) retardait le début des symptomes de la cachexie, réduisait
I’'anorexie et augmentait la survie (Sturlan et al., 2002). L'interleukine-15 (IL-15) est connue
pour ses effets anabolisants sur la masse musculaire squelettique (Quinn et al., 1995; Quinn
et al., 2002). Chez des rats cachectiques YAH-130, il a été montré que I'lL-15 en inhibant
directement la protéolyse (Busquets et al., 2005), prévenait la fonte musculaire (Carbo et al.,

2000).

A partir de préparations non viables de cellules du carcinome Krebs-2, Giovanni Costa
et James F. Holland ont pu provoquer in vivo une perte de poids, et en particulier une perte
de tissu adipeux d’une maniére similaire a celle provoquée par des préparations viables,
suggérant ainsi que la fonte des réserves adipeuses n’est pas uniguement le fait du
métabolisme tumoral (Costa & Holland, 1962). Une autre étude a montré que si du sérum de
souris porteuses d’'un lymphome, était injecté a des souris saines, cela produisait une
mobilisation rapide des lipides (Kitada et al., 1980). La purification de ce facteur mobilisant
les lipides (LMF) a mis en évidence qu’il s’agissait d’'une protéine thermostable ayant un
poids moléculaire inférieur a 10 kDa (Kitada et al., 1981) (Tableau 3). Néanmoins, une étude
ultérieure a suggéré la nécessité d’une agrégation de ce facteur a une fraction de haut poids
moléculaire pour son activité (Kitada et al., 1982). Un autre LMF d’une masse moléculaire de
6 kDa, qui était de nature acide, a été isolé a partir d’un milieu conditionné d’une lignée
cellulaire de mélanome humain A375. Ce composé est également thermostable et résistant
a la dégradation par les enzymes protéolytiques (Taylor et al., 1992) (Tableau 3). Enfin, un
LMF d’un poids moléculaire de 70-75 kDa, également de nature acide et converti par la

trypsine en un matériau de faible poids moléculaire, a aussi été isolé a partir du liquide

81



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

82



Chapitre | : La cachexie associée au cancer

d'ascites de patients avec un hépatome, et de souris transplantées avec des cellules d’ascite
de sarcome 180 (Masuno et al., 1981; Masuno et al., 1984). Ce LMF a été appelé la
toxohormone-L (Tableau 3).

La perte de poids et la mobilisation des lipides lors de la cachexie associée au cancer
peuvent étre attribuées a un facteur catabolique produit par la tumeur, qui agit directement
sur le tissu adipeux (Beck & Tisdale, 1987). Chez des patients cachectiques, il a été montré
qgue l'activité du LMF présent dans le sérum de patients est proportionnelle a la perte de
poids (Groundwater et al., 1990). Dans le but de caractériser et d’isoler le facteur mobilisant
les lipides, Penio T. Todorov et ses collaborateurs ont identifié un facteur présent dans le
sérum de souris cachectiques MAC16, ainsi que dans l'urine et le sérum de patients
cachectiques (Todorov et al., 1998). Ce facteur présente un poids moléculaire de 43 kDa et
est homologue a une protéine isolée dans le plasma humain appelée Zn-a,-glycoprotéine
(ZAG) (Burgi & Schmid, 1961), de part sa séquence en acides aminés, sa mobilité
électrophorétique et son immuno-réactivité (Hirai et al., 1998; Todorov et al., 1998)
(Tableau 3). ZAG est également exprimé dans le tissu adipeux blanc et brun, le foie, le cceur
et le tissu pulmonaire (Tada et al., 1991; Bing et al., 2004), ainsi que par les cellules
tumorales (Hale et al., 2001). Malgré ces évidences, il existe un certain flou autour de
I'identité du LMF. Le LMF le plus étudié est celui décrit par I'équipe de Penio T. Todorov
(Todorov et al., 1998). Comme nous l'avons décrit, le « LMF de Todorov » possede de
nombreuses similarités avec le ZAG. Néanmoins, bien qu’il existe une séquence codante
pour ZAG, aucune n’a été décrite pour le « LMF de Todorov ».

Quand le LMF est injecté a des souris, il provoque une augmentation de la lipolyse
(Hirai et al., 1998). Ce facteur agit directement sur les adipocytes de facon similaire aux
hormones lipolytiques (Tisdale & Beck, 1991; Khan & Tisdale, 1999). Les effets lypolytiques
du LMF chez les rongeurs semblent étre principalement sous la commande des récepteurs
B3-adrénergiques (Russell et al., 2002) dans les adipocytes, un peu sous celle des récepteurs
B2-adrénergiques et aucunement sous celle des récepteurs Bl-adrénergiques (Russell &
Tisdale, 2012), alors qu’ils seraient dépendants des récepteurs Bl-adrénergiques dans les
adipocytes chez I’humain (Cao et al., 2010). Il a également été montré que le tissu adipeux
de souris et de patients cachectiques présentait une sensibilité augmentée aux stimuli

lipolytiques. Ceci était caractérisé par une augmentation de I'expression de la sous-unité
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stimulatrice de la protéine G, Gas, et une inhibition de la sous-unité inhibitrice, Ga;, induites
par le LMF (Islam-Ali et al., 2001).

Une étude a montré que LMF et ZAG causaient la stimulation de I'adénylate cyclase
dans la membrane plasmique d’adipocytes murins et la libération de glycérol a partir
d’adipocytes isolés (Hirai et al., 1998). Dans le tissu adipeux de souris cachectiques MAC16,
I’expression du gene et de la protéine ZAG est fortement augmentée (Bing et al., 2004). De
plus, I'administration de ZAG est responsable d’une réduction importante de la quantité de
tissu adipeux chez des souris normales et dans un modele murin d’obésité (Hirai et al., 1998;
Russell & Tisdale, 2010). Chez des souris déficientes pour le géne ZAG (Zag'/'), il a été montré
un gain de poids et une réduction de la lipolyse dans les adipocytes, par rapport a des souris
sauvages (Rolli et al.,, 2007). ZAG est également responsable d’une augmentation de
I’expression protéique de HSL et d’ATGL dans les adipocytes et le tissu adipeux de souris
(Russell & Tisdale, 2011b). Chez des patients atteints d’un cancer, la cachexie est associée a
une augmentation de I'expression du géne et de la protéine ZAG (Haugen et al., 2011;
Mracek et al., 2011). Récemment, une augmentation significative de la protéine ZAG dans le
sérum a été rapportée chez des souris sauvages portant une tumeur et chez des souris Atgl'/'
portant une tumeur (Das et al., 2011). Néanmoins, les souris Atgl'/' ne présentaient aucune
cachexie associée au cancer comparées aux souris sauvages (Das et al., 2011). D’autres
études montrent I'implication de ZAG dans I'utilisation des lipides. En effet, ZAG favorise une
augmentation de I'expression des protéines découplantes (UCP pour uncoupling protein)
dans le tissu adipeux brun (Bing et al., 2002; Russell & Tisdale, 2011a), et améliore
I’oxydation des acides gras (Russell & Tisdale, 2010, 2011a) dans des modéles de rongeurs
cachectiques. ZAG pourrait donc étre un facteur important de la modulation du
métabolisme lipidique et de I'atrophie du tissu adipeux en cas de cachexie associée au

cancer.

En utilisant un anticorps monoclonal dérivé des splénocytes de souris cachectiques
MAC16, Penio T. Todorov et al. ont identifié un antigéne d’un poids moléculaire de 24 kDa.
Cette molécule est identique d’un point de vue immunologique dans I'adénocarcinome
murin MAC16 et dans |'urine de patients avec une cachexie associée au cancer (Todorov et

al., 1996a). Au contraire, cette molécule est absente chez les individus sains, chez les
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patients non cachectiques mais atteints d’un cancer, chez les patients gravement brdlés ou
encore chez les patients septiques (Todorov et al., 1996a; Cariuk et al., 1997). Cet antigéne
est une glycoprotéine sulfatée (Todorov et al., 1997). Sa séquence en acides aminés est
identique chez la souris (Todorov et al., 1996a), et chez I'’homme (Cariuk et al., 1997). Cette
molécule nommeée Proteolysis-Inducing Factor (PIF), également connue chez I'humain sous
le nom de Human Cachexia Associated Protein (HCAP) (Akerblom & Murry, 1998; Wang et
al., 2003b), produit in vivo une cachexie en induisant le catabolisme du muscle squelettique
(Todorov et al., 1996a). Elle est produite et sécrétée par les cellules tumorales chez ’humain
(Todorov et al., 1999; Hussey et al., 2000; Cabal-Manzano et al., 2001), et sa présence dans
les urines est corrélée a la perte de poids des patients (Wigmore et al., 2000). L’expression
de PIF est négativement corrélée a la durée de survie chez des patients avec un NSCLC de
stade Il a IV (Wang et al., 2010). Le PIF differe des cytokines par son absence d’homologie de
séquence avec celles-ci (Todorov et al., 1996b), et par sa stabilité a une température de 60°C
pendant cing minutes (Smith & Tisdale, 1993b). Ce facteur a des effets directs sur
I’'homéostasie des protéines du muscle squelettique. En effet, il a été montré que
I’'administration de PIF chez des souris saines causait une perte de poids importante
concomitante d’une perte de masse musculaire (Todorov et al., 1996a; Lorite et al., 1997).
Cette perte de tissu musculaire était associée a une augmentation de 50% de la protéolyse
et une réduction de 50 a 60% de la protéosynthése in vivo (Todorov et al., 1996a; Lorite et
al., 1997). Le muscle squelettique posséde des récepteurs pour le PIF (Todorov et al., 2007).
PIF est capable d’induire une fonte musculaire in vitro et in vivo par un mécanisme
impliquant la voie protéolytique ubiquitine-protéasome (Lorite et al., 1998; Lorite et al.,
2001). En effet, PIF induit une augmentation de la transcription des génes clés du systeme
ubiquitine-protéasome in vitro et in vivo dans le muscle (Lorite et al., 1998; Lorite et al.,
2001; Wyke & Tisdale, 2005), ainsi que l'induction hépatique de la RPA et de la production
de cytokines pro-inflammatoires (Watchorn et al., 2001; Watchorn et al., 2002).

La prostaglandine E, (PGE,) pourrait étre un médiateur intracellulaire du processus
protéolytique déclenché par PIF. En effet, I'incubation du muscle gastrocnemius isolé avec
du sérum issu de souris cachectiques MAC16 contenant PIF entraine une augmentation de la
dégradation protéique et une augmentation significative du contenu en PGE, (Smith &
Tisdale, 1993b). In vivo, chez les souris cachectiques MAC16, I'induction de la dégradation

protéique était également accompagnée d’une augmentation de I'activité de la PGE,
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(Cariuk et al., 1997; Lorite et al., 1997). Un traitement avec un acide gras polyinsaturé,
I'acide eicosapentaénoique (EPA), empéchait la production de PGE; in vitro (Smith & Tisdale,
1993b), et in vivo (Lorite et al., 1997), et inhibait la dégradation protéique in vitro (Smith &
Tisdale, 1993b; Lorite et al., 1997).

Malgré ces évidences, il existe un débat sur I'existence de PIF. En effet, plusieurs
études ont été incapables d'identifier le facteur en dehors du modele murin cachectique
MACI16, et éprouvent des difficultés a identifier un homologue humain par les méthodes
conventionnelles, jetant le doute quant a la pertinence d'un homologue de PIF dans un

contexte cliniqgue (Monitto et al., 2004; Wieland et al., 2007; Baracos, 2008).

En résumé, la cachexie associée au cancer peut étre caractérisée par :
* La présence ou non d’une anorexie
* Une augmentation de la DER
* Une perte de poids au détriment des compartiments musculaires et
adipeux
* Une altération du métabolisme glucidique
* Une augmentation du catabolisme lipidique
* Une augmentation du catabolisme protéique
* Une activation de la RPA
* Une production de cytokines pro- et anti-inflammatoires

* Une production de LMF/ZAG

* Une production de PIF
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Figure 21 : Courbe de survie de patients atteints d’un cancer, présentant (en noir) ou non (en rose
fuschia) une perte de masse musculaire.

[modifié d’apres (Prado et al., 2009)].
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Chapitre Il : Mécanismes moléculaires mis en jeu dans la cachexie
associée au cancer

Le muscle strié squelettique qui représente 30 a 40% du poids corporel de 'homme
(Passmore & Draper, 1964; Janssen et al., 2000), est un tissu essentiel a de nombreuses
fonctions comme la respiration, la locomotion, le maintien postural, la thermorégulation et
le métabolisme. Ce tissu constitue un énorme réservoir de protéines, notamment de
protéines myofibrillaires, puisqu’elles représentent 75 a 80% du volume de la fibre
musculaire (Hoppeler, 1986).

Dans le cas de la cachexie associée au cancer, la perte de masse musculaire est un
puissant facteur pronostic (Martin et al., 2013). En effet, une diminution de la masse
musculaire est corrélée a une augmentation de la toxicité des traitements sur I'organisme et
une réduction de la survie (Prado et al., 2009) (Figure 21). Enfin, la perte de masse
musculaire semble jouer un role dans la défaillance respiratoire observée en cas de cancer :
il a été constaté chez des souris cachectiques C26, une atrophie et une faiblesse musculaire
du diaphragme associées a un dysfonctionnement du systéeme ventilatoire (Roberts et al.,
2013).

La régulation de la masse musculaire dépend de I'équilibre entre I'anabolisme et le
catabolisme des protéines. La perte de masse musculaire peut étre le résultat d’'une
diminution de la protéosynthése, d’une augmentation de la protéolyse ou d’une
combinaison de ces deux mécanismes (Favier et al., 2008; Glass, 2010b). Comme nous
I'avons décrit précédemment, il existe une interaction complexe entre la synthese et la

dégradation, au cours de la cachexie associée au cancer.

I La balance synthese / dégradation des protéines au cours de la

cachexie associée au cancer

Dans le muscle squelettique, il existe une voie initiatrice de la synthése des protéines,
la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (P13K)/Akt/mammalian target of
rapamycin (mTOR). Cette voie est impliquée dans la régulation de la croissance cellulaire, et
plus spécifiquement dans la croissance des fibres musculaires (Bodine et al., 2001b; Fingar et

al., 2002). Son activation conduit généralement a une hypertrophie musculaire, alors que
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SYNTHESE DES PROTEINES

Figure 22 : Représentation schématique de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.

Akt/PKB, protéine kinase B ; elF2B, facteur d’initiation de la traduction 2B (ang., eukaryotic initiation
factor 2B); elFAE, facteur d’initiation de la traduction 4E (ang., eukaryotic initiation factor 4E);
GSK3B, glycogen synthase kinase 3B ; IGF-1, insulin-growth factor-1 ; IRS-1, substrat du récepteur a
I'insuline (ang., insulin receptor substrate-1) ; mTOR, mammalian target of rapamycin; PDK, 3’
phosphoinositide-dependant kinase ; PI3K, phosphatidylinositol-3-kinase ; PIP2, phosphatidylinositol
4,5 diphosphate ; PIP3, phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate ; Rheb, Ras homology enriched in
brain ; rpS6, protéine ribosomale S6 (ang., ribosomal protein S6) ; p70S6k, protéine kinase de la
protéine ribosomale S6 ; 4E-BP1, 4E-binding protein 1 ; TSC1/2, tuberous sclerosis complex 1/2.
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son inhibition s’"accompagne généralement d’une atrophie (Favier et al., 2008; Glass, 2010b).

A. Généralités

Les évéenements moléculaires déclenchés par la fixation de I'insulin-like growth factor
(IGF)-1 sur son récepteur membranaire sont maintenant bien connus (Figure 22). Cette
fixation induit une modification de la conformation et une autophosphorylation du
récepteur, puis la phosphorylation du substrat du récepteur a l'insuline (IRS-1 pour insulin
receptor substrate-1) (Sun et al., 1991). Ces événements conduisent a I'activation de PI3K,
une kinase a lipide qui va phosphoryler le phosphatidylinositol 4,5 diphosphate (PIP2) en
phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (PIP3), fournissant ainsi un site de fixation au niveau
de la membrane pour la protéine sérine-thréonine kinase Akt (appelée aussi PKB pour
protéine kinase B). Au contact de la membrane, Akt est phosphorylée sur son résidu
thréonine 308 par 3’ phosphoinositide-dependant kinase (PDK) (Alessi et al., 1997). Akt est
également phosphorylée sur son résidu sérine 473 par la protéine kinase mTOR (Sarbassov
et al., 2005; Jacinto et al., 2006). Sous forme phosphorylée active, Akt va phosphoryler en
aval plusieurs substrats qui participent a la régulation de l'initiation de la synthese des
protéines. Akt phosphoryle et inactive la protéine tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) du
complexe TSC1/TSC2 (Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002). TSC2 en association avec TSC1
inactive Ras homology enriched in brain (Rheb) (Tee et al., 2003; Zhang et al., 2003).
L’inactivation du complexe TSC1/TSC2 permet I'activation de mTOR (Inoki et al., 2002; Tee et
al., 2002), par I'intermédiaire de Rheb (Inoki et al., 2003). mTOR est a I'origine de I'activation
de la protéine kinase de la protéine ribosomale S6 (p7056k) (von Manteuffel et al., 1996),
impliquée dans le contréle de la traduction de certains ARNm codant pour des protéines
régulatrices de la traduction. mTOR sera aussi a I'origine de I'inactivation de PHAS-1 appelé
aussi 4E-binding protein 1 (4E-BP1), un répresseur de l'initiation de la traduction (Hara et al.,
1997). Enfin, I'activation d’Akt sera aussi a I'origine de la phosphorylation sur le résidu sérine
9 et de l'inhibition de la protéine glycogen synthase kinase 3B (GSK3B) (Cross et al., 1995), la
fonction naturelle de GSK3B étant d’inhiber la traduction, notamment par la
phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction 2B (elF2B pour eukaryotic initiation

factor 2B) (Welsh et al., 1998).
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B. La voie PI3K/Akt/mTOR dans le muscle squelettique

La voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR a été caractérisée comme un régulateur clé
de I'hypertrophie musculaire. Un des principaux régulateurs positifs de cette voie est I'lGF-1
(Rommel et al., 2001). Dés 1991, il a été décrit in vitro sur des cellules musculaires
différenciées, que [I'IGF-1 augmentait d’environ 80% le diamétre des myotubes
(Vandenburgh et al., 1991). La surexpression d’IGF-1 dans le muscle induit aussi une
hypertrophie musculaire (Coleman et al., 1995; Musaro et al., 2001). Il a aussi été montré
gue l'expression d’une forme active de la protéine Akt dans le muscle squelettique est
suffisante pour induire une hypertrophie musculaire aussi bien in vitro (Rommel et al.,
2001), qu’in vivo (Bodine et al., 2001b; Pallafacchina et al., 2002). In vitro, dans des
myotubes C2C12, la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, bloque I'activation de p705‘Sk
contrélée par Akt et IGF-1 (Rommel et al., 2001). In vivo, I'inhibition d’Akt par la rapamycine
bloque I'"hypertrophie compensatrice induite par un protocole de surcharge fonctionnelle
chez le rat (Bodine et al., 2001b). De facon similaire, la rapamycine bloque, in vivo,
I’hypertrophie musculaire induite par une forme active d’Akt (Pallafacchina et al., 2002). Des
souris transgéniques surexprimant une forme constitutionnellement active de la protéine
Akt présentent également une hypertrophie musculaire (Lai et al., 2004). Enfin, I'expression
d’une forme inactive de GSK3B provoque in vitro une hypertrophie marquée de myotubes
en culture (Rommel et al., 2001).

Au contraire, au cours de protocoles de décharge fonctionnelle, de dénervation,
d’hypoxie chronique ou de section du tendon, I’état de phosphorylation d’Akt, de mTOR, de
p7056k, et de GSK3pB est diminué (Bodine et al., 2001b; Hornberger et al., 2001; Reynolds et
al., 2002; Favier et al., 2010; Liu et al., 2012), tout comme la quantité des formes totales
d’Akt et de mTOR (Bodine et al., 2001b; Favier et al., 2010). Chez des souris agées, il a
également été mis en évidence une diminution de la phosphorylation de p7056k et de GSK3pB
(Penna et al., 2010a). Chez I'humain, aprés une période de désentrainement, une atrophie
musculaire est observée et est associée a une diminution de la phosphorylation d’Akt et de
GSK3B (Leger et al., 2006). La voie PI3K/Akt/mTOR régule également les effecteurs de la
protéolyse. En effet, il a été montré que I'augmentation de I'expression des transcrits de
Muscle Atrophy F-box (MAFbx)/atrogin-1, et de Muscle RING Finger 1 (MuRF1) observée au
cours d’une atrophie, peut étre bloquée par un traitement a I'lGF-1 (Lee et al., 2004;

Sacheck et al., 2004; Sandri et al., 2004; Stitt et al., 2004). || a également été observé que la
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surexpression d’Akt était suffisante pour bloquer I'augmentation de la transcription de
MAFbx/atrogin-1 et de MuRF1 au cours d’une atrophie (Stitt et al., 2004). Le mécanisme par
lequel Akt inhibe I'augmentation de I'expression des transcrits de MAFbx/atrogin-1 et de
MuRF1, impligue les facteurs de transcription forkhead box O (FoxO) (Lee et al., 2004; Sandri
et al., 2004; Stitt et al., 2004).

C. Implication de la voie PI3K/Akt/mTOR dans la cachexie associée au
cancer

Chez des rats et des souris cachectiques, ainsi que sur des biopsies musculaires
humaines de patients atteints d’un cancer gastrique, une diminution de I’expression du
transcrit de I'IGF-1 dans le muscle a été mise en évidence (Costelli et al., 2006; Penna et al.,
2010a; White et al., 2011; Bonetto et al., 2013). De plus, il a été montré qu’un traitement a
I'IGF-1 réduisait la perte de poids et la perte de masse musculaire chez I'animal (Ng et al.,
1992; Schmidt et al., 2011), et améliorait la survie (Schmidt et al., 2011). Chez des souris
cachectiques, il a été observé une diminution de la quantité de la forme totale de p705‘Sk
(Murphy et al., 2013b), de la phosphorylation d’Akt (Asp et al., 2010; Murphy et al., 2013a),
de mTOR (Eley et al., 2007b; Russell et al., 2009; White et al., 2011), et de p705‘Sk (Eley et al.,
2007b; White et al., 2011; Murphy et al., 2013b). Il a également été mis en évidence une
augmentation de la quantité du facteur d’initiation de la traduction 4E (elF4E pour
eukaryotic initiation factor 4E) lié a 4E-BP1 dans le muscle gastrocnemius (Eley et al., 2007b;
Russell et al., 2009). Sur des biopsies musculaires de patients cachectiques, une réduction

significative de la phosphorylation de mTOR, p7056k

et de GSK3p a été observée, ainsi qu’une
diminution de la quantité de la forme totale d’Akt (Schmitt et al., 2007). L'ensemble de ces
données montre que I'atrophie musculaire observée au cours de la cachexie associée au
cancer, implique une régulation négative de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.
Néanmoins, au cours de la cachexie associée au cancer, une activation des substrats
impliqués dans la voie de synthése des protéines a pu étre observée. Il a notamment été
montré chez des animaux cachectiques une augmentation de I'expression du transcrit Akt
(Bonetto et al., 2011), de la phosphorylation d’Akt (Penna et al., 2010a; White et al., 2011;
Padrao et al., 2013; Puppa et al., 2014), de GSK3pB (Penna et al., 2010a), de mTOR (Padrao et
al., 2013), et de p705‘Sk (Acharyya et al., 2005; Penna et al., 2010a; Padrao et al., 2013). Enfin

sur des biopsies musculaires de patients cachectiques avec un NSCLC, une augmentation de
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Figure 23 : Représentation schématique du systéeme ubiquitine-protéasome.

ADP, adénosine diphosphate; AMP, adénosine monophosphate ; ATP, adénosine triphosphate ;
E1l, enzyme d’activation ; E2, enzyme de conjugaison; E3,Ub ligase; Ub, ubiquitine ; 19S,
protéasome 19S ; 20S, protéasome 20S.
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I’expression de la phosphorylation d’Akt a été mise en évidence (Op den Kamp et al., 2013a).
Les différences observées entre ces résultats et ceux des études précédentes peuvent
s’expliquer en partie par la mise en place, au cours d’une atrophie musculaire, d’un

processus compensatoire, afin de limiter, en vain, la perte de masse musculaire.

Dans le muscle squelettique, il existe trois systémes protéolytiques majeurs
responsables du catabolisme des protéines : le systeme ubiquitine-protéasome, le systéme

autophagie-lysosome et les calpaines (Tisdale, 2009).

A. Généralités

Le systéme ubiquitine-protéasome est le responsable majeur de la dégradation des
protéines musculaires, notamment chez les patients atteints de pathologies chroniques avec
une perte de poids supérieure a 10% (Khal et al., 2005a). Il dégrade les protéines
myofibrillaires et la plupart des protéines solubles a durée de vie courte (Clarke et al., 2007;
Fielitz et al., 2007; Cohen et al., 2009; Polge et al., 2011; Cohen et al., 2012). Ce systeme fait
intervenir deux étapes distinctes, dépendantes de I'adénosine triphosphate (ATP)
I'ubiquitination des substrats controlée par les enzymes d’ubiquitination, et la dégradation
sélective des protéines (poly)ubiquitinées par le protéasome 26S (Figure 23).

L'ubiquitine (Ub), autrefois désignée par le nom APF1 pour ATP-dependant
Proteolysis Factor-1, est une protéine de 76 acides aminés et de 8.6 kDa (Ciechanover et al.,
1978). L'ubiquitination consiste en la conjugaison covalente d'une ou de plusieurs molécules
d'Ub, sur un ou plusieurs résidus lysine de la protéine a dégrader, via une cascade
enzymatique impliquant trois types d’enzymes : une enzyme d’activation (E1) qui active I'Ub
de maniére ATP-dépendante et se fixe a elle aprés la formation d’une liaison thiol-ester ; une
enzyme de conjugaison (E2) sur laquelle est ensuite transférée I'Ub par trans-estérification ;
et une Ub ligase (E3) qui permet le transfert de I'Ub sur son substrat protéique (Glickman &
Ciechanover, 2002; Ciechanover, 2005) (Figure 23). Si une seule molécule d’Ub est associée a
la protéine a dégrader, on parle de mono-ubiquitination. Dans le cas de la poly-

ubiquitination, plusieurs molécules d’Ub sont associées a la protéine a dégrader, la premiere
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MAFbx/atrogin-1

MuRF1

Figure 24 : Représentation schématique des protéines MAFbx/atrogin-1 et MuRF1 et de leurs
domaines potentiels d'interaction protéine-protéine.

MAFbx/atrogin-1 et MuRF1 sont constituées respectivement de 355 et 353 acides aminés.

A. MAFbx/atrogin-1 comprend des signaux de localisation nucléaire (SLN), un motif de glissiére a
leucine (LZ), un domaine riche en résidus leucine (LCD), un domaine F-box et des domaines conservés
comme PDZ et cytochrome C (Cyt C).

B. MuRF1 contient un domaine RING, une région conservée de la famille MuRF (MFC), un domaine B-
box, deux domaines coiled-coil (CC) et une queue acide (AT).
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molécule d'Ub est conjuguée a une lysine du substrat protéique, puis I'élongation de la
chaine de poly-ubiquitine se fait par I'addition successive de molécules d’Ub sur la lysine 11
(Baboshina & Haas, 1996), ou la lysine 48 (Chau et al., 1989), de la molécule d'Ub
précédemment conjuguée. Une fois I'étape de (poly)ubiquitination réalisée, I'Ub ou la
chaine de poly-ubiquitine sur la protéine a dégrader va servir de signal de reconnaissance
pour la protéolyse par le protéasome 26S (Glickman & Ciechanover, 2002; Ciechanover,
2005) (Figure 23).

Le protéasome 26S est un complexe protéolytique multimérique de 2500 kDa, formé
par l'association du protéasome 20S (le coeur protéolytique) a un complexe régulateur
appelé protéasome 19S ou PA700, qui controle I'entrée du substrat (Glickman &
Ciechanover, 2002; Ciechanover, 2005). Le protéasome 20S est une structure cylindrique
composée de quatre anneaux. Les sous-unités a constituent les anneaux extérieurs et les
sous-unités B constituent les anneaux intérieurs. Les anneaux a et B sont constitués de sept
sous-unités, et les enzymes protéolytiques sont situées sur la face intérieure des anneaux 3
(Tanaka, 1998). Le substrat est déubiquitiné, ce qui permet le recyclage de I’'Ub, puis il est
dégradé en peptides (Glickman & Ciechanover, 2002; Ciechanover, 2005). Les produits
finaux sont des peptides composés de six a neuf acides aminés (Kisselev et al., 1999), qui

sont ensuite dégradés par la tripeptidyl-peptidase Il (Balow et al., 1986).

B. Le systéme ubiquitine-protéasome dans le muscle squelettique

Les Ub ligases E3 sont les principaux déterminants de la spécificité de substrats et
reconnaissent plusieurs motifs structuraux. Deux Ub ligases E3 (Figure 24), Muscle Atrophy
F-box (MAFbx) appelée aussi atrogin-1, et Muscle RING Finger 1 (MuRF1), sont fortement
exprimées au cours de I'atrophie musculaire dans un éventail de conditions (Bodine et al.,
2001a; Gomes et al., 2001; Dehoux et al., 2003; Lecker et al., 2004; Sandri et al., 2006;
Doucet et al., 2007; Kline et al., 2007; Sacheck et al., 2007; Mittal et al., 2010; Hayot et al.,
2011; Liu et al., 2012; Schakman et al., 2012). La surexpression de MAFbx/atrogin-1 dans des
myotubes C2C12 induit une atrophie, alors que les souris déficientes pour le géne codant la
protéine (KO pour knock-out) MAFbx/atrogin-1 ou la protéine MuRF1 sont résistantes a
I'atrophie induite par la dénervation (Bodine et al., 2001a). En outre, le blocage de la
traduction de MAFbx/atrogin-1 par un petit acide ribonucléique (ARN) formant des boucles

en épingles a cheveux (shRNA pour short hairpin RNA) chez la souris empéche la perte de
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masse musculaire associée au jeline alimentaire (Cong et al., 2011), alors que des souris KO
MuRF1 sont résistantes a |'atrophie musculaire induite par la dexaméthasone (Baehr et al.,
2011). Néanmoins, chez des souris agées, au lieu d’empécher la perte de masse musculaire,
I'inhibition chronique de MuRF1 ou de MAFbx/atrogin-1, est responsable d’une faiblesse
musculaire (Sandri et al., 2013).

MuRF1 ubiquitine plusieurs protéines structurales musculaires, telles que Ia
troponine | (Kedar et al., 2004), les chaines lourdes de myosine (Clarke et al., 2007; Fielitz et
al., 2007), l'actine (Polge et al., 2011), la protéine C de liaison a la myosine (MYBPC pour
myosin-binding protein C) et les chaines légeres de myosine 1 et 2 (Cohen et al., 2009).
MAFbx/atrogin-1 interagit et ubiquitine les chaines lourdes et les chaines légéres de myosine
(Lokireddy et al., 2011a; Lokireddy et al., 2011b). D’autres protéines musculaires, comme la
desmine, la vimentine ou encore la vinculine, sont des cibles de cet atrogéne (Lokireddy et
al., 2012b). MAFbx/atrogin-1 ubiquitine également MyoD (Tintignac et al., 2005; Lagirand-
Cantaloube et al., 2009) et myogénine (Jogo et al., 2009), des facteurs de transcription clés
du développement musculaire, et le facteur d’initiation de la traduction 3 sous unité 5 (elF3f
pour eukaryotic initiation factor 3 subunit 5), un activateur important de la synthése des
protéines (Lagirand-Cantaloube et al., 2008; Csibi et al., 2009). En ce sens, MAFbx/atrogin-1
serait capable, en régulant la disponibilité d’elF3f, de réguler la synthése protéique (Attaix &
Baracos, 2010).

Une autre Ub ligase E3, moins conventionnelle, joue un réle critique dans I'atrophie
musculaire. Il s’agit de TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6). TRAF6 interagit avec le
complexe Ubc, formé de Ubc13 (une E2) et d’'une protéine apparentée Uevla (une E1), et
catalyse la formation de chaines de poly-ubiquitine sur la lysine 63 des protéines cibles,
plutdt que sur la lysine 48 conventionnelle (Deng et al., 2000). TRAF6 est également distincte
des autres Ub ligases E3 puisqu’elle subit une auto-ubiquitination, ce qui active le complexe
transforming growth factor B activated kinase-1 (TAK1) nécessaire pour l'activation de
plusieurs protéines kinases en aval telles qu’lkB kinase (IKK) (Wang et al., 2001). TRAF6 étant
un type d’Ub ligases E3 différent, elle n’est peut étre pas directement impliquée dans le
ciblage des protéines myofibrillaires pour la dégradation. Néanmoins, elle peut
potentiellement étre un régulateur en amont de la voie de signalisation conduisant
finalement a la perte de protéines musculaires dans des conditions d'atrophie. En effet,

I’expression de TRAF6 est augmentée dans le muscle de souris ayant subi une dénervation

103



Chapitre Il : Mécanismes moléculaires mis en jeu dans la cachexie associée au cancer

Géne ARN/protéine

) ARN
MAFbx/atrogin-1

Référence

(Gomes et al., 2001; Acharyya et al., 2004; Lecker et al., 2004; Acharyya
et al., 2005; Mackenzie et al., 2005; Costelli et al., 2006; Mastrocola et
al., 2008; Bonetto et al., 2009; Asp et al., 2010; Aulino et al., 2010;
Busquets et al., 2010; Penna et al., 2010a; Zhou et al., 2010; Bonetto et
al., 2011; White et al., 2011; Murphy et al., 2012; Olivan et al., 2012;
Reed et al., 2012; Braun et al.,, 2013; Fontes-Oliveira et al., 2013;
Murphy et al., 2013a; Murphy et al., 2013b; Roberts et al., 2013; Zhang
et al., 2013; Chen & Xiao, 2014; Ham et al., 2014; Honors & Kinzig,
2014)

Protéine

E214kDa

Sous-unités B
catalytiques du
protéasome 20 S

(Penna et al., 2010b; White et al., 2011; Padrao et al., 2013; Zhang et
al., 2013; Puppa et al., 2014)

(Temparis et al., 1994; Lorite et al., 1998; Combaret et al., 1999;
Combaret et al., 2002; Busquets et al., 2004; Carbo et al., 2004; Lecker
et al., 2004; Khal et al., 2005b; Mackenzie et al., 2005; Moore-Carrasco
et al., 2007; Segaud et al., 2007; Busquets et al., 2010; Olivan et al.,
2012)

(Lecker et al., 2004; Khal et al., 2005b; White et al., 2011)

Tableau 4 : Etudes mettant en évidence une augmentation de I'expression de certains composants
du systeme-ubiquitine protéasome au cours de la cachexie associée au cancer.
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(Paul et al., 2010), un je(ine alimentaire (Paul et al., 2012), ou dans le muscle de souris
diabétiques (Paul et al., 2010). Chez des souris déficientes pour le géne TRAF®6, il a été
observé que la perte de masse musculaire induite par une dénervation ou un jelne
alimentaire était réduite (Paul et al., 2010; Paul et al., 2012). La diminution du contenu en
chaines lourdes de myosine induite par la dénervation, était également réduite chez les
souris déficientes pour le gene TRAF6 (Paul et al., 2010). Ces études ont également montré
que TRAF6 était un régulateur majeur de I'expression de MuRF1 et MAFbx/atrogin-1, ainsi
gue des autophagénes de la voie autophagie-lysosome, en cas de dénervation ou de jeline
alimentaire (Paul et al., 2010; Paul et al., 2012). Enfin, il a été mis en évidence que TRAF6
était nécessaire a I'activation des voies FoxO3 et nuclear factor kappa B (NF-kB) (Paul et al.,

2012).

C. Implication du systéme ubiquitine-protéasome dans la cachexie
associée au cancer

Un grand nombre d’études a montré l'implication du systéme protéolytique
ubiquitine-protéasome dans la perte de masse musculaire observée au cours de la cachexie
associée au cancer. Expérimentalement, il a été montré chez de nombreux modéles animaux
cachectiques, une augmentation de I'expression de MuRF1 et/ou de MAFbx/atrogin-1, de
TRAF6, ainsi que I'expression d’une E2 de 14 kDa (E2i4kpa) €t de I'Ub (Tableau 4). Une
augmentation de I'expression des sous-unités a non catalytiques et B catalytiques du
protéasome 20S a aussi été mise en évidence chez des modeles animaux cachectiques
(Tableau 4). De plus, chez des animaux cachectiques, une augmentation de la quantité de
protéines conjuguées a I’'Ub (Baracos et al., 1995; Llovera et al., 1995; Lorite et al., 1998;
Lazarus et al., 1999; Combaret et al., 2002; White et al., 2011), de I'activité protéolytique du
protéasome (Costelli et al., 2002; Chand et al., 2005; Khal et al., 2005b; Russell et al., 2009),
ainsi que de I'activité de la tripeptidyl-peptidase Il (Chand et al., 2005) a été observée. Enfin,
il a été montré que le traitement des souris cachectiques C26 par le MG132, un inhibiteur du
protéasome, prévenait l'atrophie musculaire en inhibant le systéme protéolytique
ubiquitine-protéasome (Zhang et al., 2013).

Chez des patients cachectiques humains, il a été mis en évidence une augmentation
de I'expression de I'Ub (Williams et al., 1999a; Bossola et al., 2001; Bossola et al., 2003;
Delong et al., 2005; Sun et al., 2012), une augmentation de I'expression des sous-unités a et

B du protéasome 20S (Williams et al., 1999a; Khal et al., 2005a), ainsi qu’une augmentation
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Figure 25 : Représentation schématique de la signalisation mise en jeu lors de I'autophagie.

a. mTOR joue un roéle central dans la suppression de l'induction de l'autophagie en liant et
phosphorylant le complexe Ulk1/2-Atg13-FIP200. Lorsque I'autophagie est stimulée (notamment, par
de la rapamycine), mTOR est réprimée et ceci provoque une hypophosphorylation du complexe
Ulk1/2-Atg13-FIP200, menant a I'induction de I"autophagie.

b. La formation du phagophore est induite par le complexe PI3K de classe Ill, composé de trois
protéines : Vps34, Vpsl5 et Beclin-1. L'activité de ce complexe dépend de nombreux régulateurs
positifs (en vert) ou négatifs (en rouge) qui s’associent avec Beclin-1.

c. L’élongation de I'autophagosome implique deux systemes de conjugaison ubiquitine-like, Atgl2 et
LC3, qui s’associent avec le phagophore et finalisent sa formation.

d. L’autophagosome fusionne avec le lysosome. Aprés maturation de cet ensemble, celui-ci forme un
autophagolysosome sous l'action de régulateurs positifs (en vert) ou négatifs (en rouge). La
membrane interne et les constituants de l"autophagolysosome sont dégradés par les hydrolases
acides et exportés dans le cytoplasme pour une utilisation ultérieure.

Ambral, activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy protein-1 ; Atg, autophagy related
genes ; Bcl-2, B-cell lymphoma-2 ; Bif-1, Bax-interacting factor-1 ; FIP200, FAK family kinase—
interacting protein of 200 kDa ; HOPS, homotypic vacuole fusion and protein sorting ; LAMP2,
lysosomal associated membrane protein 2 ; LC3, microtubule-associated protein 1 light chain 3;
mTOR, mammalian target of rapamycin ; PE, phosphatidylethanolamine ; (C3) PI3K, (class Ill)
phosphatidylinositol 3-kinase ; Rab7, Ras-related GTPase 7 ; SNARE, N-ethyl-maleimide-sensitive
factor (NSF) attachment protein receptor ; Ulk1/2, Unc-51-like kinase 1/2 ; UVRAG, UV irradiation
resistance-associated gene ; Vps, vacuolar protein sorting [modifié d’apres (Kim et al., 2010)].
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de I'activité protéolytique du protéasome (Bossola et al., 2003). Chez des patients atteints
d’un cancer gastrique, il a également été décrit une augmentation de I'expression du

transcrit et de la protéine TRAF6 (Sun et al., 2012).

L'ensemble de ces données montre clairement I'implication du systeme
protéolytique ubiquitine-protéasome dans la perte de masse musculaire observée au cours

de la cachexie associée au cancer.

A. Généralités

L'autophagie joue un réle crucial dans le renouvellement des composants cellulaires,
gue ce soit en conditions normales ou en réponse a divers stimuli tels que le stress cellulaire,
la carence en nutriments, la privation en acides aminés et I'exposition a des cytokines (Kuma
et al., 2004; Komatsu et al., 2005; Mizushima et al., 2008). Elle intervient notamment dans la
dégradation des protéines a durée de vie longue et des organites (Mizushima et al., 2008).

On peut distinguer la micro-autophagie (internalisation d’'une protéine cible par un
lysosome), I'autophagie réalisée par I'intermédiaire d’'une protéine chaperone, et la macro-
autophagie (dégradation non sélective d'une partie du cytoplasme). A ce jour, la majorité
des données sur le mécanisme autophagique au sein du muscle concerne le processus
macro-autophagique (Figure 25). Au cours de ce processus catabolique, des vésicules
cytosoliques a double membrane appelées autophagosomes, séquestrent des portions de
cytoplasme incluant des protéines agrégées et des organelles endommagées. Ces vésicules
vont fusionner avec des lysosomes (Kim et al., 2010; Mehrpour et al., 2010). Les lysosomes
sont des vésicules a pH acide (Ohkuma & Poole, 1978), qui permettent la dégradation des
macromolécules extracellulaires et cytoplasmiques (de Duve, 1983). Ils contiennent des
enzymes appelées hydrolases, et parmi elles, des protéases, des phosphatases, des lipases,
des nucléases et des glycosidases (Bechet et al., 2005). Quatre protéases ubiquitaires
essentielles ont été identifiées: les cathepsines B, D, H et L (Turk et al., 2001). Elles
déterminent principalement la capacité protéolytique des lysosomes (Bechet et al., 2005). La
fusion des autophagosomes avec les lysosomes permet de former des autophagolysosomes,

dans lesquels le matériel séquestré sera dégradé. Les acides aminés libérés dans le cytosol
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seront recyclés pour la synthése de macromolécules et la production d’énergie (Kim et al.,

2010; Mehrpour et al., 2010) (Figure 25).

B. Le systéme autophagie-lysosome dans le muscle squelettique

Tres tot, il a été montré que la formation de vacuoles autophagiques et la
dégradation lysosomale contribuent a la dégradation des protéines dans le muscle
(Schiaffino & Hanzlikova, 1972; Zeman et al., 1985; Furuno & Goldberg, 1986; Furuno et al.,
1990). L’activité de la cathepsine L, est régulée a la hausse au cours de |'atrophie musculaire
chez le rat (Deval et al., 2001). Chez des patients atteints de traumatismes craniens, il a
également été observé une augmentation de I'expression du transcrit de la cathepsine D
(Mansoor et al., 1996). L'expression d’un certain nombre de génes appartenant a la voie
autophagie-lysosome est également fortement stimulée dans différents modeles d’atrophie
musculaire (Lecker et al., 2004; Sacheck et al., 2007; Schakman et al., 2012; Joshi et al.,
2014). Récemment, il a été mis en évidence que I'expression de microtubule-associated
protein 1 light chain 3 (LC3) et de gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein
(GABARAP), codant pour des protéines qui sont dégradées lorsque les autophagosomes
fusionnent avec les lysosomes, est fortement stimulée chez la souris lors d’un jelne
alimentaire ou suite a une dénervation (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). De plus,
il a été démontré que la surexpression d’'une forme constitutivement active de FoxO3
induisait 'autophagie, alors que I'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR bloquait I'autophagie
induite par FoxO3 (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). L’expression de cette forme
constitutivement active de FoxO3 conduisait a une augmentation de la protéolyse, dont 70%
serait due au systéme autophagie-lysosome (Zhao et al., 2007). Ces études montraient que
les facteurs de transcription FoxO étaient les régulateurs clés de I'induction de I'autophagie
dans le muscle squelettique. Néanmoins, il a été récemment observé que le régulateur
majeur de linduction de [l'autophagie serait la protéine kinase mTOR, et plus
particulierement le complexe mTOR 1 (mTORC1) (Castets et al., 2013). En effet, il a été
montré dans un modéle murin avec une activation constante de mTORC1, que I'activation
de I'autophagie, méme aprés un jeline alimentaire prolongé, était bloquée par mTORC1 en

dépit de I'activation de FoxO3 (Castets et al., 2013).
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C. Implication du systeme autophagie-lysosome dans la cachexie
associée au cancer

Au cours des dix derniéres années, |'autophagie a commencé a étre décrite dans la
cachexie associée au cancer. Il a notamment été mis en évidence une augmentation de
I’expression du transcrit de LC3 et de GABA(A) receptor-associated protein-like 1 (Gabarapl1)
dans le muscle de rats cachectiques YAH-130 (Lecker et al., 2004), et une augmentation du
transcrit de Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 (Bnip3) dans le muscle de rats
et de souris cachectiques (Lecker et al., 2004; Asp et al., 2010; Reed et al., 2012; Braun et al.,
2013). Récemment, une étude a clairement démontré le réle de I'autophagie au sein du
muscle squelettique dans trois modeéles animaux de cachexie associée au cancer (Penna et
al., 2013b). En effet, il a été montré chez des souris cachectiques C26, une augmentation de
I'expression du transcrit de LC3b et de p62/sequestosome 1 (SQSTM 1), ainsi qu’une
augmentation de I'expression protéique de Beclin-1 et de la forme lipidée de LC3b (LC3b-ll),
et 'accumulation de p62 (Penna et al., 2013b). Chez des souris cachectiques LLC, il a été
observé une augmentation de I'expression protéique de Beclin-1 et I'accumulation de p62
(Penna et al., 2013b). Chez des rats cachectiques YAH-130, il a été observé une
augmentation de I'expression protéique de LC3b-Il et I'accumulation de p62 (Penna et al.,
2013b). Chez des souris cachectiques C26, il a été décrit une augmentation de I'expression
du transcrit Bnip3 (Roberts et al., 2013; Ham et al., 2014), et LC3b (Ham et al., 2014). Enfin,

Mi . . e ;7 s . ;.
'”/+, il avait été précédemment mis en évidence une

chez des souris cachectiques Apc
augmentation de I'expression protéique de Atg7, de Beclin-1 et de LC3b (White et al., 2011).

Expérimentalement, une augmentation de I'activité enzymatique de la cathepsine D
a été décrite chez des souris transplantées avec des cellules tumorales L1210 (Greenbaum &
Sutherland, 1983), et chez des rats cachectiques (Ferguson et al., 1979; Tessitore et al.,
1993; Tessitore et al., 1994). Une augmentation de I'activité enzymatique des cathepsines B
et L a été mise en évidence chez des souris cachectiques (Fujita et al., 1996; Lorite et al.,
1998). Une augmentation de I'expression des transcrits de la cathepsine L (Fujita et al., 1996;
Deval et al., 2001; Lecker et al., 2004; Sandri et al., 2006; Bonetto et al., 2011; Reed et al.,
2012; Braun et al., 2013; Penna et al., 2013b; Roberts et al., 2013), de la cathepsine B
(Baracos et al., 1995; Fujita et al.,, 1996; Busquets et al., 2004; Busquets et al., 2010;
Busquets et al., 2012b), et de la cathepsine D (Baracos et al., 1995), a également été

observée dans différents modéles d’animaux cachectiques.
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Enfin, sur des biopsies musculaires de patients cachectiques avec un NSCLC, une
augmentation de I'expression du transcrit de Bnip3, ainsi qu’une augmentation de
I’expression protéique de LC3b-I et LC3b-Il ont été montrées (Op den Kamp et al., 2013a).
Des études cliniques ont également rapporté dans le muscle squelettique, une élévation de
I'activité enzymatique de la cathepsine D chez des patients atteints de cancer (Schersten &
Lundholm, 1972), ainsi qu’une augmentation de I'expression du transcrit de la cathepsine B
(Jagoe et al., 2002). Récement, une augmentation de I'expression protéique des cathepsines
B et L, ainsi que de leur activité enzymatique ont été mises en évidence sur des biospies

musculaires de patients cachectiques (Tardif et al., 2013).

Bien qu’il existe peu de données sur I'implication du systéme autophagie-lysosome,
et en particulier du processus autophagique dans la cachexie associée au cancer, on
retiendra que la récente étude de Fabio Penna et son équipe (Penna et al., 2013b),
impliquant trois modeles animaux cachectiques met en évidence un réle important de cette
voie dans la pathogeneése de I'atrophie musculaire associée au cancer. En outre, ces résultats
indiquent que la présence d'un seul marqueur de la voie autophagie-lysosome, n'est pas
suffisante pour décrire I'état d'activation de ce systeme de dégradation. Toutefois, d’autres
études sont nécessaires pour confirmer ces résultats et définir le role exact du systeme

autophagie-lysosome dans la cachexie associée au cancer.

A. Généralités

Les premieres études sur les calpaines, dans les années 1960, ont noté la présence
d'une activité enzymatique protéolytique activée par le calcium dans des extraits solubles de
cerveau de rat (Guroff, 1964) et de muscle squelettique (Huston & Krebs, 1968). Dans les
années 1970, I'enzyme a été purifiée a partir de muscle squelettique (Dayton et al., 19763a;
Dayton et al., 1976b), et a été appelée CANP (calcium-activated neutral protease), puis
renommeée calpaine (en référence a calcium-dependent papain-like enzyme) (Murachi et al.,
1980). Les calpaines sont des protéases a cystéine non-lysosomales activées par le calcium
(Ohno et al., 1984). En plus de cette régulation directe par le calcium, I'activité des calpaines
est modulée par la calpastatine, un inhibiteur endogéne spécifique, de nature protéique

(Murachi et al., 1980).

113



Chapitre Il : Mécanismes moléculaires mis en jeu dans la cachexie associée au cancer

Cys His Asn

(2R 2 12345

Grande sous-unité des
calpaines 1 et 2

| lla Ilb ] I\,
12345
Petite sous-unité des
calpaines 1 et 2
V VI
Autolyse  Site de liaison
a la titine
Cys His Asn SLN

‘ H 12345

Calpaine 3 |H
I Il 1] \Y

Figure 26: Représentation schématique de la structure générale de la grande sous-unité des
calpaines (calpaine 1 ou 2), de la petite sous-unité des calpaines et de la calpaines 3.

La grande sous-unité des calpaines est divisée en quatre grands domaines caractéristiques: |,
domaine N-terminal; Il, domaine catalytique divisé en deux parties lla et Ilb; Ill, domaine
régulateur ; IV, domaine caractérisé par la présence de 5 motifs EF-hand qui conférent a la molécule
sa sensibilité au calcium. Le domaine IV assure la liaison de la grande sous-unité a la petite sous-
unité. Cette derniere possede deux domaines : le domaine V hydrophile riche en résidus glycine, et le
domaine VI homologue au domaine IV des calpaines 1 et 2. La molécule de la calpaine 3 est
également divisée en quatre domaines. Elle posséde trois courtes régions spécifiques : NS, I1S1 et IS2,
localisées respectivement en N-terminal, dans le domaine Il et a la jonction des domaines Il et IV. IS1
possede des sites autolytiques, I1S2 comprend un signal de localisation nucléaire (SLN) et un site de
liaison a titine [modifié d’apres (Bartoli & Richard, 2005)].
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Dans la cellule, la voie des calpaines couvre un large éventail de fonctions
physiologiques. Ces fonctions incluent la protéolyse de protéines impliquées dans le cycle
cellulaire, I'apoptose, I'organisation du cytosquelette et la transduction du signal (Bartoli &
Richard, 2005). Les cellules musculaires contiennent deux calpaines ubiquitaires, les
calpaines-1 et -2, également appelées calpaines-u et -m, respectivement (Figure 26). |l existe
un troisieme isoforme, spécifique du muscle, la calpaine-3, également appelé p94 (Sorimachi

et al., 1989; Jones et al., 1999) (Figure 26).

B. Les calpaines dans le muscle squelettique

Plusieurs études ont montré que I'expression des calpaines (Mansoor et al., 1996;
Voisin et al., 1996; Williams et al., 1999b; Haddad et al., 2003), ainsi que leur activité (Voisin
et al.,, 1996; Williams et al., 1999b; Purintrapiban et al., 2003), étaient augmentées en
conditions d’atrophie. L'implication des calpaines dans I'atrophie musculaire a également
été mise en évidence, par I'effet protecteur de leur inhibition (Badalamente & Stracher,
2000; Whitehouse et al., 2001). L'ajout d'un inhibiteur de la calpaine (le CID pour calpastatin
inhibitory domain) ou I'expression d’une forme dominante négative de la calpaine-m
entrainait respectivement, une réduction de 30% et de 63% de la dégradation globale des
protéines in vitro (Huang & Forsberg, 1998). Enfin, dans un modéle murin transgénique, il a
été montré que la surexpression muscle-spécifigue de la calpastatine réduisait de 30%
I'atrophie musculaire provoquée par une décharge fonctionnelle, suggérant qu’une
approche thérapeutique ciblant le systéme calpaines-calpastatine pourrait étre bénéfique
dans la prévention de la perte de masse musculaire (Tidball & Spencer, 2002).

Les calpaines sont impliquées dans la dégradation de protéines myofibrillaires (titine,
a-fodrine, troponine |, troponine C, a-actinine) au cours de |'atrophie musculaire (Barta et
al., 2005) (Figure 27, ci-apres). Elles sont également impliquées dans la dégradation des
protéines du cytosquelette (desmine et dystrophine), et des protéines sarcomériques
(tropomyosine) dans des myotubes en culture (Purintrapiban et al., 2003). Plusieurs études
ont montré que le protéasome était incapable de dégrader des myofibrilles intactes, et que
les protéines musculaires telles que l'actine et la myosine étaient libérées des sarcomeéres
par un mécanisme impliquant les calpaines, avant de subir une ubiquitination et leur

dégradation par le protéasome
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Figure 27 : lllustration de la libération des myofilaments induite par les calpaines en conditions
d’atrophie.
Les myofilaments sont ensuite adressés au systeme ubiquitine-protéasome pour étre dégradés.
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(Koohmaraie, 1992; Solomon & Goldberg, 1996; Williams et al.,, 1999b). Les calpaines

peuvent donc étre décrites comme les initiateurs de la dégradation myofibrillaire.

C. Induction des calpaines dans la cachexie associée au cancer

Une augmentation de I'expression du transcrit de la calpaine-2 a été détectée dans le
muscle squelettique de rats cachectiques (Temparis et al., 1994; Busquets et al., 2000;
Busquets et al., 2004; Fontes-Oliveira et al., 2013), et de souris cachectiques (Busquets et al.,
2004; Carbo et al., 2004; Busquets et al., 2010; Busquets et al., 2012b). Une augmentation
de l'expression du transcrit de la calpaine-1 a également été observée chez des souris
cachectiques C26 (Ham et al., 2014). De plus, une augmentation de I'activité des calpaines
chez des rats cachectiques YAH-130 a été mise en évidence directement (Costelli et al.,
2002), et indirectement par l'intermédiaire d’'une diminution de 20% de I'activité de la
calpastatine (Costelli et al., 2001). Enfin, il a été récemment montré une augmentation de
I'activité des calpaines chez des patients atteints de cancer gastrique (Smith et al., 2011).
Néanmoins, comme il avait été précédemment observé chez des souris transgéniques
surexprimant I'lL-6 et présentant une atrophie musculaire (Tsujinaka et al., 1996),
I’expression du transcrit de la calpaine-3 était significativement chez des rats cachectiques

YAH-130 (Busquets et al., 2000).

Il. Les facteurs de transcription impliqués

Dans le muscle squelettique, certains facteurs de transcription jouent un réle
particulierement important dans la régulation de la synthése et de la dégradation des

protéines.

A. Généralités
NF-kB a été découvert dans les lymphocytes B, en tant que protéine se liant
spécifiguement a l'oligonucléotide décamérique GGGACTTTCC, présent dans I'élément
activateur du géne codant pour la chaine légere de I'immunoglobuline k (Sen & Baltimore,
1986). NF-kB est un facteur de transcription qui module la réponse immunitaire, la survie,
ainsi que la prolifération et la différenciation cellulaires (Sen & Baltimore, 1986; Ghosh et al.,
1998). NF-kB représente un groupe de protéines dimériques structurellement liées et

évolutivement conservées, avec cing membres chez les mammiféres : Rel (c-Rel), RelA (p65),
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Figure 28 : Les membres de la famille des facteurs de transcription NF-kB, de la famille des protéines
IkB et du complexe IKK.

Les domaines pertinents caractérisant chaque protéine sont indiqués. ANK, domaine de répétition
ankyrine ; DD, domaine de mort ; RHD, domaine d’homologie REL ; TAD, domaine de transactivation ;
LZ, motif de glissiere a leucine ; GRR, domaine riche en glycine ; SDD, domaine d’échafaudage et de
dimérisation ; ULD, domaine similaire a I'ubiquitine ; Z, domaine a doigt de zinc ; CC, domaine coiled-
coil ; NBD, domaine de liaison a NEMO ; ah, domaine a-hélicoidale ; IBD/DimD, domaine de liaison a
IKK/domaine de dimérisation ; MOD/UBD, domaine minimal d’oligomérisation/domaine de liaison a
I"'ubiquitine ; PEST, domaine riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine [modifié d’apres
(Hayden & Ghosh, 2012)].
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RelB, NF-kB1 (p50 et son précurseur p105) et NF-kB2 (p52 et son précurseur p100) (Ghosh et
al., 1998) (Figure 28). lls sont tous exprimés dans le muscle squelettique (Hunter et al.,
2002).

Le facteur de transcription NF-kB est régulé par la famille des protéines inhibitrices
de kappa B (IkB pour inhibitor of kappa B) (Baeuerle & Baltimore, 1988, 1989), qui comprend
les membres IkBa, IkBB, IkBg, IkBZ, IkBNS, B-cell leukemia/lymphoma 3 (Bcl-3) et les
protéines précurseurs de NF-kB, p100 et p105 (Hayden & Ghosh, 2012) (Figure 28). IkBa,
IkBB, IkBg, p100 et pl105 inhibent NF-kB en le séquestrant sous forme inactive dans le
cytoplasme (Hayden & Ghosh, 2012). Sous l'influence de divers stimuli (comme le TNF-a), les
protéines IkBs sont phosphorylées, polyubiquitinées et dégradées par le protéasome, ce qui
conduit a la libération de NF-kB, qui pourra étre exporté dans le noyau (Naumann &
Scheidereit, 1994; Hayden & Ghosh, 2012) (Figure 29, ci-apres). La localisation nucléaire ou
cytosolique du facteur de transcription NF-kB est essentiellement sous le contréle des
protéines kinases appelées IkB kinases (IKK) (Figure 28). En effet, ces derniéres vont
phosphoryler et entrainer la dégradation des protéines inhibitrices IkBs (Yaron et al., 1997;
Birbach et al., 2002). Une fois dans le noyau, le facteur de transcription NF-kB va exercer son
activité transcriptionnelle en régulant des génes impliqués dans l'inflammation, dans la
survie et la prolifération cellulaires, mais aussi dans I'apoptose (Hayden & Ghosh, 2012)

(Figure 29, ci-apres).

B. NF-kB dans le muscle squelettique

Le facteur de transcription NF-kB est impliqué dans la différenciation myogénique. En
effet, il a été montré sur des myoblastes C2C12 qu’en régulant la transcription de la cycline
D1, NF-kB inhibait la myogenése (Guttridge et al., 1999; Guttridge et al., 2000). In vitro et in
vivo, il a également été mis en évidence que NF-kB inhibait I'expression du transcrit et de la
protéine MyoD (Guttridge et al., 2000), et induisait I'expression du transcrit YinYangl, un
répresseur transcriptionnel myogénique (Wang et al., 2007).

Le facteur de transcription NF-kB intervient également dans linduction de la
protéolyse. En effet, il a été décrit in vitro, et confirmé in vivo, que I’activation de NF-kB était
nécessaire a l'induction de I'expression du systeme ubiquitine-protéasome au cours de
I'atrophie musculaire (Whitehouse & Tisdale, 2003; Wyke et al., 2004; Wyke & Tisdale,

2005). Chez des souris transgéniques, il a été observé que la surexpression de IKKB causait
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Figure 29 : Représentation schématique de la voie de signalisation canonique de NF-kB.

Apres l'activation cellulaire par le TNF-a, les résidus sérine 32 et 36 de IkBa sont phosphorylés par le
complexe macromoléculaire contenant IKKa, IKKB et NEMO. La protéine inhibitrice IkBa séquestre
NF-kB (p50-p65) dans le cytoplasme, et sa phosphorylation conduite a son ubiquitination. Une fois
ubiquitinée, IkBa est dégradée par le protéasome 26S. NF-kB se retrouve libéré, et est transloqué au
noyau, ou il régulera la transcription de génes cibles.
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une augmentation de |'activité de NF-kB, ainsi qu’une sévere atrophie musculaire (Cai et al.,
2004). Cette derniére était associée a une augmentation de la dégradation protéique, via
une augmentation de I'expression du transcrit de MuRF1 et de |'activité du protéasome (Cai
et al., 2004). Au contraire, chez des souris déficientes pour le géne d’IKKB, il a été montré en
réponse a une dénervation, une résistance a I'atrophie musculaire (Mourkioti et al., 2006). ||
a également été mis en évidence chez des souris déficientes pour le géne NF-kB1, une
résistance marquée a I'atrophie musculaire, suite a un protocole de décharge des membres
postérieurs (Hunter & Kandarian, 2004). Dans ce modele, il a été suggéré que cette
résistance a I'atrophie était principalement due a la non activation de I’expression de MuRF1
et de MAFbx/atrogin-1 (Hunter & Kandarian, 2004). Dans le muscle squelettique, I’activité
de NF-kB est augmentée, en réponse a une immobilisation (Hunter et al., 2002; Hunter &
Kandarian, 2004), et a une dénervation (Cai et al., 2004; Mittal et al., 2010). MAFbx/atrogin-
1, 4E-BP1, FoxO3a et la cathepsine L, semblent également étre des cibles du facteur de

transcription NF-kB au cours de I'atrophie musculaire (Judge et al., 2007).

C. Implication du facteur de transcription NF-kB dans la cachexie
associée au cancer

In vitro, le facteur de transcription NF-kB a été démontré comme étant un médiateur
de I'atrophie musculaire induite par les cytokines TNF-a et IL-1B (Guttridge et al., 2000; Li &
Reid, 2000; Langen et al., 2001), TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) (Dogra et al.,
2006), ainsi que par le PIF (Wyke & Tisdale, 2005), ou par un milieu conditionné issu de
cellules tumorales C26 (Lokireddy et al., 2012a). NF-kB semble également étre un élément
important de I'atrophie musculaire observée au cours de la cachexie associée au cancer (Cai
et al., 2004). Il a ainsi été observé une augmentation de I'accumulation nucléaire de NF-kB et
de sa fixation a I'acide désoxyribonucléique (ADN), chez des souris cachectiques MAC16
(Eley et al., 2007a), et chez des souris cachectiques C26 (Shadfar et al., 2011). Dans divers
modeles murins cachectiques, une augmentation de I'expression du transcrit de NF-kB a été
mise en évidence (Acharyya et al., 2005; Wang et al., 2011; Zhang et al., 2013), tout comme
une augmentation de I'expression protéique de NF-kB (Acharyya et al., 2005; Zhang et al.,
2013), ainsi gu’une diminution de I'expression du transcrit et de la protéine IkBa (Zhang et
al., 2013). Néanmoins, d’autres études ont échoué a mettre en évidence un réle du facteur
de transcription NF-kB chez des rats cachectiques YAH-130 (Costelli et al., 2005; Moore-

Carrasco et al., 2007).
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SLN
Fox01 Forkhead 655
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FoxO4 1 92-201 505
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Figure 30 : Représentation schématique des sites de phosphorylation (en orange) des facteurs de
transcription FoxO, par Akt.

Les domaines forkhead sont indiqués, ainsi que les signaux de localisation nucléaire (SNL) et la
séquence d’exportation nucléaire (SEN).
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Ces divergences de résultats peuvent étre expliquées par l'utilisation de modéles
animaux cachectiques différents. Enfin, une activation de la voie NF-kB a été décrite sur des
biopsies musculaires de patients atteints d’un cancer gastrique ou d’un NSCLC (Rhoads et al.,

2010; Op den Kamp et al., 2013a).

A. Généralités

Le membre fondateur de la famille Fox est le facteur de transcription fork head (fkh).
Il a été identifié chez la Drosophila melanogaster, ou sa présence est essentielle a la bonne
formation des structures terminales de I'embryon (Weigel et al., 1989). Jusqu'a présent, plus
de cent membres de cette famille de facteurs de transcription ont été identifiés, avec des
roles dans le développement, la différenciation, la prolifération, I'apoptose, la résistance au
stress et le métabolisme (Carlsson & Mahlapuu, 2002). Chez les mammiferes, la classe O des
facteurs de transcription forkhead (FoxO) se compose de quatre membres : FoxO1 (connu
aussi sous le nom de FKHR), FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 (AFX1) et FoxO6 (Kaestner et al., 2000;
Jacobs et al., 2003). Des études biochimiques entreprises sur des cellules de mammiféres
ont montré qu’en réponse a l'induction de la voie de signalisation de l'insuline/IGF-1, la
protéine kinase B (appelé aussi Akt) est activée et régule directement le facteur de
transcription FoxO par phosphorylation (Biggs et al., 1999; Brunet et al., 1999; Kops et al.,
1999; Takaishi et al., 1999). Cette phosphorylation concerne les résidus thréonine 24, sérine
256 et sérine 319 pour FoxO1 (Biggs et al., 1999; Rena et al., 1999), les résidus thréonine 32,
sérine 253 et sérine 315 pour FoxO3 (Brunet et al., 1999), les résidus thréonine 28, sérine
193 et sérine 258 pour FoxO4 (Kops et al., 1999), et les résidus thréonine 26 et sérine 184
pour FoxO6 (Jacobs et al., 2003) (Figure 30). La phosphorylation de FoxO inhibe sa fonction,
en promouvant son interaction avec les protéines 14-3-3 et sa séquestration dans le
cytoplasme (Brunet et al., 1999). A 'inverse, en |'absence de stimulation, Akt est inactivé et
les facteurs de transcription FoxO peuvent migrer dans le noyau, ou ils agiront comme des

activateurs de la transcription (Brunet et al., 1999) (Figure 31, ci-apreés).
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Akt / PKB

Figure 31 : Représentation schématique de la voie de signalisation Akt/FoxO.

A. En condition basale, les FoxO se trouvent dans le cytoplasme et ils vont migrer dans le noyau ou ils
activeront la transcription de génes cibles.

B, D et D. Suite a la fixation d’IGF-1 sur son récepteur, Akt est activée. Akt va ensuite phosphoryler et
inactiver les FoxO, en promouvant leur interaction avec les protéines 14-3-3. Les FoxO sont
séquestrés dans le cytoplasme, oU ils seront ensuite ubiquitinés et adressés au protéasome 26S, pour
étre dégradés.
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B. Les facteurs de transcription FoxO dans le muscle squelettique

FoxO1, FoxO3, FoxO4 et FoxO6 sont exprimés dans le muscle squelettique (Furuyama
et al., 2000; Biggs et al., 2001; Chung et al., 2013). La surexpression de FoxO1 provoque une
atrophie des cellules C2C12 (Stitt et al., 2004), et des fibres musculaires (Kamei et al., 2004).
De la méme facon, la surexpression de FoxO3 provoque une atrophie des cellules C2C12
(Sandri et al., 2004), et des fibres musculaires (Sandri et al., 2004; Sandri et al., 2006). Cette
atrophie musculaire est accompagnée d’'une augmentation de I'expression des transcrits de
MuRF1 et de MAFbx/atrogin-1 (Kamei et al., 2004; Sandri et al., 2004). Chez des rats
diabétiques caractérisés par une atrophie musculaire, il a été observé une augmentation de
I'expression du transcrit de FoxO3, de sa translocation nucléaire et de sa fixation au
promoteur de MAFbx/atrogin-1 (Lee et al., 2004). Dans divers modeéles animaux d’atrophie
musculaire, il a été montré une augmentation de I'expression du transcrit de FoxO1 (Lecker
et al., 2004; Sacheck et al., 2007; Schakman et al., 2012). Enfin, au cours d’un entrainement
en résistance chez I'humain, il a été mis en évidence une réduction de I'accumulation
nucléaire de FoxO1, couplée a une augmentation de I'activation d’Akt (Leger et al., 2006). En
plus de son role dans la régulation de I'expression de certains composants du systéme
ubiquitine-protéasome lors de I'atrophie musculaire, FoxO3a est également impliqué dans
I'induction de l'autophagie (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). FoxO3 contréle
notamment I'expression des autophagenes Atgl2, Bnip3, Gabarapl et LC3b (Mammucari et

al., 2007; Zhao et al., 2007).

C. Implication des facteurs de transcription FoxO dans la cachexie
associée au cancer

Tout comme chez des rats cachectiques YAH-130 (Lecker et al., 2004), une
augmentation de l'expression du transcrit de FoxO1l a été observée chez des souris
cachectiques (Liu et al., 2007). Dans cette derniere étude, I'injection d’un nucléotide d’ARN
ciblant FoxO1, inhibait 'augmentation de I’expression du transcrit de FoxO1 et empéchait la
perte de masse musculaire (Liu et al., 2007). Récemment, dans des modéles murins de
cachexie associée au cancer, il était décrit une augmentation de I'expression des transcrits
de FoxO1 et FoxO3a (Lecker et al., 2004; Reed et al., 2012), une diminution de I'état de
phosphorylation de FoxO3a (Zhou et al., 2010; White et al., 2011), ainsi qu’une
augmentation de son activité transcriptionnelle (Reed et al., 2012). Dans cette derniére

étude, FoxO augmentait I’expression des transcrits de MuRF1, de MAFbx/atrogin-1, de Bnip3
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Figure 32 : Représentation schématique simplifiée des principales voies moléculaires conduisant a
|'apoptose.

Voie extrinseque : suite a la fixation de ligands (TNF-a, FasL, ...) sur les récepteurs de mort, le
complexe Death Initiation Signalling Complex (DISC) est formé et la caspase-8 est activée.

Voie intrinseque : la libération du cytochrome c (Cyt C) depuis les mitochondries résulte en la
formation de I'apoptosome et I'activation de la caspase-9.

Les caspases-8 et -9 activent alors les caspases en aval, telles que la caspase-3, entrainant la
fragmentation de ’ADN et la mort cellulaire.
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et de la cathepsine L (Reed et al., 2012). L'injection d’une forme dominante négative de
FoxO a ces souris prévenait la survenue de ces modifications (Reed et al., 2012). Ces études
suggerent donc un role important des facteurs de transcription FoxO dans la cachexie
associée au cancer chez I'animal.

Chez ’humain, une étude a montré que I'expression protéique de la forme totale de
FoxO3a n’était pas modifiée chez des patients cachectiques (Schmitt et al., 2007).
Néanmoins, une réduction significative de la phosphorylation de FoxO3a était rapportée
(Schmitt et al., 2007). D’apres les auteurs, cette forte réduction pourrait conduire a une
levée de l'inhibition de FoxO3a et a la stimulation de son activité transcriptionnelle. Cette
étude suggérait un role important des facteurs de transcription FoxO dans I'atrophie

musculaire observée en cas de cancer chez I’humain.

lll. ’apoptose

En plus des trois systéemes protéolytiques décrits précédemment, I'apoptose des

cellules musculaires peut jouer un role dans l'atrophie musculaire.

Observée pour la premiere fois par Walther Flemming en 1885, I'apoptose n’a été
clairement identifiée qu’en 1972 par John F. Kerr (Kerr et al., 1972). Le mot « apoptose »,
utilisé en grec pour décrire la chute des pétales des fleurs ou la chute des feuilles des arbres,
a été suggéré a John F. Kerr par James Cormack du département des Antiquités grecques de
I'Université d'Aberdeen (Kerr et al., 1972). L'apoptose est le processus normal
d’autodestruction d’une cellule en réponse a un signal interne. Elle est aussi connue sous le
nom de mort cellulaire programmeée ou de suicide cellulaire.

Le mécanisme d’apoptose est gouverné par deux voies principales d’activation. La
voie dite extrinséque, impliquant des récepteurs appartenant a la superfamille des
récepteurs au TNF, et la voie dite intrinseque mettant en jeu la mitochondrie. Cette seconde
voie est régulée par des protéines appartenant a la superfamille des B-cell lymphoma 2 (Bcl-
2). Ces deux voies conduisent finalement a I'activation de protéases a cystéine appelées
caspases (Favaloro et al., 2012) (Figure 32). Les caspases sont responsables du clivage de
ADN en unités nucléosomiques, par lintermédiaire d'une activation des
désoxyribonucléases, d’une inhibition des enzymes de réparation de I'ADN, et de la

dégradation des protéines structurales dans le noyau (Dupont-Versteegden, 2005).
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Le nombre de myonuclei est essentiel pour déterminer le potentiel de synthése
protéique d’'une fibre musculaire. En effet, toute augmentation de ce nombre permettra
potentiellement une augmentation de la capacité de transcription, et de facon ultime une
augmentation de la capacité de traduction (Freyssenet, 2006; Favier et al., 2008). La
modulation du nombre de noyaux d’une fibre musculaire est donc un moyen de controler sa
taille et ses caractéristiques (Allen et al., 1999; Favier et al., 2008). Dans diverses conditions,
il a été montré que l'atrophie musculaire était associée a une réduction du nombre de
myonuclei au sein de la fibre musculaire (Rodrigues Ade & Schmalbruch, 1995; Allen et al.,
1996; Allen et al., 1997). L'apoptose serait responsable de |la dégradation des noyaux, et
donc de la diminution du nombre de noyaux au cours de I'atrophie (Siu & Alway, 2005; Siu et
al., 2005).

Parmi les différents mécanismes caractérisant I'apoptose, I'activité des caspases joue
un role central. Au sein du muscle, une augmentation de I’expression de ces protéines est
décrite dans plusieurs modeéles d’atrophie. Les caspases sont régulées a la hausse dans le
muscle soumis a une dénervation chez I’humain (Tews et al., 2005), et chez la souris (Plant et
al., 2009), ainsi que dans le muscle squelettique d’'un modeéle d'insuffisance cardiaque
chronique chez le rat (Vescovo & Dalla Libera, 2006). Chez des rats diabétiques et présentant
une atrophie musculaire, il a été mis en évidence une activation de la caspase-3 (Lee et al.,
2004). L'activité enzymatique des caspases-3, -6 et -9 est également augmentée dans le
muscle soleus aprés un protocole de décharge fonctionnelle de dix jours chez le rat (Berthon
et al., 2007). Chez des souris déficientes pour le géne de la caspase-3, une réduction de
I'atrophie musculaire induite par une dénervation a été observée, comparées aux souris
sauvages (Plant et al., 2009). L’augmentation de |'activité des caspases serait directement
impliquée dans le processus apoptotique, mais aussi responsable de la dégradation des
composants des fibres musculaires. In vitro, la caspase-3 est notamment responsable du
clivage de I'actomyosine, générant de I'actine monomérique et des fragments d’actine, qui
sont ensuite dégradés par le protéasome (Du et al., 2004). In vivo, il a été décrit que
I'atrophie musculaire induite par I'angiotensine Il, activait la caspase-3 dans le muscle

gastrocnemius, conduisant au clivage de I'actine (Song et al., 2005).

129



Chapitre Il : Mécanismes moléculaires mis en jeu dans la cachexie associée au cancer

130



Chapitre Il : Mécanismes moléculaires mis en jeu dans la cachexie associée au cancer

Enfin, le rapport Bcl-2—associated X protein (Bax)/Bcl-2 est souvent utilisé comme un
indicateur du potentiel apoptotique. Un ratio bas protegerait de I'apoptose et un ratio élevé
favoriserait I'apoptose (Antonsson et al., 1997). Aprés un protocole de dénervation chez le
rat, une augmentation du ratio Bax/Bcl-2 a été montré dans le muscle gastrocnemius (Siu et

al., 2005).

L'apoptose des cellules musculaires a été mise en évidence au cours de l'atrophie
musculaire associée au cancer. Il a été montré une augmentation de l'index apoptotique,
représenté par le nombre de cellules en apoptose, dans le muscle de la cuisse de lapins
transplantés avec des cellules de carcinome VX2 (Sumi et al., 1999; Ishiko et al., 2001;
Yoshida et al., 2001). Les cellules musculaires présentaient les caractéristiques de I'apoptose,
a savoir, un retrait cytoplasmique et la condensation de la chromatine nucléaire (Sumi et al.,
1999; Yoshida et al., 2001). Une fragmentation de I’ADN, caractéristique de la mort cellulaire
programmée, a également été observée chez des rats cachectiques YAH-130 et des souris
cachectiques LLC (van Royen et al., 2000; Carbo et al., 2002; Busquets et al., 2004; Murphy
et al., 2011a). Chez les souris cachectiques LLC, elle semblait étre régulée par le TNF-a
(Carbo et al., 2002). L'expression de Bax, un facteur pro-apoptotique (Oltvai et al., 1993),
était également augmentée dans le muscle, chez le lapin lors d’'une cachexie induite par
I'inoculation de cellules du carcinome VX2 (Yoshida et al.,, 2001), et chez des souris

Min/+ (Baltgalvis et al., 2010). Une augmentation de I'activité des caspases-1,

cachectiques Apc
-3, -6, -8 et -9 a été observée dans le muscle gastrocnemius de souris cachectiques MAC16
(Belizario et al., 2001; Russell et al., 2009). Une hausse de I'activité caspase-3 a également
été décrite dans d’autres modeles murins cachectiques (Busquets et al., 2004; Das et al.,
2011; Murphy et al., 2013a). En plus du dosage de I'activité protéolytique des caspases, le
clivage de poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) est un bon indicateur de I'activation des

caspases-3 et -7. La fragmentation de PARP a été observée chez des souris cachectiques

MAC16 (Belizario et al., 2001).
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Malgré ces observations expérimentales, aucune augmentation de I'apoptose n’a été
mise en évidence, dans des biopsies musculaires de patients cachectiques atteints de cancer
gastrique (Bossola et al., 2006). En effet, |'activité des caspases-1 et -3 n’était pas modifiée,
aucune fragmentation de I’ADN n’était observée et PARP n’était pas clivée (Bossola et al.,
2006). Cependant, au cours d’une récente étude utilisant des biopsies musculaires de
patients cachectiques atteints de cancer gastro-intestinal, il a été montré une augmentation
significative de la fragmentation de I'ADN, associée a une augmentation marquée du clivage
de PARP (Busquets et al., 2007). Cette divergence entre ces deux études peut étre due a la
différence de type de tumeur, de stade tumoral, ainsi qu’a lI'ampleur de l'atrophie

musculaire.

IV. Les médiateurs de la cachexie associée au cancer

L'implication des cytokines dans la pathogenése de la cachexie associée au cancer
ayant été décrite dans le Chapitre |, nous nous intéresserons essentiellement ici, a leur role

dans le muscle squelettique en conditions d’atrophie.

A. Le tumor necrosis factor (TNF)-a

De multiples études se sont intéressées aux effets directs du TNF-a sur le muscle
squelettique. Le traitement aigu de rats avec du TNF-a recombinant stimulait la dégradation
protéique (Flores et al., 1989; Goodman, 1991; Garcia-Martinez et al., 1993b; Llovera et al.,
1993), et diminuait la synthése protéique dans le muscle (Garcia-Martinez et al., 1993b).
L’administration intraveineuse aigué de TNF-a recombinant était responsable d’une
augmentation temps-dépendante du taux de protéines conjuguées a I’'Ub (Garcia-Martinez
et al., 1993a), et de I'expression du transcrit de I'Ub (Garcia-Martinez et al., 1994), dans le
muscle squelettique de rat. Au cours d’une étude similaire, I'administration intraveineuse de
TNF-a recombinant doublait I'expression du transcrit de I’'Ub (Llovera et al., 1997; Llovera et
al., 1998a). Il a également été montré que des cellules C2C12 ainsi que des cultures
primaires de muscle squelettique de rat, traitées avec du TNF-a, présentaient une
augmentation de la conjugaison des protéines a I'Ub (Li et al., 1998; Li et al., 2003). Cette
augmentation de I'activité de conjugaison se faisait par I'intermédiaire d’'une augmentation

de I'activité d’une E2 appelée UbcH2/E2,0kpa (Li et al., 2003). Des cellules C2C12, ainsi que
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des cultures primaires de muscle squelettique de rat, traitées avec du TNF-a présentaient
une réduction temps- et dose-dépendante de la teneur totale en protéines et une
diminution du contenu en chaines lourdes de myosine rapide (Li et al., 1998; Li & Reid,
2000).

Cette réduction de la protéosynthése a été attribuée a une diminution de la
phosphorylation de 4E-BP1, conduisant a une augmentation de la liaison a elF4E, et a une
réduction de la quantité d’elF4E associé avec le facteur d’initiation de la traduction 4 gamma
(elFAG pour eukaryotic translation initiation factor 4 gamma) (Lang et al., 2002). Il a
également été mis en évidence que le TNF-a induisait la liaison du facteur de transcription
NF-kB sur sa séquence cible de I'ADN, et stimulait la phosphorylation et la dégradation
protéasomale de IkBa (Li et al., 1998). D’autres études ont montré que le TNF-a stimulait
I’activation et la translocation nucléaire de NF-kB dans les cellules musculaires squelettiques
(Guttridge et al., 2000; Li & Reid, 2000; Langen et al., 2001). Il est également a noter que la
voie de signalisation TNF-a/NF-kB peut étre régulée par les espéces réactives de I'oxygene
(ou ROS pour reactive oxygen species) endogenes (Li et al., 1998). TNF-a inhibe Ia
myogeneése in vitro par un mécanisme au cours duquel I'activation de NF-kB conduit a la
dégradation du transcrit de MyoD (Guttridge et al., 2000). La présence de TNF-a promeut
I'atrophie des myotubes en culture, résultant de I'induction de I'expression des transcrits de
MuRF1 et de MAFbx/atrogin-1, qui vont étre a l'origine de la dégradation des protéines
myofibrillaires par le systéme ubiquitine-protéasome (Li et al., 2005; Frost et al., 2007;
Moylan et al., 2008). Il a également été mis en évidence que la perte de protéines
musculaires induite par le TNF-a se fait par I'intermédiaire du récepteur 1 au TNF-a (TNFR1)

(Llovera et al., 1998b; Llovera et al., 1998c).

B. L’interleukine-6

L'administration intraveineuse aigué d’IL-6 chez des rats, était responsable d’une
augmentation de la dégradation des protéines totales et myofibrillaires dans le muscle
squelettigue (Goodman, 1994). La surexpression systémique d’IL-6 dans le muscle
squelettique de souris provoquait une diminution du poids de corps et une atrophie
musculaire (Franckhauser et al.,, 2008; Baltgalvis et al., 2009). Néanmoins, une étude a

montré que la surexpression systémique d’IL-6 n’avait aucun effet sur la masse corporelle et
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sur le poids du muscle gastrocnemius de souris (Baltgalvis et al., 2008). Cette absence d’effet
pourrait étre expliquée par la faible quantité d’IL-6 injectée.

In vitro, I'administration d’IL-6 a des myotubes C2C12 entrainait une diminution de la
demi-vie des protéines a longue durée de vie, par une augmentation de l|'activité du
protéasome 26S et des cathepsines B et L (Ebisui et al., 1995). Chez des souris transgéniques
surexprimant I'IL-6, I'atrophie musculaire observée était associée a une augmentation de
I’expression des transcrits de la cathepsine B et de la cathepsine L, ainsi que de I'Ub
(Tsujinaka et al., 1995; Tsujinaka et al., 1996). Néanmoins, contrairement au TNF-a, I'IL-6 ne
produisait aucun changement dans I'expression de I'Ub, quand elle était administrée par
voie intraveineuse a des rats (Llovera et al., 1998a).

L'administration ciblée d’IL-6 sur le muscle de souris pendant quatorze jours ne
modifiait pas I'expression des transcrits de MuRF1 et de MAFbx/atrogin-1 (Haddad et al.,
2005). Néanmoins, une étude utilisant les mémes conditions, a montré une augmentation
de I'expression du transcrit de MAFbx/atrogin-1 (Bodell et al., 2009). Chez des souris

cachectiques Apc™™*

surexprimant I'lL-6, il a été observé une augmentation marquée de
I’expression du transcrit et de la protéine MAFbx/atrogin-1 (Baltgalvis et al., 2009). Chez ce
méme modeéle murin, il a également été mis en évidence une réduction de I'expression du
transcrit d’IGF-1, ainsi qu’une diminution de la phosphorylation de mTOR, de 4E-BP1 et de
p705‘Sk (White et al., 2013). In vitro, des myotubes C2C12 traités avec de I'IL-6, présentaient
une diminution de I'état de phosphorylation des protéines mTOR, 4E-BP1, et du facteur de
transcription FoxO3a, ainsi qu’une augmentation de I'expression protéique de
MAFbx/atrogin-1, et une réduction de I’expression protéique des chaines lourdes de

myosine (White et al., 2013). Cette étude montrait enfin qu’une cible importante d’IL-6 dans

les cellules musculaires était mTOR (White et al., 2013).

C. L’interleukine-1f

L'administration intraveineuse aigué d’IL-1B chez des rats est responsable d’une
augmentation de I'expression du transcrit de I’'Ub dans le muscle squelettique (Llovera et al.,

1998a).
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Figure 33 : Le géne de la Mstn.
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(Jiao et al., 2011)
(Sharma et al., 1999)
(Sharma et al., 1999)

(Jiao et al., 2011)

(Manickam et al., 2008)
(Ji et al., 1998)

(Taketa et al., 2008)

(Kambadur et al., 1997)
(McPherron et al., 1997)
(Ji et al., 1998)
(Sharma et al., 1999)

(Mitchell et al., 2006)
(Jiao et al., 2011)

(Jiao et al., 2011)
(Lyons et al., 2010)

(Jiao et al., 2011)
(McPherron et al., 1997)
(Manickam et al., 2008)

Tableau 5 : Tissu/site d’expression du transcrit de la Mstn, en fonction de I'espéce.
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D. L'interféron-y

Tout comme le TNF-a et I'IL-1B, I'administration intraveineuse aigué d’IFN-y chez des
rats était responsable d’une augmentation de |’expression du transcrit de I'Ub dans le
muscle squelettique (Llovera et al., 1998a). Des myotubes et des muscles de souris traitées
avec du TNF-a en combinaison avec de I'IFN-y, présentaient une diminution significative de
I'expression des chaines lourdes de myosine, indiquant que ces deux cytokines sont
complémentaires pour l'initiation de la protéolyse musculaire (Acharyya et al., 2004). De
plus, la combinaison du TNF-a avec I'IFN-y, était responsable in vitro et in vivo d’une
diminution de I'expression de MyoD (Guttridge et al., 2000).

Bien que I'IFN-y puisse jouer un role synergique avec d’autres cytokines comme le
TNF-a, afin de créer un environnement propice a la protéolyse musculaire observée lors de
la cachexie associée au cancer, les données actuellement disponibles ne permettent pas de

lui attribuer un réle important dans ce phénomene.

A. Généralités

La myostatine (Mstn), également appelée growth and differentiation factor-8 (GDF-8)
est une protéine de 376 acides aminés, appartenant a la superfamille des transforming
growth factor-B (TGF-B) (McPherron et al., 1997) (Figure 33). Son inactivation naturelle ou
expérimentale provoque une augmentation de la masse musculaire des animaux
(McPherron et al., 1997), faisant de cette protéine un régulateur négatif de la masse
musculaire. L'expression de la Mstn est essentiellement restreinte au muscle squelettique
(Kambadur et al.,, 1997; McPherron et al., 1997; Ji et al., 1998; Sharma et al., 1999).
Néanmoins, des transcrits de Mstn ont également été détectés en plus faible quantité dans
divers tissus (Tableau 5). Plus récemment, la Mstn a été détectée dans les cellules de
I'adénocarcinome du célon C26 (Lokireddy et al.,, 2012a). La séquence de la Mstn est
fortement conservée entre les espéces (rat, souris, poisson-zébre, poule, dinde, porc et
homme) (McPherron et al., 1997). Des mutations naturelles associées a une perte de
fonction de la Mstn et a une hypertrophie musculaire, ont été décrites chez les bovins
(Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997; McPherron & Lee, 1997), la souris (Szabo et al.,
1998), 'homme (Schuelke et al., 2004), le mouton Texel (Clop et al., 2006), et le |évrier
Whippet (Mosher et al., 2007) (Figure 2).
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Figure 34 : Etapes d’activation de la Mstn.

Le précurseur de la myostatine (pré-Mstn) est composé d'un peptide signal (PS), d’'un domaine
propeptide N-terminal et d’'un domaine C-terminal. Un premier clivage protéolytique (fleche grise)
élimine le PS (24 acides aminés). Puis un second clivage (fleche verte), réalisé par une protéase de
type furine, a lieu au niveau du site RSRR (arginine-sérine-arginine-arginine). Suite a ce clivage, le
propetide et le dimere inactif de domaine C-terminal sont générés, mais restent liés de maniére non-
covalente sous la forme d’un complexe latent. Enfin, un dernier clivage protéolytique (fleche bleue),
par une BMP-1/Tolloid métalloprotéase, produit le dimeére actif de la Mstn et le propeptide.

Propeptide

Follistating =i
sActRIIB

Figure 35 : Représentation schématique de la voie de signalisation de la Mstn.

140



Chapitre Il : Mécanismes moléculaires mis en jeu dans la cachexie associée au cancer

Comme les autres membres de la famille TGF-B, la Mstn est synthétisée sous forme
d’'une protéine précurseur, qui subit deux clivages protéolytiques afin de générer un
fragment N-terminal, le propeptide, et un fragment C-terminal (McPherron et al., 1997). La
dimérisation du fragment C-terminal par un pont disulfure conduit a la formation d’un
dimere actif (McPherron et al., 1997) (Figure 34). La Mstn active se fixe avec une grande
affinité sur les récepteurs a l'activine IIB (ActRIIB), et avec une moindre affinité sur les
récepteurs de I'activine a type IIA (ActRIIA) (Lee & McPherron, 2001; Rebbapragada et al.,
2003) (Figure 35). La liaison de la Mstn au récepteur ActRIIB entraine la phosphorylation et
I'activation d’un récepteur de type | activin-like kinase (ALK, de type 4 ou 5) (Rebbapragada
et al., 2003) (Figure 35). Le récepteur activé entraine la phosphorylation des protéines Smad,
Smad2 et Smad3 (Langley et al., 2002; Rebbapragada et al., 2003; Zhu et al., 2004) (Figure
35). A I'état phosphorylé, ces protéines interagissent avec Smad4 (Zhu et al., 2004) (Figure
35). Le complexe Smad2/3/4 transcriptionnellement actif subit une translocation vers le
noyau, ou il régule I'expression de géenes cibles, tels que MyoD, myogénine et Myf-5 (Langley
et al., 2002; Rios et al., 2002; Joulia et al., 2003; Durieux et al., 2007) (Figure 35). A I'heure
actuelle, peu de genes cibles de la Mstn ont été identifiés. De nombreuses protéines sont

capables d’interagir avec la Mstn et d’inhiber son activité (Tableau 6, ci-apres).

B. La myostatine et le contréle de la masse musculaire

L'inactivation du géne de la Mstn chez la souris, conduit a un phénotype
« hypermusclé » caractérisé par une hypertrophie et une hyperplasie des fibres musculaires
(McPherron et al., 1997). Fait intéressant, l'action de ce facteur de croissance n'est pas
uniguement limitée a la période embryonnaire, puisque la myostatine régule la croissance et
la taille des muscles chez I'adulte. En effet, I'invalidation post-natale du géne de la Mstn ou
I'injection de différents inhibiteurs de la Mstn conduisent également a une hypertrophie de
la masse musculaire (Grobet et al., 2003; Whittemore et al., 2003; Wolfman et al., 2003; Lee
et al., 2005). A contrario, l'injection de cellules CHO surexprimant la Mstn provoquait chez
des souris, une diminution tres rapide (15 jours) et massive du poids de corps,
principalement due a une perte musculaire marquée (-35 a 50%), conduisant dans certains
cas a la mort des animaux (Zimmers et al., 2002). De plus, la surexpression du gene de la

Mstn dans le muscle squelettique au cours du développement embryonnaire ou
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Protéine Référence

Décorine (Miura et al., 2006)
Follistatine (Lee & McPherron, 2001; Zimmers et al., 2002; Amthor et al., 2004)
FLRG (Hill et al., 2002; Lee, 2007)
GASP-1 (Hill et al., 2003; Monestier et al., 2012; Lee & Lee, 2013)
GASP-2 (Kondas et al., 2008; Szlama et al., 2010; Lee & Lee, 2013)
hSGT (Wang et al., 2003a)
Laminine (Yasaka et al., 2013)
Propeptide (Lee & McPherron, 2001; Thies et al., 2001; Pirottin et al., 2005)
Titin-cap (Nicholas et al., 2002)

Tableau 6 : Protéines interagissant avec la Mstn et inhibant son activité.
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Figure 36 : Modele proposé de I'action de la myostatine pendant la croissance et la différenciation
musculaire.
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I’électrotransfert du géne de la Mstn dans le muscle tibialis anterior de rat adulte, entrainait
une atrophie musculaire sévére (Reisz-Porszasz et al., 2003; Durieux et al., 2007).

Un certain nombre d’étude a mis en évidence que la surexpression de la Mstn ou
I’'administration de Mstn recombinante induit I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 de
myoblastes en culture (myoblastes primaires bovins, cellules satellites murines, myoblastes
de la lignée C2C12), et inhibe la prolifération et la différenciation (Thomas et al., 2000; Rios
et al., 2001; Taylor et al., 2001; Langley et al., 2002; Rios et al., 2002; Joulia et al., 2003;
McCroskery et al., 2003), en inhibant probablement les facteurs de régulation majeurs de la
myogenese, MyoD, Pax3 et Pax7 (Amthor et al., 2002; Langley et al., 2002; Amthor et al.,
2004; Amthor et al., 2006; McFarlane et al., 2008) (Figure 36). La déficience ou le blocage de
la Mstn, permet I'activation et le renouvellement des cellules satellites, dans le muscle sain
et le muscle atrophié (McCroskery et al., 2003; Zhou et al., 2010), suggérant un réle de la
Mstn. L’ensemble de ces actions explique pourquoi les animaux déficients pour le géne de la
Mstn présentent un phénotype « hypermusclé ». Chez l'individu adulte, la Mstn agit enfin
comme un régulateur négatif de la voie PI3K/Akt/mTOR (Amirouche et al., 2009; Morissette
et al., 2009; Lipina et al., 2010). Ceci a également été montré in vitro (Morissette et al.,
2009; Trendelenburg et al., 2009; Lokireddy et al., 2011b; Rodriguez et al., 2011). De plus, il
a été mis en évidence que la Mstn augmentait I'expression des transcrits de MuRF1 et de
MAFbx/atrogin-1 in vitro, par I'intermédiaire des facteurs de transcription FoxO (McFarlane
et al.,, 2006; Lokireddy et al.,, 2011b). L'administration de dexaméthasone, un agent
atrophiant, provoquant une augmentation de |'expression des transcrits de MuRF1, de
MAFbx/atrogin-1 et de FoxO3a chez des souris sauvages, n’avait aucun effet sur I'expression
de ces transcrits chez des souris déficientes pour le géne de la Mstn (Mstn'/') (Gilson et al.,
2007). Enfin, la Mstn est également capable d’induire I'autophagie in vitro (Lee et al., 2011).

L'expression de la Mstn est augmentée dans de nombreuses conditions menant a
I'atrophie musculaire (Tableau 7, ci-aprés). Une augmentation de son expression pourrait
constituer une signature moléculaire de I'atrophie musculaire. Enfin, l'inhibition de la
I‘activité de la Mstn peut augmenter la masse musculaire chez le sujet sain (Attie et al.,

2013), ainsi que dans différents modeles de maladies associées a une fonte musculaire,
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Accident vasculaire cérébral Homme (Ryan et al., 2011)

(Plant et al., 2010)
(Hayot et al., 2011)

Immobilisation prolongée Homme (Reardon et al., 2001)

(George et al., 2010)
(Gruson et al., 2011)

SIDA Homme (Gonzalez-Cadavid et al., 1998)
(Yarasheski et al., 2002)

BPCO Homme

Insuffisance cardiaque Homme

Vieillissement Homme (McKay et al,, 2012)
Administration de Rat (Ma et al., 2003)

glucocorticoides Souris (Gilson et al., 2007)
Diabete de type | Souris (Jeonget al., 2013)
Hypoxie Rat (Hayot et al., 2011)
Jeline alimentaire Souris (Allen et al., 2010a)

Insuffisance rénale Souris (Cheung et al, 2008
(Zhang et al., 2011)

Stress quotidien aigu Souris (Allen et al., 2010b)

Tableau 7: Augmentation de I'expression de Mstn dans diverses conditions conduisant a une
atrophie musculaire.
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incluant la sclérose latérale amyotrophique (Holzbaur et al., 2006), les dystrophies
musculaires (Bogdanovich et al., 2002; Bogdanovich et al., 2005; Wagner et al., 2005;
Morine et al., 2010; Pistilli et al., 2011), et la sarcopénie (Murphy et al., 2010a; Arounleut et
al., 2013; Chiu et al., 2013).

C. Implication de la Mstn dans la cachexie associée au cancer

La Mstn est un acteur important de 'atrophie musculaire observée au cours de la
cachexie associée au cancer. En effet, il a été observé une augmentation de I'expression de
la Mstn (Costelli et al.,, 2008; Liu et al., 2008; Bonetto et al., 2009; Zhou et al., 2010;
Busquets et al., 2012b; Padrao et al., 2013), ainsi que de la forme phosphorylée de Smad2
(Zhou et al., 2010), et de Smad3 (Padrao et al., 2013), dans le muscle de souris cachectiques.
Il a également été rapporté une augmentation de I'expression du transcrit d’ActRIIB
(Busquets et al., 2012a), ainsi qu’une diminution de FLST288 et de FLST315, des isoformes de
la follistatine, un inhibiteur endogene de la Mstn (Busquets et al., 2012a). De plus,
I'administration d'un récepteur soluble leurre du ActRIIB (sActRIIB) ou d’un anticorps anti-
Mstn protégeait les souris d’'une atrophie musculaire, ceci conduisant a une amélioration
marquée de la masse et de la fonction musculaire chez les animaux cachectiques (Benny
Klimek et al., 2010; Zhou et al., 2010; Murphy et al., 2011a; Busquets et al., 2012b) (Tableau
8, ci-aprés). Il a également été mis en évidence un prolongement de la durée de vie de souris
porteuses de tumeurs (Zhou et al., 2010). Dans cette derniére étude, Xiaolan Zhou et al. ont
administré le sActRIIB a des souris cachectiques C26, a des souris transplantées avec des
cellules du carcinome de I'ovaire TOV-21G, a des souris transplantées avec des cellules du
mélanome G361, ainsi qu’a des souris déficientes pour le géne de linhibine-a qui
développent spontanément des tumeurs gonadiques et une cachexie marquée (Matzuk et
al., 1994). Dans chaque cas, le blocage de la Mstn et/ou de la signalisation de l'activine
prévenait I'atrophie musculaire voire augmentait la masse musculaire (Zhou et al., 2010).
Enfin, il est a souligner que le sécrétome des cellules de I'adénocarcinome du c6lon C26 a
été caractérisé, et il a été observé que ces cellules sécrétaient abondamment la Mstn

(Lokireddy et al., 2012a).
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Modele Inhibiteur Principaux effets Référence

- Prévention de la perte de masse
musculaire voire gain
SActRIIB - Prévention de la perte de force (zhou et al., 2010)
musculaire voire gain
- Prolongement de la durée de vie

Souris
cachectiques C26

- Prévention de la perte de masse

Souris musculaire (Benny Klimek et al.,
i sActRIIB , .
cachectiques C26 - Prévention de la perte de force 2010)
musculaire

(Benny Klimek et al.,

Souris Anticorps - Prévention de la perte de fonction
ur 1Sl vent! B ' 2010; Murphy et dl.,

cachectiques LLC anti-Mstn musculaire

2011a)
Souris SACERIIB - Amélioration de la masse musculaire (Busquets et al.,
cachectiques LLC - Prévention de I'activité physique 2012b)
- Prévention de la perte de masse
Souris déficientes musculaire voire gain
pour le géne de SActRIIB - Prévention de la perte de force (Zhou et al., 2010)
I'inhibine-a musculaire voire gain

- Prolongement de la durée de vie

Tableau 8 : Principaux effets obtenus au cours d’études ayant utilisé I'inhibition de la myostatine
comme stratégie thérapeutique, au cours de la cachexie associée au cancer.
[modifié d’apres (Han et al., 2013)].
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Ces données soulignent clairement I'importance de la voie de signalisation de la Mstn
dans la régulation de I'homéostasie musculaire, et également de son implication dans la
pathogenese de la fonte musculaire en cas de cancer. Le nombre grandissant de données
pré-cliniques obtenues sur les animaux, suggére fortement les effets bénéfiques de

I’'antagonisme de cette signalisation dans les maladies humaines.

A. Généralités

La cytokine TWEAK, connue aussi sous le nom TNFSF12, est une protéine
membranaire, de la superfamille TNF (Chicheportiche et al., 1997). Elle fut nommée TWEAK
car elle posséde une activité pro-apoptotique (Chicheportiche et al., 1997). TWEAK est une
cytokine multifonctionnelle puisqu’elle régule notamment la prolifération, la migration, la
différenciation, la survie et la mort cellulaires, ainsi que I'angiogenese et I'inflammation
(Winkles, 2008). Elle est initialement synthétisée sous la forme d’une protéine de 249 acides
aminés, puis est activée par la protéolyse de son domaine C-terminal (Chicheportiche et al.,
1997). Enfin, le produit restant de 156 acides aminés fonctionne comme une cytokine
soluble (Chicheportiche et al., 1997). Son récepteur, appelé protein fibroblast growth factor-
inducible 14 (Fn14), a été cloné en 2001 (Wiley et al., 2001), mais sa découverte est
antérieure (Meighan-Mantha et al., 1999; Feng et al., 2000). Cest une protéine
transmembranaire, qui une fois activée par protéolyse, devient un récepteur membranaire
(Meighan-Mantha et al., 1999; Feng et al., 2000; Wiley et al., 2001). La portion
cytoplasmique du récepteur Fn14 présente des motifs d’accrochage pour les TNF receptor-
associated factor (TRAF) 1, 2, 3 et 5 (Wiley et al., 2001; Brown et al., 2003; Han et al., 2003).

L'accrochage de TWEAK a Fn14 (Marsters et al., 1998; Harada et al., 2002; Han et al.,
2003), conduit au recrutement de TRAF2 et/ou TRAF5 par l'intermédiaire des motifs
d’accrochage cytoplasmique de Fn14 (Harada et al., 2002; Han et al., 2003; Saitoh et al.,
2003). Un complexe formé de TRAF2 et de cellular inhibitor of apoptosis protein 1 (clAP1) se
lie notamment a Fn14 (Vince et al., 2008), et conduit a I'activation de protéines signalétiques
comme NF-kB inducing kinase (NIK), TAK1 ou TRAF6 (Winkles, 2008; Paul et al., 2012). Enfin,
en aval, la voie de signalisation TWEAK-Fn14 active en particulier la voie NF-kB (Marsters et
al., 1998; Brown et al., 2003; Han et al., 2003; Dogra et al., 2007; Winkles, 2008) (Figure 37,

ci-apres).
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Figure 37 : Représentation schématique de la voie de signalisation TWEAK/Fn14.
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B. TWEAK-Fn14 dans le muscle squelettique

In vitro, l'incubation de myotubes C2C12 avec TWEAK provoque une atrophie
musculaire marquée par une diminution du contenu total en protéines, et une diminution du
taux de chaines lourdes de myosine rapides (Dogra et al., 2007; Bhatnagar et al., 2012). De
plus, I'incubation avec TWEAK provoque une augmentation de l'ubiquitination des chaines
lourdes de myosine rapides (Dogra et al.,, 2007; Bhatnagar et al., 2012), ainsi qu’une
augmentation de I'expression des transcrits de MuRF1 et de MAFbx/atrogin-1 (Dogra et al.,
2007), une augmentation de |'activité de NF-kB (Dogra et al., 2007), une augmentation de
I'expression de composants majeurs du systeme autophagie-lysosome (Bhatnagar et al.,
2012), et de I'activité de la caspase-3 (Bhatnagar et al., 2012). Il a également été montré que
TWEAK inhibait la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR, in vitro (Dogra et al., 2007).

In vivo, l'injection de TWEAK soluble a des souris provoque une perte de masse
musculaire importante, une augmentation de l'ubiquitination des chaines lourdes de
myosine rapides, ainsi qu’une augmentation de I'activité de NF-kB (Dogra et al., 2007). De
plus, des souris surexprimant TWEAK dans le muscle présentent un poids corporel plus faible
comparées a des souris sauvages (Dogra et al., 2007), ainsi qu’une diminution de la masse
musculaire (Dogra et al., 2007; Mittal et al., 2010), une réduction du contenu en chaines
lourdes de myosine (Mittal et al., 2010), et une augmentation des voies de signalisation
ubiquitine-protéasome et NF-kB (Dogra et al., 2007; Mittal et al., 2010). Au contraire, des
souris déficientes pour le gene TWEAK (TWEAK-KO), présentent une hypertrophie des fibres
musculaires (Mittal et al., 2010).

Dans différents modéles d’atrophie, il a été montré une augmentation de
I'expression de Fn14 dans le muscle, mais aucun changement de I'expression de TWEAK
(Mittal et al., 2010). Au cours d’un protocole de dénervation chez la souris, la surexpression
de TWEAK stimulait la perte de masse musculaire induite, alors que chez les souris TWEAK-
KO, I'atrophie musculaire était réduite (Mittal et al., 2010). Il a également été observé dans
le muscle dénervé que TWEAK régulait I'activité de NF-kB et de MuRF1, mais n’avait aucun
effet sur le systeme autophagie-lysosome (Mittal et al., 2010). Récemment, il a été mis en
évidence une augmentation de I'expression des transcrits de MuRF1 et de MAFbx/atrogin-1,
ainsi que de TWEAK et de Fn14, dans des biopsies musculaires de patients gravement br(ilés

(Merritt et al., 2013).
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Les sphingolipides, et plus particulierement le céramide, la sphingosine et la sphingosine-1-
phosphate (S1P), sont apparus ces derniéres années comme des messagers primordiaux impliqués
dans divers processus biologiques, et notamment la réponse cellulaire au stress, l'induction de
I'apoptose, la différenciation et la régulation de la croissance cellulaire (Futerman & Hannun, 2004).
Ce sont des molécules ubiquitaires présentes chez les cellules eucaryotes (Karlsson, 1970). Les
sphingolipides ont été décrits pour la premiére fois en 1884 sous le nom de « sphingoid /
sphingosin » par J. W. L. Thudichum (Thudichum, 1884), qui a utilisé le préfixe sphingo- en référence
aux énigmes que le Sphinx posait aux voyageurs. C'est en 1947 que le terme de sphingolipide fut
introduit par Herbert Carter (Carter et al., 1947).

Ces lipides présentent une base sphingoide commune, la sphingosine (Thudichum, 1882).
Lorsque la sphingosine est liée a un acide gras par une liaison amide, on obtient alors une
sphingosine N-acylée, communément appelée céramide. L’acide gras constitutif de ce céramide est
une longue chaine carbonée qui contient généralement de 16 a 26 atomes de carbone (Chester,
1998). Néanmoins, selon les tissus, la longueur de la chaine carbonée peut varier de 12 a 36 atomes
de carbone (Mizutani et al., 2005; Masukawa et al., 2008; Sassa et al., 2013). L’acide gras et la
sphingosine constituent la queue apolaire des sphingolipides (Futerman & Hannun, 2004). La téte
polaire va définir en fonction de sa composition deux types de sphingolipides : les
glycosphingolipides si la téte est un glucide, et les sphingophospholipides si un groupement
phosphate est lié a I’alcool.

Les sphingolipides sont formés par deux voies différentes : la voie de synthése de novo et la
« voie de recyclage ».

La synthése de novo (Figure 38, ci-apres) commence par la condensation de la sérine et du palmitoyl-
CoA, catalysée par la sérine palmitoyltransférase (Mandon et al., 1992). Le produit, la 3-
cétosphinganine est réduit en sphinganine par la 3-cétosphinganine réductase (Merrill & Wang,
1986). La sphinganine par l'intermédiaire de la dihydrocéramide synthase (connue aussi sous le nom
de Lass ou CerS), géneére le dihydrocéramide (Merrill & Wang, 1986). Enfin, le céramide est formé a
partir du dihydrocéramide, par l'insertion d’une double liaison cis 4-5, par la dihydrocéramide
désaturase (Rother et al., 1992). Les céramides s'accumulent sur la face cytosolique du réticulum
endoplasmique (Mandon et al., 1992), ou ils peuvent étre réorientés vers d'autres compartiments
subcellulaires (translocation a la membrane plasmique, ou transit intra-golgien notamment) et étre
utilisés comme précurseurs dans la synthese de sphingolipides complexes comme les
glycosphingolipides (Coste et al., 1986), ou la sphingomyéline (Futerman et al., 1990).

La « voie de recyclage » (Figure 38, ci-apres), quant a elle, débute par la dégradation de la
sphingomyéline en céramide par les sphyngomyélinases membranaires (Gault et al., 2010). Le
céramide est hydrolysé par les céramidases (N-acylsphingosine déacylases) pour donner la
sphingosine, dans les lysosomes/endosomes tardifs (Xu et al., 2006; Gault et al., 2010). Ce produit
est phosphorylé par les sphingosines kinases et donne la S1P. Un flux inverse peut générer a nouveau
le céramide a partir de la sphingosine, grace a la céramide synthase, aprés déphosphorylation de la
S1P par la sphingosine-1-phosphatase (Johnson et al., 2003; Gault et al., 2010). La contribution de
cette voie dans la biosynthése des sphingolipides est estimée a 50 a 90% (Gillard et al., 1998)

Boite 1 : Généralités sur les sphingolipides.
La structure des principaux sphingolipides impliqués dans la voie de « voie de recyclage » et la voie
de synthése de novo est indiquée en Figure 39 (ci-apres).
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C. Implication de TWEAK dans la cachexie associée au cancer

Chez des rats cachectiques, une augmentation de I'expression sérique et de
I’expression protéique de TWEAK, a été décrite dans le muscle gastrocnemius (Padrao et al.,
2013).

Bien que la voie TWEAK-Fn14 semble jouer un role prépondérant dans différentes
conditions d’atrophie, il n’existe pour le moment qu’une seule étude démontrant une
augmentation de son expression lors de la cachexie associée au cancer. Son implication

fonctionnelle reste donc a déterminer dans la cachexie associée au cancer.

A. Généralités

D’un point de vue structural, les céramides sont les sphingolipides (Boite 1) les plus
simples, puisqu’ils résultent de la condensation de la sphingosine et d’un acide gras. lls
different simplement par la nature de leur acide gras (nombre d’atomes de carbone, nombre
d’insaturations) (Chester, 1998). lls sont synthétisés a partir de la voie de novo ou de la
« voie de recyclage » de la sphingosine, ou par I’hydrolyse de sphingolipides complexes par
les sphingomyélinases (Figure 38, ci-apres). lls possedent donc un réle central au carrefour
des différentes voies métaboliques, comme précurseur de sphingolipides complexes
indispensables, et comme molécule clé dans la signalisation (Hannun & Obeid, 2002).

En plus de ce réle d’intermédiaire métabolique, les céramides sont d’importants
seconds messagers impliqués dans de nombreux processus biologiques tels que I'induction
de l'apoptose, la différenciation, I'inhibition de la prolifération et la régulation du processus
inflammatoire (Mathias et al., 1998). En particulier, il a été montré que la synthése de
céramides était stimulée par des cytokines, telles que le TNF-a chez des cellules pro-
myéloides HL-60 ou dans un systeme acellulaire (Kim et al., 1991; Dressler et al., 1992), I'lL-
1B chez des cellules lymphomateuses T (EL4) ou dans un systéme acellulaire (Mathias et al.,
1993), et I'lFN-y chez des cellules pro-myéloides HL-60 (Kim et al., 1991). Il a également été
observé que les céramides entrainaient la dégradation de IkB (Machleidt et al., 1994), et la
translocation au noyau de NF-kB (Yang et al., 1993; Machleidt et al., 1994). L’action des
céramides sur NF-kB est notamment régulée par la protéine kinase C { (PKC {) (Lozano et al.,
1994). Les céramides sont également capables de générer des ROS et d’induire un stress

oxydatif (Garcia-Ruiz et al., 1997; Quillet-Mary et al., 1997; Corda et al., 2001). Enfin, les
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Figure 38 : Voies de synthese des sphingolipides
Les céramides sont formés a partir de la sphingomyéline (bleu) et du céramide-1-phosphate (vert),
ainsi qu’au cours de la « voie de recyclage » (orange) et de la voie de synthése de novo (violet).

Cette synthese peut étre bloquée par des inhibiteurs

S

comme le fumonisine ou la myriocine.
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céramides sont impliqués dans le controle de I'autophagie (Daido et al., 2004; Scarlatti et al.,

2004).

B. Les céramides dans le muscle squelettique

In vitro, les céramides ont des propriétés anti-myogéniques puisqu’ils limitent la
différenciation de lignées myogéniques et de cellules satellites (Meadows et al., 2000;
Mebarek et al., 2007). Les céramides agissent sur la croissance des myotubes en bloquant la
synthése protéique, via l'inhibition du transport d'acides aminés et I'inhibition de la voie de
synthése PI3K/Akt/mTOR (Hyde et al., 2005). L’administration de céramides sur des
myotubes en culture provoque une atrophie musculaire (De Larichaudy et al., 2012). Chez
des myotubes L6 et C2C12, les céramides sont également responsables d’'une diminution du
contenu en chaines lourdes de myosine (De Larichaudy et al., 2012). Les céramides sont
responsables d’une inhibition de |'expression et de l'activité de lisoforme 1 de la
phospholipase D (PLD) (Mebarek et al., 2007). La PLD active la différenciation myogénique,
ainsi que la voie PI3K/Akt/mTOR (Jaafar et al., 2011; Jaafar et al., 2013) (Figure 40, ci-apres).
Enfin, il a été montré que I'exposition directe de myotubes matures C2C12 a des céramides,
provoquait une augmentation du stress oxydatif, due a une augmentation de la formation de
ROS (Ferreira et al., 2010).

La grande majorité (environ 75%) des céramides est constituée d’un acide palmitique
(16 atomes de carbone et aucune double liaison), d’'un acide stéarique (18 atomes de
carbone et aucune double liaison), ou d’un acide oléique (18 atomes de carbone et une
double liaison) (Dobrzyn & Gorski, 2002). La teneur du muscle in vivo en céramides a été
étudiée des le début des années 1990. Il a notamment été mis en évidence une hausse des
taux de céramides chez des rats Zucker obeéses, ainsi que chez des rats Sprague-Dawley
ayant subi une dénervation (Turinsky et al., 1990), ou une période de jeline alimentaire
(Turinsky et al., 1991). Il a également été observé que le taux de céramides dans les muscles

était fortement réduit par I'exercice prolongé chez le rat (Dobrzyn & Gorski, 2002).
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Figure 39 : Structures des principaux sphingolipides impliqués dans la voie de « voie de recyclage » et
la voie de synthese de novo.
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Figure 40 : Modele proposé de I'implication des céramides sur la voie PI3K/Akt/mTOR.

Suite a des stimuli (TNF-a par exemple), des céramides sont produits. Les céramides régulent
négativement la phospholipase D1 (PLD1), qui est connue pour activer mTORC1 et mTORC2.
L’activation de mTORC1 conduit a I'activation de la protéine p70S6k, impliquée dans la synthese
protéique. L’activation de mTORC2 conduit a I'activation d’Akt, impliquée dans la synthese et la
dégradation protéique.
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C. Implication des céramides dans la cachexie associée au cancer

A I'heure actuelle, une seule étude s’est intéressée au role des céramides dans la
cachexie associée au cancer. Chez des souris cachectiques C26, il était décrit une
augmentation de 53% du taux de céramides dans le muscle (De Larichaudy et al., 2012).
Chez ce méme modele animal, I'ajout de la myriocine, un inhibiteur de la sérine
palmitoyltransférase, protégeait de I'atrophie musculaire (De Larichaudy et al., 2012). De
plus, en présence de myriocine, il était observé une diminution de I'expression des transcrits

de MAFbx/atrogin-1 et de FoxO3 (De Larichaudy et al., 2012).

Bien qu’il existe peu de données sur I'implication des sphingolipides, et en particulier
des céramides dans la cachexie associée au cancer, la récente étude de Jeoffrey De
Larichaudy et ses collaborateurs (De Larichaudy et al., 2012), a mis en évidence un role
majeur des céramides dans la pathogenése de I'atrophie musculaire. Néanmoins, d’autres
études sont nécessaires pour confirmer ces résultats et définir le role exact des céramides
dans la cachexie associée au cancer. Dans I'étude menée par Suman K. Das et son équipe
(Das et al., 2011), la prévention de la perte de tissu adipeux et de tissu musculaire observée
chez des souris Atgl'/' ou Hsl”" lors de la cachexie associée au cancer, pourrait étre due a une

diminution de la production intracellulaire de céramides chez la souris.
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En résumé, différents processus moléculaires sont mis en jeu lors de la perte de
masse musculaire observée au cours de la cachexie associée au cancer. D’aprés cette revue
de littérature, le systéme protéolytique autophagie-lysosome et surtout le systeme
protéolytique ubiquitine-protéasome sont les principaux contributeurs menant a la fonte
musculaire. La voie PI3K/Akt/mTOR est généralement inhibée, contribuant a cette perte de
masse musculaire. Toutefois, certaines études ont montré la mise en place d’'un processus
compensatoire afin de lutter contre cette atrophie, par une activation de la voie
PI3K/Akt/mTOR. Un rdle des calpaines et de 'apoptose n’est pas a exclure, mais davantage
de travaux expérimentaux sont nécessaires pour évaluer leurs implications. De plus, la
balance entre anabolisme et catabolisme est aussi régulée par I'intermédiaire de facteurs de
transcriptions, tels que NF-kB et FoxO, qui controlent I'expression des génes impliqués dans
le systeme ubiquitine-protéasome. En amont, des médiateurs comme la Mstn, le TWEAK
et/ou les céramides semblent jouer un réle important. Enfin, le blocage de la Mstn et/ou de
sa voie de signalisation, constitue une piste thérapeutique trés intéressante dont les effets
bénéfiques au cours de la cachexie associée au cancer sont maintenant connus. Néanmoins,

il reste a déterminer les mécanismes moléculaires mis en jeu.
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Chapitre lll : Prise en charge clinique de la cachexie associée au
cancer

En plus des multiples effets décrits précédemment, la cachexie associée au cancer va
avoir des effets psychologiques et sociaux sur les patients. En effet, ils sont confrontés a la
maladie, aux regards de leurs proches, ainsi qu’a leur propre regard. Les patients font
généralement I'expérience d’une réduction de leur cercle social et d’'un isolement. Leur
apparence va étre pour eux la cause d’une situation d’embarras lors d’interactions sociales,
mais aussi d’une perte d’identité, et par conséquent d’une distance avec eux-mémes. lls
sont également confrontés a la méconnaissance ou au manque de connaissance du
personnel de santé ainsi que de leurs proches au sujet du processus cachectique. Enfin, les
familles exhortant généralement le patient a se battre contre sa perte de poids irréversible
et son manque d’appétit, provoguent une importante frustration et un immense désespoir
(Reid et al., 2009). Il est donc nécessaire de trouver et de mettre en place des stratégies
thérapeutiques afin de lutter contre la cachexie associée au cancer.

Bien que de nombreuses stratégies de prise en charge de la cachexie associée au
cancer soient proposées, aucune n’est efficace. Les recherches dans ce domaine se
poursuivent donc afin de déterminer laquelle (nutritionnelle, pharmacologique, utilisant
I'exercice, utilisant une combinaison de ces différentes stratégies) serait la plus a méme pour

réduire les symptémes.

l. Soutien nutritionnel

Chez les personnes atteintes de cancer et perdant du poids, le déficit calorique
moyen est estimé a environ 200 kilocalories par jour (Moses et al., 2004). De nombreux
facteurs contribuant a cet apport nutritionnel sous-optimal existent : I'anorexie associée aux
altérations métaboliques, le cancer, les thérapies anti-cancéreuses et les aspects
psychosociaux de la maladie. La mise en place d'un soutien nutritionnel doit étre considérée
chez les patients souffrant de ce déficit. Ce soutien doit étre adapté a l'individu et peut
varier, de simples conseils (sur I'enrichissement des aliments, sur la modification de la
texture des aliments, sur les habitudes alimentaires et sur les compléments nutritionnels

oraux), a la prescription d’une nutrition entérale ou parentérale artificielle.
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La premiére étape du soutien nutritionnel est I'aide a la prise des repas. Lorsque les
besoins nutritionnels ne sont pas satisfaits, |'étape suivante est la fortification alimentaire
(ou enrichissement des aliments) c'est a dire I'utilisation d'aliments riches en énergie et en
protéines, et la fourniture de substances liquides nutritives. Les diététiciens possédent les
compétences nécessaires pour fournir ce type de conseils personnalisés.

Chez des patients recevant une chimiothérapie pour le cancer du poumon, du sein ou
de l'ovaire, il a été observé une aucune augmentation significative de |'épaisseur du pli
cutané du triceps dans le groupe recevant des conseils diététiques (Ovesen et al., 1993).
Néanmoins, du fait de I'absence d’effets sur d’autres parameétres évalués (survie, qualité de
vie, poids), la conclusion des auteurs était qu'il n'y avait aucun bénéfice clinique a fournir
des conseils diététiques a ce groupe de patients (Ovesen et al., 1993). En revanche, un
soutien nutritionnel individualisé permettait un gain de poids significatif aprés douze mois,
chez des patients avec un cancer gastrique ou colorectal (Persson et al., 2002). Chez des
patients souffrant d'un cancer gastro-intestinal ou d’un cancer de la téte et du cou et traités
par radiothérapie, ces conseils diététiques minimisaient la perte de poids et la dégradation
de la qualité de vie (Isenring et al., 2004). Ce type de prise de charge améliorait également
I'apport énergétique et protéique, ainsi que la qualité de vie de patients atteints d'un cancer
colorectal ou d’un cancer de la téte et du cou et traités par radiothérapie (Ravasco et al.,
2005a; Ravasco et al., 2005b). L'étude portant sur les patients souffrant d'un cancer
colorectal a mis en évidence que les bénéfices observés trois mois apres la fin de la
radiothérapie, perduraient aprés plus de six ans, et que ces conseils diététiques
personnalisés augmentaient le temps de survie (Ravasco et al., 2012).

Pour certaines personnes, indépendamment du fait d'étre conseillées sur les
différents moyens de maximiser leur apport en macronutriments et micronutriments,
I'augmentation souhaitée de l'ingestion d'aliments n'est pas réalisable. A ce stade, la
fourniture de compléments nutritionnels oraux doit étre étudiée. Une vaste gamme de
compléments existe sous différentes formes : en bouteille, en brique et en pot. Le choix des
saveurs (sucré, salé, aromatisé ou nature) et des textures (boisson, créme dessert, compote,
plat préparé, potage) permet de trouver les produits adaptés aux besoins et aux golts des
patients et d’éviter les aversions et la lassitude (Demoor-Goldschmidt & Raynard, 2009). De

plus, des glucides, des lipides et des protéines en poudre, a ajouter aux aliments et aux
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Nutrition Nutrition
parentérale parentérale
totale périphérique

Alimentation
intraveineuse

Sonde
naso-duodénale

Sonde de
jéjunostomie

i

naso-jéjunale

Figure 41 : Les différents types de soutien nutritionnel artificiel.

La nutrition entérale peut se faire par I'intermédiaire de sondes naso-gastriques, de sondes naso-
jejunales ou de sondes naso-duodénales. Ce type de prise en charge peut également se faire par
I'intermédiaire de sondes de gastrostomie ou de sondes de jéjunostomie.

La nutrition parentérale se fait par voie intraveineuse.
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liguides, peuvent également étre prescrits.

Une étude systématique a suggéré que dans diverses populations souffrant de
pathologies causant une perte de poids, une supplémentation nutritionnelle orale peut
réduire les complications et le taux de mortalité, par rapport aux soins cliniques de routine
(Stratton & Elia, 2000). Des études plus spécifiques sur des patients atteints de divers types
de cancer, ont mis en évidence que la prise de suppléments nutritionnels oraux améliorait
I'apport énergétique et protéique, ainsi que la qualité de vie (Ravasco et al., 2005a; Ravasco
et al., 2005b). Chez des patients souffrant d’'un cancer pancréatique, ce type de prise en
charge conduisait également a une moindre perte de masse musculaire (Di Sebastiano et al.,
2013). Bien qu’une étude menée sur des patients atteints de divers types de cancer montrait
gu’une intervention nutritionnelle orale n’améliorait pas la qualité de vie (Baldwin et al.,
2011), et n’entrainait aucun bénéfice clinique et nutritionnel (Baldwin et al., 2011), une
méta-analyse récente a mis en évidence que la supplémentation nutritionnelle orale était
efficace pour augmenter I'apport énergétique, engendrer un gain de poids et améliorer la
gualité de vie (Baldwin et al., 2012).

Il est probable que les conseils diététiques et la prise de compléments nutritionnels
oraux peuvent étre bénéfiques pour les patients cachectiques atteints de cancer, avec
cependant des différences en fonction du type de cancer. Néanmoins, des études contrélées
randomisées plus vastes sont nécessaires pour déterminer leur efficacité et les avantages a

long terme.

Lorsque moins de 60% des besoins en macronutriments et micronutriments ne
peuvent étre satisfaits par voie orale, il convient d'utiliser la nutrition artificielle (Tran et al.,
2006) (Figure 41). Il existe deux types de nutrition artificielle : entérale et parentérale. La
nutrition entérale implique le placement d'un tube d'alimentation dans |'estomac ou
I'intestin gréle, généralement via la cavité nasale ou directement via une stomie (déviation
chirurgicale d'un conduit naturel). Une alimentation liquide nutritionnellement compléete est
ensuite délivrée dans le tractus gastro-intestinal. La nutrition parentérale est la fourniture de
nutriments par voie intraveineuse via un cathéter central ou périphérique. Lorsque le tractus
gastro-intestinal fonctionne, I'alimentation entérale est considérée comme la voie de choix

(Akbulut, 2011). Cependant, les deux formes de soutien nutritionnel comportent un certain
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Nombre de Traitement(s)
Référence Types de cancer Principaux effets observes
patients pouvant étre associé(s)

Nixon et o, 1981 17326 jours Divers Chimiothérapie - Gain de poids
- Gain de poids
Carcinome épidermoide L - Balance azotée positive
Burt et al,, 1984 1 2 semaines i z Radiothérapie
localisée de f'cesophage distal i - Diminution du catabolisme protéique au sein du
muscle squelettique
De la 1ére dose de
chimiothérapie au retour : s ey fiis ;
Shomberger et al,, 1984 14 31a normale de Factivité Divers types de sarcome Chimiothérapie - Amélioration de la balance ozotée
hématopoiétique

- Maintien voire gain de poids attribué a une
Hyltander et al,, 1991 19 Plus de 8 semaines Cancer du testicule Chimiothérapie  accumulation de tissu adipeux
- Amélioration de la prise énergétique

Chimiothérapieet - Amélioration légére du poids

Cozzaglioet of,, 1997 5 Médiane de 4 mois Divers radiothérapie - Stabilisation du statut nutritionnel

- Stabilisation du poids

Bozzetti et al,, 2002 69 Médiane de 4 moi: Di Chimiothérapi
kit ARG W 0 g - Stabilisation des indices de la qualité de vie

- Amélioration de I'équilibre énergétique
- Augmentation de la masse grasse
Lundholm et al,, 2004a 134 Jusqu'a la mort Divers /
- Augmentation de la capacité maximale d'exercice

- Allongement de la durée de vie

- Gain de poids

Richter et al, 2012 17 Jusqu'a la mort Cancer pancréatique Chimiothérapie Amélioration de I qualité de vie

Tableau 9: Etudes examinant les effets de la nutrition parentérale sur le développement de la
cachexie associée au cancer.
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nombre de risques, tels que la possibilité d'infection ou de troubles métaboliques (Cataldi-
Betcher et al., 1983; Gomez et al., 2008). D'apres Federico Bozzetti, la nutrition parentérale
semblait étre mieux tolérée par les patients atteints de cancer gastro-intestinal (Bozzetti et
al., 2001). Cependant, une méta-analyse plus récente a conclu que chez les patients atteints
de cancer et ayant subi une chirurgie, une alimentation post-opératoire entérale donnait
lieu a une hospitalisation plus courte et a moins de complications par rapport a la nutrition

parentérale (Elia et al., 2006).

A. La nutrition entérale

La nutrition entérale (Figure 41) doit étre utilisée dans le but de minimiser la perte de
poids (Arends et al., 2006). Chez des patients atteints d’une leucémie et traités par
chimiothérapie, une nutrition entérale par lintermédiaire d’'un tube naso-gastrique
ralentissait la perte de poids et empéchait une hypoalbuminémie (de Vries et al., 1982). Une
étude sur cinqg patients atteints de cancer a montré que la nutrition entérale entrainait un
gain de poids et supprimait le catabolisme protéique, aprés deux semaines de suivi (Dresler
et al., 1987). L'utilisation de ce type de prise en charge a long terme chez des patients guéris
d'un cancer de la téte et du cou, a permis d’optimiser (augmenter ou maintenir) leur poids
(Schattner et al., 2005). Cependant, peu d'éléments démontraient que la composition

corporelle ou I'état fonctionnel était amélioré (Schattner et al., 2005).

B. La nutrition parentérale

Chez les patients ne pouvant étre nourris par voie entérale, I'utilisation de la voie
parentérale (Figure 41) est conseillée. Les buts de cette prise en charge sont une
stabilisation de I’état nutritionnel, une prévention ou une réduction de la perte de poids, et
un maintien ou une amélioration de la qualité de vie (Arends et al., 2009). Globalement, les
études que nous avons référencé ici (Tableau 9), indiquaient que la nutrition parentérale
provoquait une stabilisation voire un gain de poids corporel chez les patients, quelque soit le
type de cancer étudié (Nixon et al., 1981; Burt et al., 1984; Hyltander et al., 1991; Cozzaglio
et al., 1997; Bozzetti et al., 2002; Richter et al., 2012). Ce mode de prise en charge pouvait
également augmenter la masse grasse corporelle (Lundholm et al., 2004a), améliorer la
balance azotée (Burt et al., 1984; Shamberger et al., 1984), diminuer le catabolisme

protéique (Burt et al., 1984), améliorer la prise énergétique (Hyltander et al., 1991),
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i o Source
Acndr-fs gras Formule chimique . .
oméga-3 alimentaire

Certaines huiles

Acide a-linolénique CH3 \/=\/=\/=\/W\/COOH végétales (colza, soja),
(C18:3n-3) fruits a coque (noix),

graines (lin)
Acide . '
eicosapentaénoique CH3\ /=/=\ /=\ /=\ /=\ /= COOH Poissons et fruits de
(C20:5n-3) mer
Acide
docosahexaénoique CH:\ A\ /A\/\/\/\/ Poissons et fruits de
(C22:6n-3) COOH mer

Figure 42 : Représentation des trois principaux acides gras oméga-3.
[modifié d’apres (Rosenberg, 2002)].
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améliorer I'équilibre énergétique (Lundholm et al., 2004a), stabiliser le statut nutritionnel
(Cozzaglio et al., 1997), améliorer ou stabiliser la qualité de vie (Bozzetti et al., 2002; Richter
et al., 2012), augmenter la capacité maximale d'exercice (Lundholm et al., 2004a), et enfin
allonger la durée de vie (Lundholm et al., 2004a).

Malgré cela, plus de trente-cing ans apres les premiers travaux menés par Stanley J.
Dudrick et son équipe (Dudrick et al., 1977), de nombreuses questions subsistent quant a
I'application de la nutrition parentérale chez les patients atteints de cancer et si ce type de
thérapie conduit a une amélioration de I'état fonctionnel. Néanmoins, dans une population
ou la détérioration de I'état nutritionnel est presque inévitable, I'entretien de la nutrition et

des parametres de la qualité de vie sont susceptibles d'avoir des résultats bénéfiques.

En plus des conseils de fortification alimentaire et de I'utilisation de compléments
nutritionnels, il a été développé ces derniéres années le concept d’'immunonutrition ou de
pharmaconutrition (Demoor-Goldschmidt & Raynard, 2009). Il s’agit en fait de
« nutraceutiques » qui sont des nutriments utilisés comme agents pharmaceutiques dans le
but d'influencer les voies métaboliques du processus cachectique (Demoor-Goldschmidt &

Raynard, 2009).

A. Les acides gras oméga-3

Les acides gras oméga-3 sont dits polyinsaturés car leur chaine carbonée comprend
plusieurs doubles liaisons. Les principaux acides gras du groupe oméga-3 sont |'acide
docosahexaénoique (DHA) et I'acide eicosapentaénoique (EPA) qui proviennent en grande
partie des espéces marines, en particulier les poissons gras (le saumon, le tassergal, le
maquereau, I'omble chevalier et I'espadon), et I'acide a-linolénique qui est présent dans
certaines huiles végétales, les noix et les graines (Rosenberg, 2002) (Figure 42).

Chez des souris cachectiques MAC16, un traitement avec de I'EPA inhibait |la perte de
poids et diminuait la croissance tumorale (Beck et al., 1991). De plus, il réduisait
I'augmentation de la dégradation protéique dans le muscle in vivo (Beck et al., 1991), et in
vitro (Smith & Tisdale, 1993b; Lorite et al., 1997). La diminution du catabolisme protéique
musculaire in vivo se faisait par une régulation négative de la voie ubiquitine-protéasome
(Whitehouse et al., 2001).

Ces acides gras polyinsaturés ont également été utilisés en clinique. Une
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Référence Nombre de Types de Traitement(s) : Consommation d’acides Principaux effets observés
patients traités cancer pouvant étre associé(s) | gras oméga-3 par jour

- Stabilisation voire gain de poids
Cancer

Wigmore et al., 1996 18 3 mois pancréatique / 2.2gEPAet1.4gDHA - Diminution de lo RPA
- Stabilisation de la DER
5 - Amélioration de I'apport calorique
Barber et al., 1999 20 3et7semaines cr:::l:;ue / 22gEPAt0.96gDHA - Goin de poids
- Augmentation de la masse maigre
- Amélioration de I'apport énergétique et protéique
BouerE Conrd 2005 A s - Cancer Chimiothérap 410 EPA - Amélioration de la capacité fonctionnelle
r ), P q : & 3
A8 ek et NSCLC Conseils nutritionnels & - Amélioration de I'état nutritionnel
- Amélioration de la qualité de vie
Bruera et al., 2003 30 2 semaines Divers Chimiothérapie 18gEPAet1.2gDHA /
Cancer
Fearon et al., 2003 95 8 semaines pancréstiaue / 22gEPA /
Jatoi et a.,, 2004 141 Plus de 3 mois Divers Climiothiraple 1.09 g EPA et 0.46 g DHA /
Radiothérapie
Cancer gastro-
Fearon et al., 2006 1750u172 8semaines intestinal et du / 20udgEPA /
poumon
Cincer - Goin de poids
Read et al.,, 2007 23 3 et 9 semaines color:c tal Chimiothérapie 2.2gEPAet0.92gDHA - Maintien de la masse maigre
- Réduction de l'inflammation
Bayram et al., 2009 33 3 mols Divers Chimiothérapie 2.2gEPAet0.96g DHA - Réduction de la perte de poids
Qesophagectomie
% Cancer de S e i ;
Ryon et al., 2009 28 26 jours v k Cl 2.2gEPA - Prévention de la perte de masse maigre
- Radiothérapie
van der Meij et al., 1,2et4 Chimiothérapie - Stabilisation du poids
2010 2 semaines HSCLS Radiothérapie 2029 EPAEtO.S2GDHA . tion de lo production diL-6
i) i - Stabilisation du poids
Murphy et al,, 2011b 16 / NSCLC Chimiothérapie 2.2GEPA  Stabilisation de lo masse musculoire
Cancer de la Env. 1.62 g EPA et 0.69g - Prévention de la perte de poids
L, R
Weedet al., 2011 =l / téte et du cou icsechion DHA - Prévention de la perte de masse maigre

Tableau 10 : Etudes examinant les effets d’une supplémentation nutritionnelle riche en acides gras
oméga-3, sur le développement de la cachexie associée au cancer.
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supplémentation en acides gras oméga-3 issus d’huiles de poissons, ingérée sous forme de
capsules ou de liquide, a des doses cliniquement pertinentes est généralement bien tolérée
par les patients atteints de cancer (Burns et al., 1999). Dans cette étude, il a été établi que la
dose maximale tolérée était de 0.3 g/kg de poids de corps/par jour. Cela signifie qu'un
patient de 70 kg peut généralement tolérer jusqu'a 21.1 g/jour (dont 7.9 g d’EPA et 5.2 g de
DHA) (Burns et al., 1999). Une étude s’intéressant spécifiquement a I'EPA, a montré que des
patients souffrant d’un cancer pancréatique pouvaient tolérer une prise quotidienne
d’environ 18 g (Barber & Fearon, 2001). Des doses plus élevées en acides gras oméga-3
provoquaient des effets secondaires bénins tels que des nausées, des ballonnements ou
encore des arriére-go(ts de poisson (Burns et al., 1999; Barber & Fearon, 2001).

Tres tot, les essais expérimentaux sur la supplémentation en acides gras oméga-3
avec soit des huiles de poissons, soit de I'EPA seul, ont donné des résultats prometteurs chez
les patients cancéreux ayant une perte de poids. Les avantages pour les patients incluaient
une préservation de la masse maigre (Barber et al., 1999), une augmentation de |'activité
physique (Bauer & Capra, 2005), une amélioration de l'apport énergétique (Barber et al.,
1999; Bauer & Capra, 2005), une amélioration de la qualité de vie (Bauer & Capra, 2005), et
une stabilisation voire une prise de poids (Wigmore et al., 1996; Barber et al., 1999) (Tableau
10). Cependant, ces études comprenaient un faible nombre de patients, et étaient non
randomisées et/ou non contrdlées. Par la suite, des essais cliniques constitués d’un plus
grand nombre de patients et randomisés n'ont pas réussi a confirmer les avantages de la
supplémentation en acides gras oméga-3 précédemment observés (Bruera et al.,, 2003;
Fearon et al., 2003; Jatoi et al.,, 2004; Fearon et al., 2006) (Tableau 10). Une revue
systématique sur le sujet a encore plus refroidi I'enthousiasme pour les acides gras oméga-3
comme agent thérapeutique, en concluant qu’il n’existait pas suffisamment de données
pour définir si leur prise était plus efficace que celle d’un placebo (Dewey et al., 2007). Au
cours des six derniéres années, plusieurs études ont a nouveau montré les avantages
potentiels de la prise d’acides gras oméga-3 sur le poids de corps et de la masse maigre
(Read et al., 2007; Bayram et al., 2009; Ryan et al., 2009; van der Meij et al., 2010; Murphy
et al., 2011b; Weed et al., 2011) (Tableau 10). Néanmoins, une récente revue systématique
sur le réle des huiles de poissons comme solutions thérapeutiques a conclu qu’il n’existait
pas assez de preuves pour soutenir un bénéfice net de la prise d’acides gras oméga-3 dans la

cachexie associée au cancer (Ries et al., 2012).
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B. Les acides aminés

La protéolyse musculaire qui apparait lors de la cachexie associée au cancer produit
des acides aminés nécessaires pour la synthése de protéines hépatiques et tumorales (Inui
2002). La synthése des protéines musculaires étant tributaire d'un apport optimal en acides
aminés, I'administration exogéne d’acides aminés peut théoriquement servir de carburant
métabolique, en fournissant des substrats pour le métabolisme musculaire et la
néoglucogenése (Lainscak et al., 2008; Pasini et al., 2008).

Les BCAA, en particulier la leucine, et dans une moindre mesure l'isoleucine et la
valine, jouent un réle important dans la régulation des voies de synthése et de dégradation
des protéines (Kadowaki & Kanazawa, 2003; Yoshizawa, 2004). Récemment, une étude
utilisant des souris cachectiques MAC16 a montré que la leucine et la valine augmentaient la
synthése des protéines et diminuaient le catabolisme des protéines dans le muscle
squelettique, résultant en la réduction significative de la perte de poids (Eley et al., 2007b).
Les BCAA ont été utilisés en clinique dans le but d'améliorer la balance azotée, en particulier
le métabolisme des protéines musculaires. Chez des patients avec un adénocarcinome intra-
abdominal, une nutrition parentérale totale enrichie en BCAA augmentait la synthese et
I'accumulation de protéines (Tayek et al., 1986; Hunter et al., 1989), leur utilisation (Hunter
et al., 1989), et la synthese de I'albumine (Tayek et al., 1986; Hunter et al., 1989).

Les BCAA peuvent également étre utilisés pour lutter contre I'anorexie qui peut
s'installer lors de la cachexie associée au cancer. Une augmentation de l'activité
sérotoninergique dans le cerveau crée une diminution de I'appétit (Inui, 2002; Davis et al.,
2004a). La production de sérotonine dans le cerveau varie en fonction du transport du
tryptophane (Trp) a travers la barriere hémato-encéphalique. Le taux de transport du Trp est
inversement proportionnel aux concentrations des grands acides aminés neutres (large
neutral amino acids ou LNAA) dont font partie les BCAA, avec qui le Trp est en compétition a
I'entrée du cerveau (Fernstrom, 1985). Le Trp, précurseur de la sérotonine, posséde donc un
role dans la pathogenése de I'anorexie. Chez des rats cachectiques Walker-256, il a été mis
en évidence une anorexie, une augmentation de la concentration circulante de Trp libre,
ainsi gu’un taux élevé de sérotonine dans le cerveau (Krause et al., 1979). Chez des patients
souffrant de cancer et présentant une anorexie, une augmentation du taux circulant de Trp
libre était également répertoriée (Rossi Fanelli et al., 1986; Cangiano et al., 1990). Dans

I’étude de Carlo Cangiano, il était également observé une augmentation du ratio Trp/LNAA

169



Chapitre Il : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

170



Chapitre Ill : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

ainsi qu’une augmentation du niveau de Trp dans le liquide céphalo-rachidien (Cangiano et
al., 1990). Par conséquent, un apport complémentaire en BCAA pourrait réduire I'entrée du
Trp dans le cerveau et diminuer l'activité sérotoninergique (Fernstrom, 1985). Dans un
groupe de quinze patients atteints de cancer, une supplémentation orale en BCAA
compétiteurs du Trp (leucine, isoleucine et valine) entrainait une réduction significative de
I'anorexie et une augmentation de I'apport énergétique (Cangiano et al., 1996).

Les effets d'autres acides aminés sur le processus cachectique ont également été
étudiés. Chez des patients souffrant d’un cancer avancé et recevant une supplémentation
enrichie en glutamine, en arginine et en B-hydroxy-B-méthylbutyrate (un métabolite de la
leucine) pendant quatre semaines, il a été mis en évidence une augmentation de la masse
maigre (May et al., 2002). Néanmoins une étude utilisant le méme type de supplémentation
n’a pas réussi a confirmer ces résultats (Berk et al., 2008). Au cours d’un essai clinique
contrélé randomisé en double aveugle, il a été récemment montré qu’une nutrition entérale
péri-opératoire avec une formule enrichie en arginine augmentait la survie a long terme des
patients atteints de cancer de la téte et du cou subissant une chirurgie et une
chimiothérapie (Buijs et al., 2010). Chez des patients ayant des cancers inopérables, une
supplémentation orale en N-acétyl-cystéine améliorait la qualité de vie, et augmentait le
taux plasmatique d’albumine et la masse cellulaire corporelle (Hack et al., 1998). Enfin, chez
des patients atteints d’un cancer du poumon et recevant une chimiothérapie ou une
radiothérapie, une formulation nutritionnelle protéique riche en cystéine améliorait la force
de préhension et certains parameétres de la qualité de vie, et provoquait un gain de poids

(Tozer et al., 2008).

Il. Traitement pharmacologique

Etant donné que la cachexie associée au cancer est un syndrome multifactoriel, il est
peu probable qu’un seul médicament parvienne a lutter efficacement contre cette maladie.
Les investigations menées sur la prise en charge pharmacologique mettent donc I'accent sur
les différents aspects de la cachexie associée au cancer (Argiles et al., 2010). Dans cette
section, je m’intéresserai aux agents stimulants I'appétit, aux approches thérapeutiques
basées sur les cytokines, aux agents anti-inflammatoires non stéroidiens et a certains agents

anabolisants.
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A. Les cannabinoides

Le chanvre cultivé (Cannabis sativa) contient des cannabinoides, en particulier le A-9-
tétrahydrocannabinol (THC ou dronabinol) (Grotenhermen, 2003). Les cannabinoides sont
réputés pour stimuler I'appétit chez des sujets sains (Foltin et al., 1986; Foltin et al., 1988),
comme chez des patients atteints du SIDA (Beal et al., 1995). Des effets stabilisateurs du
poids ont également été rapportés apres leur prise (Beal et al., 1995). Par conséquent, les
cannabinoides pourraient avoir un réle dans le traitement de la cachexie associée au cancer.
Chez des patients atteints d’un cancer, il a été montré que le dronabinol améliorait
légérement I'appétit. Néanmoins, aucun effet bénéfique de ce cannabinoide sur la perte de
poids n’était observé (Jatoi et al., 2002). Enfin, au cours d’un essai clinique multicentrique,
randomisé, en double aveugle et contrélé par un placebo, il a été mis en évidence une faible
efficacité de la prise d’extrait de cannabis ou de THC sur I'appétit et la qualité de vie, et

aucun effet sur la perte de poids chez les patients atteints d’un cancer (Strasser et al., 2006).

B. La cyproheptadine

Comme il a été décrit précédemment, la sérotonine joue un réle dans la pathogeneése
de la cachexie associée au cancer. Par conséquent, un blocage de |'activité sérotoninergique
pourrait étre une solution thérapeutique. La cyproheptadine, un antagoniste de la
sérotonine aux propriétés antihistaminiques, est généralement utilisée pour le traitement
des allergies. Il a également été rapporté que la cyproheptadine entrainait un gain de poids
en conditions pathologiques, comme lors de la mucoviscidose (Homnick et al., 2004;
Homnick et al., 2005), en cas d’asthme (Lavenstein et al., 1962), ou en cas d’anorexie
nerveuse (Goldberg et al., 1979). Un essai clinique en double aveugle, randomisé et controlé
par un placebo a mis en évidence que la prise orale de cyproheptadine tendait a améliorer
I'appétit, mais n’avait aucun effet sur la perte de poids des patients atteints d’'un cancer
(Kardinal et al., 1990). Néanmoins, un récent essai clinique de phase Il chez des patients
ayant une cachexie consécutive a un cancer, a montré que la cyproheptadine provoquait un

gain de poids apres quatre semaines de traitement (Couluris et al., 2008).
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C. Les corticostéroides

Les corticostéroides comptent parmi les stimulants de 'appétit les plus utilisés dans
le cas du cancer (Lelbach et al., 2007). Parmi eux, on retrouve notamment la
dexaméthasone, la prednisolone et la méthylprednisolone.

Le premier essai clinique utilisant la dexaméthasone (0.75 mg quatre fois par jour ou
1.5 mg quatre fois par jour), a mis en évidence chez des patients avec un cancer gastro-
intestinal, une amélioration de I'appétit (Moertel et al., 1974). Au cours d’un essai clinique
de phase lll randomisée, la prise de dexaméthasone (0.75 mg quatre fois par jour)
provoquait une amélioration significative de I'appétit, sans avoir d’effets sur le poids de
corps (Loprinzi et al., 1999). Enfin, la prise de dexaméthasone (8 mg par jour) entrainait une
réduction de la perte d’appétit et de la perte de poids, chez des patients avec un cancer du
poumon et subissant une chimiothérapie (Sarcev et al., 2008).

La prise de prednisolone (5 mg trois fois par jour) améliorait I'appétit et le bien-étre
de patients souffrant d’'un cancer, mais n’avait aucune incidence sur le poids corporel (Willox
et al., 1984). Chez des patients ayant des tumeurs solides métastatiques, il a été mis en
évidence que la prise de prednisolone (10 mg deux fois par jour) provoquait un gain de poids
concomitant d’'une augmentation de la circonférence des muscles du bras comparés aux
patients recevant un placebo. Toutefois, la durée de survie n’était pas modifiée (Lundholm
etal., 1994).

La prise orale de méthylprednisolone, chez des patients atteints d’un cancer en phase
terminale, améliorait I'appétit et |la prise alimentaire (Bruera et al., 1985). Deux études ont
également montré que |'administration intraveineuse de succinate sodique de
méthylprednisolone a des patients atteints de cancer en phase préterminale ou terminale
améliorait I'appétit, le bien-étre et la qualité de vie, soulageait la douleur, et diminuait les
vomissements (Della Cuna et al., 1989; Popiela et al., 1989).

Malgré des résultats prometteurs, |'utilisation des corticostéroides dans la prise en
charge cliniqgue de la cachexie associée au cancer, n’est probablement pas la meilleure
alternative thérapeutique. En effet, il a été montré que la signalisation associée aux
glucocorticoides joue un rble important dans la pathogenése de la cachexie associée au
cancer (Braun et al., 2013). De plus, il a été observé que les corticostéroides, en particulier la
dexaméthasone, pouvaient provoquer une atrophie musculaire sévere (Kelly & Goldspink,

1982; Dardevet et al., 1995).
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Nombre de Traitement(s)
“ TP N | pouvant éte assocéls R S

- Gain de poids
Tchekmedyian et al., 1987 Plus de 6 semaines Cancer du sein _ Amélioration de Fappétit
- Amélioration de I'appétit
Bruera et al., 1990 31 15 jours Divers / - Amélioration de la prise calorique
- Induction d’un gain de poids
Nedmedenls - Amélioration de I'appétit
Loprinzi et al., 1990 66 :’::] 6 g Divers Chimiothérapie - Amélioration de la prise alimentaire
- Gain de poids
- Amélioration de I til
- 2 Chimiothérapie " ‘,om I,O" & app.é J 5 ;
Tchekmedyian et al., 1992a 37 1 mois Divers W e - Amélioration de la prise alimentaire
Radiothérapie R i
- Gain de poids
eorineret ol 1095 242 / (i Chimiothérapie - Stimulation de I'appétit
LG <. NEES Radiothérapie - Gain de poids
Loprinzi et ., 1993b i3 / B cor divsein / Gain de pfnds attribué a une augmentation de la
masse de tissu adipeux
- Amélioration de I'appétit
Beller et al,, 1997 161 12 semaines Divers Chimiothérapie - Amélioration du bien-étre
- Amélioration de la qualité de vie
2 X Cancer gastro- - Gain de poids
McMillan et al., 1997 15 6 A Ib fel
GG etaty B intestinal iprofene - Réduction de la concentration circulante de CRP
- Amélioration de I'appétit
Bruera et al,, 1998 53 10 jours Divers / - Amélioration du bien-étre
- Amélioration de la qualité de vie
De Conno et al., 1998 17 7 et 14 jours Divers / - Amélioration de I'appétit
Cancer de la téte et du 5 , q
McQuellon et al., 2002 28 12 Semaines cou, et cancer du Chlmlothéra:fle - Amélioration de I'appétit
poumon Radiothérapie - Réduction de la perte de poids

Tableau 11 : Etudes examinant les effets de I'acétate de mégestrol, sur le développement de la
cachexie associée au cancer.
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D. Les progestatifs

Ce sont les premiers agents a avoir été utilisés pour le traitement de la cachexie
associée au cancer, et ce sont actuellement les seuls agents approuvés en Europe (Argiles et

al., 2013; Mantovani et al., 2013).

a) L’acétate de mégestrol

L'acétate de mégestrol (MA) est un agent progestatif de synthése, développé en
Angleterre en 1963 (David et al., 1963). Ce puissant contraceptif oral a d'abord été testé
dans le traitement du cancer du sein (Stoll, 1967), puis dans le traitement du cancer de
I'endométre (Wentz, 1974). |l agit principalement comme un puissant agoniste des
récepteurs a la progestérone, aux androgénes et aux glucocorticoides (Teulings et al., 1980).

Dans le cadre du traitement du cancer du sein, I'utilisation du MA a montré tres tot
des effets bénéfiques, puisque cet agent entrainait une amélioration de I'appétit, ainsi qu’un
gain de poids (Tchekmedyian et al., 1987). Par la suite, la prise de MA a donné des résultats
tres intéressants chez les patients cancéreux ayant une perte de poids. Dans la plupart des
études que nous avons référencé, le MA entrainait un gain de poids (Bruera et al., 1990;
Loprinzi et al.,, 1990; Tchekmedyian et al., 1992a; Loprinzi et al., 1993a; Loprinzi et al.,
1993b; McMillan et al., 1997) (Tableau 11). Il était également responsable d’une
amélioration de I'appétit (Bruera et al., 1990; Loprinzi et al., 1990; Tchekmedyian et al.,
1992a; Loprinzi et al., 1993a; Beller et al., 1997; Bruera et al., 1998; De Conno et al., 1998;
McQuellon et al., 2002) et de la prise alimentaire (Bruera et al., 1990; Loprinzi et al., 1990;
Tchekmedyian et al., 1992a), ainsi que du bien-étre (Beller et al., 1997; Bruera et al., 1998),
et de la qualité de vie (Beller et al., 1997; Bruera et al., 1998) (Tableau 11). Une revue
systématique incluant vingt études sur des patients atteints de cancer a montré que le MA
comparé a un placebo, augmentait I'appétit et conduisait a un gain de poids (Pascual Lopez
et al., 2004). Enfin, deux méta-analyses récentes ont mis en évidence que le MA améliorait
I'appétit et provoquait un gain de poids, mais n’avait aucun effet sur la qualité de vie et la
survie des patients atteints de cancer (Lesniak et al., 2008; Ruiz Garcia et al., 2013).

Depuis le mois de septembre de 1993, le MA est approuvé par la Federal Drug
Administration aux Etats-Unis pour le traitement de la cachexie associée au cancer. A ce
jour, aucun traitement pharmacologique n’a montré une efficacité et une tolérance

supérieures au MA (Tuca et al., 2013). Les effets bénéfiques du MA sur le poids et le
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bien-étre des patients ont été observés pour une dose orale allant de 160 a 1600 mg par
jour (Mantovani et al., 2013). Néanmoins, a I’heure actuelle, aucune étude n’a rapporté les
effets bénéfique du MA sur la masse maigre. Enfin, les résultats obtenus sont a pondérer par
le fait que la prise de MA est parfois associée a des effets indésirables, tels que I'apparition

de problemes thromboemboliques (Loprinzi et al., 1993a; Loprinzi et al., 1999).

b) L’acétate de médroxyprogestérone

L'acétate de médroxyprogestérone (MPA) est un progestatif stéroidien synthétique,
développé en 1958 (Babcock et al., 1958), et utilisé dans les années 1960, comme agent
thérapeutique dans le cas du cancer du sein (Segaloff et al., 1967; Stoll, 1967; Muggia et al.,
1968). Le MPA agit comme un agoniste des récepteurs a la progestérone, aux androgénes et
aux glucocorticoides (Teulings et al., 1980; Hackenberg et al., 1990).

Un essai clinique en double aveugle controlé par un placebo, a montré que la prise de
MPA pendant six semaines chez des patients atteints de divers types de cancer améliorait
I'appétit, mais ne modifiait pas la perte de poids (Downer et al., 1993). Au contraire, une
étude menée chez des patients avec un cancer avancé insensible aux hormones, a mis en
évidence gu’un traitement de douze semaines avec le MPA, en plus d’améliorer I'appétit,
provoquait un gain de poids (Simons et al., 1996). Au cours d’'une étude menée chez des
patients atteints de cancer subissant une chimiothérapie et/ou une radiothérapie, un
traitement de douze semaines avec une dose quotidienne de 1000 mg de MPA augmentait
la qualité de vie et provoquait un gain de poids corporel (Neri et al., 1997). Enfin, chez des
patients avec un cancer avancé insensible aux hormones, il a été observé qu’un traitement
de douze semaines avec le MPA augmentait la prise alimentaire et augmentait la masse
grasse (Simons et al., 1998).

Plus récemment, certaines études ont montré I'efficacité du MPA lors d’approche
combinée, pour le traitement de la cachexie associée au cancer. Il a notamment été montré
gu'un traitement combinant le MPA (500 mg deux fois par jour), un agent anti-
inflammatoire non stéroidien appelé le célécoxib (200 mg deux fois par jour) et une
supplémentation nutritionnelle orale, administré pendant 6 semaines a été en mesure de
contrer la perte de poids de corps et de réduire considérablement les nausées, la satiété
précoce, |'état de fatigue, l'appétit et I'indice de performance dans une population de

patients atteints d'un cancer du poumon (Cerchietti et al., 2004). Enfin, une étude ouverte
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de phase Il a démontré |'efficacité d'un traitement de quatre mois, composé de MPA, d’un
soutien nutritionnel oral, d’antioxydants et de célécoxib, dans une population de patients
néoplasiques. Le poids corporel augmentait de maniére significative, tout comme la masse
maigre et l'appétit (Mantovani et al., 2006). Il était également référencé une diminution
importante du taux sérique des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a, et une nette

amélioration de la qualité de vie (Mantovani et al., 2006).

E. La ghréline

La ghréline est une hormone libérée par I'estomac, qui a la capacité de se fixer au
récepteur sécrétagogue de I'hormone de croissance (GHS-R pour growth hormone
secretagogue receptor) (Kojima et al., 1999). C'est un puissant stimulant de 'appétit et de la
prise alimentaire (Wren et al., 2001). L’administration de ghréline a des rats cachectiques, en
plus de stimuler la prise alimentaire, entraine un gain de poids marqué par une
augmentation de la masse de tissu adipeux, ce qui fait de cette hormone un possible agent
thérapeutique (Hanada et al., 2003).

Chez des patients ayant un cancer métastatique, I'administration de ghréline par
perfusion, augmentait la prise énergétique de 30% et améliorait 'appréciation du repas
(Neary et al., 2004). Cependant, chez des patients avec un cancer avancé, il a été montré
gu’une perfusion administrant de la ghréline, ne modifiait ni la prise alimentaire ni le poids
de corps (Strasser et al., 2008). Récemment, au cours d’un essai clinique de deux mois chez
des patients atteints d’un cancer gastro-intestinal, il a été observé que l'injection de ghréline
a forte dose (13 pg/kg/jour) améliorait I'appétit, réduisait la perte de tissu adipeux et tendait
a améliorer la balance énergétique et la masse maigre (Lundholm et al., 2010).

Au cours d’'une étude pilote chez des volontaires sains, I'utilisation du RC-1291, un
agent mimétique de la ghréline, provoquait un gain de poids dose-dépendant (Garcia &
Polvino, 2007). Une étude randomisée controlée par un placebo chez des patients sains, a
montré que ['utilisation de l'anamoréline (RC-1291), entrainait un gain de poids et
augmentait la concentration d’IGF-1 circulant (Garcia & Polvino, 2009). Récemment, une
étude pilote randomisée en double aveugle, a mis en evidence que |'anamoréline
augmentait le poids de corps et la concentration d’IGF-1 circulant, et améliorait la prise
énergétique ainsi que l'appétit de patients atteints d’un cancer incurable (Garcia et al.,

2013).

181



Chapitre Il : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

182



Chapitre Ill : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

Malgré des résultats encourageants, d'autres essais sont nécessaires pour évaluer

I'efficacité de ces agents comme thérapies potentielles pour la cachexie associée au cancer.

La production et l'action des cytokines jouant un role essentiel dans la cachexie
associée au cancer, les acteurs du monde médical ont donc cherché des stratégies

thérapeutiques visant a limiter ou inhiber leurs effets.

A. La pentoxifylline

La pentoxifylline, un dérivé de la méthylxanthine, a la capacité d’inhiber in vitro la
synthése de TNF-a par une diminution de la transcription du géne (Strieter et al., 1988). A
partir de cellules mononucléaires de patients atteints de divers types de cancer et traités
avec de la pentoxifylline, il a été observé que ce composé pouvait réduire I'expression du
transcrit de TNF-a (Dezube et al., 1993). Dans un modéle de rat cachectique, il a été montré
gue la pentoxyfilline prévenait I'atrophie musculaire en inhibant le systéme ubiquitine-
protéasome, suggérant ainsi qu’elle pourrait étre un agent thérapeutique dans la cachexie
associée au cancer (Combaret et al., 1999).

Au cours d’une étude pilote, il a été mis en évidence que la pentoxifylline améliorait
le sentiment de bien-étre chez les patients atteints de cancer (Dezube et al., 1993). De plus,
au cours d’'une étude clinique randomisée, en double aveugle, il a été montré que la
pentoxifylline (400 mg trois fois par jour) n"améliorait pas I'appétit et n’entrainait pas de
gain de poids chez des patients atteints de cancer (Goldberg et al., 1995).

Les essais cliniques effectués avec la pentoxifylline étant au nombre de deux, un plus
grand nombre d’études est nécessaire pour évaluer son efficacité dans le traitement de la

cachexie associée au cancer.

B. Le thalidomide
Le thalidomide ou a-N-phthalimidoglutaramide (Somers, 1960), est un médicament
qui posséde une histoire tragique due a ses effets tératogenes. En effet, il fut utilisé comme
sédatif chez les femmes enceintes et a causé plus de 8000 cas de malformations graves chez
les enfants nouveau-nés (Annas & Elias, 1999). A I'aide de monocytes humains, il a été
montré in vitro que le thalidomide inhibait sélectivement la production de TNF-a (Sampaio

etal., 1991), en augmentant la dégradation du transcrit de TNF-a (Moreira et al., 1993). Le
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thalidomide est également un inhibiteur du facteur de transcription NF-kB (Keifer et al.,
2001).

Au cours d'une étude clinique ouverte, chez des patients atteints de cancer
métastatique, il a été observé que la prise de thalidomide (100 mg par nuit pendant dix
jours), améliorait I'appétit et la sensation de bien-étre, ainsi que la prise alimentaire (Bruera
et al., 1999). Une étude clinique réalisée chez des patients atteints d’'un cancer inopérable
de I';esophage, a mis en évidence que la prise de thalidomide (200 mg par jour pendant
guatorze jours) entrainait un gain de poids et un gain de masse maigre (Khan et al., 2003).
Au cours d’un essai clinique randomisé, controlé par placebo, la prise de thalidomide (200
mg par jour pendant vingt-quatre semaines) atténuait la perte de poids et de masse maigre,
chez des patients atteints d’un cancer pancréatique inopérable (Gordon et al., 2005). Enfin
dans une récente étude, il a été montré que la prise de thalidomide (50 mg par jour pendant
guatorze jours) améliorait I'appétit et la qualité de vie des patients atteints de cancer
avancé, mais n’affectait pas la perte de poids (Davis et al., 2012).

A I'heure actuelle, il n'existe pas de preuves suffisantes pour réfuter ou soutenir
['utilisation du thalidomide dans la prise en charge de la cachexie chez les patients atteints

d'un cancer (Reid et al., 2012).

C. La mélatonine

La mélatonine est une hormone sécrétée par I'épiphyse (Lerner et al., 1960), capable
de diminuer le niveau de TNF-a circulant chez les patients atteints de cancer avancé (Lissoni
et al., 1994; Lissoni et al., 1996). La mélatonine peut donc étre une stratégie d’intervention
thérapeutique dans la cachexie associée au cancer.

Dans un essai contrélé de cent patients atteints de tumeurs solides métastatiques, la
perte de plus de 10% du poids corporel était moins fréquente chez ceux traités avec la
mélatonine (20 mg par jour) que chez les patients traités avec le placebo (Lissoni et al.,
1996). Une étude réalisée chez des patients avec un NSCLC avancé recevant une
chimiothérapie associant le cisplatine et I'étoposide, a montré que la prise orale de
mélatonine (20 mg par jour) améliorait le taux de réponse au traitement et la survie, et
réduisait la perte de poids et I'asthénie (Lissoni et al., 1997). Plus récemment, une étude
chez des patients atteints de divers types de cancer et recevant diverses combinaisons

d’agents chimiothérapeutiques a mis en évidence que la prise concomitante de mélatonine
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améliorait le taux de réponse au traitement et la survie (Lissoni, 2007). Malgré ces
observations satisfaisantes, deux études ont montré des résultats contraires. En effet, au
cours d’une étude pilote randomisée, chez des patients atteints d’un cancer gastro-intestinal
avancé, la prise de mélatonine (18 mg par jour) n’induisait pas d’effets sur le statut
inflammatoire et sur le perte de poids (Persson et al., 2005). De plus, un essai clinique en
double aveugle a récemment montré que la prise de mélatonine (20 mg par jour)
n’améliorait ni I'appétit, ni la perte de poids, ni la survie de patients atteint d’'un cancer
gastro-intestinal ou du poumon (Del Fabbro et al., 2013).

Davantage de recherches sont donc nécessaires afin de déterminer si la mélatonine a
un role potentiel dans le traitement symptomatique des patients atteints de cachexie

associée au cancer.

D. Anticorps et récepteurs solubles

L'utilisation d’anticorps ou de récepteurs solubles anti-cytokines pourraient étre une
solution thérapeutique envisageable. En effet, des études réalisées chez I'animal ont
démontré une certaine efficacité. Chez des rats cachectiques YAH-130, il a été mis en
évidence que l'injection d’un anticorps polyclonal anti-TNF-a provoquait une diminution du
taux de dégradation des protéines dans le muscle squelettique. Néanmoins, ce traitement
était incapable d’éviter la réduction de poids (Costelli et al., 1993). Dans des modeéles murins
cachectiques, l'injection d’un anticorps monoclonal anti-IL-6 inhibait la perte de poids
provoquée par la tumeur (Yasumoto et al., 1995; Zaki et al.,, 2004). Chez des souris
cachectiques LLC, I'injection d’un anticorps monoclonal anti-IFN-y conduisait a une réduction
de la perte de poids et de la masse grasse (Matthys et al., 1991b).

Chez I'humain, un nombre trés limité d’études cliniques a été réalisé. L'utilisation
d’'un composé, I'étanercept, a été testée. C'est une protéine de fusion associant la fraction
p75 du récepteur soluble du TNF-a avec un fragment Fc d'une immunoglobuline de type G
(Mohler et al., 1993). Elle se fixe au TNF-a in vivo et bloque ainsi son interaction avec ses
récepteurs a la surface cellulaire (Mohler et al., 1993). Au cours d’une clinique pilote, il a été
observé que les patients atteints de cancer avancé et traités par I'étanercept, associé a un
agent antitumoral (le docetaxel), étaient moins fatigués et présentaient une meilleure
tolérance au traitement (Monk et al., 2006). Cependant, un essai clinique réalisé sur des

patients atteints de divers cancers solides, a mis en évidence qu’un traitement par
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I'étanercept n’avait aucun effet sur I'appétit, la perte de poids et la survie (Jatoi et al., 2007).

Récemment, il a été mis en évidence chez des patients avec un NSCLC qu’un
anticorps humanisé anti-IL-6 (appelé ALD518), diminuait la perte de masse maigre par
rapport a un placebo (Bayliss et al., 2011). Enfin, une autre stratégie thérapeutique utilisant
un antagoniste du récepteur a I'lIL-6, le tocilizumab, a montré sur trois patients des effets
prometteurs, comme un gain de poids ou une diminution de la RPA (Ando et al., 2013; Hirata
et al., 2013). Néanmoins, la mise en place d’essais cliniques a plus grande échelle est
nécessaire pour évaluer leur sécurité et leur efficacité.

L'utilisation systématique de ces diverses stratégies thérapeutiques, a I'heure
actuelle, est trop coliteuse en raison du fait que ce type de traitement nécessite un tres

grand nombre de molécules d'anticorps afin de bloquer totalement I'action des cytokines.

A. L'ibuproféne

L'aspirine et les agents anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) tels que
I'ibuprofene sont des agents bloquants de la voie de la cyclo-oxygénase (COX) (Solheim et
al., 2013). lls inhibent la production de prostaglandines (Ferreira et al., 1971; Vane, 1971),
qui causent l'inflammation et la douleur (voie de signalisation COX-2). L’administration
d’ibuprofene (1.2 g par jour pendant sept jours) a des patients atteints de cancer du
pancréas non résécable se traduisait par une réduction de la DER et du niveau sérique en
CRP (Wigmore et al., 1995). De plus, il a été montré chez des patients ayant un cancer
métastatique que la prise d‘ibuproféne pendant trois jours, atténuait la RPA et ralentissait le
renouvellement protéique (Preston et al., 1995). Ceci suggére une action potentielle des
AINS sur les symptomes de la cachexie associée au cancer. Au cours d’une étude pilote
menée chez des patients atteints d’un cancer gastro-intestinal, I'administration d’ibuproféene
(1.2 g par jour pendant six semaines) combiné a du MA, entrainait un gain de poids et une
réduction de la concentration sérique en CRP (McMillan et al., 1997). Une étude prospective
randomisée a mis en évidence que l'ibuproféne (1.2 g par jour pendant douze semaines), en
combinaison avec du MA, augmentait significativement le poids et la qualité de vie des
personnes atteintes de cancer gastro-intestinal, comparées aux patients traités avec du MA

combiné a un placebo (McMillan et al., 1999).
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B. L'indométacine

L'indométacine (anciennement orthographiée indométhacine) est un AINS découvert
en 1963 (Hart & Boardman, 1963). Chez des souris cachectiques C26, il a été observé qu’un
traitement par 'indométacine prévenait le développement de la cachexie et augmentait le
temps de survie (Tanaka et al., 1989). Cette molécule peut donc étre une stratégie
d’intervention thérapeutique dans la cachexie associée au cancer. Bien que n’ayant aucun
effet sur le poids corporel, I'indométacine comparée a un placebo, prolongeait le temps
moyen de survie chez les patients cancéreux cachectiques (Lundholm et al., 1994). Au cours
d’une étude menée sur des patients atteints d’'un cancer avancé, il a été mis en évidence
gu’un traitement par l'indométacine était a I'origine d’une réduction de la DER et d’une
augmentation de la prise alimentaire, et provoquait une réduction de la perte de poids due a
un tissu adipeux plus développé, comparés aux patients ayant recu le placebo (Lundholm et

al., 2004b).

C. Le célécoxib

Le célécoxib est un AINS, qui inhibe sélectivement la COX-2 (Penning et al., 1997). Il a
été observé expérimentalement chez des souris cachectiques C26, qu’un traitement par le
célécoxib prévenait le développement de la cachexie (Davis et al., 2004b), suggérant ainsi un
probable bénéfice a son utilisation en clinique. Au cours d’une étude pilote randomisée, il a
été montré que les patients atteints de cancer recevant du célécoxib, en plus de capsules
d’huiles de poissons, présentaient un gain de masse maigre et de masse grasse, une force de
préhension plus élevée, et une baisse de la concentration circulante en CRP, comparés aux
patients traités uniquement avec les capsules d’huiles de poissons (Cerchietti et al., 2007).
Un essai clinigue pilote, chez des patients atteints de cancer de la téte et du cou, et du
tractus gastro-intestinal, a mis en évidence que I'administration de célécoxib provoquait un
gain de poids marqué di a une légére augmentation de la masse maigre, et améliorait la
gualité de vie (Lai et al., 2008). Une étude non randomisée de phase Il a montré qu’aprés un
traitement par le célécoxib, la masse maigre était augmentée, la concentration en TNF-a
circulant était diminuée, la force de préhension et la qualité de vie étaient améliorées
(Mantovani et al., 2010). Enfin, chez des patients avec un cancer gynécologique, il a été
observé que la prise d’un traitement combinant du MA, de la carnitine, des antioxydants et

du célécoxib augmentait la masse maigre, réduisait la DER, diminuait les concentrations en
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IL-6 et TNF-a circulants, et améliorait la qualité de vie, comparés aux patients traités

uniguement avec le MA (Maccio et al., 2012).

Sur la base de ces résultats, il existe donc des preuves que les AINS peuvent
améliorer le poids des patients cachectiques. lls peuvent également améliorer I'état de
performance, la qualité de vie et le statut inflammatoire. Néanmoins, les études sont
composées généralement d’un faible nombre de patients et quelgues unes sont
méthodologiquement imparfaites. Par conséquent, les connaissances actuelles sont
insuffisantes pour recommander les AINS dans le traitement de la cachexie associée au

cancer en dehors des essais cliniques.

A. Les stéroides anabolisants et les SARM

Des patients avec un NSCLC subissant une chimiothérapie ont été traités avec de la
nandrolone décanoate (200 mg par semaine pendant quatre semaines), et il a été mis en
évidence que ce stéroide anabolisant dérivé de la testostérone tendait a diminuer la perte
de poids et a augmenter la durée de survie (Chlebowski et al., 1986). Au cours d’un essai
randomisé chez des patients atteints d’'un cancer de I'cesophage ayant subi une résection, il
a été montré gqu’un traitement par la nandrolone décanoate n’entrainait aucun effet
bénéfique sur le statut nutritionnel (Darnton et al., 1999).

L'utilisation des stéroides anabolisants, tels que la testostérone, est contraignante du
fait de leur incapacité a séparer les effets anaboliques recherchés des stéroides sur le
muscle, des effets secondaires androgeénes non désirés (Bhasin et al., 2006). Par conséquent,
il est nécessaire de trouver des substituts n’entrainant préférentiellement qu’un effet
anabolique. Le besoin de tels agents a stimulé le développement de modulateurs sélectifs
des récepteurs androgénes (SARM pour selective androgen receptor modulators).
L’énobosarm connu aussi sous les noms ostarine ou Gtx-024, est un SARM non stéroidien qui
a une activité pharmacologique anabolique et androgénique spécifique d’un tissu donné
(Negro-Vilar, 1999; Mohler et al., 2009). Au cours d’une étude de phase Il en double aveugle
et controlée par un placebo, il a été observé chez des sujets sains qu’un traitement par
I’énobosarm augmentait de maniére dose-dépendante la masse maigre et améliorait le

niveau d’activité physique, sans évidence d’effets secondaires androgéniques
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Figure 43 : Structure chimique de certains 2-agonistes.
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(Dalton et al., 2011). Au cours d’un essai clinique de phase Il randomisé, en double aveugle,
et controlé par un placebo, le traitement de patients cancéreux par I'énobosarm générait un
gain de masse maigre et améliorait 'activité physique, sans engendrer d’effets toxiques
associés a I'activité androgénique (Dobs et al., 2013).

Ces résultats préliminaires laissent penser que les agents anabolisants tels que les
SARM peuvent étre une approche thérapeutique efficace puisqu’ils peuvent augmenter la
masse maigre en relation avec une amélioration de la fonction physique et de la qualité de

vie. De plus, le profil d'effets secondaires rapportés semble étre favorable.

B. Les B;-agonistes

En 1900, le docteur Solomon Solis-Cohen a administré a ses patients souffrant
d'asthme et de rhume des foins, « un extrait d'adrénaline brut » issu des glandes surrénales
de bovins. Le statut de ses patients asthmatiques s’est amélioré de facon significative suite a
I'ingestion quotidienne de cette « substance surrénalienne » (Solis-Cohen, 1900). Par la
suite, il a été montré que l'injection d'adrénaline soulageait I'asthme (Bullowa & Kaplan,
1903), par l'intermédiaire d’un effet bronchodilatateur (Kahn, 1907). L'adrénaline (Figure 43)
agit en se liant a une variété de récepteurs adrénergiques, et notamment les récepteurs 3,
adrénergiques (Ahlquist, 1948; Lands et al., 1967). Dans le méme temps, des composés
synthétiques appelés agonistes B, adrénergiques (ou [,-agonistes), agissant par
I'intermédiaire des mémes récepteurs que I'adrénaline ont été développés et utilisés comme
bronchodilatateurs dans le traitement de I'asthme (Lands et al., 1958; Salorinne et al., 1975).

Il a été décrit pour la premiere fois en 1981, un effet anabolique de I'isoprotérénol
(connu également sous le nom d’isoprénaline ; Figure 43), un B1/,-agoniste, sur le muscle
squelettique chez le rat (Deshaies et al., 1981). De nombreuses études menées au cours de
ces trente dernieres années ont décrit une hypertrophie du muscle squelettique consécutive
a I'administration de B,-agonistes (Emery et al., 1984c; Carbo et al., 1997; Hinkle et al., 2002;
Busquets et al., 2004; Joassard et al., 2013a). Le gain de masse musculaire chez la souris et le
rat était de 10 a 30% selon le muscle étudié (Joassard et al., 2013b).

Les B,-agonistes agissent sur la cellule musculaire par I'intermédiaire de la voie de
signalisation mettant en jeu les récepteurs P2-adrénergiques, PKA et le facteur de

transcription cAMP response element binding protein (CREB) (Joassard et al., 2013b). La voie

195



Chapitre Il : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

196



Chapitre Ill : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

de signalisation PI3K/Akt/mTOR est également impliquée dans la réponse biologique du tissu
musculaire a la prise de B,-agonistes (Kline et al., 2007; Koopman et al., 2010; Douillard et
al., 2012; Joassard et al., 2013b).

Les effets des B,-agonistes dans la cachexie associée au cancer sont étudiés depuis le
début des années 1990 (Chance et al., 1991a; Chance et al., 1991b; Stallion et al., 1991). De
nombreux travaux expérimentaux ont mis en évidence que les B,-agonistes (cimatérol,
clenbutérol, formotérol et salmétérol ; Figure 43) atténuaient la perte de masse musculaire
et/ou augmentaient celle-ci (Hyltander et al., 1993; Stallion et al., 1993; Costelli et al.,
1995a; Costelli et al., 1995c; Stallion et al., 1995; Carbo et al., 1997; Chance et al., 1998;
Busquets et al., 2004; Fuster et al., 2007; Busquets et al., 2011), avec une amélioration de la
fonction musculaire et des capacités d’exercice (Busquets et al., 2011). Enfin, utilisés en
combinaison avec d’autres agents anti-cancéreux comme |'acivicine, le naproxéne ou la
roxithromycine, les B2-agonistes peuvent avoir également des effets bénéfiques (Chance et
al., 1991a; Piffar et al., 2003; Kenley et al., 2008).

A I'heure actuelle, aucun résultat issu d’essais cliniques n’a été publié quant a I'effet
des B2-agonistes dans la cachexie associée au cancer chez I’humain. Toutefois, deux études
sont actuellement en cours. L'une d’elles s’intéresse a I'effet de ’ADP209 (un traitement oral
combinant le formotérol et le MA, développé par la société Acacia Pharma au Royaume Uni)
sur treize patients ayant une cachexie associée au cancer. Des résultats parus dans une
communication par affiche, ont montré que six patients sur sept ayant terminé cette étude
clinique, présentaient une amélioration de la taille et de la force musculaire du muscle
quadriceps, et que trois patients avaient une augmentation du niveau quotidien d’activité
physique. Néanmoins, certains patients rapportaient la présence d’effets secondaires tels
gue des tremblements, des cedémes périphériques, une tachycardie, des brilures d’estomac
et des indigestions (Greig et al., 2012). La seconde étude s’intéresse a |'effet du MT-102
(développé par la société PsiOxus Therapeutics au Royaume Uni), qui combine différents
effets pharmacologiques pour produire un agent de transformation anabolique/anti-
cataboliqgue (possédant notamment des propriétés agonistes des récepteurs Bi- et B,-
adrénergiques). Il a été mis en évidence que lutilisation du MT-102 chez des rats
cachectiques, provoquait une augmentation de la prise alimentaire, du poids corporel, de la
masse grasse et de la masse maigre, de I'activité physique, et du temps de survie (von

Haehling et al., 2010). Un essai clinique de phase Il, multicentrique, randomisé, en double

197



Chapitre Il : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

198



B
-

Chapitre Ill : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

aveugle a été lancé au moins d’avril 2011, afin de déterminer si un maximum de 16 semaines
de traitement avec le MT-102 permettrait d'améliorer le taux de variation de la masse
corporelle, par rapport au placebo, chez des patients atteints de cancer de stade Ill et IV

(Stewart Coats et al., 2011).

L'ensemble de ces données expérimentales illustre clairement les effets bénéfiques
potentiels de I'administration des B,-agonistes. Méme s’ils sont bien étudiés et semblent
étre prometteurs, les stratégies thérapeutiques impliquant les B,-agonistes chez les patients
cachectiques humains demeurent a I'heure actuelle peu nombreuses, en particulier, en

raison de leurs effets secondaires (Joassard et al., 2013b).

______________________________________________________________________________________________________________

L'efficacité globale et la sécurité de tout traitement pharmacologique doivent étre ™

déterminées. Dans le cas des médicaments utilisés pour traiter I'anorexie et la cachexie, il
est souvent difficile de déterminer si I'état nutritionnel et la fonction physique ont
réellement été améliorés, plus précisément, a savoir si les participants gagnent de la masse
maigre et/ou de la masse grasse. Les effets secondaires potentiels des médicaments doivent
également étre pris en compte et, dans certains cas, peuvent augmenter le fardeau des
symptomes a un niveau inacceptable. Il est évident que davantage d'essais controlés
prospectifs randomisés sont nécessaires dans tous ces domaines afin de déterminer une

stratégie pharmacologique optimale pour le traitement de la cachexie associée au cancer.
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IIl. Exercice

Environ un quart des cas de cancer est généralement dii a un excés de poids et a un
style de vie sédentaire (McTiernan, 2008). Inversement, une activité physique réguliére
protegerait contre certains type de cancer. En effet, aprés avoir analysé plus de cinquante
études démontrant des liens entre |'activité physique et le cancer, le Fonds Mondial de
Recherche contre le Cancer a conclu que l'activité physique réduisait le risque moyen de
développer un cancer du célon ou du sein (aprés la ménopause) de 20 a 25% (WCRF, 2007).
Ces données épidémiologiques ont conduit le Fonds Mondial de Recherche contre le Cancer
a proposer une recommandation de trente minutes de sport quotidien.

L'atrophie du muscle squelettique chez les patients atteints de cancer est en partie
une conséquence du processus cachectique. La cause probable est une combinaison de
processus métaboliques, aggravée par l'inactivité, entrainant une réduction de la synthése
des protéines et une augmentation de la dégradation des protéines (Tisdale, 2009). Au-dela
des approches pharmacologiques, I'exercice a été suggéré comme une contre-mesure
prometteuse pour prévenir la cachexie associée au cancer (Lenk et al., 2010).
Malheureusement, un petit nombre d'études cliniques a été réalisé afin de définir I'efficacité
de l'exercice contre la cachexie associée au cancer. La justification de ['utilisation de
I'exercice est assez simple, puisqu’il a été démontré que pendant la cachexie associée au
cancer, la force musculaire et I'endurance sont considérablement réduites (Weber et al.,
2009). Ces modifications limitent sévérement la capacité a effectuer des activités
guotidiennes et par conséquent, compromettent la qualité de vie du patient (Argiles et al.,
2012).

Il a été montré que I'exercice d’endurance réduisait la fatigue et I'état de détresse
psychologique de patients atteints de cancer recevant une chimiothérapie (Dimeo et al.,
1999), et qu’il conduisait a une amélioration de la capacité physique de patientes atteintes

d’un cancer du sein (Nieman et al., 1995).
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Des études se sont également intéressées a I'effet de I'exercice de résistance en cas
de cachexie associée au cancer. Chez des patients atteints de cancer de la prostate recevant
un traitement anti-androgénique, il a été observé que |'exercice de résistance réduisait la
fatigue et améliorait la qualité de vie (Segal et al., 2003), augmentait la force musculaire et
I’endurance musculaire (Galvao et al., 2006), et provoquait une stabilisation de la masse
maigre (Galvao et al.,, 2006). Chez des patients atteints de cancer et traités par
chimiothérapie, il a été mis en évidence que |'exercice de résistance augmentait la force
musculaire et provoquait un gain de poids (Quist et al., 2006). Au cours d’'un essai clinique
randomisé contr6lé et multicentrique, il a été montré chez des patientes atteints d’un
cancer du sein recevant une chimiothérapie que I'exercice de résistance provoquait un gain
de masse maigre et un gain de force musculaire (Courneya et al., 2007). Enfin, il a été
montré dans un essai controlé et randomisé, que I'exercice de résistance diminuait la fatigue
et améliorait la qualité de vie ainsi que la force musculaire chez des patients atteints de
cancer pancréatique (Segal et al., 2009).

Récemment, une revue systématique réalisée sur un ensemble de seize essais
cliniques randomisés et contrélés, a mis en évidence que I'exercice d’endurance et I'exercice
de résistance amélioraient plus la force musculaire que ne le faisaient des soins de routine
(Stene et al., 2013). Seulement six études s’intéressaient a I'effet sur la masse musculaire.
Néanmoins, elles montraient une tendance a un effet positif de I'exercice physique sur le
maintien de la masse musculaire (Stene et al., 2013).

Bien que trés prometteur, il est néanmoins difficile de tirer des conclusions générales
guant a l'effet de I'exercice d’endurance ou de I'exercice de résistance chez les patients

présentant une cachexie associée au cancer, en raison de la faible quantité d'essais clinique.

203



Chapitre Il : Prise en charge clinique de la cachexie associée au cancer

/ En résumé, diverses stratégies thérapeutiques plus ou moins efficaces existent pour
lutter contre la cachexie associée au cancer. Néanmoins, aucune d’entre elles n’a permis de
stopper la progression de ce processus qui semble irréversible. L'interaction complexe entre
I'inflammation, les altérations métaboliques systémiques, ainsi que la présence de
nombreux facteurs qui sont maintenant connus pour jouer un role important dans le
développement et la progression de la cachexie associée au cancer, rendent peu probable
I'utilisation d’une seule stratégie thérapeutique ciblée comme moyen de lutter contre la
cachexie associée au cancer. Au contraire, une approche multi-ciblée doit étre considérée

lors de I'élaboration des plans de traitement pour les patients cachectiques.
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Objectifs

La cachexie est définie comme un syndrome clinique et métabolique avec une perte
de poids progressive aux dépens du tissu adipeux et du tissu musculaire squelettique, a
I'origine d’un syndrome d’épuisement musculaire. Ce syndrome est présent chez environ
50% des patients atteints d'un cancer, et sa prévalence est supérieure dans certains types de
cancer tels que le cancer du poumon ou le cancer du tractus gastro-intestinal. De plus, il

serait responsable du déces d’environ 25% des patients atteints d’'un cancer.

La cachexie associée au cancer induit une dérégulation profonde du métabolisme
protéique dans le tissu musculaire en affectant a la fois le contréle de la synthese et de la
dégradation protéique. La Mstn, un membre de la famille TGF-B, régule négativement la
masse musculaire chez 'adulte, notamment par une inhibition des synthéses protéiques.
L'augmentation de son expression a été récemment montrée dans plusieurs modeles de

souris cachectiques.

Notre hypothése générale est que I'inhibition de la Mstn permet de limiter ou de
bloquer le développement de la cachexie associée au cancer et de contribuer ainsi a une

amélioration de la durée de vie.

Dans ce contexte, I'objectif principal de ce travail est de déterminer les bénéfices de
I'invalidation du géne de la Mstn sur le développement de la cachexie associée au cancer.
Nous nous intéresserons notamment aux mécanismes moléculaires impliqués dans le
contréle de la croissance tumorale. De plus, nous chercherons a déterminer les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation de la masse musculaire, a savoir le role de la voie
de signalisation PI3K/Akt/mTOR, et des systémes ubiquitine-protéasome et autophagie-
lysosome. Enfin, nous chercherons a définir quelle est la place des sphingolipides, et en

particulier des céramides, dans la cachexie associée au cancer.
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Culture cellulaire : Lewis lung carcinoma

Références

- Cellules LLC — Lewis lung carcinoma cells (ATCC" — CRL-1642™)

- DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (ATCC” — 30-2002)

- FBS - Fetal Bovine Serum “Gold” (PAA — A15-151)

- P/S - Pénicilline/Streptomycine (PAA — P11-010)

- DPBS avec Ca**/Mg** — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x with Ca & Mg (PAA —
H15-001)

- DPBS sans Ca*/Mg®" — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x without Ca & Mg
(PAA — H15-002)

- Trypsine-EDTA 10X (PAA — L11-003)

- Bleu trypan — Trypan blue solution (0.4%) (Sigma-Aldrich — T8154)

- DMSO - Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich — D5879)

- Flasque T-25 (25 cm?) (BD Falcon™ —353109)

- Flasque T-75 (75 cm?) (BD Falcon™ —353135)

- Flasque T-175 (175 cm?) (BD Falcon™ —353028)

Principe

Les cellules LLC (Figure 44) sont une lignée cellulaire établie a partir du
développement spontané de carcinome pulmonaire de souris C57BL. Les cellules LLC sont
fortement tumorigenes, mais faiblement métastatiques chez la souris.

Figure 44 : Cellules LLC en microscopie a un grossissement x 10.

Solutions
> A préparer:
Milieu de culture (prolifération) DMEM + 10% FBS + 1% P/S
Milieu de congélation Milieu de culture + 5% (v/v) de DMSO
DPBS sans Ca**/Mg** + Trypsine 1/10 (v/v) de Trypsine-EDTA dans du DPBS

sans Ca®*/ Mg**
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Protocole

~

b

~

[

Décongélation et ensemencement des cellules :
Décongeler I'ampoule contenant les 3.8 millions de cellules LLC par une agitation douce
au bain-marie (37°C) pendant 2 minutes. Transvaser le contenu cellulaire (1 ml) dans un
tube Falcon 15 ml. Ajouter 9 ml de milieu de culture.
Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 7 minutes afin d’éliminer le milieu de congélation.
Eliminer le surnageant et resuspendre les cellules avec du milieu de culture.
Ensemencer les 3.8 millions de cellules dans une flasque de T-25 avec une dilution de
1:10 (v/v) ou dans une flasque de T-75 avec une dilution de 1:15 (v/v).
Incuber a 37°C et a 5% de CO, dans l'incubateur.

Trypsination des cellules :
Récupérer les cellules non adhérentes (surnageant) et les mettre dans un tube Falcon.
Récupérer les cellules adhérentes par trypsination.
Rincer avec 3 ml de DPBS sans Ca**/Mg®* pour une flasque T-25, ou avec 5 ml pour une
flasque T-75. Préalablement, rincer « I'aspirateur » avec de I’éthanol. Aspirer.
Rincer avec 3 ml de DPBS sans Ca**/Mg®* pour une flasque T-25, ou avec 5 ml pour une
flasque T-75. Préalablement, rincer « I'aspirateur » avec de I’éthanol. Aspirer.
Ajouter 3 ml de DPBS sans Ca?*/Mg®" + Trypsine (2.7 ml de DPBS sans Ca*"/Mg** et 300 ul
de Trypsine-EDTA) pour une flasque T-25, ou 5 ml de DPBS sans Ca**/Mg®" + Trypsine (4.5
ml de DPBS sans Ca?*/Mg®" et 500 pl de Trypsine-EDTA) pour une flasque T-75. Répartir
la solution sur toute la surface de la flasque par un mouvement circulaire.
Incuber la flasque pendant 3 minutes a 37°C dans l'incubateur.
Choquer la flasque afin de bien décoller les cellules adhérentes restantes. Récupérer les
cellules de la flasque et les verser dans le tube Falcon précédemment utilisé.
Rincer avec 3 ml de DPBS avec Ca**/Mg”" pour inhiber I'activité de la trypsine pour une
flasque T-25, ou avec 5 ml de DPBS avec Ca2+/Mg2+ pour une flasque T-75. Verser le
contenu dans le tube Falcon précédemment utilisé. Réitérer cette étape une seconde
fois.
Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 7 minutes.
Eliminer le surnageant et resuspendre les cellules avec du milieu de culture.

Numération cellulaire :

Dans un tube Eppendorf, ajouter 12.5 ul de bleu trypan et 12.5 ul de suspension
cellulaire (dilution 1:2). Le bleu trypan permet de différencier les cellules mortes (bleues)
des cellules vivantes. Bien agiter la suspension cellulaire lors du pipetage afin que la prise
reflete au mieux la concentration réelle dans le tube. Déposer 12.5 pl par capillarité
entre lame et lamelle sur une lame de Neubauer.

Calculer la moyenne de x comptages de la fagon suivante: C = n/Vc ou C est la
concentration cellulaire (cellules/ml), n le nombre moyen de cellules comptées et Vc le
volume de comptage sur la lame. Ce volume est de 0.1 mm? soit 10 ml pour une lame
de Neubauer. La formule devient : C = n x 10000 x 2 x Vt. Le facteur 2 tient compte de la
dilution lors de la préparation des cellules et le facteur Vt tient compte du volume total
de reprise des cellules au terme de la trypsination.

Congélation des cellules :
Centrifuger les cellules a 120 g (850 rpm) pendant 7 minutes.
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Resuspendre le culot cellulaire avec le milieu de congélation afin d’obtenir une
concentration finale de 4 millions de cellules LLC/ml de milieu de congélation.
Préalablement, écrire sur un cryotube stérile : le nom des cellules, le passage des cellules,
le nom de la personne et la date. Transférer les cellules dans le cryotube stérile.
Conserver le cryotube a -20°C pendant 24 heures, puis a -80°C pendant 24 heures et
enfin le stocker dans I'azote liquide.
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Inoculation des cellules LLC

Références

Kétamine — Kétamine 500 (Virbac)

Xylazine — Rompum® 2% (Bayer Healthcare)

Sérum physiologique — Chlorure de sodium (NaCl) 0.9% (Aguettant — 228365)

Cellules LLC — Lewis lung carcinoma cells (ATCC® — CRL-1642™)

DPBS stérile — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x with Ca & Mg (PAA— H15-
001)

Seringue 1 ml (TERUMO® — BSO1T)

Aiguille de 0.3 mm de diameétre (BD Microlance™ 3 — 304000)

Souris WT — Souris sauvages C57BL/6 (UMR 0866 Dynamique Musculaire et
Métabolisme, INRA, Montpellier)

Souris Mstn”" — Souris C57BL/6 déficientes pour le gene de la Mstn (MstnA/A) (Grobet
et al., 2003) (UMR 0866 Dynamique Musculaire et Métabolisme, INRA, Montpellier)

Principe

L'injection de cellules LLC dans le flanc droit de la souris entraine le développement

d’une tumeur et d’un cancer. Le but est de créer un modeéle animal d’étude de la cachexie
associée au cancer.

Protocole

NBEY

~

Récupération des cellules LLC :
Récolter et trypsiner les cellules LLC.
Compter les cellules LLC.

Conditionnement des seringues pour I'injection des cellules LLC ou du DPBS :

1. Reprendre les cellules LLC dans du DPBS stérile.

2. Conditionner des seringues 1 ml (avec des aiguilles de 0.3 mm de diamétre), avec 5
millions de cellules LLC repris dans 150 ul de DPBS stérile.

3. Conditionner des seringues 1 ml (avec des aiguilles de 0.3 mm de diametre), avec 150 ul
de DPBS stérile.

> Mode opératoire :
Préalablement, constituer 4 groupes de souris :

WT : injection de 150 ul de DPBS stérile.

WT+LLC : injection de 5 millions de cellules LLC repris dans 150 ul de DPBS stérile.
Mstn” : une injection de 150 ul de DPBS stérile.

Mstn” +LLC : injection de 5 millions de cellules LLC repris dans 150 ul de DPBS stérile.
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1. Anesthésier les souris par une injection intrapéritonéale d’un mélange de kétamine (100
mg/kg de poids de corps) et de xylazine (10 mg/kg de poids de corps) repris dans du
sérum physiologique.

2. Tondre le pelage du flanc droit des souris pour dégager au maximum le lieu de
I'injection.

3. Inoculer en sous-cutanée les cellules LLC repris dans le DBPS stérile ou le DPBS stérile
seul dans le flanc droit, a I'aide des seringues préalablement conditionnées (Figure 45).

Seringue contenant
les cellules LLC

Figure 45 : lllustration de I'inoculation de cellules LLC chez la souris.
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Prélevement et conditionnement des échantillons tissulaires

Références
- Kétamine — Kétamine 500 (Virbac)
- Xylazine — Rompum® 2% (Bayer Healthcare)
- Sérum physiologique — Chlorure de sodium (NaCl) 0.9% (Aguettant — 228365)
- Scalpel — Sterile Disposable Scalpel (Sovereign — 0434)
- Milieu cryoprotecteur — Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura® Finetek — 4583)
- Isopentane — Méthyl-2 Butane (Prolabo — 24872)
- RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen — 76104)

Principe

A la fin du protocole de 35 jours, les muscles des souris sont prélevés pour des
analyses histochimiques et biochimiques. Pour ce faire, les muscles sont prélevés sur des
animaux vivants profondément anesthésiés.

L'anesthésie est réalisée par une injection intrapéritonéale d’un mélange de
kétamine (100 mg/kg de poids de corps) et de xylazine (10 mg/kg de poids de corps) repris
dans du sérum physiologique. La peau des pattes postérieures est retirée afin de prélever les
muscles. Sur la face antérieure de la patte postérieure, on préleve le muscle tibialis anterior,
puis le muscle extensor digitorium longus. Sur la face postérieure de la patte postérieure, on
préleve le muscle gastrocnemius, puis le muscle soleus. Une fois les muscles retirés, ils sont
pesés dans leur intégralité puis conditionnés.

A la fin du prélévement, les animaux sont sacrifiés par une excision du cceur.

Protocole
» Conditionnement histologique :

La portion centrale (= 4 mm) des muscles TA droit et GAS droit est isolée a I'aide d’un
scalpel. Elle est déposée sur un morceau de liege, et enrobée dans un milieu cryoprotecteur
afin d’assurer la protection du muscle au cours de la congélation. L'ensemble est plongé
dans de l'isopentane refroidi dans de I'azote liquide, et est conservé au congélateur a -80°C
jusqu’a I'analyse.

» Conditionnement ARN (Figure 46) :

Les deux extrémités des muscles TA droit et GAS droit, dépourvues de tendons sont
isolées a I'aide d’un scalpel. Elles sont ensuite immergées dans le RNAlater RNA Stabilization
Reagent afin de stabiliser I'acide ribonucléique (ARN) et de préserver le profil d’expression
des génes, et sont conservées au congélateur a -20°C jusqu’a 'analyse.
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» Conditionnement protéique (Figure 46) :

Les muscles TA gauche et GAS gauche, ainsi que les muscles EDL droit et gauche, et
SOL droit et gauche, dépourvus de tendons sont isolés a I'aide d’un scalpel. lls sont ensuite
plongés dans de |'azote liquide et conservés au congélateur a -80°C jusqu’a l'analyse.

Figure 46 : lllustration du conditionnement des muscles prélevés.
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Extraction protéique avec tampon complet sur tissu musculaire

congelé

Références

Tris HCl — Trizma® hydrochloride (Sigma-Aldrich — T3253)

NaCl — Sodium chloride (BDH Prolabo — 27800.291)

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma-Aldrich — EDS)

EGTA — Ethylene glycol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
(Sigma-Aldrich — E4378)

B-glycérophosphate disodium salt hydrate (Sigma-Aldrich — G6251)
Sodium fluorure — Sodium fluoride (Sigma-Aldrich — S7920)

NasVO, — Sodium orthovanadate (Sigma-Aldrich — S6508)

Acide okadaique — Okadaic acid sodium salt (Sigma-Aldrich — 07760)
Benzamidine hydrochloride hydrate (Sigma-Aldrich — B6506)

PMSF — Phenylmethanesulfonyl fluoride (Sigma-Aldrich — P7626)
Aprotinine (Sigma-Aldrich — A1153)

Leupeptine — Leupeptin hemisulfate salt (Sigma-Aldrich — L8511)
Triton” X-100 (Sigma-Aldrich — T8532)

Ultra-turrax — Homogénéiseur Ultra-Turrax T8 (IKA —8002000)

Solutions
> A préparer :

EDTA 200 mM pH=28.0
EGTA 200 mM
N83VO4 100 mM
Acide okadaique 100 mM
Benzamidine 100 mM
PMSF 100 mM
Aprotinine 100 mM
Leupeptine 100 mM
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Protocole

» Préparation du tampon complet :
1. Combiner les différents réactifs :

Tris HCI 50 mM, mg
NaCl 100 mM, mg
EDTA 2 mM, pl
EGTA 2 mM, pul

RB-glycérophosphate 50 mM,
mg

Sodium fluorure 50 mM, mg
NasVOs; 1mM, ul

Acide okadaique 120 nM, ul
Benzamidine 3 mM, pl
PMSF 1 mM, pl

Aprotinine 10 pg/ml, pl
Leupeptine 10 pg/ml, ul
Triton” X-100 1%, pl

200 mM
200 mM

100 mM
605 uM
300 mM
100 mM
1 pg/ul
1 pg/ul

39.4
29.22
50
50

54

10.5
50

50
50
50
50
100

78.8
58.44
100
100

108

21
100
2
100
100
100
100
200

157.6
116.88
200
200

216

42
200
4
200
200
200
200
400

236.4
175.32
300
300

324

63
300
6
300
300
300
300
600

315.2
233.76
400
400

432

84
400
8
400
400
400
400
800

394
292.2
500
500

540

105
500
10
500
500
500
500
1000

Inhibiteurs de protéases :

Benzamidine

PMSF
Aprotinine
Leupeptine

N

4°C.

~

Mode opératoire pour le tissu musculaire :

Inhibiteurs de phosphatases :
Sodium fluorure
N33VO4
Acide okadaique

Ajuster le pH a 7.4. Ajuster le volume final dans une éprouvette graduée. Conserver a

1. Peser environ 20-30 mg de tissu musculaire, dans un tube Eppendorf refroidi (dans la

glace).

2. Ajouter le tampon complet de facon a réaliser une dilution finale (poids/volume) au 1/20
(ex : 400 ul de tampon complet pour 20 mg de muscle).

3. Homogénéiser le tissu, 2 fois pendant 10 secondes, dans la glace, a I'ultra-turrax .
Centrifuger a 12000 g pendant 20 minutes a 4°C.

&

5. Récupérer le surnageant. Aliquoter sous 100 pl. Conserver a -80°C.
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Mesure de la concentration en protéines totales

Références
- BSA —Bovine Serum Albumin (PAA — K41-001)
- Solution A — Protein Assay Reagent A (Bio-Rad —500-0113)
- Solution B — Protein Assay Reagent B (Bio-Rad — 500-0114)

Principe

Le kit Bio-Rad DC™ (Detergent Compatible) Protein Assay permet la mesure de la
concentration en protéines (réaction similaire a celle du Lowry) d’extraits par colorimétrie. Il
comprend 2 solutions :

Solution A Solution B

Solution
B

Solutions
> A préparer:
BSA 2 mg/ml

Protocole
» Courbe étalon :

Ajouter les différentes solutions dans I'ordre décrit ci-dessous directement dans la cuve de
spectrophotométrie.

Protéines, ug 0 10 20 30 40 50 60
AH,0, pl 195 190 185 180 175 170 165
Tampon d’extraction, pl 5

BSA 2 mg/ml, pl 0 5 10 15 20 25 30
Solution A, pl 100

Solution B, ul 800

Afin d’obtenir une coloration homogene, 'addition de la solution B doit se faire tout en
vortexant.

Incuber 15 minutes a température ambiante, a I'abri de la lumiére.

Lire I'absorbance au spectrophotomeétre a 750 nm.
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Mode opératoire :
Mettre 195 ul de AH,O0.
Ajouter 5 ul d’extrait.
Ajouter 100 pul de solution A.
Ajouter 800 ul de solution B.
Incuber 15 minutes a température ambiante, a I'abri de la lumiére.
Lire I'absorbance au spectrophotomeétre a 750 nm.

PR WNE Y
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Electrophorése SDS-PAGE / Western Blot

Références

- APS — Ammonium persulfate (Sigma-Aldrich — A3678)

- Glycérol (Prolabo —24387.292)

- SDS - Sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich — L5750)

- Tris—Trizma’ base (Sigma-Aldrich — T1503 ou Prolabo — 443864E)

- Bleu de bromophénol — Bromophenol Blue sodium salt (Sigma-Aldrich — B5525)

- Solution A : acrylamide/bis-acrylamide 40% - Acrylamide/bis-acrylamide 40%
solution (Sigma-Aldrich — T1503 ou Applichem — 443864E)

- TEMED — N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (Sigma-Aldrich — T9281)

- B-mercaptoéthanol — 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich — M7154)

- Glycine (Sigma-Aldrich — G8898 ou Prolabo — 24403.298)

- Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich — BO770 ou Merck — 1.15444.0025)

- Meéthanol (Prolabo — 20864.320)

- Acide acétique glacial — Acide acétique 99% (Prolabo — 20103.295)

- Poids moléculaire — Color Protein Markers (Lonza — 50550)

- NaCl - Sodium chloride (Sigma-Aldrich — S5886 ou Prolabo — 27800.291)

- Tween" 20 (Prolabo — 28829.296)

- Rouge Ponceau — Ponceau S solution (Fluka — 81462)

- Papier de transfert — Gel-blotting paper GB 005 (Whatman — 10 426 994)

- Membrane de nitrocellulose — Protran” Nitrocellulose Transfert Membrane
(Whatman — 10 401 196)

- Régilait délipidé — Lait écrémé en poudre a dissolution instantanée (Régilait)

- BSA —Bovine Serum Albumin (PAA — K41-001)

- Développeur — GBX developer/replenisher (Sigma-Aldrich — P7042)

- Fixateur — GBX fixer/replenisher (Sigma-Aldrich — P7167)

- Solution de révélation A et B — Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents
(GE Healthcare — RPN 2109)

- Film — Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare — 28906835)

Principe

Cette technique regroupe deux étapes : une électrophorese suivie d’'un Western Blot.
L’électrophorése permet de séparer les protéines, préalablement dénaturées, selon leur
poids moléculaire. Le Western Blot permet le transfert de ces protéines sur une membrane
de nitrocellulose ou elles seront exposées a un anticorps primaire spécifique de la protéine
d’intérét. A I'aide d’un anticorps secondaire spécifique de I'anticorps primaire, il est possible
de détecter la présence et la concentration de la protéine d’intérét. Cet anticorps secondaire
est couplé a la péroxydase (HorseRadish Peroxidase, HRP), dont I'activité en présence de son
substrat s’accompagne d’une chimioluminescence liée a I'oxydation du luminol en présence
d’eau oxygénée (Figure 47).
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\

Solution de révélation
contenant du luminol
N

Reaction
chimioluminescente

Anticorps secondaire couplé
B TR TTI a la HRP, reconnaissant
I'anticorps primaire

Proteine
d'intérét

Figure 47 : lllustration de la détection de la protéine d’intérét a I'aide d’un anticorps primaire
(spécifique de la protéine d’intérét) et d’un anticorps secondaire couplé a la péroxydase.

Solutions

> A préparer :
APS 10%
Glycérol 50%
SDS 10%

Tampon 4X pour gel de séparation (Tris 1.5 M)
Peser 18.15 g de Tris. Ajuster le pH a 8.8 avec HCl. Ajuster le volume final a 100 ml avec
AH,0.

Tampon 4X pour gel de concentration (Tris 0.5 M)
Peser 6 g de Tris. Ajuster le pH a 6.8 avec HCI. Ajuster le volume final a 100 ml avec AH,0.

Tampon d’échantillon 4X

Tris 250 mM 1.51 g de Tris

Glycérol 20% 20 ml de glycérol 50%

SDS 4% 20 ml de SDS 10%

Bleu de bromophénol 0.04% 20 mg de bleu de bromophénol

Ajuster le pH a 6.8 avec HCl. Compléter le volume final a 45 ml avec AH,0 dans une
éprouvette graduée. Le jour de I'expérimentation, ajouter 10% (v/v) de B-mercaptoéthanol.

Tampon d’électrophorése 1X

Tris 25 mM 3.03 gdeTris

Glycine 192 mM 14.41 g de glycine

SDS 0.1% 10 ml de SDS 10%

Bleu de bromophénol 0.04% 20 mg de bleu de bromophénol

Ajouter 950 ml de AH,O. Vérifier le pH qui doit étre autour de 8.3-8.4 sans ajustement.
Ajuster le volume final a 1 litre avec AH,0. Le méthanol améliore I'absorption sur une
membrane de nitrocellulose, mais diminue I'efficacité du transfert. L’ajout de SDS 0.1% (soit
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1 g) augmente |'efficacité du transfert, mais diminue la capacité de la membrane a fixer les
protéines.

Tampon de transfert 1X

Tris 25 mM 3.03g
Glycine 192 mM 1441¢g
Méthanol 200 ml

Ajouter 950 ml de AH,0. Ajuster le pH a 8.6 = 0.2. Ajuster le volume final a 1 litre avec AH,0.

Solution de coloration au bleu de Coomassie

Brilliant Blue G lg

Méthanol 450 ml
AH,0 450 ml
Acide acétique glacial 100 ml

Agiter toute la nuit et filtrer pour enlever les particules de colorant non dissoutes.

Solution de décoloration

Méthanol 100 ml
Acide acétique glacial 100 ml
AH,0 800 ml

Tris Buffered Saline 10X (TBS 10X)
Tris 100 mM 12.11¢g
NaCl 1.5 M 87.66¢g
Ajouter 950 ml de AH,0. Ajuster le pH a 7.5. Ajuster le volume final a 1 litre avec AH,0.
Diluer au 1/10 pour faire du TBS 1X (100 ml de TBS 10X + 900 ml de AH,0).

Tris Buffered Saline 1X-Tween 20 0.05%

Tris 10 mM 121g
NaCl 150 mM 8.76 g
Tween 20 0.05% 500 ul (préalablement chauffé a 40°C)

Ajouter 950 ml de AH,0. Ajuster le pH a 7.5. Ajuster le volume final a 1 litre avec AH,O0.

Protocole
> Préparation du gel :

* Mise en place des plaques d’électrophorése :
Nettoyer les plagues au Micro-90° (Sigma-Aldrich — Z281565) en vérifiant |'absence
d’'impuretés a leurs surfaces (possibilité d’utiliser également de |‘acétone). Rincer
abondamment avec AH,0. Enlever les derniéres impuretés a I'aide de I'air comprimé. Mettre
les plaques en place en suivant les indications du fournisseur (Bio-Rad). Vérifier I'ajustement
des plaques et des spacers afin d’éviter les fuites lors du coulage.
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* Préparation et coulage du gel de séparation :
Le pourcentage en acrylamide/bis-acrylamide du gel de séparation est déterminé en
fonction de la taille des protéines d’intérét.

% en acrylamide Résolution
15% 15 a 70 kDa

12% 15290 kDa
10% 30 a 100 kDa
7.5% 40 a 200 kDa
gradient progressif 60 a 212 kDa

Pour 1 mini-gel, ajouter dans I'ordre :

7.5% | 10% | 12.5% | 15%

Solution A : acrylamide/bis-acrylamide 40%, ml | 1.5 2 2.5 3
Tampon 4X pour gel de séparation, ml 2

SDS 10%, pl 80

AH,0, ml 4.42 | 392 | 3.42 | 292

Les concentrations finales de Tris et SDS sont respectivement de 0.375 M et 0.1%.

La copolymérisation de I'acrylamide et du bis-acrylamide est initiée par I'addition d’APS au
1/200 (v/v) et d’un accélérateur, le tétraméthyléthyléthylenediamine (TEMED) au 1/2000

(v/v).

Attendre que les réactifs soient a température ambiante, puis préparer le gel comme
indiqué ci-dessous, en ajoutant dans I'ordre :

Solution gel de séparation, ml 8
APS, ul 80
TEMED, pl 4

La polymérisation compléte nécessite environ 45 minutes.
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* Préparation et coulage du gel de concentration :
Le gel de concentration est un gel a 4%.

Pour 1 mini-gel, ajouter dans I'ordre :

Solution A : acrylamide/bis-acrylamide 40%, pul | 250
Tampon 4X pour gel de concentration, pl 625
SDS 10%, pl 25
Bleu de bromophénol 1%, ul 100
AH,0, ml 1.5

Les concentrations finales de Tris, de SDS et de bleu de bromophénol sont respectivement
de 0.125 M, 0.1% et 0.04%.

La copolymérisation de I'acrylamide et du bis-acrylamide est initiée par I'addition d’APS au
1/100 (v/v) et d’un accélérateur, le TEMED au 1/1000 (v/v). Attendre que les réactifs soient a
température ambiante, puis préparer le gel comme indiqué ci-dessous, en ajoutant dans
I'ordre :

Solution gel de concentration, ml 2.5
APS, ul 25
TEMED, pl 2.5

Verser le gel de concentration avec une pipette, puis mettre le peigne en position. Laisser
polymériser au moins 30 minutes.

* Mise en place des plaques d’électrophorése :
Dégager le cadre de coulage. Avec une feuille de papier, enlever les débris polymérisés au
bas du gel. Mettre en place les plagues avec leurs supports dans la cuve d’électrophoreése.
Verser le tampon d’électrophorese 1X, de facon a égaliser les niveaux de part et d’autre des
plaques. A ce stade, le gel peut étre conservé 24 heures au frigo a 4°C.
Enlever délicatement les peignes, puis nettoyer les puits a la pipette de facon a enlever les
débris de gel qui pourraient affecter la migration.

» Préparation, chargement et migration des échantillons :

* Préparation des échantillons :
Dans un tube Eppendorf 0.5 ml, combiner 3 volumes d’échantillon protéique a 1 volume de
tampon d’échantillon 4X contenant du B-mercaptoéthanol 10 % (v/v). Vortexer. En général,
30 pg d’échantillon protéique par puits sont suffisants.
Chauffer a 100°C pendant 3 minutes.
Centrifuger brievement (3 secondes) pour récupérer le volume. Charger ensuite rapidement
les échantillons dans les puits.
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* Chargement des échantillons :
Charger délicatement I’échantillon dans le puits en utilisant les cones prévus a cet effet.
Faire attention a ne pas introduire de bulles d’air. Prévoir un puits pour le marqueur de
poids moléculaire (4 ul). Mettre en place la cuve d’électrophorése dans le bac de glace.

* Migration des échantillons :
Fixer les électrodes. Des bulles d’air doivent se former lorsque le courant passe. Le front de
migration est indiqué par le bleu de bromophénol contenu dans le tampon d’échantillon 4X
et le gel de concentration.
Faire migrer a 80 V pendant 15 minutes, puis a 90 V pendant 30 minutes, puis augmenter la
tension (110 V) et laisser migrer plusieurs heures (a adapter selon la protéine d’intérét).
Couper l'alimentation. Enlever les plaques délicatement.

» Transfert liquide sur membrane des protéines :

* Préparation de la membrane de transfert :
Mesurer la taille exacte du gel qui devra étre transféré.
Pour 1 mini-gel, découper 2 morceaux de papier de transfert (blotting paper) légérement
supérieurs a la taille du gel soit 10 x 7 cm, et découper un morceau de membrane de
nitrocellulose de la taille des papiers de transfert. Faire un repére pour orienter la
membrane en coupant un coin de la membrane.
Tremper trés progressivement la membrane de nitrocellulose dans le tampon de transfert
1X, a température ambiante pendant 30 minutes. Cette étape est importante car elle
permet d’éviter la formation de micro-bulles qui pourraient affecter le transfert.

* Transfert:
Enlever le gel de concentration. Faire un repére afin d’orienter le gel en coupant le coin
supérieur gauche. Tremper le gel pendant 30 min dans le tampon de transfert 1X a
température ambiante afin d’éliminer I'excés de SDS.
Faire tremper les feuilles de papier de transfert (blotting paper) dans le tampon de transfert
1X.
Tremper un pad mousse dans le tampon de transfert 1X. Le disposer sur la face négative
noire du « sandwich », proche du c6té avec les charniéres.
Prendre une feuille de papier de transfert (blotting paper) et la disposer sur le pad mousse.
Chasser les bulles en roulant une pipette sur le papier de transfert.
Déposer délicatement le gel en mettant le coin coupé en haut a droite.
Disposer la membrane de transfert sur le gel en faisant correspondre les entailles. Ne pas
enfermer de bulles entre le gel et la membrane.
Prendre une feuille de papier de transfert (blotting paper) et la disposer sur la membrane.
Chasser les bulles en roulant une pipette sur le papier de transfert sans trop appuyer pour
ne pas dilater le gel.
Tremper un pad mousse dans le tampon de transfert 1X. Le disposer sur le haut du
« sandwich ».
Fermer délicatement le « sandwich ». Le mettre en place dans son support, noir contre noir
et blanc contre blanc.
Mettre en place la cuve de transfert dans la glace. Mettre en place le support dans la cuve
de transfert, puis verser du tampon de transfert 1X jusqu’a ce que le gel soit completement
immergé. Positionner ensuite le systeme réfrigérant contenant de la glace.
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Transférer a ampérage constant a 4°C pendant plusieurs heures, généralement 400 mA
pendant 2 heures.

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

gel.

* Coloration :
o Membrane au rouge Ponceau

Cette étape est facultative. Elle permet cependant de vérifier que le transfert des protéines
du gel sur la membrane a correctement fonctionné.
Tremper pendant 5 minutes la membrane dans la solution de rouge Ponceau sous agitation.
Sauver la solution de Ponceau et rincer la membrane avec du TBS 1X pendant 5 minutes.
Observer les bandes de protéines colorées en rouge.
Laver deux fois la membrane avec du TBS 1X pendant 5 minutes (2 x 5 min) de facon a
décolorer completement la membrane. Les bandes rouges ont alors complétement disparu.

o Gel au bleu de Coomassie
Le processus de coloration/décoloration permet de visualiser les bandes protéiques du gel.
Apres coloration, tout transfert sera impossible car les protéines ont été fixées par le
colorant.
Laisser incuber le gel pendant 4 heures sous agitation dans la solution de bleu de Coomassie.
Sauver la solution de coloration et ajouter la solution de décoloration. Mettre une feuille de
papier absorbant ce qui permettra de piéger le colorant qui est libéré.
Réaliser un autre bain lorsque la solution de décoloration est saturée par le colorant.
Répéter I'opération jusqu’a ce que le gel soit complétement décoloré (ou laisser sous
agitation toute la nuit en recouvrant de papier d’aluminium pour emprisonner I'odeur).
Sauver les derniers bains de décoloration pour une réutilisation.

> Blocage de la membrane :

Cette étape permet de bloquer les sites de fixation potentiels non spécifiques des anticorps
sur la membrane en la saturant avec des protéines du lait (caséine). Il en résultera une
diminution du bruit de fond lors de la révélation.

Préparer une solution 5% Régilait délipidé dans du TBS 1X (5 g de Régilait délipidé / 100 ml
de TBS 1X). Agiter pendant 5 minutes pour dissoudre le Régilait délipidé.

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

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

» Marquage de la membrane avec les anticorps :

e Anticorps primaire (Ac 1) :
Recouvrir une plaque en verre avec du parafilm. La disposer dans un plateau.
Préparer une solution 5% BSA dans du TBS 1X (0.5 g de BSA / 10 ml de TBS 1X) ou une
solution 1% Régilait délipidé dans du TBS 1X (0.5 g de Régilait délipidé / 50 ml de TBS 1X)
selon la fiche technique de I'anticorps.
Préparer I'anticorps primaire (Ac 1) a la dilution appropriée dans du TBS 1X-BSA 5% ou dans
du TBS 1X-Régilait 1%. Les anticorps primaires sont généralement préparés pour étre utilisés
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a des dilutions allant de 1/250 a 1/1000. Compter environ 4 ml de TBS 1X-BSA 5% ou de TBS
1X-Régilait 1% pour une membrane entiére.

Déposer la solution contenant I’Ac 1 sur le parafilm, puis disposer la membrane de telle
sorte que la face protéique soit au contact du parafilm. Eviter la formation de bulles qui
pourraient prévenir la fixation de I'anticorps. Recouvrir le plateau avec du papier aluminium.
Laisser incuber une heure a température ambiante ou toute la nuit a 4°C.

Laver ensuite 2 fois la membrane avec du TBS 1X-Tween 20 0.05% pendant 5 minutes (2 x 5
minutes). Laver la membrane avec du TBS 1X pendant 10 minutes.

e Anticorps primaire (Ac II"®) :
Recouvrir une plaque en verre avec du parafilm. La disposer dans un plateau.
Préparer I'anticorps secondaire (Ac 1I”) a la dilution appropriée dans du TBS 1X-Régilait 1%.
Les anticorps secondaires sont généralement préparés a des dilutions s’étendant de 1/2500
a 1/5000 (en fonction du systeme de révélation). Vérifier la compatibilité de I'anticorps
secondaire avec I'hote dans lequel a été produit I'anticorps primaire.
Déposer ensuite 2 ml de TBS 1X-Régilait 1% avec I’Ac II”® sur la face protéique de la
membrane. S’assurer que la totalité de la membrane est recouverte. Recouvrir le plateau
avec du papier aluminium.
Laisser incuber une heure a température ambiante ou toute la nuit a 4°C.
Laver ensuite 2 fois la membrane avec du TBS 1X-Tween 20 0.05% pendant 5 minutes (2 x 5
minutes). Laver la membrane avec TBS 1X pendant 10 minutes.

> Révélation de la membrane (chambre noire) :

* Préparation des réactifs de développement et de révélation :
Développeur : 50 ml de développeur + 200 ml de AH,0. Conserver a 'abri de la lumiére dans
un flacon bouché recouvert de papier aluminium.
Fixateur : 50 ml de fixateur + 200 ml AH,0. Conserver a |'abri de la lumiére dans un flacon
bouché recouvert de papier aluminium.

* Réaction de révélation :
Préparer la solution de révélation en ajoutant un volume de solution A et un volume de
solution B. Compter environ 2 ml au total par mini-gel.
Enlever I'excés de la derniére solution de rincage (TBS 1X). Déposer la membrane face
protéique en avant sur une plaque de verre.
Recouvrir compléetement la membrane avec la solution de révélation. Laisser incuber 1
minute. La technique de révélation est basée sur la réaction chimioluminescente catalysée
par la péroxydase (HorseRadish Peroxidase, HRP) en présence du substrat luminol.
Enlever rapidement I'excés de solution de révélation, puis recouvrir la membrane avec un
transparent type rétroprojecteur en évitant la formation de bulles. Ne pas sécher
complétement la membrane qui doit toujours rester humide.
Placer la membrane et son support dans la cassette, face protéique en avant. Placer le film
directement contre la membrane recouverte du transparent. Fermer la cassette.
NB : Attention ne pas exposer les films a la lumiére blanche.
Les temps d’exposition sont variables et dépendent de I'abondance de la protéine d’intérét,
de l'activité HRP et de la sensibilité du systeme de révélation. Généralement, se fixer un
temps d’exposition de 3 a 5 minutes, puis I'ajuster en fonction de I'intensité du signal.
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* Développement du film :
Placer en série 3 bacs d’incubation contenant dans I'ordre : le développeur, de I'eau du
robinet et le fixateur.
Sortir le film de la cassette. Le tremper entiérement pendant 1 minute dans le développeur.
Rincer ensuite le film dans le bac contenant de I'eau du robinet. Tremper ensuite
entieérement le film dans la solution de fixation pendant 3 minutes. Rincer abondamment le
film a I’eau du robinet. Laisser sécher.

Vérifier que le signal n’est pas surexposé. Sinon recommencer I'exposition avec un temps
plus court, ou attendre une dizaine de minutes avant de remettre le film au contact de la

membrane.
Scanner le film. Réaliser I'analyse de la surface et de lintensité des bandes d’intérét en
utilisant le logiciel Image) 1.45s.
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Anticorps primaires et secondaires utilisés

Anticorps primaires

> Muscle :
Protéine d’intérét P,O s : Référence Dilution
moléculaire
4E-BP1 15 a 20 kDa Cell Signaling Technology — 9452 1/500
Complexe Atg5-Atgl2 56 kDa Sigma-Aldrich — A0856 1/800
LC3b 16, 18 kDa Sigma-Aldrich — L7543 1/800
NF-kB p65 65 kDa Cell Signaling Technology — 3034 1/600
NF-kB p65°°"~>° 65 kDa Cell Signaling Technology — 3031 1/200
rpS6 32 kDa Cell Signaling Technology — 2217 1/600
rpSEerz/2e 32 kDa Cell Signaling Technology — 4856 1/800
a-tubuline 50 kDa Sigma-Aldrich — T5168 1/2000
> Tumeur:
Protéine d’intérét P,o s : Référence Dilution
moléculaire
Bax 23 kDa Santa Cruz Biotechnology — sc-6236 1/1000
Bcl-2 26 kDa Santa Cruz Biotechnology — sc-7382 1/800
PTEN 54 kDa Cell Signaling Technology — 9559 1/800
a-tubuline 50 kDa Sigma-Aldrich — T5168 1/2000

Anticorps secondaires

> Muscle et tumeur :
= Anticorps secondaire chevre anti-lapin couplé a la péroxydase (HorseRadish Peroxidase, HRP)
(Dako — P0448)
= Anticorps secondaire lapin anti-souris couplé a la péroxydase (HorseRadish Peroxidase, HRP)
(Dako — P0181)
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Quantification des bandes de Western Blot

Références

- Scanner (Epson — 1640SU)
- Logiciel d’analyse d’image ImagelJ 1.45s (National Institutes of Health, USA)

Principe

Apres avoir scanné les films, la surface et l'intensité de la bande correspondant a la

protéine d’intérét sont quantifiées a I'aide du logiciel d’analyse d’image Image) 1.45s.

Protocole
> Scanner du film :
1. Paramétrer le scanner :
Type d’'image 48-bits Couleur
Résolution 300 dpi
2. Scanner et enregistrer I'acquisition au format JPEG.
» Paramétrage du logiciel ImageJ 1.45s :
1. Cliquer sur File, puis Open.... Chaisir le film a quantifier.
2. Cliquer sur Edit, puis Invert pour inverser les couleurs.
3. Cliquer sur Image, puis Type, puis 8-bit.
4. Cliquer sur Analyze, puis Set Measurements... :
M Cocher « Area »
M Cocher « Mean gray value »
[] Décocher « Min & Max gray value »
5. Cliquer sur OK.
6. Cliquer sur Analyze, puis Set Scale... pour définir I'échelle de mesure :
Régler « Distance in pixels » sur 1
Régler « Known distance » sur 1
Régler « Pixel aspect ratio » sur 1
Régler « Unit of length » sur mm
= 1 pixel correspond a 1 mm.
7. Cliquer sur OK.
> Quantification :
1. Afin d’obtenir la mesure de la surface et de l'intensité de la bande, cliquer sur
« Polygon selections ».
2. Définir manuellement le contour de la bande d’intérét.
3. Une fois le contour effectué, cliquer sur Analyze, puis Measure ou sur le raccourci clavier
Ctrl + M, pour obtenir et conserver le résultat de la mesure.
4. Effectuer a nouveau les étapes 2 et 3, deux fois. Pour chaque bande d’intérét, nous
avons donc 3 mesures.
5. Réaliser un ‘blanc’ qui représentera l'intensité moyenne du bruit de fond, pour
normaliser les valeurs obtenues. Cliquer sur « Rectangular ».
6. Définir manuellement un rectangle dans le bruit de fond au dessus ou au dessous de

chaque bande d’intérét.
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7. Une fois le contour effectué, cliquer sur Analyze, puis Measure ou sur le raccourci clavier
Ctrl + M, pour obtenir et conserver le résultat de la mesure.

8. Effectuer a nouveau les étapes 6 et 7, deux fois. Pour chaque bande d’intérét, nous
avons donc 3 mesures du ‘blanc’.

9. Entrer les valeurs dans le tableau.

Protéine d'intérét Nom du muscle utilisé
Date
Numeéro du gel

Temps d'exposition (minutes)
Intensité Aire Intensité | Intensité Aire Intensité | Intensité Aire Intensité | (Int 1-Blc 1) | (Int 2-Blc 2) | (Int 3-Bic 3)
Bande |bande (1) | bande (1) |'blanc’ (1) [bande (2) | bande (2) |'blanc’ (2) | bande (3) | bande (3) | 'blanc' (3) X Aire 1 x Aire 2 x Aire 3

Moyenne

-

BNV lwin

[y
o

10. Calculer pour chacune des 3 mesures de chaque bande : (intensité de la bande n°x —
intensité du ‘blanc’ n°x) x aire de la bande n°x.
11. Faire la moyenne des 3 mesures.
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Dessin des couples d’amorces

Références
- NCBI — National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov)
- Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)
- IDT —Integrated DNA Technologies® (www.idtdna.com)

Principe
Créer un couple d’amorces valide pour la quantification de I'expression d’'un géne
d’intérét.

Protocole

Obtenir la séquence nucléotidique du transcrit du gene (sur NCBI) :

1. Dans le menu déroulant, sélectionner « Gene ». Dans la barre de recherche, taper le nom
du géne d’intérét, et cliquer sur « Search ».

2. Sélectionner I'espece désirée.

3. Cliquer sur « GenBank », puis sélectionner 'ARNm désiré dans « Features — mRNA ».

4. Cliquer sur « FASTA », puis noter la séquence codante obtenue.

~

» Dessiner les couples d’amorces (sur Primer-Blast) :
1. Copier la séquence codante obtenue précédemment.
2. Dans la section « Primer Parameters », fixer les parametres suivants : taille de 'amplicon,
température d’hybridation de I'amorce (Tm).
3. Dans la section « Exon/intron selection », fixer le paramétre suivant : présence ou non
d’un saut d’exon.
4. Cliquer sur « Get Primers » pour lancer la recherche.
5. Dans la section « Graphical view of primer pairs », vérifier que I'amorce se trouve a
cheval sur 2 exons.
6. Dans la section « Detailed primer reports », vérifier que :
- Les amorces aient une taille d’environ 20 paires de bases (pb).
- Lataille de I'amplicon soit comprise entre 70 et 120 (voire 150) pb.
- La température d’hybridation de I'amorce (Tm) a la séquence codante soit le plus
proche de 60°C (température optimale).
- La différence de Tm des amorces forward et reverse n’excede pas 4°C.
- L’amorce se termine par une base forte (G ou C) en 3.
- lIn'yait pas:
o plus de 2 bases fortes (G ou C) dans les 3 derniéres bases en 3’.
o plus de 3 bases fortes (G ou C) dans les 6 derniéres bases en 3’.
o deGenb'.
- llyait plus de C que de G dans I'amorce.
- Le pourcentage de GC soit inférieur a 60%.
- Laself complémentarité soit inférieure a 6.
- Le pourcentage de GC soit approximativement le méme dans les amorces forward et
reverse.
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L e e
» Veérifier les repliements potentiels de la séquence des amorces (sur IDT) :

1. Dans le menu, sélectionner « SciTools » puis « OligoAnalyzer ».
2. Vérifier les repliements potentiels de la séquence des amorces.
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Amorces PCR

> Muscle :

o Reference

ActRIIB
(Acvr2b)
Atg5
(Atg5)
Atgl
(Pnpla2)
Gapdh
(Gapdh)
Hprt
(Hprt)
IL-18
(l11b)

MAFbx/Atrogin-1
(Fbxo32)

MuRF1
(Trim63)

Myostatin
(Mstn)
Ppia
(Ppia)
PO
(Rplp0)
Scd1
(Scd1)
Trafé6
(Traf6)
Tubulin
(Tubala)
Tweak
(Tnfsf12)

Ulk1
(Ulk1)

Rev :

Fwd :
Rev :

Fwd :
: AAG GGT TGG GTT GGT TCA G

Rev

Fwd :
Rev :

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :
Rev :

Fwd :
Rev :

Fwd :

Rev

Fwd :

Rev

Fwd :
: TGA ACA GAG CCG TGA CAA AG

Rev
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Amorces PCR

: ATC AGG AGG TCG GTC AAC

NM_007397.2
GAC TCT TTA GGG AGC AGG TC
TGA AAG AGT GTG TCC TCC TC

NM_053069.5
GCC TCC ACT GAA CTT GAC TG

TGT GCA AACAGG GCTACAG
NM_001163689.1

ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG

NM_008084.2
CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC
CAG GCC AGA CTT TGT TGG AT
NM_013556.2
: TTG CGC TCA TCT TAG GCT TT
TGT AAT GAA AGA CGG CAC AC
NM_008361.3
: TCC ACT TTG CTC TTG ACT TC
GTT TTC AGC AGG CCA AGA AG
NM_026346.3
: TTG CCA GAG AAC ACG CTA TG
ACC TGC TGG TGG AAA ACA TC
NM_001039048.2
: AGG AGC AAG TAG GCA CCT CA
ACG TCC AGA GGG ATG ACA GCA G
NM_010834.2
: ACA TTT GGG CTT GCC ATC CGC
AGC ATA CAG GTC CTG GCA TC
NM_008907.1
: TTC ACC TTC CCA AAG ACC AC
CTC CAA GCA GAT GCA GCA GA
NM_007475.5
: ATA GCC TTG CGC ATC ATG GT
TGG AGC CAC AGA ACT TAC AAG
NM_009127.4
CCA TTC GTA CAC GTC ATT CTG
TGC TGA GCC ACA ATA CTC AC
NM_009424.2
CCA TCC GTG TTA GCA GTT AG
TGA GGA GGT TGG TGT GGA TTC
NM_011653.2
: AAA CAT CCC TGT GGA AGC AG
GCT ACG ACC GCC AGA TTG GG
NM_011614.3
: GCC AGC ACA CCG TTC ACC AG
TTC CTG TCA GTC TGG CTC CT
NM_009469.3

Longueur de
"amplicon (pb)

89

91

72

171

147

120

115

147

128

127

87

93

73

99

130

137
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» Tissu adipeux :

o Reference Longueur de
“ Sequence = 3 I,amp”con (pb)

Atgl : TGT GCA AAC AGG GCT ACA G
NM_001163689.1 72
(Pnpla2) Rev : AAG GGT TGG GTT GGT TCA G
Gpld1 Fwd : TCA GCA CAT TCA GTG GAG AC
NM_008156.2 102
(Glpd1) Rev : GGG CAG CCATGATGATTTC
Hprt Fwd : CAG GCC AGA CTT TGT TGG AT
NM_013556.2 147
(Hprt) Rev : TTG CGC TCA TCT TAG GCT TT
Hsl Fwd : AAT GAG ATG GCG AGG GTC AG
) NM_010719.5 96
(Lipe) Rev : GCC CTC ACA GCA GGA ATAGT
Ppia Fwd : AGC ATA CAG GTC CTG GCATC
. NM_008907.1 127
(Ppia) Rev : TTC ACC TTC CCA AAG ACC AC
PO Fwd : CTC CAA GCA GAT GCA GCA GA
NM_007475.5 87
(RpIp0) Rev : ATA GCC TTG CGC ATC ATG GT
Scd1 Fwd : TGG AGC CAC AGA ACT TAC AAG
NM_009127.4 93
(Scd1) Rev : CCA TTC GTA CAC GTC ATT CTG
Sptic1 Fwd : GCA GGA GCG TTC TGA TCT TAC
NM_009269.2 144
(Sptic1) Rev: ACG ATG TTG TGG GTT GGA G
Tweak Fwd : GCT ACG ACC GCC AGA TTG GG
NM_011614.3 130
(Tnfsf12) Rev : GCC AGC ACA CCG TTC ACC AG
> Tumeur:
o Reference Longueur de
“ Sequence o I,amp”con (pb)
Glut1 : TGC CTT GGA TGT CCT ATC TG
NM_011400.3 71
(Slc2a1) Rev : ACC AGG GCC TAC TTC AAA GA
Hprt Fwd : CAG GCC AGA CTT TGT TGG AT
NM_013556.2 147
(Hprt) Rev : TTG CGC TCA TCT TAG GCT TT
Ppia Fwd : AGC ATA CAG GTC CTG GCATC
. NM_008907.1 127
(Ppia) Rev : TTC ACC TTC CCA AAG ACC AC
Tweak Fwd : GCT ACG ACC GCC AGA TTG GG
NM_011614.3 130
(Tnfsf12) Rev : GCC AGC ACA CCG TTC ACC AG
Vegfa Fwd : CAC CCA CGA CAG AAG GAG AG
NM_001025250.3 87
(Vegfa) Rev : TCT CAA TCG GAC GGC AGT AG
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Matériels et méthodes

Quantification de I’expression des genes d’intérét

Tissu

A 4

Extraction et
purification de I'’ARN

Mesure de la
concentration en ARN

v
Echantillons ARN pur (ng/ul) Mélange d’un méme volume de
Nue échantillon ARN pur

Calibrateur
Dilution des échantillons
et du calibrateur

A 4
Echantillons ARN et calibrateur a 200 ng/pl

RT-
Milieu réactionnel
sans transcriptase

RT+
Milieu réactionnel
avec transcriptase

Produits de la transcription

Dilution des produits
de la tronscription

ADNCc des échantillons
et du calibrateur

Produits de la Dilution de I’ADNc
transcription dilués du calibrateur
Construction de la
PCR de contréle

courbe d’efficacité a

(qualitative) de la RT- partir du calibrateur

Choix de la dilution

Amplification v
ADNc des échantillons
qPCR
Electrophorese
sur gel de FA v
Bande Pas de bande Amplification
ADN génomique ARN pur

ARN dégradé
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Matériels et méthodes

Extraction et purification de ’ARN — Muscle

Références

- RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen — 74704)

- B-mercaptoéthanol — 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich — M7154)
- DTT — DL-Dithiothreitol (Sigma-Aldrich — D9163)

- Ethanol absolu — Ethanol (Fluka — 51976)

- RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen — 76104)

- Ultra-turrax — Homogénéiseur Ultra-Turrax T8 (IKA —8002000)

Principe

Le RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit comprend la protéinase K pour éliminer

I’'abondance de protéines dans les échantillons tissulaires riches en fibres, de la DNase, et
des colonnes permettant la purification de I'ARN.

Solutions
> A préparer :
Tampon RLT 1 ml de tampon RLT + 10 pl de B-mercaptoéthanol
Tampon RPE 11 ml de tampon RPE + 44 ml d’éthanol absolu
Solution stock de DNase 1 550 ul d’eau RNase-free dans la solution stock de DNase 1
Mélange DNase 1-RDD 10 ul de solution stock de DNase 1 + 70 pl de tampon RDD
Protocole

> Mode opératoire :

16.

17.
18.
19.

Ajouter 300 ul de tampon RLT, dans un tube Eppendorf 2 ml refroidi (dans la glace).
Ajouter le muscle conservé dans le RNAlater (= 30 mg) et noter la pesée (apres la tare du
tube).

Homogénéiser le tissu, pendant 20 a 40 secondes, a I'ultra-turrax .

Ajouter 590 ul d’eau RNase-free.

Ajouter 10 pl de Protéinase K. Mélanger par pipetage en flux-reflux.

Incuber 10 minutes a 55°C.

Centrifuger a 10000 g (rcf) pendant 3 minutes a température ambiante.

Transférer le surnageant obtenu (= 900 ul) dans un nouveau tube Eppendorf 2 ml.
Ajouter 450 ul d’éthanol absolu au lysat. Mélanger par pipetage en flux-reflux.

. Transférer 700 pl de I’échantillon sur la colonne RNeasy (sur un tube collecteur de 2 ml).
. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. Eliminer I'éluat.

. Transférer le reste de I’échantillon sur la méme colonne RNeasy.

. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. Eliminer I'éluat.

. Ajouter 350 ul de tampon RW1 sur la colonne RNeasy.

. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante, pour laver la

membrane. Eliminer I'éluat.

Ajouter 80 pl du mélange DNase 1-RDD directement sur la membrane de la colonne
RNeasy. Incuber 15 minutes a température ambiante.

Ajouter 350 ul de tampon RW1 sur la colonne RNeasy.

Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. Eliminer I’éluat.
Ajouter 500 ul de tampon RPE sur la colonne RNeasy.
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20.

21.
22.

23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

Matériels et méthodes

Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante, pour laver la
membrane. Eliminer I'éluat.

Ajouter 500 ul de tampon RPE sur la colonne RNeasy.

Centrifuger a 10000 g pendant 2 minutes a température ambiante, pour laver la
membrane.

Changer le tube collecteur de la colonne RNeasy.

Centrifuger a 10000 g pendant 1 minute a température ambiante, pour éliminer toutes
traces d’éthanol absolu.

Enlever soigneusement la colonne du tube collecteur afin d’éviter tout contact avec
I’éluat. Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube collecteur de 1.5 ml.

Ajouter 40 ul d’eau RNase-free directement sur la membrane de la colonne RNeasy.
Incuber 2 minutes a température ambiante, avec le couvercle de la colonne ouvert, afin
de faciliter la dilution de I’ARN dans 'eau.

Centrifuger a 10000 g pendant 1 minute a température ambiante, pour éluer I’ARN.
Séparer I'éluat en 2 aliquots de 20 pul. Conserver a 4°C en attendant la mesure de la
concentration en ARN le jour méme.

Lire I'absorbance de I’échantillon au spectrophotometre :

-a 260 nm pour I’ARN.

- a 280 nm pour les protéines.

240



Matériels et méthodes

Extraction et purification de ’ARN — Tissu Adipeux

Références
- RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen — 74804)
- Chloroforme — Chloroforme (Trichlorométhane) (Prolabo —22711.290)
- Ethanol absolu — Ethanol (Fluka — 51976)
- Ultra-turrax — Homogénéiseur Ultra-Turrax T8 (IKA —8002000)

Principe
Le RNeasy Lipid Tissue Mini Kit comprend le QlAzol Lysis Reagent pour lyser les tissus
adipeux, et des colonnes permettant la purification de I'ARN.

Solutions

> A préparer :
Ethanol 70 %

Protocole

> Mode opératoire :
Sous la sorbonne

1. Ajouter 1 ml de QlAzol Lysis Reagent, dans un tube Eppendorf 2 ml (a fond arrondi).
Tarer le tube.

2. Ajouter le tissu adipeux (= 100 mg) et noter la pesée.

3. Homogénéiser le tissu, a la pipette puis a I'ultra-turrax .

Sur la paillasse
4. Incuber 5 minutes a température ambiante: étape de dissociation des complexes

nucléoprotéiques. Vortexer pendant 15 secondes.

Ajouter 200 ul de chloroforme. Vortexer pendant 15 secondes.
Incuber 2 a 3 minutes a température ambiante.

7. Centrifuger a 12000 g (rcf) pendant 15 minutes a 4°C.

ow

Apreés centrifugation, obtention de 3 phases :

= La phase aqueuse supérieure incolore contenant I’ARN.

= La phase intermédiaire blanche contenant les protéines.

= La phase organique inférieure rouge contenant les débris cellulaires.
Le volume de la phase aqueuse est = 600 pl.

8. Transférer le contenu de la phase aqueuse dans un nouveau tube Eppendorf 2 ml, sans
toucher la phase intermédiaire.

9. Ajouter 1 volume d’éthanol a 70% (= 600 pul). Vortexer.

10. Transférer 700 pl de I'échantillon (bien au centre) sur la colonne RNeasy (sur un tube
collecteur de 2 ml).

11. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. L’ARN se fixe sur la
colonne. Eliminer I'éluat.

12. Répéter une deuxiéme fois les étapes 10 et 11 avec le reste de I'échantillon.
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13.

14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.
24.

25.

Matériels et méthodes

Ajouter 700 ul de tampon RW1 sur la colonne RNeasy. Incuber 1 minute a température
ambiante.

Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante, pour laver la
membrane. Eliminer I'éluat.

Ajouter 500 ul de tampon RPE sur la colonne RNeasy.

Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante, pour laver la
membrane. Eliminer I'éluat.

Ajouter 500 ul de tampon RPE sur la colonne RNeasy.

Centrifuger a 10000 g pendant 2 minutes a température ambiante, pour laver la
membrane. Eliminer I'éluat.

Changer le tube collecteur de la colonne RNeasy.

Centrifuger a vitesse maximale pendant 1 minute a température ambiante.

Enlever soigneusement la colonne du tube collecteur afin d’éviter tout contact avec
I’éluat. Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube collecteur de 1.5 ml.

Ajouter 40 pl d’eau RNase-free directement sur la membrane de la colonne RNeasy.
Incuber 10 minutes a température ambiante.

Centrifuger a 10000 g pendant 1 minute a température ambiante, pour éluer I’ARN.
Conserver l'aliquot a 4°C en attendant la mesure de la concentration en ARN le jour
méme.

Lire I'absorbance de I’échantillon au spectrophotometre :

-a 260 nm pour I’ARN.

- a 280 nm pour les protéines.
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Matériels et méthodes

Extraction et purification de ’ARN — Tumeur

Références

- RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen — 74704)

- B-mercaptoéthanol — 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich — M7154)
- Ethanol absolu — Ethanol (Fluka — 51976)

- Seringue 1 ml (TERUMO® — BSO1T)

- Aiguille de 0.5 mm de diamétre (BD Microlance™ 3 —300600)

Principe
Le RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit comprend la protéinase K pour éliminer
I’'abondance de protéines dans les échantillons tissulaires riches en fibres, de la DNase, et
des colonnes permettant la purification de I'ARN.
Solutions
> A préparer :
Tampon RLT 1 ml de tampon RLT + 10 pl de B-mercaptoéthanol
Tampon RPE 11 ml de tampon RPE + 44 ml d’éthanol absolu
Solution stock de DNase 1 550 ul d’eau RNase-free dans la solution stock de DNase 1
Mélange DNase 1-RDD 10 ul de solution stock de DNase 1 + 70 pl de tampon RDD
Protocole
> Mode opératoire :
1. Ajouter 300 ul de tampon RLT, dans un tube Eppendorf 2 ml refroidi (dans la glace).
2. Ajouter la poudre de tumeur (= 15-20 mg) et noter la pesée (aprés la tare du tube).
3. Homogénéiser le tissu, par flux-reflux au moyen d’une seringue 1 ml et d’une aiguille de

16.

17.
18.

19

0.5 mm de diametre.

Ajouter 590 ul d’eau RNase-free.

Ajouter 10 pl de Protéinase K. Mélanger par pipetage en flux-reflux.

Incuber 10 minutes a 55°C.

Centrifuger a 12000 g (rcf) pendant 3 minutes a température ambiante.

Transférer le surnageant obtenu (= 900 ul) dans un nouveau tube Eppendorf 1.5 ml.

Ajouter 450 ul d’éthanol absolu au lysat. Mélanger par pipetage en flux-reflux.
. Transférer 700 pl de I’échantillon sur la colonne RNeasy (sur un tube collecteur de 2 ml).
. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. Eliminer I'éluat.
. Transférer le reste de I’échantillon sur la méme colonne RNeasy.
. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. Eliminer I'éluat.
. Ajouter 350 ul de tampon RW1 sur la colonne RNeasy.
. Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante, pour laver la
membrane. Eliminer I'éluat.
Ajouter 80 pl du mélange DNase 1-RDD directement sur la membrane de la colonne
RNeasy. Incuber 15 minutes a température ambiante.
Ajouter 350 ul de tampon RW1 sur la colonne RNeasy.
Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante. Eliminer I’éluat.
. Ajouter 500 pl de tampon RPE sur la colonne RNeasy.
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20.

21.
22.

23.

24.

25.
26.

27.
28.

29.

Matériels et méthodes

Centrifuger a 10000 g pendant 15 secondes a température ambiante, pour laver la
membrane. Eliminer I'éluat.

Ajouter 500 ul de tampon RPE sur la colonne RNeasy.

Centrifuger a 10000 g pendant 2 minutes a température ambiante, pour laver la
membrane et éliminer toutes traces d’éthanol absolu. Eliminer I'éluat.

Enlever soigneusement la colonne du tube collecteur afin d’éviter tout contact avec
I’éluat. Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube collecteur de 2 ml.
Centrifuger a 10000 g pendant 1 minute a température ambiante, pour éliminer toutes
traces résiduelles de tampon ou d’éluat.

Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube collecteur de 1.5 ml.

Ajouter 40 ul d’eau RNase-free directement sur la membrane de la colonne RNeasy.
Incuber 5 minutes a température ambiante.

Centrifuger a 10000 g pendant 1 minute a température ambiante, pour éluer I’ARN.
Séparer I'éluat en 2 aliquots de 20 pl. Conserver a 4°C en attendant la mesure de la
concentration en ARN le jour méme.

Lire I'absorbance de I’échantillon au spectrophotometre :

-a 260 nm pour I’ARN.

- a 280 nm pour les protéines.
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Matériels et méthodes

Mesure de la concentration en acide ribonucléique (ARN)

Références

- Spectrophotomeétre — Spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu — UV-1800)

Principe

Le spectrophotométre permet la mesure de la concentration en acide ribonucléique

(ARN) en mesurant I'absorbance a 260 nm et la concentration en protéines en mesurant
I’'absorbance a 280 nm.

Protocole

~

Mode opératoire :
Dans le menu, choisir le programme Bio-Method, puis DNA Quantitation.
Faire une correction de base pour les deux longueurs d’onde sur le compartiment de
mesure vide, en sélectionnant BaseCorr.
Mettre 98 pl d’AH,0 autoclavée dans chaque UVette.
Mesurer |'absorbance de AH,0 autoclavée, a 260 nm (DOz60nm) €t @ 280 Nm (DO>gonm), €N
sélectionnant MeasScr.
Ajouter 2 pl d’échantillon dans I'UVette (soit une dilution au 1/50°™°) et homogénéiser.
Mesurer I'absorbance de I’échantillon, a 260 nm (DOje0nm) €t @ 280 nm (DOjg0nm), €N
sélectionnant MeasScr.
Déterminer ADOZGOnm (= DOzeohm échantillon - DOzeonm AHzo) et ADOzgonm (= DOngnm
échantillon - DOgonm AH,0) pour I’échantillon.
Calculer le rapport ADO3g0nm/ADO2s0nm, qui doit étre compris entre 1.8 et 2. Si le rapport
est inférieur a 1.8, alors le contenu en protéines est trop important.
Calculer la concentration en ARN en sachant qu’une DO = 1 équivaut a une concentration
en ARN de 40 pg/ml a une dilution au 1/50°™.

eme
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Matériels et méthodes

Electrophoreése sur gel de formaldéhyde-agarose (FA) — ARN totaux

Références
- Bleu de bromophénol — Bromophenol Blue sodium salt (Sigma-Aldrich — B5525)
- EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma-Aldrich — EDS)
- Formaldéhyde — Formaldéhyde 36% (Prolabo —20909.290)
- Glycérol — Glycerol 99.5+ % electrophoresis (Fisher Scientific — W0352R)
- Formamide — N,N-Diméthylformamide (Prolabo — 23446.298)
- MOPS (Sigma-Aldrich — M3183)
- Acétate de sodium — Sodium acetate (Sigma-Aldrich — S2889)
- Agarose — Agarose (Sigma-Aldrich — A6013)
- Bromure d’éthidium — Ethidium bromide solution (Sigma-Aldrich — E1510)
- GelRed — GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium —41003)

Principe

Cette technique permet l'identification de fragments d’ARN. Leur présence est
vérifiée par migration en électrophorése de formaldéhyde-agarose 1.2% contenant du
bromure d’éthidium (ou du GelRed) pouvant s’intercaler entre les bases nucléiques de
I’ARN. Ainsi les molécules d’ARN sont fluorescentes lors d’un éclairage aux rayons
ultraviolets.

Solutions
> A préparer :
Tampon 10xFA

MOPS 200 mM 20.93 g de MOPS
Acétate de sodium 50 mM 2.05 g d’acétate de sodium
EDTA 10 mM 1.86 g d’'EDTA

Dissoudre avec 400 ml d’eau RNase-free. Ajuster le pH a 7.0. Compléter le volume final a 500
ml avec de I'’eau RNase-free dans une éprouvette graduée.

Tampon de migration 1xFA

Tampon 10xFA 100 ml de tampon 10xFA
Formaldéhyde 36% 12.3 M 20 ml de formaldéhyde 36% (sous la hotte)
Eau RNase-free 880 ml d’eau RNase-free

Solution aqueuse de bleu de bromophénol saturée
Ajouter le bleu de bromophénol a un petit volume d’eau RNase-free, jusqu’a ce gu’il ne se
dissolve plus. Centrifuger et récupérer le surnageant saturé.
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Matériels et méthodes

Tampon de charge 5X

Bleu de bromophénol 16 ul de solution aqueuse de bleu de bromophénol saturé
EDTA 500 mM, pH = 8.0 80 pl ’EDTA

Formaldéhyde 36% 12.3 M 720 ul de formaldéhyde 36% (sous la hotte)

Glycérol 100% 2 ml de glycérol

Formamide 3084 ul de formamide

Tampon 10xFA 4 ml de tampon 10xFA

Eau RNase-free 100 pl d’eau RNase-free

Solution 1.2% FA

Pour un gel de 10 x 14 x 0.7 cm, ajouter 1.2 g d’agarose et 10 ml de tampon 10xFA.
Compléter le volume final a 100 ml avec de I’eau RNase-free dans une éprouvette graduée.

Protocole

NBEY

U L

S

U hwON

NBEY

Préparation du gel 1.2% FA :
Chauffer la solution 1.2% FA, pour faire fondre I'agarose.
Refroidir a 65°C dans un bain d’eau froide.
Sous la hotte
Ajouter 1.8 ml de formaldéhyde 36%.
Ajouter 1 pl de bromure d’éthidium ou de GelRed. Bien mélanger.
Mettre en place la chambre de coulage.
Couler le mélange dans la chambre de coulage. Placer le peigne et laisser solidifier. Ne
pas faire de bulles qui pourraient perturber la migration de I’ARN.
Une fois le mélange solidifié, disposer le chambre de coulage et le gel dans la cuve
d’électrophoreése.
Equilibrer le gel 1.2% FA avec le tampon 1xFA dans la cuve, pendant au moins 30
minutes, avant de procéder a [|électrophorése. (Autre possibilité: faire une
électrophorese a vide, a 200 V pendant 10 minutes).
Retirer le peigne.

Préparation, chargement et migration des échantillons d’ARN :
Ajouter un volume de tampon de charge 5X a 4 volumes d’échantillon d’ARN (si possible,
essayer d’avoir 2 ug d’ARN dans le puits). Mélanger.
Incuber les échantillons d’ARN a 65°C au bloc chauffant pendant 3 a 5 minutes.
Refroidir les échantillons d’ARN dans la glace.
Charger les échantillons d’ARN dans les puits.
Faire migrer pendant 60 minutes a 90 V.
Arréter la migration.

Photographie du gel :
Placer le gel sur la table a UV, allumer la lampe a UV et prendre |la photographie du gel.
Analyser la photographie du gel :
- la présence de bandes indique la présence d’ADN génomique ou d’ARN dégradé.
- I'absence de bandes indique la présence d’ARN pur.
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Matériels et méthodes

Quantification de I’expression des genes d’intérét

Références
- Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentec — 05-RTCK-03)
- Mastercycler® gradient (Eppendorf — 5331 000.010)
- HotStarTaqg DNA Polymerase (Qiagen —203203)
- dNTP Mix, PCR Grade (Qiagen —201900)
- iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad — 170-8890)
- SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad — 172-5204)
- CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad — 3990)

Principe

Quantifier I'expression d’'un géne d’intérét revient a mesurer la quantité de son ARN
messager présent dans un tissu donné. Au préalable, il est nécessaire de réaliser une étape
de transcription inverse.

Protocole

» Extraction et purification de I’ARN :

1. Se référer a la fiche technique spécifique du tissu d’intérét (muscle, tissu adipeux ou
tumeur).

> Mesure de la concentration en ARN :
1. Se référer a la fiche technique.

> Préparation du calibrateur pur :

Le calibrateur est un mélange de I’ARN de tous les échantillons. Il est spécifique de chaque

tissu de chaque étude. Il est utilisé pour établir la courbe d’efficacité.

1. Prélever un méme volume de chaque échantillon d’ARN a étudier.

2. Transférer chaque volume prélevé dans un méme tube Eppendorf 0.5 ml stérile pour
constituer le calibrateur pur.

» Dilution des échantillons et du calibrateur :

1. Avec de I'’eau RNase-free ou de I’AH,0 autoclavée, ramener tous les échantillons d’ARN a
une concentration de 200 ng d’ARN/pl.
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» Transcription inverse négative (RT-) — vérification de la pureté de ’ARN :

Matériels et méthodes

1. Préparer les tubes selon le tableau suivant pour chaque échantillon d’ARN, y compris le
calibrateur :

Tampon 10x, ul

MgCl, 25 mM, pl

dNTP Mix 2.5 mM, pl

Random nonamers 50 uM ou Oligo d(T)15 50 uM, pul
RNase Inhibitor 20 U/ul, ul

EuroScript RT 50 U/pl, pl

Eau RNase-free, pul

Volume échantillon ARN ou calibrateur, pl

Volume total, pl

Concentration en ARN de chaque échantillon, ng/ul

Quantité d'ARN de chaque échantillon, ng dans un volume
final de 20 pl

R M BN

0.4
0
6.6
2
20
200

400

Le milieu réactionnel contient tous les composants du Reverse Transcriptase Core Kit
excepté I'enzyme Reverse Transcriptase (EuroScript RT). Elle est remplacée par de I'eau
RNase-free.

2. Préparer un tube pour I'eau RNase-free, selon le tableau ci-dessus, en remplagant
I’échantillon d’ARN par de I'eau RNase-free.
3. Utiliser le Mastercycler® gradient pour réaliser la RT-. Programmer le selon les
parametres suivant :

Activation de I'enzyme EuroScript RT : 10 minutes a 25°C.
Elongation : 30 minutes a 48°C.
Inactivation de I'’enzyme EuroScript RT : 5 minutes a 95°C.

Maintien et conservation des échantillons dans le Mastercycler® gradient : a 4°C, puis

a-20°C.

Au terme de la RT-, aucun ADN complémentaire (ADNc) ne doit étre produit. Dans le cas
inverse, I'échantillon d’ARN de départ n’était pas pur.
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Matériels et méthodes

> PCR de contréle (qualitative) de la RT- :
1. Préparer les tubes selon le tableau suivant :

Tampon PCR 10x, pl

MgCl, 25 mM, pl

Solution Q 5x, pl

dNTP Mix, PCR Grade 10 mM, pl

Oligo right 10 uM, pl

Oligo left 10 uM, ul

HotStarTaq DNA Polymerase 5U/ul

Eau milliQ, ul

Volume de produit de RT (dilué au 1/50°™),

Volume total, pl

1.92

0.96
0.4
0,4
0.2

7.99

2
20

1.92

0.96
0.4
0,4
0.2

7.99

2
20

2.40 mM
1
0.48 mM
0.40 uM
0.40 uM
0.05 U/uL

Le kit HotStarTagq DNA Polymerase contient le tampon PCR 10x, la solution Q 5x et le MgCl,,

ainsi que la HotStarTaq DNA Polymerase.

Les amorces (oligo right et oligo left) sont celles du gene de référence utilisé.

Le volume total ainsi que les concentrations en amorces sont les mémes que celles utilisées

dans la qPCR.

2. Utiliser le Mastercycler® gradient pour réaliser une PCR qualitative. Programmer le selon

les parametres suivant :

= Activation de la HotStarTag DNA Polymerase : 15 minutes a 95°C.

= 45 cycles de ‘5 secondes a 95°C (dénaturation), puis 20 secondes a 60°C

(appariement/hybridation), puis 30 secondes a 72°C (élongation)’

= Elongation finale : 10 minutes a 72°C.

= Maintien et conservation des échantillons dans le Mastercycler® gradient : a 4°C.

» Electrophorese sur gel de formaldéhyde-agarose (FA) des ARN totaux :

1. Se référer a la fiche technique.
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Matériels et méthodes

» Transcription de I’ARN en ADNc (RT+) :

C’est la synthése de I’ADNc a partir de ’ARN a I'aide d’'une polymérase ARN dépendante

(iScript™ Reverse Transcriptase).

1. Préparer les tubes selon le tableau suivant pour chaque échantillon d’ARN, y compris le
calibrateur (pour ce dernier, prévoir plusieurs tubes) :

Tampon 5x, ul 4
iScript™ Reverse Transcriptase, ul

Eau RNase-free, pul 13
Volume échantillon ARN, pl 2
Volume total, pl 20
Concentration en ARN de chaque échantillon, ng/ul 200

Quantité d'ARN de chaque échantillon, ng dans un volume

final de 20 pl 400

2. Préparer un tube pour I'eau RNase-free, selon le tableau ci-dessus, en remplagant
I’échantillon d’ARN par I'’eau RNase-free.

3. Utiliser le Mastercycler® gradient pour réaliser la RT+. Programmer le selon les
parametres suivant :
= Activation de I'enzyme iScript™ Reverse Transcriptase : 5 minutes a 25°C.
= Elongation : 30 minutes a 42°C.
® |nactivation de I'enzyme iScript™ Reverse Transcriptase: 5 minutes a 85°C.
= Maintien et conservation des échantillons dans le Mastercycler® gradient : a 4°C, puis

a-20°C.

> gPCR (quantitative) — réplication et quantification de '’ADNCc :
o Courbe d’efficacité du géne d’intérét et/ou du géne de référence
Préparer des dilutions en cascade de I’ADNc pur du calibrateur avec de I'’eau RNase-free ou
de I’AH,0 autoclavée (par exemple, de 1/5°™ 3 1/320°™).
1. Préparer les tubes selon le tableau suivant :

Nombre de répétitions 3 3 3

SsoFast™ EvaGreen® Supermix 2x, pl 10 10 10

Oligo forward 10 uM, ul 0.8 0.8 0.8 0.40 uMm
Oligo reverse 10 uM, ul 0.8 0.8 0.8 0.40 uMm
Eau milliQ, pl 6.4 6.4 8.4

Volume de calibrateur, pl 2 2 0

Volume total, pl 20 20 20
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Chaque gene de référence et chaque géne d’intérét fait I'objet d’une courbe d’efficacité en
utilisant les 7 dilutions du calibrateur.

2. Utiliser le CFX96™ Real-Time PCR Detection System pour réaliser la courbe d’efficacité.

Programmer le selon les parameétres suivant :

= Activation de I'enzyme contenue dans le SsoFast™ EvaGreen® Supermix 2x : de 30
secondes a 2 minutes a 95°C.

= 45 cycles de ‘5 secondes a 95°C (dénaturation), puis 5 secondes a 60°C
(appariement/hybridation), puis 5 secondes a 72°C (élongation), puis acquisition’

= Courbe de fusion de 65°C a 95°C (avec un pas de 0.5°C pendant 5 secondes), puis
acquisition.

La température d’hybridation varie avec le Tm (melting temprature) des amorces. Dans
certains cas le temps d’élongation peut varier. Cette étape peut éventuellement étre
supprimée.

La température d’hybridation et/ou la concentration en amorces sont ajustées pour les
essais suivants si 'efficacité n’est pas satisfaisante.

Valeurs recevables :

Efficacité : de 95 a 105%. La courbe d’efficacité reflete la duplication de '’ADN a chaque
cycle.

Le r* de la courbe doit étre le plus proche possible de 1, et la pente de 3.33 a 3.60.

Lorsque les courbes d’efficacité sont satisfaisantes, réaliser la gqPCR des échantillons, du
calibrateur et de I'eau.

o @gPCR sur les échantillons
Lorsque les courbes d’efficacité sont satisfaisantes, réaliser la gPCR des échantillons, suivant
la méme grille, avec les mémes parametres de concentrations en amorces, et le méme
programme sur le CFX96™ Real-Time PCR Detection System.
Afin de conditionner les échantillons d’ADNc, se référer a la courbe d’efficacité obtenue
précédemment, afin de choisir la dilution la plus judicieuse donnant un cycle de sortie (Cq)
autour de 30.
Pour chaque échantillon réaliser les mesures en triplicata.
Utiliser la derniére ligne de la plague 96 puits pour les contrbles internes: un point du
calibrateur avec le géne d’intérét de la plaque (triplicata) et un puits pour I'eau.

252



Matériels et méthodes

Dosage des acides aminés libres

Références
- Acide sulfosalicylique (SSA) — 5-Sulfosalicylic acid dehydrate (Sigma-Aldrich —S2130)
- Thiodiglycol (TDG) — 2,2’-Thiodiethanol (Sigma-Aldrich — 88559)
- Norleucine (NL) — DL-Norleucine (Sigma-Aldrich — N1398)
- Acide D-Glucosaminique (D-Glu) — D-Glucosaminic acid (Sigma-Aldrich — G0259)
- Tampon de pose pH 2.2 (0.1 M) Li* (Bioritech SA — 14451)
- Ethanol absolu (Riedel-de Haén — 32221)
- Acide chlorhydrique (HCl) — Hydrochloric acid (Sigma-Aldrich —320331)
- Evaporateur concentrateur “SpeedVac” — SpeedVac Concentrator (Savant — SC100)

Principe

Cette méthode permet d’obtenir les acides aminés libres du plasma en vue de leur
dosage quantitatif a I'lanalyseur d’acides aminés.

Tout d’abord, il faut réaliser une déprotéinisation et une solubilisation des acides
aminés libres (AAL) du plasma par I'acide sulfosalicylique (SSA) en présence de thiodiglycol
(TDG). La présence de TDG (antioxydant) dans la solution de SSA va protéger les acides
aminés libres soufrés (méthionine, cystéine) de l'oxydation. Un standard interne, la
norleucine (NL) est ajouté au plasma et permet le calcul des concentrations. Apreés
centrifugation, les protéines se retrouvent dans le culot et les AAL dans le surnageant ou
I'extrait SSA. Le surnageant SSA recueilli est ensuite dilué avec du tampon de pose
compatible avec I'analyse des AAL a I’analyseur.

Solutions

> A préparer :
HCI 0.1N
Norleucine 1 mM
D-Glu 12.5 mM
Tampon de pose/D-Glu 125 uM

Protocole

» Préparation des cupules SSA/TDG :
1. Combiner les différents réactifs :
SSA 2.33g
TDG 1.02 ml
2. Compléter a volume final de 10 ml avec I'éthanol absolu dans une éprouvette graduée,
pour obtenir la solution SSA/TDG.
Distribuer 50 pl de la solution de SSA/TDG dans des cupules Eppendorf 1.5 ml.
Evaporer I'éthanol absolu des cupules au “SpeedVac” a 40°C pendant 2 heures.
5. Identifier les cupules et peser.

hw
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Mode opératoire :
Dans chaque cupule SSA/TDG, ajouter 50 pl de norleucine 1 mM. Peser
Dans la cupule SSA/TDG, ajouter 250 pl de plasma. Peser.
Agiter les cupules a 'aide du vortex pendant 1 minute, de maniere a homogénéiser le
fond de la cupule SSA/TDG avec le plasma et la norleucine.
Incuber les cupules dans la glace pendant 15 minutes.
Centrifuger les cupules a 10000 g pendant 15 minutes a 4°C.
Reprendre 200 ul de surnageant dans de nouvelles cupules.
Ajouter (au distributeur) 100 pl de tampon de pose/D-Glu (soit 2/3 de surnageant + 1/3
de tampon de pose/D-Glu). Vortexer.
Passer les échantillons plasmatiques a I'analyseur et quantifier les concentrations en
acides aminés libres.
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Dosage des céramides musculaires

Références

- Céramides C16:0 D31 — 16:0 D31 Ceramide N-palmitoyl(d31)-D-erythro-sphingosine
(Avanti Polar Lipids — 868516P)

- Chloroforme — Chloroform (Sigma-Aldrich — C2432)

- Meéthanol (Prolabo — 20864.320)

- Acide chlorhydrique (HCl) — Hydrochloric acid (Sigma-Aldrich —320331)

- Tubes a billes de céramique pour broyage Precellys®24 (Bertin Technologies —
03119.200.RD000)

- Tubes en verre de 11.5 ml fermés par des bouchons phénoliques avec joints en téflon
(Corning —99449-16)

- DPBS stérile — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (1x) (PAA — H15-002)

- Spectrométre de masse en tandem APl 3200™ Triple Quadrupole LC-MS/MS (Sciex
Applied Biosystems)

- Automate Agilent 1200 Series (Agilent Technologies)

Principe

Cette méthode permet d’extraire la fraction lipidique des tissus musculaires en vue

du dosage des céramides d’intérét par spectrométrie de masse en tandem.

Solutions
> A préparer:

Solution standard de céramides C16:0 D31 8 uM
Chloroforme/méthanol (1/2 v/v)-HCI 0.1N

Protocole
» Extraction lipidique :

1.
2.

Peser environ 20 mg de poudre de muscle.
Dans un tube a billes de céramique, déposer 1 ml de chloroforme/méthanol (1/2 v/v)-
HCI 0.1N.
Déposer |’échantillon de muscle a I'intérieur du tube a billes de céramique.
Homogénéiser le tissu a I'aide d’un broyeur de tissus a billes de céramique PreceIIys®24
(programme : 5500-2x20s) puis transférer le lysat dans un tube a hémolyse.
Ajouter 1 ml de chloroforme/méthanol (1/2 v/v)-HCl 0.1N dans le tube a billes de
céramique pour le rincer et le verser dans le tube a hémolyse, pour obtenir 2 ml.
Déposer 1 ml dans un tube en verre spécial solvant de 10 ml.
Conserver 1 ml dans un tube a hémolyse a -20°C.
Ajouter 100 pl de solution standard de céramides C16:0 D31 a 8 uM a chaque 1 ml de
lysat. Préparer un tube contréle avec la solution standard de céramides C16:0 D31 seul.
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» Séparation de phases :

1. Vortexer 30 secondes chaque tube en verre et laisser reposer 30 minutes a température
ambiante.

2. Ajouter 500 pl de DPBS stérile et 500 pl de chloroforme (volumes a adapter avec le
volume du solvant d’extraction). On obtient 2 phases distinctes.

3. Vortexer 1 minute.

4. Centrifuger 5 min a 2500 rpm (750 g) pour séparer les 2 phases.

5. Prélever la phase organique inférieure contenant les lipides a I'aide d’une pipette
pasteur.

6. Transférer dans un tube en verre propre et évaporer a sec sous azote a température
ambiante.

N

Remplir le tube d’azote et le fermer.
8. Conserver |'extrait lipidique a -20°C, pour empécher les phénomeénes d’oxydation.

~

Quantification des céramides par spectrométrie de masse en tandem :
Reprendre chaque extrait sec dans 1 ml de phase mobile chloroforme/méthanol (2/1
v/v). La concentration finale en standard est donc : céramides C16:0 D31 a 800 nM soit
800 pmoles.

2. Injecter chaque échantillon a une vitesse de 200 pl/min pour un temps d’analyse de 3

minutes.

=

Parameétres du spectromeétre de masse en tandem
Le spectrometre de masse en tandem est équipé d’une source d’ionisation Turbolon Spray
de type electrospray chauffée a 500°C et couplé a un analyseur quadripolaire. Il est
également couplé a un automate pour l'injection des solvants et des échantillons.
L'acquisition des résultats se fait a I'aide du logiciel Analyst version 1.5 (Sciex Applied
Biosystems).
Les mesures des taux de céramides sont réalisées en mode d’ionisation positif. Les
parameétres spécifiques utilisés sont :

- voltage du spray d’ions : +5500 V

- potentiel d’entrée : -10V

- potentiel de désintégration : 100 V

- énergie de collision : 40 eV
Le dosage des céramides est réalisé en mode MRM (multiple reaction monitoring) sur les
échantillons dilués au 1/10. Les céramides sont analysés avec un mode d’injection de 5 pl
avec une vitesse d’injection de 200 pl/min.
La concentration de chacune des espéeces est calculée en fonction du rapport du signal (aire
du pic) au standard interne correspondant. La concentration totale en céramides est la
somme des concentrations de toutes les especes de céramides.
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Dosage des phosphoprotéines, des protéines totales et des
cytokines en Luminex

Références
- Bio-Plex Pro™ Phosphoprotein Detection (Bio-Rad)
- Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Standard (Bio-Rad — M60-009RDPD)
- Luminex — Bio-Plex™ 200 System instrument (Bio-Rad)

Principe

Ce systeme multi-analytique allie les compétences de la technique de cytométrie en
flux a deux lasers et une utilisation de microsphéeres ou microbilles en polystyréne. La
puissance de ce systéme réside dans le fait qu’il est possible d’analyser simultanément
jusqu’a cent microbilles différentes par puits. Les applications sont nombreuses. Les deux
grands domaines concernés sont la génétique grace a la réaction d’hybridation moléculaire,
et I'immunologie, grace a la réaction antigéne-anticorps. C'est cette derniére réaction que
nous utiliserons pour la révélation de protéines d’intérét.

> Les microsphéres :

Il s’agit de billes de polystyréne de 5.6 um de diametre marquées par incubation dans
des bains renfermant un mélange de deux solutions fluorescentes. Les deux fluorochromes
sont incorporés a l'intérieur des billes. Pour chaque bille, il existe un ratio précis de la
guantité des deux fluorochromes incorporés. Les billes sont excitées par un laser rouge et
vont réémettre une fluorescence rouge (675 nm) et infrarouge (> 712 nm). Chaque bille
réémettant d’une facon différente, elle sera identifiée par les intensités des deux
fluorescences rouge et infrarouge. Chaque bille possede donc son propre code couleur
d’identification, et ainsi plusieurs billes différentes peuvent étre mélangées dans un méme
puits.

> Le cytométre :

Il comporte un laser rouge a diode (633 nm) qui excite les fluorochromes incorporés
aux billes de polystyréne, permettant ainsi I'identification précise de la microsphére et ainsi
de la protéine d’intérét; un laser vert (532 nm) qui excite le fluorochrome - la
phycoérythrine (PE; 575 nm) — qui est couplé a une molécule reporter — la biotine —,
permettant dans ce cas de quantifier la protéine d’intérét.

257



Anticorps de

Matériels et méthodes
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Figure 48 : lllustration de la détection de la protéine d’intérét a I'aide d’un anticorps de capture

(couplé a des billes magnétiques marquées par deux fluorochromes) et d’un anticorps de détection

biotinylé (couplé a un conjugué streptavidine-phycoérythrine).

Solutions

» Dilution :
Echantillons protéiques (protéines totales) 1/10
Echantillons protéiques (phosphoprotéines) 1/5

Protocole de dosage des phosphoprotéines et des protéines totales

Al

1.
2.

w

ow

10.

11.

12

14.
15.
16.

aide du Bio-Plex Pro™ Phosphoprotein Detection :

Distribuer 100 pl de Wash buffer dans chaque puits.

Aspirer le Wash buffer avec la pompe a vide (programme RUN 1 :PREVAC) et éponger la
plaque avec un essuie-tout.

Charger les billes (50 pl par puits).

Aspirer avec la pompe a vide. Laver la plaque avec le Wash buffer et aspirer avec la
pompe a vide (programme RUN 2 :VAC _2). Eponger la plaque avec un essuie-tout.
Charger les échantillons protéiques et controles (50 ul par puits).

Agiter 30 secondes a 1100 rpm, puis 2 heures a 300 rpm a l'abri de la lumiére.

Aspirer avec la pompe a vide. Laver la plaque avec le Wash buffer et aspirer avec la
pompe a vide (programme RUN 3 :VAC_3). Eponger la plaque avec un essuie-tout.
Charger I'anticorps biotinylé (25 ul par puits).

Agiter 30 secondes a 1100 rpm, puis 30 minutes a 300 rpm a 'abri de la lumiére.

Aspirer avec la pompe a vide. Laver la plaque avec le Wash buffer et aspirer avec la
pompe a vide (programme RUN 3 :VAC_3). Eponger la plaque avec un essuie-tout.
Charger la SA-PE (50 pl par puits).

. Agiter 30 secondes a 1100 rpm, puis 10 minutes a 300 rpm a I’abri de la lumieére.
13.

Aspirer avec la pompe a vide. Laver la plague avec le Resuspension buffer et aspirer avec
la pompe a vide (programme RUN 3 :VAC _3). Eponger la plague avec un essuie-tout.
Distribuer 125 ul de Resuspension buffer dans chaque puits.

Agiter 30 secondes a 1100 rpm, puis 30 secondes a 300 rpm.

Lire au Luminex.
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Solutions

» Dilution :
Sérum 1/4 dans le Sample diluent
Gamme standard 1/4 dans le Standard diluent
Billes magnétiques 1/10 dans I’Assay buffer
Anticorps biotinylé 1/10
Streptavidine-Phycoérythrine (SA-PE) 1/100

Protocole de dosage des cytokines dans le sérum
A I'aide du Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Standard :

1.

RN URWN

R R R R
H W INEFEO

Distribuer les billes sur la plaque 96 puits (50 ul par puits).

Laver 2 fois la plaque avec le Wash buffer.

Charger le blanc, la gamme standard et les sérums (50 ul par puits).

Agiter 1 minute a 1100 rpm, puis 30 minutes a 300 rpm a I'abri de la lumiére.
Laver 3 fois la plaque avec le Wash buffer.

Charger I'anticorps biotinylé (25 pl par puits).

Agiter 1 minute a 1100 rpm, puis 30 minutes a 300 rpm a l'abri de la lumiére.
Laver 3 fois la plaque avec le Wash buffer.

Charger la SA-PE (50 pl par puits).

. Agiter 1 minute a 1100 rpm, puis 30 minutes a 300 rpm a l'abri de la lumiére.
. Laver 3 fois la plaque avec le Wash buffer.

. Ajouter 125 pul par puits d’Assay buffer.

. Agiter 1 minute a 1100 rpm a I'abri de la lumiére.

. Lire au Luminex.
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Activité enzymatique de la caspase-3

Références
- HEPES — 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ylethanesulphonic acid (Sigma-Aldrich —
H0891)
- EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma-Aldrich — EDS)
- AMC -7 amino-4-methylcoumarin (Sigma-Aldrich — A9891)
- DMSO - Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich — D5879)
- Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC (Bachem — 11660)
- Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO (Bachem — H2496)

Principe

L'initiation de tous les événements intracellulaires semble étre caractérisée par
I'activation de protéases spécifiques appelées caspases. L’activation de la caspase-3 semble
jouer un role clé dans le processus apoptotique. La caspase-3 active est responsable du
clivage, et donc la rupture, de plusieurs composants cellulaires associées a la réparation et la

régulation de I’ADN.

Afin de mesurer l'activité de la protéine caspase-3, le peptide Ac-Asp-Glu-Val-Asp-
AMC est utilisé comme substrat fluorogénique. La reconnaissance du substrat par le site
actif de I'enzyme détermine la coupure de la liaison entre 'AMC et le tétrapeptide. La
fluorescence de la molécule d’AMC, qui est alors libérée, peut étre suivie au fluorimétre a
460 nm. La spécificité de la réaction peut étre vérifiée a I'aide d’un inhibiteur spécifique de

la caspase-3, le peptide Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO.

Caspase-3
Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC ———————  Ac-Asp-Glu-Val-Asp + AMC

Solutions
> A préparer :
AMC 4 mM dans du DMSO
Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC 10 mM dans du DMSO
Protocole

» Préparation du milieu réactionnel (MR) (HEPES 10 mM / EDTA 2 mM) :
1. Peser:

HEPES 238.4 mg

EDTA 58.4 mg

2. Ajuster le pH a 7.4 et compléter a volume final de 100 ml avec AH,O dans une

éprouvette graduée.
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» Courbe étalon :
Faire une dilution de ’AMC 4 mM au 1/400 pour avoir une solution finale d’AMC a 10 pM.

pmoles AMC 0 20 40 60 80 100
AMC 10 pM, pl 0 2 4 6 8 10
MR, ul 1000 | 998 | 996 | 994 | 992 | 990

Faire le point haut de I'étalonnage sur le milieu contenant 100 pmoles d’AMC.
Faire le point bas de I’étalonnage sur le milieu sans AMC.
Mesurer au fluorimetre avec : Aexcitation = 380 nm

}\émission =460 nm

> Mode opératoire :

1. Mettre 980 ul de MR.

2. Ajouter 10 pl d’extrait protéique (pur ou a la dilution appropriée).

3. Déclencher la réaction en ajoutant 10 pl de Ac-Asp-Glu-Val-Asp-AMC 10 mM.
4

. Suivre la réaction au fluorimetre (Aexcitation = 380 NM ; Agmission = 460 nm) pendant plusieurs
minutes (entre 10 et 20 minutes).
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Introduction a la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique qui permet de réaliser, sur une population
cellulaire en suspension, des mesures simultanées, cellule a cellule, de la taille, de la
complexité (deux parametres de morphologie) et des réémissions de fluorescence (jusqu’a
six). De plus, le parameétre temps est disponible pour les études cinétiques. Donc huit
parameétres et le temps sont quantifiables simultanément.

Les expérimentations ont été réalisées au Centre Commun de Cytométrie en Flux de
la Faculté de Médecine de Saint-Etienne. Le cytometre est un analyseur-trieur : FACS Digital

Vantage (BD Biosciences) (Figure 49).

Figure 49 : Photographie d’un FACS Digital Vantage.

Il est équipé de deux lasers : un laser argon (Coherent — Enterprise) et un laser hélium/néon
(Spectra Physics) émettant trois raies d’excitation, respectivement : 488 nm (bleu) plus 351
nm (UV), et 633 nm (rouge). De larges applications, sur cellules fixées ou sur cellules
vivantes, sont possibles en fonction des fluorochromes utilisés. Pour supprimer tout
chevauchement des spectres de longueurs d’onde réémises, il faut corriger les

superpositions d’émission de fluorescence en réalisant des compensations électroniques.

La suspension cellulaire contenue dans le tube est mise sous pression (Figure 50). La
veine liquide contenant les cellules a analyser est entrainée a I'intérieur de la gaine liquide
circulant en permanence. Ainsi, on obtient une focalisation hydrodynamique qui permet un
alignement des cellules dans le flux. Elles se présentent donc les unes a la suite des autres au

niveau des focales des faisceaux d’excitation laser.
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L'optique d’excitation est composée d’'un ou de plusieurs lasers (ici deux), de lentilles
et de prismes pour focaliser les faisceaux laser d’excitation. Quand la cellule passe devant le
laser, les fluorochromes excitables absorbent I'énergie. lls libérent ensuite I'énergie
absorbée par une émission de photons d’'une longueur d’onde supérieure a la longueur
d’onde absorbée au départ. La différence entre la longueur d’absorption et la longueur
d’émission est appelée le déplacement de Stokes. De plus, la lumiére du laser argon (488
nm) diffusée a petit angle et a 90°, nous permet par les phénoméne de réfraction et de
diffraction de recueillir respectivement le signal proportionnel a la taille de la cellule
(« FSC ou forward scatter ») et le signal correspondant a la complexité de la cellule (« SSC ou

side scatter »).

Echantillon ceesesssesecnseNannsnnssnnssnsannsssenss. - Q

Gaine liquide «+ssseerreszrmmnin Runniinnns

el

Figure 50 : Représentation du flux dynamique des cellules a analyser dans la fluidique.
Le liguide de gaine et la veine liquide, contenant les cellules, sont tous deux mis sous pression. En
modulant la pression de I"échantillon, il est possible de faire varier la vitesse de défilement des
cellules au niveau des lasers. La différence de vitesse entre les deux fluides permet aux cellules de se
présenter devant la focale du ou des lasers les unes a la suite des autres. Par exemple, lors de
I"acquisition d’un cycle cellulaire, les cellules a analyser doivent se présenter a une vitesse de
défilement lent devant I'excitation laser.

L'optique de réception est composée de lentilles qui focalisent les photons recueillis
et d’un ensemble de miroirs et de filtres qui acheminent les différentes longueurs d’onde
vers leurs détecteurs spécifiques (diode et photomultiplicateurs) (Figure 51, ci-aprés). Il
existe des filtres optiques « passe-haut» (pour laisser passer les longueurs d’onde
supérieures a la longueur d’onde choisie), et des miroirs dichroiques « passe-bas » (pour

laisser passer les longueurs d’onde inférieures a la longueur d’onde choisie) et « passe-
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bande » (pour ne laisser passer qu’une longueur d’onde choisie).

|  |sps30s30

SP 560
BP 575/26
SP 610 H&E}
BP 424/44 BP 675/20
: : : [ SP 610 Trichroique :l ! I'% '!ll
I BP 660/20
| |sPe3or22
| pichroique 90s8

BP 488/10
Laser argon

Laser hélium/néon

Cellale BP 488/10

Figure 51 : Exemple de banc optique.
Banc optique utilisé pour les analyses en cytométrie en flux. Les deux lasers (argon et hélium/néon),
les deux prismes, la diode FSC « forward scatter», le PMT SSC («side scatter »), les six
photomultiplicateurs des fluorescences 1 a 6 (FL1-6), ainsi que les filtres SP (« passe-bas ») et BP
(« passe-bande ») sont représentés.

Les signaux lumineux sont convertis en signaux électriques puis numériques,
analysables par ordinateur. Les logiciels utilisés pour I'acquisition, I'analyse et le tri sont : BD
CellQuest Pro 4.0.2 et BD FACS DiVa 5.0.3. ; et pour I'analyse des cycles cellulaire : ModFit LT
3.1. lintensité relative de chaque fluorescence mesurée dans son canal spécifique permet
de recueillir une information quantitative. Les impulsions électriques générées par la
réémission de la fluorescence vont étre converties en valeur de canal et réparties en
fonction de leur intensité de 0 a 1024 canaux (analogique) ou de 0 a 262 144 canaux

(digitale).

264



Matériels et méthodes

Immunomarquage indirect de Ki-67 et marquage a I’'Hoechst 33342
sur cellules LLC

Références
- Cellules LLC — Lewis lung carcinoma cells (ATCC® — CRL-1642™)
-  DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (ATCC® —30-2002)
- FBS - Fetal Bovine Serum “Gold” (PAA — A15-151)
- P/S - Pénicilline/Streptomycine (PAA — P11-010)
- DPBS avec CazJ'/Mg2+ — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x with Ca & Mg (PAA —
H15-001)
- Hoechst 33342 16.23 mM (Invitrogen — H3570)
- Anti-Ki-67 Polyclonal Antibody (Millipore — AB9260) = Anticorps I
- Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/FITC (Dako — FO054) = Anticorps 11"
- Ethanol absolu (Riedel-de Haén — 34935)

Principe

L'immunomarquage indirect permet de mettre en évidence des protéines
membranaires intra ou extracellulaires, des protéines intracytoplasmiques ou encore
nucléaires. L'antigene Ki-67 fait partie des marqueurs de prolifération. Il est présent au
niveau du noyau des cellules prolifératives, en phases G1, S, G2 et M, et absent chez les
cellules quiescentes (GO0). Il est utilisé ici comme un marqueur du cycle cellulaire. Le Hoechst
33342 est un colorant vital de ’ADN. Il est utilisé ici pour permettre de détecter le contenu
en ADN des cellules vivantes.

Solutions
> A préparer :

FBS 5% 5 ml dans 100 ml de DPBS avec Ca*'/Mg**
» Dilution :

Anticorps primaire (Ac 1) 5 ul pur

Anticorps secondaire (Ac 1) 10 pl pur

Parameétres enregistrés

Parameétres morphologiques : FSC, SSC

FITC = Aexc : 488 nm ; Aem : BP 530/30 ; Photomultiplicateur : FL1-H

Hoechst 33342 = heyc : 351 nm ; A¢m : BP 424/44 ; Photomultiplicateurs : FL5-A et FL5-W

Protocole

Trypsiner les cellules LLC.

Centrifuger les cellules LLC a 120 g (850 rpm) pendant 7 minutes.

Reprendre les cellules LLC dans du milieu de culture (DMEM + 10% FBS + 1% P/S).

Faire une numération cellulaire (2 x 2 comptages).

Répartir les cellules dans une premiere série de tubes de cytométrie : 0.5 ml de solution
cellulaire & une concentration de 1 000 000 cellules/ml.

6. Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 3 minutes.

LU ol A
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37.

Matériels et méthodes

Eliminer le surnageant.

Préparer une seconde série de tubes de cytométrie et y introduire 2 ml d’éthanol absolu
tres froid.

Ajouter 1 ml de DPBS avec Ca’/Mg®" dans les tubes contenant le culot cellulaire.
Resuspendre les cellules et introduire ce volume (1 ml) dans les tubes contenant
I’éthanol absolu en faisant glisser les cellules doucement contre la paroi du tube. (=
éthanol 70%)

Incuber 60 minutes dans la glace.

Ajouter 2 ml de DPBS avec Ca**/Mg*".

Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 3 minutes.

Eliminer le surnageant.

Ajouter 2 ml de DPBS avec Ca**/Mg*".

Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 3 minutes.

Eliminer le surnageant.

Ajouter 2 ml de DPBS avec Ca**/Mg”" - FBS 5%.

Incuber 30 minutes, a I'abri de la lumiére, a température ambiante.

Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 3 minutes.

Eliminer le surnageant.

. Ajouter I'anticorps I".
22,

Resuspendre les cellules et remuer doucement (3 flushes aller/retour (3 secondes pour
I'aller et 3 secondes pour le retour)).

Incuber 120 minutes, a I'abri de la lumiére, dans la glace.

Ajouter 2 ml de DPBS avec Ca*'/Mg”" - FBS 5%.

Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 3 minutes.

Eliminer le surnageant.

Ajouter I'anticorps 11" couplé au fluorochrome « isothiocyanate de fluorescéine » (FITC).
Resuspendre les cellules et remuer doucement (3 flushes aller/retour (3 secondes pour
I'aller et 3 secondes pour le retour)).

Incuber 60 minutes, a I'abri de la lumiére, dans la glace.

Ajouter 2 ml de DPBS avec Ca**/Mg”" - FBS 5%.

Centrifuger a 120 g (850 rpm) pendant 3 minutes.

Eliminer le surnageant.

Si I'analyse des échantillons est réalisée le jour méme : ajouter 1ml de DPBS avec
Ca2+/Mg2+.

Si I'analyse des échantillons est réalisée un autre jour: ajouter 1 ml de DPBS avec
Ca®*/Mg”" - FBS 5% et conserver les tubes dans le frigo a 4°C a I'abri de la lumiére.

Le jour de I'analyse, centrifuger a 120 g pendant 3 minutes, éliminer le surnageant et
resuspendre le culot dans 1 ml de DPBS avec Ca*'/Mg**.

Ajouter 'Hoechst 33342 3 0.25 pg/ml.

Flusher doucement les cellules (3 flushes aller/retour)

Laisser 30 minutes, a I'abri de la lumiére, dans la glace.

Analyser en cytométrie en flux.
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« Je voudrais que tu comprennes ce qu’est le vrai courage ... C’est savoir que tu pars battu
d’avance et, malgré ¢a, agir quand méme et tenir jusqu’au bout. »

Harper Lee (introduction de 16 Lunes)
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ABSTRACT

Cachexia is a wasting syndrome frequently encountered in cancer patients characterized by
the uncontrolled loss of adipose tissue and skeletal muscle. Myostatin (Mstn) is a negative
regulator of skeletal muscle mass and a critical determinant of skeletal muscle homeostasis.
Although the regulation of the mechanisms involved in the control of skeletal muscle mass is
a core issue concerning the pathogenesis of cancer cachexia, the relationship between Mstn
and the pathophysiological mechanisms of cancer cachexia remains largely unknown. We
show here that increasing skeletal muscle mass through the genetic ablation of Mstn
improves a number of features of cancer-associated cachexia. Mstn gene invalidation in
mouse prevents the loss of skeletal muscle induced by the subcutaneous implantation of
Lewis lung carcinoma cells, together with a reduction in tumor growth. Prevention of cancer
cachexia in Mstn-deficient mice prolongs animal survival. Mstn gene invalidation increased
apoptosis of tumor cells, together with a decrease in the expression of genes involved in
tumor cell proliferation and metabolism. The induction of NF-kB, ubiquitin-proteasome and
autophagy-lysosome pathways triggered by the implantation of Lewis lung carcinoma cells
was markedly reduced or even abolished in response to Mstn gene invalidation. Skeletal
muscle content of ceramides, a family of molecules synthesized in response to excessive
lipolysis, was tightly correlated with the loss of skeletal muscle mass, suggesting that
ceramides could be a cachectic mediator involved in the pathogenesis of cancer cachexia.
Overall, these findings establish that Mstn plays a critical role in the pathogenesis of cancer-

associated cachexia.
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INTRODUCTION

Cachexia is a wasting syndrome that is frequently observed in patients suffering from
chronic diseases such as HIV-acquired immunodeficiency syndrome, sepsis, chronic heart
failure, chronic kidney disease, chronic obstructive pulmonary disease and cancer (Morley et
al., 2006; Evans et al., 2008). In cancer patients, cachexia can affect up to 80% of patients
with advanced cancer (DeWys et al., 1980; Bruera, 1997; Prado et al., 2008), particularly in
pancreatic and gastric cancers (DeWys et al., 1980; Bruera, 1997; Tisdale, 2002), and
accounts for 30% of cancer related deaths (Warren, 1932; Tan & Fearon, 2008; Tisdale,
2010). Cancer cachexia is characterized by an uncontrolled loss of body weight that results
from depletion of both adipose tissue and skeletal muscle, while the non-muscle protein
compartment is relatively preserved (Fearon, 1992; Fouladiun et al., 2005). Concurrent
anorexia, also variably contributes to cachexia and aggravates weight loss (Fearon et al.,
2011), but does not appear to be solely responsible for the loss of adipose tissue and
skeletal muscle (Tisdale, 2009). Cancer cachexia dramatically contributes to a reduced
quality of life, an increased toxicity from chemotherapy and a decreased survival (DeWys et
al., 1980; Andreyev et al., 1998; Davidson et al., 2004). Unfortunately, there is no effective
treatment for cancer cachexia.

Myostatin (Mstn), also known as growth and differentiation factor-8 (GDF-8), is a
highly conserved member of the transforming growth factor-B (TGF-B) superfamily of
secreted growth factor. Mstn plays a critical role in regulating skeletal muscle mass. Mstn
gene mutation and/or inactivation induce skeletal muscle hypertrophy (Grobet et al., 1997;
McPherron et al., 1997; McPherron & Lee, 1997; Grobet et al., 2003), whereas forced

overexpression of Mstn induces skeletal muscle atrophy (Zimmers et al., 2002; Durieux et

271



Résultats — Manuscrit en préparation

e ——
al., 2007; Amirouche et al., 2009). An increase in Mstn expression is the molecular signature
of multiple conditions leading to skeletal muscle mass loss (Gonzalez-Cadavid et al., 1998;
Yarasheski et al., 2002; Gilson et al., 2007; Cheung et al., 2008; Allen et al., 2010a; Allen et
al., 2010b; George et al., 2010; Man et al., 2010; Gruson et al., 2011; Hayot et al., 2011; Ryan
et al.,, 2011; Zhang et al., 2011; McKay et al., 2012; Jeong et al., 2013), including cancer
cachexia (Costelli et al., 2008; Liu et al., 2008; Bonetto et al., 2009; Benny Klimek et al., 2010;
Zhou et al., 2010; Busquets et al., 2012b). The concept that Mstn is critically involved in
cancer-associated cachexia is further supported by two recent reports showing that
pharmacological blockade of a high affinity activin type 2 receptor (ActRIIB) that mediates
Mstn signaling (Lee & McPherron, 2001; Souza et al., 2008), preserved skeletal muscle mass
(Benny Klimek et al., 2010; Zhou et al., 2010), and restored muscle strength (Zhou et al.,
2010) in mouse models of cancer cachexia. However, the mechanisms triggered by Mstn
gene invalidation in the pathogenesis of cancer cachexia remains still unknown.

In this study, we examined the potential therapeutic impact of Mstn inhibition on
skeletal muscle loss, tumor growth and animal survival in two different animal models of
cancer cachexia. Furthermore, the molecular mechanisms involved in cancer cachexia, as
well as the mechanisms by which Mstn gene invalidation may alter the course of cancer
cachexia, have been also investigated. Mice with a deletion of the third exon of Mstn gene
were used in 2 different models of cancer cachexia, the Lewis lung carcinoma (LLC) tumor-

bearing mice (van Royen et al., 2000) and the Apc""™*

mouse, a genetic model of colorectal
cancer and cachexia (Moser et al., 1990; Mehl et al.,, 2005a). The present study
demonstrates that Mstn gene invalidation confers resistance to skeletal muscle atrophy and
reduces tumor growth, thereby markedly prolonging survival of the tumor-bearing animals

Min/+

and Apc mice. Our data also reveal that Mstn gene invalidation increases apoptosis of
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tumor cells and attenuates or blocks the expression of genes involved in muscle protein
breakdown. Thus, these findings establish a crucial link between inhibition of the Mstn

pathway and the prevention of cancer-associated cachexia.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Ethical approval of the procedure
Experiments were approved by Jean Monnet University Animal Care and Use Committee,
and were carried out in accordance with the European Community guidelines for the use of

laboratory animals.

Animals

Wild type C57BL/6 male mice and Mstn”" male mice on a C57BL/6 background were used.
Mstn”" mice have been previously described as Mstn™* (Grobet et al., 2003). Briefly, Mstn”"
mice carry the floxed Mstn allele (where the third exon of the Mstn gene is flanked with a
pair of loxP sites) that was deleted at the zygote stage by a Cre plasmid.

Min/+ male mice on a C57BL/6 background were purchased from Jackson Laboratory (Bar

Apc
Harbor, Maine, USA), and mated with Mstn”" female mice on a C57BL/6 background.
Resulting male pups were genotyped to distinguish Apc"™*/Mstn™*, Apc""™*/Mstn®" and
ApcMi"/ *IMstn”". Primer sequences for Apc were 5'-GCC-ATC-CCT-TCA-CGT-TAG-3'; 5'-TTC-
CAC-TTT-GGC-ATA-AGG C-3' and 5'-TTC-TGA-GAA-AGA-CAG-AAG-TTA-3'. Primer sequences
for Mstn were 5'-CCA-TAT-AGT-GCT-CAG-AAA-GAG-CTA C-3'; 5'-TGG-GCT-AAT-TAT-GAA-TTA-

TTC-ACT-C-3' and 5'-GTC-TGT-CAC-CTT-GAC-TTC-TAA-3'. All animals were housed and bred

under a constant 12:12 hours light-dark cycle with food and water ad libitum.

Cell culture and inoculation of Lewis lung carcinoma cells
Lewis lung carcinoma (LLC) cells (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)

were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, ATCC - 30-2002)
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supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin-streptomycin (P/S) at 37°C and
5% CO, in air. Mstn”" (14.54 £ 0.80 months; n=11) and wild type (14.60 + 0.95 months; n=12)
male mice were subcutaneously injected with 5 x 10° LLC cells in 150 pl of sterile Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline (DPBS). Control Mstn”" (14.67 + 1.13 months; n=8) and wild type
(14.66 + 0.95 months; n=9) male mice were injected with sterile DPBS. Body weight, food

intake and tumor size were measured daily during 35 days.

Survival rate

One group of Mstn”" (15.15 £ 0.16 months; n=17) and wild type (15.06 + 0.62 months; n=20)
tumor-bearing mice were used for determination of survival rates. Body weight, food intake
and tumor size were measured daily until death.

Apc"™* IMstn*(n=30), Apc™™* IMstn*” (n=14) and Apc™™*/Mstn”" (n=6) were also used for
determination of survival rates. Body weight and food intake were measured weekly

throughout lifespan.

Tissue removal

Animals were anesthetized 35 days after inoculation of LLC cells (i.p. injection of 90 mg/kg
ketamine and 10 mg/kg xylazine). Heparinized blood samples were collected. Tumor and
visceral adipose tissue were removed, weighted and stored at -80°C. Extensor digitorum
longus, gastrocnemius, soleus and tibialis anterior muscles were carefully dissected, trimmed
of tendons and any non-muscle tissue and weighed. A portion of gastrocnemius muscle was
conditioned in RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France).
Gastrocnemius and tibialis anterior muscles were rapidly frozen in liquid nitrogen and stored

at -80°C. Mice were sacrificed as a consequence of heart excision, while deeply anesthetized.
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Protein extraction

Gastrocnemius muscles and tumor were homogenized (1:20 dilution wt:vol) in an ice-cold
buffer (pH 7.4, 50 mM Tris HCI, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM B-
glycerophosphate, 50 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 120 nM okadaic
acid, and 1% Triton X-100). Homogenates were centrifuged at 12,000 g for 20 min at 4°C,
and the resulting supernatants analyzed for soluble and non-myofibrillar protein content (DC
Protein Assay; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) using bovine serum albumin as

standard.

Luminex analysis

Protein extracts were transferred into 96-well dishes and diluted (1:10 dilution vol:vol) with
buffered solution. Fluorescent capturing beads coupled to antibodies directed against IkB-a,
IKB-a>¢3%%¢36 3nd p70S6K™2Y/524 (Big-Rad) were used. The antibody-conjugated beads
were added into each well and incubated overnight. The plates were washed and incubated
with biotinylated antibodies to fix each target protein. Streptavidin—phycoerythrin solution
was then added. The analysis consisted of a double-laser fluorescence detection, which
allowed simultaneous identification of the target protein through the red fluorescence
emission signal of the bead and quantification of the target protein through the fluorescence
intensity of phycoerythrin. A positive control, consisting of a standard protein extract from
control cell line, was added to each series. Results were recorded as mean fluorescence
intensities on a Bio-Plex™ 200 System instrument (Bio-Rad), using Bio-Plex Manager

Software version 6.
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Immunoblotting

Equal amount of protein (50 pg) were resolved on 12.5% SDS-polyacrylamide gels. Proteins
were transferred to 0.45 um nitrocellulose membranes. After Ponceau S staining,
membranes were blocked (1 h at room temperature with Tris-buffered saline (TBS)
containing 5% non-fat dried milk), and then incubated overnight at 4°C with primary
antibodies. Antibodies directed against 4E-BP1 (1:500 vol/vol), NF-kB p65 (1:600), NF-kB
p65°¢ (1:200), PTEN (1:800), ribosomal protein (rp) S6 (1:600) and rpS6°¢23*/2%¢ (1:800)
were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). Antibodies directed against Bax
(1:1000) and Bcl-2 (1:800) were from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA).
Antibodies directed against Atg5-Atg12 complex (1:800), LC3b (1:800) and a-tubulin (1:2000)
were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Membranes were then washed 3
times in TBS and incubated for 1h at room temperature with a goat-anti-rabbit or a rabbit
anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Dako, Trappes, France).
After 3 x 5 min washes in TBS-Tween, immunocomplexes were visualized using an enhanced
chemiluminescence detection method (ECL, GE Healthcare, Orsay, France). The films were
scanned and band intensities were quantified using Imagel analysis software (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). a-tubulin immunoblots were used to check for

equal protein loading.

RNA isolation, cDNA synthesis and real-time PCR

Total RNA was extracted from visceral adipose tissue using the RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen), and from gastrocnemius muscle and tumor tissue (RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit,
Qiagen) following the manufacturer’s instructions. cDNA was generated from 400 ng of RNA

using iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad). The selected forward and reverse primer
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sequences are listed in Table 1. Real time PCR was performed in a 20 ul final volume and
optimized concentrations for each primer using the SsoFast EvaGreen Super mix (Bio-Rad)
and a CFX96 Real Time PCR Detection System, C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad). Reference
genes, hypoxanthine guanine phosphoribosyl! transferase (Hprt), peptidylprolyl isomerase A
(Ppia), ribosomal protein, large, PO (Rplp0O) and tubulin, alpha 1A (Tubala) were used to

normalize the expression levels of genes of interest, as previously described (Pfaffl, 2001).

_ e e — Ampllcon Iength (pb)

: TGT GCA AAC AGG GCT ACA G
Atgl (Pnpla2) NM_001163689.1 72
Rev : AAG GGT TGG GTT GGT TCA G

Fwd : TGC CTT GGA TGT CCT ATC TG
Glut1 (Slc2a1) NM_011400.3 71
Rev : ACC AGG GCC TAC TTC AAA GA

Fwd : CAG GCC AGA CTT TGT TGG AT
Hprt (Hprt) NM_013556.2 147
Rev : TTG CGC TCA TCT TAG GCT TT

Fwd : AAT GAG ATG GCG AGG GTC AG
Hsl (Lipe) NM_010719.5 96
Rev : GCC CTCA CAG CAG GAATAG T

MAFbx/atrogin-1  FWd : GTT TTC AGC AGG CCA AGA AG M 0263463 115
(Fbx032) Rev : TTG CCA GAG AAC ACG CTA TG -

Fwd : ACC TGC TGG TGG AAA ACA TC
MURF1 (Trim63) NM_001039048.2 147
Rev : AGG AGC AAG TAG GCA CCT CA

Fwd : CTC CAA GCA GAT GCA GCA GA
PO (Rpip0) NM_007475.5 87
Rev : ATA GCC TTG CGC ATC ATG GT

Fwd : AGC ATA CAG GTC CTG GCATC
Ppia (Ppia) NM_008907.1 127
Rev : TTC ACC TTC CCA AAG ACCAC

Fwd : GCA GGA GCG TTC TGA TCT TAC
Sptlc1 (Sptic1) NM_009269.2 144
Rev : ACG ATG TTG TGG GTT GGA G

Fwd : TGC TGA GCC ACA ATA CTC AC
Traf6 (Traf6) NM_009424.2 73
Rev : CCATCC GTG TTA GCA GTT AG

Fwd : TGA GGA GGT TGG TGT GGA TTC
Tubulin (Tubala) NM_011653.2 99
Rev : AAA CAT CCC TGT GGA AGC AG

Fwd : GCT ACG ACC GCC AGA TTG GG
Tweak (Tnfsf12) NM_011614.3 130
Rev : GCC AGC ACA CCG TTC ACC AG

Fwd : CAC CCA CGA CAG AAG GAG AG
Vegfa (Vegfa) NM_001025250.3 87
Rev : TCT CAA TCG GAC GGC AGT AG

Table 1. Oligonucleotide primers used for PCR analysis.
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Primers were designed using Primer 3 software from gene sequences obtained from

GenBank®. Primer specificity was determined using a BLAST search.

Enzyme assay
Caspase-3 enzyme activity was fluorometrically determined (Aexc = 380 nm and Aexc = 460 nm)
by using Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin (Bachem, Weil am Rhein,

Germany) as fluorogenic substrate (Berthon et al., 2007).

Measurement of ceramide levels

Sphingolipids were extracted by the Bligh and Dyer method (Bligh & Dyer, 1959). Tibialis
anterior muscle tissue was homogenized (Precellys 24 Homogenizer; Bertin Technologies,
Montigny-le-Bretonneux, France) in chloroform/methanol (1:2 v/v) using 1 ml of solvent per
10 mg of wet tissue. An aliquot of the mixture was kept for Bradford protein assay. Internal
deuterium-labeled standard was added at this step: C16:0 D31 ceramide (N-palmitoyl(d31)-
D-erythrosphingosine) (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, USA). The samples were mixed
by vortex for 30 seconds, sonicated, and let to stand for 30 minutes at room temperature.
One volume of sterile DPBS and one volume of chloroform were added to perform phase
separation. The samples were then vortexed again for 1 minute before centrifugation at 750
g for 5 minutes. The lower organic phase was transferred to a clean collection tube, and
evaporated under a nitrogen stream. The dry extracts were kept at -20°C until analysis by
electrospray tandem mass spectrometry (ESI MS/MS), carried out on a triple-quadrupole
mass spectrometer (APl 3200 MS/MS; Sciex Applied Biosystems, Toronto, Canada) equipped
with an ion spray source (Turbolon; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) heated to

500°C. Two binary pumps, a vacuum degasser and a high-performance autosampler (Agilent
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1200 Series; Agilent Technologies, Massy, France) with a controle module (Instant Pilot;
Agilent Technologies) were used for solvent delivery and automated sample introduction. All
results were acquired with Analyst software (version 1.5; AB Sciex LLC, Foster City, CA, USA).
For measurement of ceramide, the MS/MS was performed in positive ionization mode.
Specific parameters used were as follows (in arbitrary units): ion spray volume 5500 V;
entrance potential -10 V; declustering potential 100 V; collision energy 40 eV. Sample
analysis for quantification was performed in multiple reaction monitoring (MRM) mode by
flow injection analysis. The dwell time was fixed to 30 ms for each species. Ceramide were
measured with a flow rate of 200 pl/min 2:1 chloroform:methanol (analysis time of 3
minutes). The concentration of each molecular species was calculated from the ratio of its
signal to that of the corresponding internal standard. Total ceramide concentration was the

sum of the concentrations of the various species (De Larichaudy et al., 2012).

Measurement of amino acids levels

Plasma amino acids were purified from blood samples by ion-exchange chromatography
after protein precipitation: 250 ml of plasma was homogenized in 50 pl of sulfosalicylic acid
solution (1 M in ethanol with thioglycolate 0.5 M) that had previously completely
evaporated. Norleucine was added as an internal standard. Samples were incubated on ice
for 15 min and centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4°C. An aliquot (200 ul) of the
supernatant was combined with 100 ul of 0.1 M lithium acetate buffer, pH 2.2. Amino acid
concentrations were determined by ion-exchange chromatography (Bio-Tek Instruments

A.R.L., Saint Quentin en Yvelines, France) using post-column derivation with Ninhydrin.
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Statistics
Data are means * SE. Statistical comparisons were performed using a two-way analysis of
variance (GraphPad Prism 5.03 software; GraphPad, San Diego, CA, USA). Specific differences
between means were tested with Student’s unpaired two-tailed t-test (GraphPad Prism 5.03
software). Survival curves were analyzed using a log-rank test (GraphPad Prism 5.03
software). Analysis of covariance (ANCOVA) was used to adjust the difference between
WT+LLC group and Mstn” +LLC group for survival time, including tumor mass at death as
covariate (SuperANOVA; Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). The a-level of significance

was set at 0.05 for all comparisons.
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RESULTS

Mstn gene inactivation reduces tumor growth and prevents skeletal muscle loss in
tumor-bearing mice

Implantation of LLC cells in mice has been shown to decrease body weight and skeletal
muscle mass (van Royen et al., 2000). Weight loss in wild type tumor-bearing mice started 7
days after implantation, so that 4 weeks after implantation tumor-free body weight had
declined by about 20% (Figure 1A). Mstn”" tumor-bearing mice also lost weight over the
course of cancer cachexia, but this decrease was significantly attenuated by Mstn gene
invalidation (p < 0.05) (Figure 1A-B). Importantly, food intake was similar in all groups of
mice during the time course of the experiment (Supplemental Figure 1), indicating that
anorexia cannot play a causal role in the development of cancer cachexia.

Tumor growth in response to the implantation of LLC cell was observed in 100% of
treated animals. However, tumor volume was lower in Mstn”" tumor-bearing mice during
the course of cancer cachexia (p < 0.01) (Figure 1C). Accordingly, tumor weight was
significantly lower in Mstn”" mice compared to wild type mice 5 weeks after implantation of
LLC cells (Figure 1D).

Development of cancer cachexia induced a decrease in adipose tissue mass in tumor-
bearing wild type and Mstn”" mice (Figure 2A). As Mstn”" mice had significantly less adipose
tissue than their wild type counterparts (Figure 2A) (McPherron et al., 1997), the decrease
was more pronounced in wild type tumor-bearing mice (1.05 g) compared to Mstn”" tumor-
bearing mice (0.39 g) (p < 0.05) (Figure 2A).

As previously described (Grobet et al., 2003), Mstn”" mice had a double muscling

phenotype (Figure 2B). In wild type tumor-bearing mice, the weight of extensor digitorum
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longus, gastrocnemius, soleus and tibialis anterior decreased by more than 20% below
control levels, whereas muscle mass loss was prevented in Mstn”" tumor-bearing mice
(Figure 2B). As shown in Figure 2C for gastrocnemius muscle, total muscle protein content
also remained unchanged in Mstn”" tumor-bearing mice (Figure 2C). Protection against
muscle wasting in Mstn”" tumor-bearing mice was also illustrated by the preservation of
plasma amino acid concentration (Figure 2D-E and Supplemental Figure 2A-B). Importantly,
plasma amino acid concentration was inversely correlated with muscle weight changes
(Supplemental Figure 2C), suggesting that changes in plasma amino acid concentration
largely reflect a leak of amino acids from the muscle compartment. Taken together, these
data indicate Mstn gene invalidation fully protected hind limb skeletal muscles against

atrophy, while reducing tumor growth.

Mstn gene inactivation dramatically prolongs survival of LLC tumor-bearing mice and

Min/+

Apc mice

The LLC tumor implanted mice manifested a lethal wasting syndrome characterized by
progressive weight loss (Figure 1) and death (Figure 3A). Mstn gene invalidation in tumor-
bearing mice was associated with a prolongation of animal survival (p < 0.001) (Figure 3A).
Median survival was increased by almost 30% from 32 days to 41 days (p < 0.001).

Mi .
i* mouse, an established

We next examined the impact of Mstn gene inactivation in Apc
model of colorectal cancer and cachexia (Moser et al., 1990; Mehl et al., 2005a). Mutation in
the adenomatous polyposis coli (Apc) gene leads to multiple intestinal tumors in human and
mouse (Moser et al., 1990; Groden et al., 1991; Su et al., 1992). ApcMW* develops intestinal

polyps as early as 4 weeks of age, and become cachectic between 3 and 6 months of age

(Mehl et al., 2005a). On the heterozygous Mstn* and homozygous Mstn”" backgrounds,
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Min/+

survival of Apc mouse was remarkably prolonged (p < 0.001) (Figure 3B). When 50% of
ApcMi”/+/Mstn+/+ mice were dead because of development of intestinal polyps, both
ApcMi”/+/Mstn+/' and ApcMi”/+/Mstn'/' mice were still alive. Importantly, lifespan was similar in
wild type and Mstn”" mice under normal conditions (Supplemental Figure 3). Thus,

regardless of mouse model of cancer cachexia, Mstn gene invalidation dramatically prolongs

animal survival.

Mstn gene inactivation increases apoptosis of tumor cells

Because of the marked effect of Mstn gene invalidation on tumor growth (Figure 1 C-D),
we first examined the expression of genes involved in tumor metabolism, proliferation and
apoptosis. Vascular endothelial growth factor (VEGF) A is a major driver of tumor
angiogenesis and growth (Rapisarda & Melillo, 2012). Compared to wild type mice, VEGFA
transcript was significantly reduced in the tumors of Mstn”" mice (Figure 4A). Expression of
glucose transporter (GLUT) 1, the predominant glucose transporter in many types of cancer
cells (Younes et al., 1997; Amann et al., 2009), was significantly reduced in tumors from
Mstn”” mice (Figure 4B). Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN)
gene encodes a protein with tumor-suppressive activity (Li et al., 1997; Maehama & Dixon,
1998). Compared with wild type tumor-bearing mice, PTEN protein content was 30% higher
in Mstn”" mice with tumors (Figure 4C). We next determined whether Mstn may directly
affect the in vitro proliferative characteristics of LCC cells. Cell number, as well as the relative
distribution of LLC cells in Go/G1, S and G,M phases determined by FACS analysis, were
similar in control and LLC cells treated for 48 hours with human recombinant Mstn
(Supplemental Figure 4A-B). Accordingly, expression of Ki-67, a marker of cell proliferation,

remained unchanged (Supplemental Figure 4C). These results collectively indicate that Mstn
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gene invalidation favorably regulates the expression of genes involved in LLC tumor growth
and metabolism, while Mstn per se does not regulate in vitro the proliferation of LLC cells, as
well as Ki-67 protein content. This apparent paradox suggests that Mstn gene invalidation
could modulate the activity of other tissues to trigger adaptative responses that alter
expression of critical markers of tumor growth and metabolism in vivo.

We next explored the possibility that Mstn gene invalidation reduces tumor growth by
increasing apoptosis of tumor cells. Consistent with this hypothesis, protein content of Bcl-2-
associated X protein (Bax), the proapoptotic member of the Bcl-2 protein family, was
increased by about 50% in the tumors of Mstn”" mice, whereas it remained unchanged in
the tumors of wild type mice (Figure 4D). Since Bcl-2 protein content was remained
unchanged (Supplemental Figure 4D), the Bax-to-Bcl-2 protein ratio was consequently
increased in the tumors of Mstn”" mice (Figure 4E). Caspase-3 activity, was also significantly
increased in the tumors of Mstn”” mice (Figure 4F). The increase in Bax protein content, the
increase in Bax-to-Bcl-2 protein ratio and caspase-3 activity demonstrates an increased

apoptosis in the tumors of Mstn”" mice.

Mstn gene inactivation decreases ceramide production in response to cancer cachexia

Lipolysis has recently been shown to be essential in the pathogenesis of cancer cachexia
(Das et al., 2011). Ceramides refer to a family of lipid molecules composed of a sphingosine
and a fatty acid. Aberrant accumulation of ceramides in skeletal muscle has been implicated
in many metabolic processes (Holland & Summers, 2008), and more recently in cancer
cachexia (De Larichaudy et al., 2012). In agreement with these observations, skeletal muscle
ceramide content was negatively correlated with skeletal muscle weight changes (r’=0.6547;

p < 0.001) (Figure 5A), suggesting that ceramide accumulation in skeletal muscle could
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contribute to the loss of skeletal muscle. Skeletal muscle ceramide content was higher in
wild type mouse compared to Mstn”" mice (p < 0.05): cancer cachexia increased skeletal
muscle ceramide content both in wild type and Mstn”" mice, but ceramide content was 65%
higher in wild type mice compared to Mstn”" mice (p < 0.05) (Figure 5B). Skeletal muscle
ceramide content was also negatively correlated with adipose tissue weight changes
(r’=0.6975; p < 0.001) (Figure 5C), suggesting that fatty acid production originating from
triglyceride hydrolysis in adipose tissue is probably a major contributor of ceramide
accumulation in skeletal muscle. However, this could not be explained by a differential
regulation of genes encoding adipose triglyceride lipase (Atgl) and hormone sensitive lipase
(Hsl), as Atgl and Hsl mRNA levels in adipose tissue were decreased in both groups in
response to cancer cachexia (P < 0.001) (Supplemental Figure 5A-B). Similarly, mRNA level of
serine palmitoyltransferase 1 (Sptic1), a key limiting enzyme in ceramide biosynthesis
(Hanada, 2003; Hojjati et al., 2005; Hornemann et al., 2009), was also similarly decreased in

adipose tissue of wild type and Mstn”” mice (P <0.001) (Supplemental Figure 5C).

Mstn gene inactivation does not attenuate the inhibition of Akt/mTOR pathway, but
markedly reduces the activation of ubiquitin-proteasome and autophagy-lysosome
pathways in tumor-bearing mice

Muscle atrophy may originate from a decrease in protein synthesis and/or an increase in
protein degradation (Favier et al., 2008; Glass, 2010a). We first explored the regulation of
the Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway, a crucial regulator of skeletal
muscle hypertrophy that can prevent muscle atrophy in vivo (Bodine et al., 2001b; Rommel
et al.,, 2001). Phosphorylation levels of downstream effectors of the pathway, including

p70S6K on Thr421 and Ser424, rpS6 on Ser235 and 236 and the translation repressor 4E-
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Binding Protein (4E-BP)-1 on Thr37/46, were all significantly and similarly decreased in
gastrocnemius muscle of wild type and Mstn”" tumor-bearing mice (Figure 6). rpS6 protein
content was also significantly decreased in both groups in response to cancer cachexia.
Altogether, these data suggest that preservation of skeletal muscle mass in Mstn”" tumor-
bearing mice does not involve a differential regulation of Akt/mTOR pathway 5 weeks after
tumor cell implantation.

Skeletal muscle atrophy induces the expression of multiple components of the ubiquitin-
proteasome pathway, including the muscle-specific E3 ubiquitin ligases of the ubiquitin-
proteasome pathway (Bodine et al., 2001a; Gomes et al., 2001; Lecker et al., 2004). mRNA
levels of MAFbx/atrogin-1 and MuRF1 were strongly increased in gastrocnemius muscle of
wild type tumor-bearing mice, whereas expression of these atrophy-related genes was
completely blunted (MAFbx/atrogin-1) or even decreased (MuRF1) in the gastrocnemius
muscle of Mstn”" tumor-bearing mice (Figure 7A). Thus, Mstn gene inactivation prevents the
activation of key players of the ubiquitin-proteasome pathway in response to cancer
cachexia.

NF-kB protein complex is a transcription factor involved in skeletal muscle wasting (Cai et
al., 2004; Wyke et al., 2004; Wyke & Tisdale, 2005). NF-kB is activated by phosphorylation to
regulate gene transcription (Sakurai et al.,, 1999; Sakurai et al., 2003). Whereas, protein
content of NF-kB p65 was similar in all groups of mice (Figure 7B), protein content of active
p65 phosphorylated on Ser536 was 3-fold higher (p < 0.001) in wild type tumor-bearing mice
compared to Mstn”" tumor-bearing mice (Figure 7B). Under normal conditions, NF-kB is
sequestered by a family of inhibitory proteins called IkB. Phosphorylation of IkBa on Ser32
and Ser36 allows the release of NF-kB. IkBa protein content was significantly increased in

wild type tumor-bearing mice (p < 0.01), whereas it remained unchanged in Mstn”" tumor-
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bearing mice (Figure 7C). Most importantly, IkBa phosphorylation on Ser32 and Ser36 was
markedly increased by about 8-fold in gastrocnemius muscle of wild type mice in response
to cancer cachexia (p < 0.001), whereas IkBa phosphorylation remained unchanged in Mstn’
" mice in response to tumor growth (Figure 7C). Altogether, these data showed that Mstn
gene inactivation strongly reduced NF-kB signaling in skeletal muscle of tumor-bearing mice.
In agreement with this observation, expression of TWEAK, a powerful skeletal muscle-
wasting cytokine (Dogra et al., 2006; Mittal et al., 2010), and TRAF6, an E3 ubiquitin ligase
and adaptator protein required for the activation of NF-kB in response to TWEAK (Paul et al.,
2010; Paul et al., 2012), was markedly down-regulated in Mstn”" tumor-bearing mice (Figure
7D-E).

Another proteolytic system that contributes to skeletal muscle atrophy is the autophagy-
lysosome pathway (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). Light Chain 3 (LC3) b, a
protein constituent of autophagosomes, is a prototypical marker of autophagy (Klionsky et
al., 2012). Protein content of LC3b-l, the cytoplasmic form of LC3b, and LC3b-Il, the
membrane-bound form conjugated to phosphatidylethanolamine, were significantly
increased in gastrocnemius muscle of wild type tumor-bearing mice, whereas no significant
variation was observed in Mstn”" tumor-bearing mice (Figure 7F). Accordingly, the Atg5-
Atg12 protein complex was decreased in Mstn”" mice in response to cancer cachexia (p <
0.05), whereas it remained unchanged in wild type mice (Figure 7G). Thus, Mstn gene
invalidation prevents the activation of key players of the autophagy-lysosome pathway in
response to cancer cachexia. Collectively, all these finding indicates that Mstn gene
invalidation preserves skeletal muscle mass during cancer cachexia in mice by attenuating

the activation of proteolytic pathways.
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Figure 1. Mstn gene invalidation protects mice from cancer-associated weight loss and
reduces tumor growth.

(A) and (B) Mstn gene invalidation reduces tumor-free body weight loss in Mstn”" tumor-
bearing mice (Mstn'/'+LLC).

(C) Mstn gene invalidation reduces tumor growth.

(D) Mstn gene invalidation reduces tumor weight 35 days after implantation of LLC cells.
Data are means + SE (n=10-12/group). T p < 0.05 and 1t p < 0.01 : significantly different from
wild type tumor-bearing mice (WT+LLC).
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Figure 2. Mstn gene invalidation protects tumor-bearing mice from skeletal muscle weight
loss.

(A) Visceral adipose tissue weight 35 days after implantation of LLC cells.

(B) Weight of extensor digitorum longus, gastrocnemius, soleus and tibialis anterior skeletal
muscles 35 days after implantation of LLC cells.

(C) Total protein content of gastrocnemius skeletal muscle 35 days after implantation of LLC
cells.

(D) Plasma amino acid concentration of Mstn”" mice, wild type tumor-bearing mice
(WT+LLC) and Mstn”" tumor-bearing mice (Mstn'/’+LLC) relative to plasma amino acid
content of wild type mice (WT) 35 days after implantation of LLC cells.

(E) Plasma amino acid concentration 35 days after implantation of LLC cells.

Data are means * SE (n=10-12/group). ** p < 0.01 and *** p < 0.001: significantly different
from wild type mice (WT). ### p < 0.001: significantly different from Mstn”" mice.
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Figure 3. Mstn gene invalidation increases survival rates of tumor-bearing mice and
Min/+

Apc mice.

(A) Survival rates of wild type tumor-bearing mice (WT+LLC; n=20) and Mstn”" tumor-bearing
mice (Mstn'/'+LLC; n=17) in response to LLC tumor growth.

(B) Survival rates of Apc"™*/Mstn**(n=30), Apc""™*/Mstn*" (n=14) and Apc""™*/Mstn”"
(n=6).

TF1T p < 0.001: significantly different from wild type tumor-bearing mice (WT+LLC) and
Apc""™* IMstn™* mice.
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Figure 4. Mstn gene invalidation reduces expression of genes involved in tumor growth,
while increasing apoptosis.

(A) Transcript level of VEGFA in the tumor of wild type (WT+LLC) and Mstn”" mice (Mstn'/'
+LLC) 35 days after implantation of LLC cells.

(B) Transcript level of GLUT1 in the tumor of wild type (WT+LLC) and Mstn”" mice (Mstn'/'
+LLC) 35 days after implantation of LLC cells.

(C) Protein content of the tumor suppressive gene PTEN is increased in the tumors of Mstn”"
mice (Mstn'/'+LLC) 35 days after implantation of LLC cells.

(D, E and F) Bax protein content, Bax-to-Bcl-2 protein content ratio and caspase-3 activity in
the tumors of Mstn” mice (Mstn‘/’+LLC) demonstrate an increase in apoptosis 35 days after
implantation of LLC cells.

Data are means = SE (n=8/group). T p < 0.05 and {1 p < 0.01: significantly different from

tumors of wild type mice (WT+LLC).
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Figure 5. Mstn gene invalidation attenuates the accumulation of ceramide in
gastrocnemius muscle.

(A) Linear regression between skeletal muscle ceramide content and skeletal muscle weight
change 35 days after implantation of LLC cells.

(B) Ceramide content of tibialis anterior muscle 35 days after implantation of LLC cells.

(C) Linear regression between skeletal muscle ceramide content and adipose tissue weight
change 35 days after implantation of LLC cells.

Data are means + SE (n=8/group). * p < 0.05: significantly different from wild type mice
(WT). § p < 0.05: significantly different from wild type mice (WT). f p < 0.05: significantly

different from wild type tumor-bearing mice (WT+LLC).
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Figure 6. Mstn gene invalidation does not prevent the decrease in Akt/mTOR signaling
pathway during cancer cachexia.

(A) 4E-BP1 phosphorylation on Thr37 and Thr46, 35 days after implantation of LLC cells, was
determined by western blot.

(B) p70S6K phosphorylation on Thr421 and Ser424, 35 days after implantation of LLC cells,
was determined by Luminex analysis.

(C) Protein content of rpS6 and rpS6 phosphorylation on Ser235 and Ser236, 35 days after
implantation of LLC cells were determined by western blot analysis.

Data are means + SE (n=8/group). * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001: significantly

different from wild type mice (WT). # p < 0.05: significantly different from Mstn”" mice.
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Figure 7. Mstn gene invalidation prevents the expression of critical markers of protein
catabolism in gastrocnemius muscle during cancer cachexia.

(A) MuRF1 and MAFbx/atrogin-1 transcript levels, 35 days after implantation of LLC cells
were quantified by qPCR.

(B) NF-kB p65 protein content and NF-kB p65 phosphorylation on Ser536, 35 days after
implantation of LLC cells, was determined by western blot analysis.

(C) IkBa protein content and IkBa phosphorylation on Ser32 and Ser36, 35 days after
implantation of LLC cells, was determined by Luminex analysis.

(D) TWEAK transcript level, 35 days after implantation of LLC cells were quantified by gPCR.
(E) TRAF®6 transcript level, 35 days after implantation of LLC cells were quantified by gPCR.

(F) LC3b-l and LC3b-Il protein content, 35 days after implantation of LLC cells, were
determined by western blot analysis.

(G) Protein content of Atg5-Atgl2 protein complex, 35 days after implantation of LLC cells,
was determined by western blot analysis.

Data are means * SE (n=8/group). * p < 0.05 and ** p < 0.01: significantly different from wild
type mice (WT). § p < 0.05: significantly different from wild type mice (WT). # p < 0.05 and
### p < 0.001: significantly different from Mstn”" mice. ¥ p < 0.05 and 1T p < 0.001:

significantly different from wild type tumor-bearing mice (WT+LLC).
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Supplemental Figure 1. Food intake normalized to tumor-free body weight over the course
of cancer cachexia.

Data are means * SE (n=10-12/group).
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(A) Plasma concentration of essential amino acids 35 days after implantation of LLC cells.

(B) Plasma concentration of non essential amino acids 35 days after implantation of LLC

cells.

(C) Linear regression between plasma amino acid concentration and skeletal muscle weight

change 35 days after implantation of LLC cells.

Data are means = SE (n=10-12/group). ** p < 0.01: significantly different from wild type mice

. # p < 0.05: significantly different from Mstn”" mice. § p < 0.05 an p < 0.01:
(WT). # 0.05: signifi ly diff f Mstn”" mice. § 0.05 and §§ 0.01

significantly different from wild type mice (WT). T p < 0.05: significantly different from wild

type tumor-bearing mice (WT+LLC).
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Supplemental Figure 3. Survival rates of wild type (WT; n=14) and Mstn”" mice (n=14).
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Supplemental Figure 4. In vitro proliferative characteristics of LLC cells and Bcl-2 protein
content in tumors.

(A) Number of LLC cells after 48 hours in absence or presence (2.5 pug.ml™) of recombinant
human Mstn (rhMstn).

(B) Relative distribution of LLC cells in Go/G1, S and G,M phases determined by FACS analysis
after 48 hours in absence or presence of rhMstn.

(C) Expression of Ki-67 by LLC cells after 48 hours in absence or presence of rhMstn.

Data are means * SE (n=5-6 independent experiments).

(D) Bcl-2 protein content in the tumors of wild type (WT+LLC) and Mstn”" mice (Mstn'/'+LLC)
35 days after implantation of LLC cells.

Data are means * SE (n=8/group).
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Supplemental Figure 5. mRNA level of adipose triglyceride lipase (Atgl), hormone-sensitive
lipase (Hsl) and serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 1 (Spticl) in adipose
tissue 35 days after implantation of LLC cells.

(A) Atgl transcript level, 35 days after implantation of LLC cells were quantified by qPCR.

(B) Hsl transcript level, 35 days after implantation of LLC cells were quantified by gPCR.

(C) Sptlcl transcript level, 35 days after implantation of LLC cells were quantified by qPCR.
Data are means * SE (n=8/group). ** p < 0.01 and *** p < 0.001: significantly different from
wild type mice (WT). # p < 0.05 and ### p < 0.001: significantly different from Mstn”" mice.
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DISCUSSION

Cancer-associated cachexia is a devastating syndrome frequently encountered in cancer
patients that results in a significant loss of adipose tissue and skeletal muscle, which cannot
be reversed by classical nutritional interventions. In addition to markedly reduce patient life
quality, cancer-associated cachexia is of poor prognosis being involved in an increased
toxicity from chemotherapy and a decreased survival (DeWys et al., 1980; Bruera, 1997; Ross
et al., 2004; Arrieta et al., 2010). Despites the major clinical relevance of understanding the
pathogenesis of cancer-associated cachexia, the molecular mechanisms involved in cancer-
associated cachexia are only beginning to emerge (Zhou et al., 2010; Das et al., 2011; De
Larichaudy et al., 2012; Penna et al., 2013b). The findings of the present study in LLC tumor-

"* mouse provide experimental evidence that Mstn is a critical

bearing mouse and Apc
determinant of cancer-associated cachexia: i) Mstn gene invalidation reduced tumor growth,
ii) Mstn gene invalidation prevented skeletal muscle loss during cancer cachexia, iii) Mstn

Mi .
n/* mice,

gene invalidation markedly prolonged lifespan of tumor-bearing animals and Apc
iv) Mstn gene invalidation attenuated the accumulation of ceramides in skeletal muscle, and
v) Mstn gene invalidation attenuated the expression/activation of key regulators of protein
degradation in tumor-bearing mice. These findings open interesting avenues for therapeutic
strategies for treating cancer cachexia.

The present study shows that resistance to loss of skeletal muscle induced by Mstn gene
invalidation is associated with increased survival in LLC tumor-bearing mice. Survival was
also dramatically increased in ApcMi"/+/Mstn+/'and ApcMi"/+//\/I5tn'/' mice. A previous study by

Zhou et al. reported that pharmacological blockade of Mstn signaling prevented muscle

wasting (Zhou et al., 2010). The same experimental strategy has also been shown to result in
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an improvement in muscle weight, together with an increase in muscle force (Busquets et
al., 2012b). Taken together, these data raise the question about the mechanisms triggered
by Mstn gene invalidation or Mstn signaling blockade to prolong survival. Although an
association between preservation of skeletal muscle mass and survival does not prove
causality, mechanistic links between these factors are biologically possible. Skeletal muscle
constitutes an important reservoir of amino acids and a decrease in this amino acid reservoir
may alter biological functions. An increase circulating pool of amino acids, due to excessive
skeletal muscle protein degradation, may increase the availability of glucogenic precursors
for liver neoglucogenesis, and ultimately provides energy in glucose form for tumor
metabolism (Argiles & Lopez-Soriano, 1991). Acute respiratory failure (often associated with
a respiratory infection) is frequently a fatal event in cancer patients (Nava & Cuomo, 2004).
Preservation of muscle mass and function would be therefore of interest by maintaining
respiratory muscle function and could thus contribute to prolong lifespan. Finally,
preservation of skeletal muscle mass is also critical to limit the decrease in physical activity
that occurs with the advancement of the disease, and ultimately to delay whole body
deconditioning (Garcia-Aymerich et al., 2006).

Our data clearly identify that Mstn gene invalidation preserves skeletal muscle mass
during cancer cachexia in mice by attenuating the activation of proteolytic pathways,
including ubiquitin-proteasome and autophagy lysosome pathways, without attenuating the
decrease in Akt/mTOR pathway. However, we cannot also exclude the possibility that earlier
during the time course of LLC tumor growth-induced cachexia, a differential regulation of
Akt/mTOR pathway had occurred in wild type and tumor-bearing mice. These data are
consistent with a mechanism whereby upstream events that regulate proteolytic pathways

are also regulated in response to Mstn gene invalidation. A resistance of skeletal muscle to
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the action of cachectic mediators could have been developed in Mstn”" mice, thus limiting
the activation of downstream signaling events in response to cancer cachexia. We are
currently investigating this hypothesis. Our data also suggest that the production of
extracellular atrophic signals is attenuated in Mstn”" tumor-bearing mice, thus leading to the
preservation of skeletal muscle. Production of inflammatory cytokines in response to tumor
growth could be therefore an upstream regulatory event that may determine the extent of
the cachectic response. Interestingly, circulating levels of catabolic cytokines is considerably
lowered in Mstn”" compared to wild type mice under normal conditions (Gallot et al.,
unpublished observations). It remains therefore to determine whether Mstn gene
invalidation favorably regulates the production of inflammatory cytokines by the immune
system and whether this could contribute to slow down skeletal muscle mass loss.
Interestingly, expression of TWEAK, a powerful skeletal muscle-wasting cytokine (Dogra et
al., 2006; Mittal et al., 2010), was markedly reduced in Mstn” tumor-bearing mice. TWEAK
has been shown to activate NF-kB signaling, which is in accordance with the regulation of
NF-kB signaling observed in Mstn”" mice. Similarly, expression of TRAF6, an E3 ubiquitin
ligase and adaptator protein required for the activation of NF-kB in response to TWEAK (Paul
et al., 2010; Paul et al., 2012), was also down-regulated in Mstn” tumor-bearing mice.
Overall, these data indicate that Mstn contributes to the regulation of TWEAK expression in
response to cancer cachexia. They also suggest that TWEAK could be an important target for
preventing skeletal muscle mass loss in response to cancer cachexia.

The present study shows that Mstn gene invalidation reduces tumor growth. This has
been previously reported in response to Mstn signaling blockade using a soluble ActRIIB
(Busquets et al., 2012b), even though other investigators did not report such an observation

by using the same experimental strategy (Zhou et al., 2010). Our data showing that Mstn
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gene invalidation markedly alters the expression of genes involved in tumor cell metabolism
and proliferation, and increases apoptosis, suggest that Mstn gene invalidation may directly
regulate tumor growth and/or that Mstn gene invalidation has triggered adaptive
response(s) in other tissues than skeletal muscle to regulate tumor growth and metabolism.
The first possibility can be reasonably excluded, as Mstn per se did not directly regulate
proliferation of LLC cells in vitro. Therefore, beyond specific effects on skeletal muscle tissue,
we cannot exclude the possibility that the contribution of Mstn gene invalidation to the
regulation of tumor growth is a developmental effect that is exerted on other tissue(s).

The anti-tumoral effect of Mstn gene invalidation could contribute to increase the
survival of Mstn”" tumor-bearing mice. However, when a covariance analysis was used to
account for differences in tumor weight, survival rate was still significantly increased,
suggesting that the anti-tumorigenic effect triggered by Mstn gene invalidation is not the
main determinant to prolong survival of Mstn”" tumor-bearing mice.

Recent evidence from murine adipose triglyceride lipase and hormone-sensitive lipase
knockout mice suggesting that a fat-muscle crosstalk is a critical regulator in the
development of muscle mass loss during cancer cachexia (Das et al., 2011). Ceramides
produced from fatty acids resulting from excessive triglyceride hydrolysis could constitute
metabolic messengers involved in fat tissue-skeletal muscle communication. Indeed,
circulating concentration of free fatty acids is increased in response to cancer cachexia in
animal models (Busquets et al., 2001; Huang et al., 2013). Furthermore, ceramides have
been also recently involved in tumor-induced skeletal muscle atrophy (De Larichaudy et al.,
2012), an effect that could be attributed to the regulation of Akt/mTOR pathway (De
Larichaudy et al., 2012; Jaafar et al., 2013), apoptosis (Turpin et al., 2006) and oxidative

stress (Ferreira et al., 2010). Our observation that Mstn gene invalidation reduced ceramide
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muscle content and attenuated the ceramide accumulation in skeletal muscle induced by
tumor growth is in agreement with this hypothesis. Furthermore, the strong relationship
between muscle ceramide content and skeletal muscle mass loss further supports this
hypothesis. This also suggests that triglyceride lipolysis of adipose tissue could constitute an
important source of fatty acid for ceramide biosynthesis. Mstn”" mice have been reported to
have a lower fat content tissue (Lin et al., 2002; McPherron & Lee, 2002), an effect that has
been attributed to a reduced adipogenesis (Kim et al., 2001; Lin et al., 2002). This
phenotypical feature could be beneficial during the course of cancer-associated cachexia by
limiting the whole amount of triglyceride that could be hydrolyzed, thereby contributing to a
lower production of fatty acids and ultimately to a lower accumulation of ceramide species
in skeletal muscle. The molecular mechanisms leading to a reduction in the ceramide
accumulation in skeletal muscle will be important issues for future study.

In summary, our data are consistent with the view that Mstn plays a critical role in the
pathogenesis of cancer-associated cachexia. The absence of Mstn reduces tumor growth and
prevents skeletal muscle mass loss, while prolonging survival. Thus targeting Mstn could be
of major clinical relevance in improving quality of life and increasing survival. Whether the
resistance of skeletal muscle to cachexia is a consequence of molecular adaptations
triggered by the absence of Mstn in skeletal muscle and/or due to altered endocrine
signaling from the tumor, immune system and other organs remains to be elucidated.
Wasting associated with cancer has long been recognized as a prognostic factor in patients
with cancer. From a clinical point of view, our data suggest that skeletal muscle has a strong
implication for prognosis in cancer patients and that assessment of body composition may

be useful in the clinical evaluation of patients with cancer.
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SUPPLEMENTAL MATERIEL

Flow cytometer analyses

LLC cells (ATCC) were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum and 1%
P/S at 37°C and 5% CO, in air on 6-well microplate (growth area 9.5 cm?). LLC cells were
incubated in presence (2.5 pg.ml™) or in absence of recombinant human Mstn (Shenandoah
Biotechnology, Inc., Warwick, PA, USA). After 48 h of proliferation, cells were trypsinized for
3 min at 37°C, harvested and centrifuged at 120 g for 7 min. Then, cells were resuspended
with growth medium, and counted. Finally, cells were stained with an antibody anti-Ki-67
(Millipore, Molsheim, France) and with Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Cells
were analyzed on a FACSDiva (BD Biosciences, San José, CA, USA) equipped with an
Enterprise Il argon ion laser (Coherent, Palo Alto, CA, USA). All analyses were performed as a
function of LLC cell position Go/G3, S, and G,M phases of the cell cycle. Data were analyzed

using BD Diva 4.1.2 or BD Cell Quest Pro 4.0.2. Cell cycle was analyzed with ModFitLT V3.1.
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Colon-26 (C26) Carcinome colique Souris BALB/c
Lewis lung carcinoma (LLC) Carcinome pulmonaire Souris C57BL/6
MAC16 Adénocarcinome colique Souris NMRI
MCG-101 Sarcome Souris C57BL/6J
Yoshida AH-130 (YAH-130) Hépatome ascitique Rat Wistar
Walker-256 Carcinosarcome Rat Sprague Dawley

Tableau 12 : Modeles de tumeurs transplantables les plus utilisés pour I'étude de la cachexie
associée au cancer.
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Les principaux résultats obtenus au cours de notre étude sont les suivants :

1- L'invalidation du gene de la Mstn réduit la croissance tumorale.

2- L’invalidation du géne de la Mstn prévient la perte de masse musculaire au cours de
la cachexie associée au cancer.

3- Ll'invalidation du gene de la Mstn prolonge d’une maniére marquée la durée de vie
de deux modéles murins cachectiques.

4- Ll'invalidation du gene de la Mstn atténue I'accumulation de céramides dans le
muscle squelettique au cours de la cachexie associée au cancer.

5- L’invalidation du géne de la Mstn atténue I'expression/activation de régulateurs clés

de la dégradation des protéines chez les souris cachectiques.

I Discussion des aspects méthodologiques de notre étude

Les modéles expérimentaux de cachexie associée au cancer sont majoritairement des
modeles murins porteurs de tumeurs transplantables (Emery, 1999). Le tableau ci-avant
présente les modeéles de tumeurs transplantables les plus utilisés et leurs hétes, pour I'étude

de la cachexie associée au cancer (Tableau 12).

Dans notre étude, nous avons utilisé des souris de souche C57BL/6J, inoculées avec
des cellules LLC. C'est probablement le modeéle le plus couramment utilisé en recherche,
dans le cas de la cachexie associée au cancer chez la souris (Holecek, 2012). Les cellules LLC
originelles sont issues du développement spontané de carcinome pulmonaire de souris
C57BL, en 1951, dans le laboratoire du Docteur Margaret R. Lewis a I'Institut Wistar (Sugiura
& Stock, 1955). Les cellules LLC utilisées dans notre modeéle cachectique proviennent de
I’American Type Culture Collection (ATCC® CRL-1642™). Elles présentent un temps de
doublement in vitro d’environ 21 heures, et in vivo d’environ 23 heures quand la masse
tumorale pese 0.1 g (Bertram & Janik, 1980). Ces cellules utilisées in vivo chez la souris

provoquent une cachexie marquée (Llovera et al., 1998c; van Royen et al., 2000).
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Discussion

Apres des expériences préliminaires faisant varier le nombre de cellules LLC inoculées
chez la souris, ainsi qu’une revue de la littérature portant sur les différents modes
d’inoculation des cellules LLC, le nombre de cellules LLC a inoculer, la durée du protocole a
conduire et le pourcentage de perte de masse musculaire observée suite au protocole
(Tableau 13), nous avons décidé de réaliser une injection sous-cutanée de cing millions de
cellules LLC, dans le flanc droit des souris sauvages (WT) et Mstn”". Contrairement 3
I'inoculation intramusculaire souvent utilisée, I'injection sous-cutanée nous a semblé étre
plus judicieuse, puisque la tumeur va se développer aux dépens de I'organisme entier et
pourra donc exercer un effet systémique. Nous avons d’ailleurs observé que le poids des
muscles extensor digitorum longus, gastrocnemius, soleus et tibialis anterior était identique
dans le membre inférieur droit et dans le membre inférieur gauche (données non
présentées). De plus, ces données montrent que le site d’injection n’avait aucune influence
sur la latéralité de la fonte musculaire.

Dans le but d’observer une cachexie associée au cancer marquée d’environ 20%, une
étude préliminaire (mémoire de deuxiéme année de master de Yann Simon Gallot, 2009),
nous indiquait que sur la base de I'analyse du volume de la tumeur, une perte de masse
musculaire de I'ordre de 20% était observée pour un volume d’environ 10 cm®. Dans notre

étude, ce volume correspondait a une durée de protocole d’environ trente-cing jours.

Le modéle animal d’inoculation de cellules tumorales peut présenter des
inconvénients. En effet, le comportement de la tumeur peut étre différent de celui de la
tumeur d'origine en raison de linterruption des connexions des cellules stromales
complexes entre la tumeur et son milieu primaire. De plus, I'angiogenése et |'invasivité de la
tumeur d'origine peuvent ne pas étre reproduites, du fait que la tumeur est souvent bien
délimitée. Par conséquent, nous avons cherché un second modéle mimant d’avantage le
cancer observé chez 'hnomme. Notre choix s’est porté sur un modéle animal génétiquement

modifié qui développe un cancer spontané, la souris Apc inf+

. Des mutations dans le géne
humain APC (adenomatous polyposis coli) sont impliquées dans [linitiation et le
développement de la polypose recto-colique familiale, ainsi que dans des cancers
sporadiques du c6lon (Groden et al., 1991). Les individus portant ces mutations germinales,

présentent une plus grande propension au développement de polypes adénomateux du
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cOlon, pouvant progresser en cancer (Groden et al., 1991). Le phénotype de la souris

Mi , . . .
Inf+. possédant une mutation non sens au niveau du codon 850 de I'homologue murin

Apc
du géne APC, est caractérisé par une anémie et le développement de multiples tumeurs
intestinales (Moser et al., 1990; Su et al., 1992). Ces polypes intestinaux se développent dés
guatre semaines chez les souris Apc'v""/+ (Baltgalvis et al., 2008). Apres six mois, ces souris
deviennent cachectiques, avec une atrophie musculaire marquée (Mehl et al., 2005a), et une
importante fonte du tissu adipeux (Baltgalvis et al., 2008). Toutefois, il est a noter que les

. Mi
souris ApcM"/*

ont une croissance similaire aux souris sauvages, puisqu’aucune différence au
niveau de la longueur du tibia n’a été observée apres trois et six mois (Mehl et al., 2005a).
Afin d’étudier I'effet de l'invalidation du géene de la Mstn sur le développement de la
cachexie associée au cancer, nous avons effectué des croisements entre les souris Apc'v"”/+ et

les souris Mstn™".

Il. Discussion des résultats de notre étude

Un certain nombre de résultats ayant été discutés dans le manuscrit de I'article, nous
allons ici plus spécifiguement aborder i) le role de la Mstn dans I'épargne musculaire
observée lors de la cachexie associée au cancer, ii) I'influence de la Mstn sur la durée de vie
des animaux cachectiques, iii) I'implication de la Mstn sur la réduction de la croissance
tumorale, iv) la place des céramides dans la pathogenése de la cachexie associée au cancer,

ainsi que leur mode d’action.

Nous avons tout d’abord écarté I'hypothése de I'impact du facteur nutritionnel. En
effet, nous n’observions pas de modification de la prise alimentaire entre les quatre groupes
d’animaux au cours des cing semaines de protocole. Cette absence d’effet de la croissance
tumorale sur la prise alimentaire avait également été rapportée chez le méme modeéle murin
cachectique lors de protocoles d’'une durée de deux semaines (Llovera et al., 1998b;
Busquets et al., 2004).

Nous avons étudié I'impact de la voie des synthéses protéiques PI3K/Akt/mTOR, qui
est généralement réprimée au cours de I'atrophie musculaire observée lors de la cachexie
associée au cancer (cf. Chapitre IlI). Au terme de notre protocole, ceci était confirmé chez les
souris WT+LLC et Mstn”+LLC. En effet, nous observions une diminution significative de I'état

de phosphorylation de 4E-BP1, de p70sek et de rpS6, ainsi qu’une diminution de la forme
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totale de la protéine rpS6, indiquant une moindre activation de la voie des synthéses
protéiques dans le muscle squelettique. Toutefois aucune régulation différentielle n’était
observée entre les deux génotypes.

Méme si la protéolyse n’a pas été directement appréciée, nos données montrent
clairement une activation des systémes protéolytiques ubiquitine-protéasome et
autophagie-lysosome chez les souris sauvages. L'absence de variation de |'expression des
transcrits MAFbx/atrogin-1 et MuRF1, I'absence de lipidation de LC3b-l, ainsi que la
diminution de I'expression du complexe Atg5-Atgl2 suggerent une forte atténuation du

catabolisme protéique, ce qui conduit a une épargne musculaire chez les souris Mstn” +LLC.

Un résultat important de cette étude est, qu’expérimentalement, pour la premiere
fois, nous avons mis en évidence que l'invalidation du géne de la Mstn prolonge la durée de
vie de deux modeles murins: les souris cachectique LLC et les souris génétiguement

modifiées développant un cancer spontané (Apc*"™*

), indiquant que l'inhibition de la Mstn
est une stratégie efficace pour ralentir le développement de la cachexie associée au cancer.
Il est a noter qu’une étude majeure conduite par Xiaolan Zhou avait déja montré, chez
quatre modeles murins cachectiques, que le blocage de la Mstn et/ou de la signalisation de
I'activine prévenait I'atrophie musculaire voire augmentait la masse musculaire, et allongeait
la durée de vie (Zhou et al., 2010). Néanmoins, ce blocage était réalisé a I'aide du sActRIIB,
un récepteur soluble leurre du ActRIIB, fixant la Mstn et I'activine A (ActA) (Lee et al., 2005).
L’ActA est un régulateur négatif de la masse musculaire (Lee et al., 2005; Gilson et al., 2009;
Lee et al., 2010). Par conséquent dans I'étude de Xiaolan Zhou (Zhou et al., 2010), les effets
de la Mstn et de I’ActA sont bloqués simultanément, et il est donc impossible de différencier
les effets du blocage de la Mstn et de I'ActA, sur la cachexie associée au cancer,
contrairement a notre étude.

Les facteurs mis en jeu dans I'augmentation de la durée de vie restent a déterminer,
mais il est probable que la préservation de la masse musculaire puisse y contribuer. En cas
de cancer, les protéines sont mobilisées pour la croissance tumorale ainsi que pour le
maintien de l'intégrité de I'organisme. Le muscle squelettique étant un énorme réservoir de
protéines (Hoppeler, 1986), il constitue un tissu de soutien important pour ces deux

processus. |l est possible que la masse musculaire importante des souris Mstn”" permette a
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I'organisme de maintenir son intégrité sur une période plus longue. De plus, il est aussi
envisageable que les muscles des souris Mstn”" soient plus résistants a la perte de masse
musculaire. Cette hypothese est actuellement testée sur un modele de cultures primaires de
cellules musculaires issues de muscles de souris sauvages et de souris Mstn”, exposés a des
facteurs atrophiants (TNF-a et céramide). Enfin, il est également possible d’envisager que les
souris Mstn”" préservent leur fonction respiratoire. En effet, I'atrophie musculaire associée
au cancer touche tous les muscles de I'organisme, y compris les muscles respiratoires. Le
diaphragme est atrophié au cours de la cachexie associée au cancer (Lima et al., 2013), de
plus, il a été observé que sa fonction est altérée dans cette condition (Murphy et al., 20113;
Murphy et al., 2012). Par conséquent, il peut en résulter une défaillance respiratoire et une
mort prématurée, qui pourraient étre retardées par la présence d’une masse musculaire
plus importante et fonctionnelle. Néanmoins, aucune étude n’a rapporté a ce jour, le poids
du diaphragme en condition basale chez des souris déficientes pour le géne de la Mstn, ni

méme la fonction respiratoire de ces souris.

Un résultat important de cette étude est que l'invalidation du géne de la Mstn
diminue la croissance tumorale. Contrairement a I’étude de Benny Klimek et al. qui n’ont pas
montré d’effet de I'invalidation du géne de la Mstn sur la croissance tumorale des cellules
LLC (Benny Klimek et al., 2010), Silvia Busquets et son équipe ont montré une diminution
significative de 15% du poids des tumeurs chez des souris traitées avec sActRIIB, quatorze
jours apres linjection de cellules LLC (Busquets et al., 2012b). Cette derniére étude et nos
données suggerent que l'inhibition de la Mstn et/ou de sa signalisation a un effet protecteur
contre le développement tumoral.

Nos données montrent clairement que linvalidation du gene de la Mstn est
responsable d’une augmentation de I'expression/activité de marqueurs de I'apoptose,
associée a une réduction du métabolisme tumoral. Ces données suggérent un réle crucial
pour la Mstn dans le contréle de I'activité tumorale. Par ailleurs, une autre hypothese de
travail est que la Mstn serait un activateur direct de la prolifération des cellules LLC, bien
gu’elle ait été précédemment décrite comme un régulateur négatif de la croissance des
myoblastes (Thomas et al., 2000; Rios et al., 2001; Taylor et al., 2001; Joulia et al., 2003), ou

de lignées cellulaires issues de rhabdomyosarcome (Ricaud et al., 2003; Langley et al., 2004).
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Afin de déterminer les effets de la Mstn sur la croissance tumorale, nous avons
analysé le cycle cellulaire et I'expression de Ki-67, un marqueur de la prolifération cellulaire
(Gerdes et al., 1983). Aucun effet de la Mstn sur la prolifération cellulaire, sur la répartition
des cellules dans le cycle cellulaire, ou sur I'expression de Ki-67 n’a été observé, indiquant
gue la Mstn ne régule pas directement la croissance tumorale des cellules LLC. Toutefois, ces
premiers résultats n’invalident pas totalement notre hypothése de départ puisque ces
expériences ont été conduites in vitro, donc dans un microenvironnement tumoral différent
de celui rencontré au sein de I’'h6te. Le microenvironnement des cellules tumorales, plus
connu sous le nom de stroma tumoral constitue le tissu nourricier et de soutien de ces
cellules. Il difféere du microenvironnement normal par la composition biochimique de la
matrice extracellulaire et surtout par le fait que les populations cellulaires du stroma
(fibroblastes, cellules endothéliales, cellules immunes, ...), bien que non transformées,
soient subverties et controlées par les cellules tumorales pour répondre a leurs propres
besoins. Les fibroblastes prennent dans ce cas-13, la dénomination de fibroblastes associés
au cancer. lls permettent la progression tumorale (Kalluri & Zeisberg, 2006; Billottet &
Jouanneau, 2008). Il a récemment été montré, in vitro et in vivo, que la présence des
fibroblastes facilitait la croissance des cellules LLC et leur invasion (Yamauchi et al., 2013).
Les fibroblastes peuvent étre activés par des facteurs de croissance tels que le TGF-B (Kalluri
& Zeisberg, 2006). Dans I'étude de Yamauchi et al., il a également été montré que la
progression des cellules LLC se faisait par I'intermédiaire de la voie des TGF-B (Yamauchi et
al., 2013). De plus, il a été mis en évidence, que la progression tumorale était accompagnée
d’une augmentation de la phosphorylation de Smad3, et qu’en présence d’un inhibiteur du
récepteur de type | des TGF-B, elle était diminuée (Yamauchi et al., 2013). Ces informations
suggerent que la Mstn pourrait étre impliquée dans l'activation des fibroblastes, et ainsi

contribuer a la progression tumorale.

Au cours de ces derniéres années, les chercheurs se sont questionnés sur I'existence
d’'une communication croisée entre le muscle et le tissu adipeux au cours de la cachexie
associée au cancer. Ce questionnement prenait tout son sens avec I’étude menée par Suman
K. Das et son équipe qui a mis en évidence la prévention de la perte de tissu adipeux et de

tissu musculaire observée chez des souris Atgl'/' et Hsl” lors de la cachexie associée au
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cancer (Das et al., 2011), suggérant I'existence d’un médiateur cellulaire libéré par le tissu
adipeux lors du catabolisme des triglycérides et capable de réguler la masse musculaire.
Dans le muscle de souris cachectiques C26, en plus d’'une atrophie musculaire
marquée, De Larichaudy et al. ont observé une augmentation de 53% du taux de céramides
(De Larichaudy et al., 2012). De plus, suite a I'ajout de la myriocine, un inhibiteur de la sérine
palmitoyltransférase (enzyme clé de la synthése des céramides), il a été rapporté une
protection de I'atrophie musculaire (De Larichaudy et al., 2012). Par conséquent, les
céramides issus du métabolisme des TG du tissu adipeux, pourraient étre le médiateur
cellulaire entre le tissu musculaire et le tissu adipeux. Au cours de notre étude,
contrairement aux souris Mstn'/'+LLC, nous observions chez les souris WT+LLC une
augmentation du taux de céramides dans le muscle tibialis anterior. De plus, nous avons mis
en évidence que la perte de tissu adipeux observée au cours de notre étude était corrélée a
I'augmentation du taux de céramides dans le muscle tibialis anterior. Les acides gras issus du
catabolisme lipidique seraient acheminés par la circulation sanguine aux muscles ou ils
seraient convertis en céramides. Chez des rats cachectiques YAH-130, il a notamment été
montré une augmentation de la concentration plasmatique d’acides gras libres (Busquets et
al., 2001), ainsi gu’une augmentation de |’expression des transcrits des transporteurs
d’acides gras FAT (appelé aussi CD36) et FATP, dans le muscle (Fuster et al., 2007). Chez des
souris cachectiques, il a également été rapporté une augmentation du taux sérique d’acides
gras libres (Huang et al., 2013). Il est aussi possible que les céramides soient obtenus a partir
du catabolisme des TG circulants. Chez des rats, il a été observé que I'infusion de TG dans la
circulation sanguine, provoquait une accumulation de céramides dans le muscle (Holland et
al., 2007). Au cours de la cachexie associée au cancer, une hypertriglycéridémie peut étre
observée (Evans & Williamson, 1988; Lopez-Soriano et al., 1996; Nomura et al., 1996; Lopez-
Soriano et al., 1997a), et par conséquent pourrait contribuer a expliquer cette augmentation
du contenu en céramides. Enfin, les céramides pourraient également étre synthétisés a
partir des acides gras libres résultant de la dégradation des TG intramyocellulaires. Les TG
sont stockés dans le muscle au sein de gouttelettes lipidiques. Chez des patients
cachectiques, il a été montré une augmentation de la quantité de gouttelettes lipidiques
intramyocellulaires (Weber et al., 2009; Stephens et al., 2011). De plus, il a été mis en
évidence qu’une quantité élevée de gouttelettes lipidiques intramyocellulaires était associée

a une forte présence d’intermédiaires lipotoxiques, comme les céramides (Moro et al.,
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2009). Ceci suggére qu’au cours de la cachexie associée au cancer, les TG intramyocellulaires
pourraient étre a I'origine de la production des céramides.

Nos données posent également la question du(es) mécanisme(s) par lesquel(s) les
céramides seraient susceptibles de controler la masse musculaire. Les céramides sont
capables de générer des ROS et d’induire un stress oxydatif (Garcia-Ruiz et al., 1997; Quillet-
Mary et al., 1997; Corda et al., 2001). L'exposition de cardiomyocytes a la N-
acétylsphingosine (céramide en C2), un analogue synthétique, provoque in vitro une
augmentation de la production de ROS dans des myocytes (Suematsu et al., 2003). De plus,
I’exposition directe de myotubes matures C2C12 a des céramides en C2 ou en C6, provoque
une augmentation du stress oxydatif (Ferreira et al., 2010). Une augmentation similaire a été
observée dans des faisceaux de fibres musculaires de diaphragme murin (Ferreira et al.,
2010). De nombreuses études ont montré que les ROS et le stress oxydatif jouaient un réle
dans I'atrophie musculaire durant une inactivité prolongée (Kondo et al., 1991; Servais et al.,
2007; Andrianjafiniony et al., 2010; Min et al., 2011; Powers et al., 2011). Leur implication a
également été mise en évidence chez ’lhumain (Kondo et al., 1991), ou expérimentalement
chez I'animal, dans la cachexie associée au cancer (Gomes-Marcondes & Tisdale, 2002;
Barreiro et al., 2005). D’aprés I'étude de Gomes-Marcondes et al., les effets des ROS et du
stress oxydatif sur I'atrophie musculaire, se feraient par I'intermédiaire d’une activation du
systéme ubiquitine-protéasome (Gomes-Marcondes & Tisdale, 2002). Dans notre étude, il
aurait été intéressant de déterminer l'activité et/ou la quantité d'enzymes antioxydantes
(superoxydes dismutases, catalases, glutathion peroxydases), de doser certains antioxydants
(glutathion), mais aussi de déterminer si I'exposition a des céramides conduit a une
stimulation de ce stress oxydant et contribue a la perte de masse musculaire. Dans ce
contexte, l'utilisation d’'un modéle de cultures primaires de cellules musculaires issues de
muscles de souris sauvages et de souris Mstn” serait trés utilse.

A I'heure actuelle, il n’existe aucune donnée sur le role des céramides dans
I'induction de I'autophagie au sein du muscle squelettique. Néanmoins, il a été montré chez
des cellules du cancer du cb6lon humain (HT-29) et chez des cellules du cancer du sein
humain (MCF-7), une augmentation de la protéolyse et de la formation de vacuoles
autophagiques, en réponse aux céramides (Scarlatti et al., 2004). Il a également été mis en
évidence une augmentation de I'expression de Beclin-1 (Scarlatti et al., 2004). Les céramides

promouvaient la formation de vacuoles autophagiques, augmentaient I'expression protéique
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de LC3 total et de LC3b-Il, ainsi que I'expression de Bnip3 (Daido et al., 2004). Toutes ces
études démontrent que les céramides sont impliqués dans le contréle de I'autophagie
(Daido et al., 2004; Scarlatti et al., 2004). De plus, dans des myotubes L6, I'ajout d’inhibiteurs
de la synthése de céramides, diminuait de maniére significative I'expression du transcrit de
LC3b en présence de TNF-a (De Larichaudy et al., 2012). Dans notre étude, contrairement
aux souris Mstn'/'+LLC, nous observions chez les souris WT+LLC une augmentation de
I’expression protéique totale de LC3b-I et de LC3b-Il. De plus, chez les souris Mstn” +LLC,
nous observions une diminution de I'expression du transcrit Ulkl (données non présentées),
et de l'expression protéique du complexe Atg5-Atgl2. Nous avons également mis en
évidence que I'augmentation de I'expression protéique de LC3b-I et de LC3b-Il au cours de
notre étude était corrélée a I'augmentation du taux de céramides dans le muscle tibialis
anterior (données non présentées). Ces résultats suggerent que la stimulation du processus
autophagique au cours de la cachexie associée au cancer pourrait se faire par I'intermédiaire
des céramides. Cette hypothése doit bien évidemment étre testée expérimentalement.
L'apoptose des cellules musculaires est une composante de |'atrophie musculaire
observée au cours de la cachexie associée au cancer, comme nous |‘avons décrit
précédemment. Les céramides sont également des messagers importants impliqués dans
I'apoptose (Mathias et al., 1998; Woodcock, 2006). Il a notamment été observé que les
céramides induisaient une apoptose des myotubes L6 en culture (Turpin et al., 2006). Par
conséquent, il est possible que les médiateurs de ce processus apoptotique dans le muscle
squelettique soient les céramides. Néanmoins, dans I'étude de De Larichaudy et al., la
viabilité des myotubes L6 n’était pas modifiée lorsque la synthése des céramides était
bloquée, indiquant que I'apoptose n’intervenait pas dans le processus d’atrophie musculaire
impliquant les céramides (De Larichaudy et al., 2012). Ces divergences de résultats peuvent
étre imputées a la stratégie d’étude utilisée : d’'un c6té, I'injection d’un céramide en C2 (De
Larichaudy et al., 2012), de I'autre, I'injection d’un inhibiteur de la synthése des céramides
(Turpin et al., 2006). Au-dela du réle des céramides dans le controle de I'apoptose,
I'existence d’une mort nucléaire contribuant a la perte de masse musculaire reste a

déterminer dans notre modele animal.
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Conclusion

La Mstn constitue une cible d’action thérapeutique potentielle dans un certain
nombre de conditions, y compris la cachexie associée au cancer. Néanmoins, au cours de ce
processus, les mécanismes moléculaires impliqués dans le maintien de la masse musculaire
squelettique restaient en grande partie a déterminer. En ce sens, mes travaux de these ont
apporté une contribution significative a la compréhension de ces mécanismes et du réle de

la myostatine dans ce contexte physiopathologique.

Ces travaux nous ont permis d’émettre un certain nombre d’hypothéses : i) les fibres
musculaires des souris Mstn”" seraient résistantes a I'action de facteurs extracellulaires
atrophiants ; ii) 'invalidation du géne de la Mstn pourrait exercer des effets sur d’autres
tissus, en plus du tissu musculaire, limitant ainsi I'ampleur de la réponse cachectique. Cet
effet pourrait notamment mettre en jeu une régulation de la production de cytokines
cataboliques ; et iii) une accumulation de céramides intramusculaires contribuerait au
catabolisme protéigue musculaire. Ces hypothéses de travail attendent d’étre validées

expérimentalement.
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Abstract

Sirtuin 1 (SIRT1), a NAD"'-dependent protein deacetylase, has emerged as a main determinant of whole body homeostasis in
mammals by regulating a large spectrum of transcriptional regulators in metabolically relevant tissue such as liver, adipose
tissue and skeletal muscle. Sterol regulatory element binding protein (SREBP)-1c is a transcription factor that controls the
expression of genes related to fatty acid and triglyceride synthesis in tissues with high lipid synthesis rates such as adipose
tissue and liver. Previous studies indicate that SIRT1 can regulate the expression and function of SREBP-1c in liver. In the
present study, we determined whether SIRT1 regulates SREBP-1c expression in skeletal muscle. SREBP-1c mRNA and protein
levels were decreased in the gastrocnemius muscle of mice harboring deletion of the catalytic domain of SIRT1 (SIRT1A*#/Aex4
mice). By contrast, adenoviral expression of SIRT1 in human myotubes increased SREBP-1c mRNA and protein levels.
Importantly, SREBP-1c promoter transactivation, which was significantly increased in response to SIRT1 overexpression by
gene electrotransfer in skeletal muscle, was completely abolished when liver X receptor (LXR) response elements were deleted.
Finally, our in vivo data from SIRT14®*4¢*4 mice and in vitro data from human myotubes overexpressing SIRT1 show that SIRT1
regulates LXR acetylation in skeletal muscle cells. This suggests a possible mechanism by which the regulation of SREBP-1c
gene expression by SIRT1 may require the deacetylation of LXR transcription factors.

Citation: Defour A, Dessalle K, Castro Perez A, Poyot T, Castells J, et al, (2012) Sirtuin 1 Regulates SREBP-1¢ Expression in a LXR-Dependent Manner in Skeletal
Muscle, PLoS ONE 7(9): e43490. doi:10.1371/journal.pone.0043490

Editor: Valdur Saks, Université Joseph Fourier, France
Received April 22, 2012; Accepted July 23, 2012; Published September 11, 2012

Copyright: © 2012 Defour et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: AD was finandially supported by a grant from the Caisse d'Epargne Rhone-Alpes. The funders had no role in study design, data collection and analysis,
decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: One author (YG) is employed by a commercial company (Obenomics). This does not alter the authors’ adherence to all the PLOS ONE
policies on sharing data and materials.

* E-mail: damien.freyssenet@univ-st-etienne.fr

Introduction SREBP proteins belong to the basic helix-loop-helix leucine
zipper lamily of DNA binding transcription factors. SREBP-1a
and -lc are produced from the same gene by alternative promoter
usage, whereas a separate gene encodes SREBP-2 [17]. SREBP-1a
and -l¢ control the expression of genes related to lipid metabolism,

Protein acetylation is a tightly controlled process reciprocally
regulated by histone acetyltransferases and histone deacetylases,
The class I histone deacetylases also known as sirtuins (SIRTS)
consists of seven members (SIRT1-7) [1.2]. This is a highly
conserved gene family encoding nicotinamide adenine dinucleo-
tide (NAD)-dependent protein  deacetylases and  mono-ADP-
ribosyl transferases [2]. SIRTT is a member of the sirtuin family
that deacetylates a variety of substrates and thus contributes to
multiple cellular functions including stress responses, aging and
cellular metabolism [3,4]. The identification of a number of
SIRT'] substrates in the last decade has clearly identified SIRT'T as
a main determinant of whole-body metabolic homceostasis in
several metabolically relevant tissues such as liver, adipose tissue
and skeletal muscle [4-6]. SIRT1 deacetylates and regulates a
large spectrum of transeriptional regulators, including p53 [7.8],

especially those involved in faty acid and triglyceride synthesis,
and SREBP-2 is related to the regulation of cholesterol synthesis
[17]. Accordingly, SREBP transcription factors arc markedly
expressed in adipose tissue and liver, tissues with high rates of lipid
synthesis [17]. However, SREBP-1a and -1c¢ are also expressed to
a significant level in skeletal muscle [18,19], and more than 1,000
genes are regulated in response to SREBP-la and SREBP-1¢
overexpression in primary human myotubes [20], suggesting
additional functions of these wanscription factors in skeletal
muscle. Recent m vivo studies have suggested a crucial role for
SIRTT in regulating SREBP-1¢ expression and activity in liver. /n
; 54 : Y vivo, SIRT1 activation decreased expression of SREBP-l¢ and
peroxisome-proliferated activated receptor ¥ coactivator (PGC)-1a SREBP-1c target genes [14]. Conversely, SIRT1 knockdown in
[9.10], forkhead-O-box transcription factors (FOXOs) [11,12], .
liver X receptor (LXR) [13], and sterol regulatory element binding
protein (SREBP)-1¢ [14-16].

liver induced the expression of SREBP-lc and its target genes
encoding lipid-synthesizing enzymes [15]. Furthermore, SREBP-
le deacetylation by SIRTT on Lys-289 and Lys-309 inhibits
SREBP-1c activity by decreasing its stability and its association
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with lipogenic target genes [16], rendering SREBP-1¢ prone to
ubiquitin-mediated degradaton [21].

SREBP-1¢ expression is transcriptionally regulated by the
nuclear receptors, liver X receptor (LXR) -2 and -B, a family of
transcription factors involved in the control of glucose, lipid and
cholesterol metabolism [22]. LXRs can directly promote SREBP-
le transcription through two LXR response elements in the mouse
SREBP-1¢ promoter [23]. Furthermore, synthetic LXR agonists
up-regulate SREBP-1¢ gene expression both i vive in rodents [24],
and i wvitro in cell models including human muscle cells [18,25].
Interestingly, it has been reported that SIRT1 also deacetylates
and activates the nuclear receptor LXR. In HEK293T cells,
deacetylation at a single lysine residue of both LXR-% and LXR-p
induces LXR activation, whereas SIRT1 deficiency in mice results
in a decreased expression of LXR target genes in liver [13].

The above studies clearly show that SIRT1 can control SREBP-
lc gene expression, at least in the liver, through a mechanism that
may involve LXR transcription factors. However, it is currently
unknown whether SIRTT regulates SREBP-1¢ gene expression in
skeletal muscle, a tssue with a low rate of lipid synthesis. We
therefore addressed the question of whether SIRTI regulates
SREBP-l¢ gene expression in skeletal muscle by using a
combination of animal studies, as well as molecular and cellular
studies.

Results

SIRT1 regulates SREBP-1c expression in skeletal muscle
cells

We first determined whether SIRTT could control SREBP-1¢
expression in skeletal muscle. Both mRNA level and protein level
of SREBP-lc were decreased in the gastrocnemius muscle of
SIRT1AVA nyice compared to SIRTIY2Y mice (Fig. 14-
B). Furthermore, adenoviral expression of SIRT! in human
myotubes significantly increased SREBP-1¢ mRNA and protein
level (Fig. 1C-D). Taken together, these data indicate that SIRT'1
can regulate SREBP-1¢ expression in skeletal muscle cells. Because
LXR-2 and LXR-f transcription factors are powerful inducers of
SREBP-1¢ gene expression in skeletal muscle [18], we determined
whether the rcPorled decrease in SREBP-1c gene expression in
SIRT1A A mice was associated by a concomitant decrease in
LXR-2 and LXR-B expression. Although the mRNA level of
LXR-B was significantly decreased in the gastrocnemius muscle of
SIRTIANYANT ice, LXR-o mRNA level, LXR-a protein level
and LXR-B protein level remained unchanged in response to
SIRT1 gene invalidation (Fig. 2 4-B). In agreement with these
results, LXR-o and LXR- mRNA level remained unchanged in
response to adenoviral expression of SIRT1 in human myotubes
(Fig. 2C). Therefore, SIRT1 does not appear to be a major
regulator of LXR expression in skeletal muscle cells.

SIRT1 regulates LXR-o and LXR-f acetylation in skeletal
muscle cells

SIRT! has been shown to deacetylate and increase LXR
transcriptional activity in HEK293T cells [13]. We therefore
reasoned that SIRTT could control SREBP-1¢ gene expression by
regulating LXR acetylation in skeletal muscle. We  therefore
determined the acetylation profile of the gastrocnemius muscle of
SIRT1*/2! and SIRT1A™¥A mice. An hyperacetylated band
at 50 kDa, which corresponds to the molecular weight of LXR
isoforms, was particularly pronounced (Fig. 34). We thus
immunoprecipitated cither LXR-22 or LXR-B, and probed the
resulting immunoprecipitate with an acetyl-lysine antibody. While
the amount of LXR-o and LXR-B in the immunoprecipitates was

PLOS ONE | www.plosone.org
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fairly constant, acetylation of both LXR-2 and LXR-B was sig-
nificantly increased in the gastracnemius muscle of SIRT14*/Acxt
mice (Fig. 38-C). Furthermore, adenoviral expression of SIRT'1
significantly decreased LXR-f acetylation in human myotubes
(Fig. 3D). LXR-2 was modestly acetylated in control myotubes,
and LXR-o acetylation was further decreased and below the
detection limit in human myotubes overexpressing SIRT1 (data
not shown). Altogether, these data show that SIRTT regulates
LXR-o and LXR-f acetylation level in skeletal muscle cells.

SIRT1 overexpression regulates SREBP-1c promoter
transactivation in a LXR-dependent manner in vivo

To determine whether SIRT1 regulates SREBP-l1c  gene
expression in a LXR-dependent manner, we next performed a
gene electrotransfer experiment with SREBP-1c reporter gene
constructs exhibiting or not mutations of two LXR-response
clements [18] (Fig. 44). We first checked that i vive electrotransfer
of a SIRT! expression vector significantly increased SIRTI
protein content (Fig. 48). As expected [18], the two SREBP-1¢
promoter constructs distinetly responded to LXR- overexpression
(Fig. 4C), indicating that the two LXR-binding sites are functional
in our experimental setting and play an important role in the basal
activity of the SREBP-1¢ promoter. As shown in Fig. 40, SIRT
overexpression  significantly increased the transactivation of
SREBP-lc¢ promoter by about 2-fold, whercas SIRTl-induced
transactivation of the SREBP-lc promoter was dramatically
reduced when LXR motifs were mutated. These data demonstrate
that the two LXR-response elements present in SREBP-1c
promoter are involved in the stimulatory effect of SIRT1 on
SREBP-1¢ promoter transactivation in mouse skeletal muscle.

Discussion

Stable expression of the transcription factor SREBP-lc is
essential for the regulation of lipid anabolism in tissues with high
lipid synthesis rates such as liver and adipose tissue [17]. However,
recent data indicate that SREBP-lIc¢ may also play important
transcriptional regulatory functions in skeletal muscle [20,26].
Here, we demonstrate that SIRT1 can regulate SREBP-1¢
expression in a LXR-dependent manner, that may involve LXR
deacetylation. Taken together, these data provide novel insights
into the regulatory mechanisms modulating SREBP-1¢ expression
in skeletal muscle.

We showed that knocking out the catalytic domain of SIRT1
decreased SREBP-Ic mRNA and protein levels, whereas adeno-
viral expression of SIRTI1 increased SREBP-l¢ protein level.
Furthermore, SREBP-1¢ promoter transactivation was significant-
ly inereased in response to SIRTT overexpression by in vive gene
electrotransfer in skeletal muscle. Altogether, these data indicate
that SIRTI regulates SREBP-lc gene expression in skeletal
muscle. Interestingly, recent data also indicate that SIRTT mRNA
and protein levels are increased in response to SREBP-1c¢
adenoviral expression in human myotubes [20]. Together with
our observations, this suggests the existence of a positive regulatory
feedback loop: SIRT1 increases SREBP-1¢ expression, which then
increases SIRT1 expression, thus ultimately further increasing
SREBP-1¢ expression.

Previous studies indicate that LXR are powerful stimulators of
SREBP-lc transcription both in liver [24] and skeletal muscle
[18]. Here, our in vive gene electrotransfer experiment showed that
the transactivation of SREBP-lc¢ promoter by SIRTI was
completely abolished when two functional LXR response elements
were deleted in the SREBP-1c promoter. This indicates that
SIRT'T regulates SREBP-1¢ gene expression in a LXR-dependent
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Figure 1. Sterol regulatory element binding protein (SREBP)-1c expression. (A) SREBP-1c mRNA level in the gastrocnemius muscle of
SIRT1*A*% and SIRT14*VA**4 mice, (B) SREBP-1¢ protein level in the gastrocnemius muscle of SIRT1'A** and SIRT1*¥4° mice. (C) SREBP-1c mRNA
level in human myotubes (7 days of differentiation) infected for 48 hours with recombinant adenovirus expressing either green fluorescent protein
(AdGFP) or sirtuin 1 (AdSIRT1). (D) SREBP-1¢ protein level in human myotubes (7 days of differentiation) infected for 48 hours with AAGFP or AdSIRT1.
For western blot analyses, equal protein loading was controlled by measuring total protein content and s-tubulin expression by western blot. Data
are expressed as means = SE (n=4/group for animal study; n=5/group for in vitro study). ** P<0.01 and * P<0.05: significantly different from the

corresponding control condition.
doi:10.1371/journal.pone.0043490.g001

manner. Although the way by which SIRTI regulates LXR
transeriptional activity has not been directly explored in this study,
this may involve a decrease in LXR acetylation. In support of this
hypothesis, we show that LXR-o and LXR-f acetylation was sig-
nificantly increased in the gastrocnemius muscle of SIRT AV Acxt
mice, and that adenoviral expression of SIRT1 decreased LXR-f
acetylation in human myotubes. Furthermore, a previous report
by Li ¢t al. [13] showed that loss of SIRT1 reduced the expression
of a variety of LXR target genes i zwo. They also showed that
LXR-2 and LXR-B arc acetylated at Lys'* and Lys'™ in
HEK293T cells, and that SIRT1 promoted LXR deacetylation
and subsequent ubiquitination and degradation [13]. Degradation
of LXR paradoxically increases the recruitment of new LXR
molecules at transcriptional active sites of target genes, ultimately
leading to an increase in transcriptional activity [13]. Whether
such a mechanism is functional in skeletal muscle remains to be
determined.

Our data contrast with the negative regulatory role of SIRT1 on
SREBP-lc expression and activity previously described in liver
[14-16]. It has thus been reported that SIRT1 activation

PLOS ONE | www.plosone.org

decreased SREBP-1¢ expression in the liver of genetically obese
mice fed with a high-fat diet [14], and that knocking down SIRT'1
induced SREBP-1¢ expression in the liver of fasted mice [15].
Importantly, these effects were all observed in response to
metabolic challenges, and contrasts with the observation that
SREBP-1c expression is increased in the liver of transgenic mice
overexpressing SIRTT in normal nutritional conditions [27].
Taken together, these data suggest that SIRT1 may have either
negative or positive effects on SREBP-1¢ expression depending on

l]\(‘tﬂl)()li( context, liSS\R' |_\'pl‘ and cven pl'Ol“U((‘l' context.

One important question concerns the transcriptional targets of

SREBP-1c¢ regulated by SIRT1 in skeletal muscle. More than 500
genes have been shown to be cither up- or down-regulated in
response to SREBP-1¢ overexpression in human myotubes [20].
SIRT1 may thus exert multiple transcriptional regulatory func-
tions in skeletal muscle the control of SREBP-1¢
expression. As expected, SREBP-1¢ has been described to regulate
the expression of genes involved in the control of lipid synthesis in
skeletal muscle [19,20,28]. These data are in agreement with the
reported increase in intramyocellular lipid content in skeletal

via gene
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Figure 2. Liver X receptor (LXR)-a and LXR-p expression. (A) LXR-x and LXR-p mRNA level in the gastrocnemius muscle of SIRT1*/ A4 and

SIRT1Ae*4/Aex4 mice. (B) LXR-o and LXR-J protein level in the gastrocnemius muscle of SIRT1"4¢*% and SIRT14e*¥Ae%% mice. (C) LXR-2 and LXR-ff mRNA
level in human myotubes (7 days of differentiation) infected for 48 hours with recombinant adenovirus expressing either green fluorescent protein
(AdGFP) or sirtuin 1 (AdSIRT1). For western blot analysis, equal protein loading was controlled by measuring total protein content and x-tubulin
expression by western blot. Data are expressed as means * SE (n=4/group for animal study; n=8/group for in vitro study). * P<0.05: significantly

different from SIRT1/4*** mice.
doi:10.1371/journal.pone.0043490.g002

muscle induced by resveratrol [29], a natural polyphenolic
compound that indirectly activates SIRT1 through the activation
of AMPK [30-32]. SREBP-1¢ has also been shown to regulate the
expression of genes involved in the efflux of intracellular
cholesterol to extracellular acceptors in C2C12 myotubes [28].
However, and although the action of SIRTI on cholesterol
metabolism has been well described in liver [13,15,33,34]. no
ceffect of SIRT1 on cholesterol metabolism has been reported in
skeletal muscle. Finally, SREBP-1¢ is also involved in the control
of glucose metabolism in skeletal muscle. Previous studies thus
indicate that one important transcriptional target of SREBP-1c¢ in
skeletal muscle is hexokinase I gene [19,35,36]. Furthermore, the
expression of SIRT1 and hexokinase II both decreased in skeletal
muscle of type I diabetic patients [37,38]. One may therefore
suggest that a defect in a SIRT1/LXR/SREBP-1¢ axis may
contribute to alter the expression of hexokinase I1. In agreement
with this hypothesis, we observed that hexokinase IT mRNA level
and activity were both significantly decreased in the gastrocnemius

PLOS ONE | www.plosone.org

muscle of SIRTIAYA mice (Figure S1). However, further
studies are necessary to evaluate the functional relevance of this
observation in skeletal muscle.

In summary, we show that SIRTT participates to the regulation
of SREBP-lc¢ expression in a LXR-dependent manner. We
propose that this mechanism may involve the regulation of LXR
acetylation.

Materials and Methods

Animals

Homozygous mice lacking exon 4 of the SIRTI gene
(SIR'I‘IA"‘“A""' mice; 16.43%1.80 months; n=4) and heterozy-
gous mice lacking exon 4 of the SIRT1 gene (SIRT1*2*" mice;
14.80%2.00 months; n=4) were used [39]. Exon 4 encodes 51
amino acids of the conserved SIRT1 catalytic domain [39].
SIRTIAYAY ice thus expressed a SIRT1 mutant inactive
protein, and are phenotypically identical to SIRT1 null mice [39].
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Figure 3. Sirtuin 1 (SIRT1) regulates liver X receptor (LXR)-u and LXR-f acetylation. (A) Inmunoblot representing the acetylation profile of

gastrocnemius muscle lysates of SIRT17/A%4 and SIRT1Aex¥/Aex4

mice. Expected LXR band is indicated by a grey arrow. (B) Immunoblots showing LXR-o

immunoprecipitates probed either with an acetyl-Lysine antibody (upper left) or a LXR- antibody (lower left) and LXR-$ immunoprecipitates probed
either with an acetyl-Lysine antibody (upper right) or a LXR-§ antibody (lower right). (C) Acetylation level of LXR-» and LXR-f normalized to the
amount of LXR-z and LXR-f in the immunoprecipitate. (D) Acetylation level of LXR-p in human myotubes (7 days of differentiation) infected for
48 hours with recombinant adenovirus expressing either green fluorescent protein (AdGFP) or SIRT1 (AdSIRT1). Proteins were immunoprecipitated
with a LXR-p antibody and then probed with an acetyl-lysine antibody. Data were normalized to the amount of LXR-f in the immunoprecipitate, Data
are expressed as means * SE (n=4/group for animal study; n=8/group for in vitro study). * P<0.05: significantly different from the corresponding

control condition.
doi:10.1371/journal.pone.0043490.9003

SIRT1 heterozygous mice are phenotypically normal [39,40] and

were therefore used as controls. Morphological characteristics of

SIRT 1A 4nd SIRT1HAY mice are reported in Table S1.
Mice were housed in a special pathogen-free facility. All
procedures were approved by the University of Washington
Animal Care and Use Committee.

Eight week-old male OF1 mice (32.9%1.2 g: n=24) were used
for gene electrotransfer experiments. The mice were maintained
under a constant 12:12 h light-dark cycle with food and water ad
libitum. All procedures were approved by Jean Monnet University
Animal Care and Use Committee,

Primary cell culture
Human muscle biopsies (~200 mg wet weight) were taken
under local anesthesia from the vastus lateralis muscle [25]. The

experimental protocol was approved by the Ethical Committees of

the Hospices Civils de Lyon and performed according to the
French legislation. Written consent in accordance with the policy
statement regarding the use of human subjects was obtained from
all the subjects. Myoblasts were cultured in Ham's F10 supple-
mented with 2% Ulwoser (BioSepra, Cergy-Saint-Christophe,
France), 2% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/

streptomyein (P/S) in 37°C and 5% CO, in air. Human myoblasts

PLOS ONE | www.plosone.org

were differentiated  in Dulbecco’s modified  Eagle’s medium
supplemented with 2% FBS. Recombinant adenoviral genome
carrying the human SIRTT gene was generated by homologous
recombination [38]. Five days differentiated human myotubes
were infected for 2 days with adenovirus encoding SIR'T'1. Control
myoblasts were infected with an adenovirus encoding the green
fluorescent protein (GFP).

Total RNA isolation and qRT-PCR

Gastrocnenius muscle samples were homogenized with a Mixer
Mill MM300 (Retsch) in 300 pL Trizol (Invitrogen). Total RNA
extraction was carried out on the Qiacube automate (Rneasy
protocol). Total RNA from human myotubes was isolated by using
the Trizol reagent following the manufacturer’s instructions
(Invitrogen). R'T was immediately performed using the Reverse
Transcription Core Kit (Eurogentec). The selected forward (FW)
and reverse (RW) primer sequences are listed in Table S2. Real
time PCR assay was performed in a 20 pl final volume and
optimized concentration for cach primer using a LightCycler Fast
Start DNA Master SYBR Green kit (Roche Applied Science) and
a LightCycler (Roche Applied Science). Relative quantification of
samples was performed using the comparative threshold method
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Figure 4. Sirtuin 1 (SIRT1) regul sterol reg | t binding protein (SREBP)-1c promoter transactivation. (A) Human
SREBP-1c promoter (—571/4+90 bp) reporter construct (pSREBP 1c-Luc) and human SREBP-1c promoter reporter construct with two deleted
mutations in LXR-response elements located at —311/—296 bp and —260/—245 bp (pSREBP-1c-Luc m1/2) [18]. (B) SIRT1 protein level in mouse
tibialis anterior muscle 7 days after electrotransfer of a control vector (pcDNA3.1-Zeo) or a SIRT1 expression vector (pBabe-SIRT1). Equal protein
loading was controlled by measuring total protein content and a-tubulin expression by western blot. Data are means * SE (n=8/group). ** P<<0.01:
significantly different from pcDNA3.1-Zeo. (C) pSREBP-1c-Luc and pSREBP-1c-Luc m1/2 transactivation in absence and presence of a LXR-o expression
vector (pCMV-LXR-a). Tibialis anterior muscles were removed 7 days after gene electrotransfer. Luciferase activity was normalized to [-galactosidase
activity to correct for variations in transfection efficiency. Data are means * SE (n=8/group). ** P<<0.01 and *** P<<0.001: significantly different from
PSREBP-1¢-Luc alone. % P<0.001: significantly different from pSREBP-1c-Luc with pCMV-LXR-2. (D) pSREBP-1c-Luc and pSREBP-1c-Luc m1/2
transactivation in absence and presence of pBabe-SIRT1. Tibialis anterior muscles were removed 7 days after gene electrotransfer. Luciferase activity
was normalized to [-galactosidase activity to correct for variations in transfection efficiency. Data are means * SE (n=8/group). * P<<0.05 and **
P<0.01: significantly different from pSREBP-1c-Luc alone. 111 P<0.001: significantly different from pSREBP-1c-Luc with pBabeSIRT1.
doi:10.1371/journal.pone.0043490.g004

[41], corrected for amplification efficiency variability between

q: nes [42], and improved for use of multiple reference genes [43].
N} 1

ysi Mm( le samples were homogenized
(1:20 dilution, wt/vol) at ¢ [50 mM Tris-HCI (pH=7.4),
100 mM NaCl, 2 mM E ])l \ 2 mM EGTA, 50 mM B-glycero-
phosphate, 50 mM sodium fluoride, 1 mM Nas;VO,, 120 nM
okadaic acid, 1% Triton X-100]. Homogenates were centrifuged
at 12,000 g for 20 min at 4°C. Human myotube lysates were
prepared as previously described [18]. Protein concentration was
spectrophotometrically measured at 750 nm using the Bio-Rad
DC protein assay. Depending on the antibody used, ecither 20 or
50 pg of proteins were subjected to SDS-PAGE and transferred to
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nitrocellulose membranes. The blots were incubated overnight at
4°C with antibodies against LXR-2 (1:400, sc-1202, Santa Cruz
Biotechnology), LXR-p (1:400, sc-1001, Santa Cruz Biotechnol-
ogy), SIRT1 (1:1,000, Upstate 05707) and nuclear SREBP-1c¢
(1:40, Santa Cruz Biotechnology sc-8984). Corresponding horse-
radish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse (1:3,000, Dako)
and goat anti-rabbit (1:3,000, Dako) antibodies were used for
chemiluminescent protein detection (ECL, GE Health
Equal protein loading was controlled by measuring
content by western blot. Membranes were stripped (Re-Blot Plus
Strong Solution, Millipore), checked for the absence of immuno-
reactivity, incubated with o-tubulin (1:500, Sigma ‘T5168), and

Care).
a-tubulin
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then processed as described above. The films were scanned and
quantified using Image] analysis.

Immunoprecipitation

Protein extracts (200 pg) from gastrocnemius skeletal muscle or
human myotubes were incubated for one hour at 4°C with 2 pg of
LXR antibodies (LXR-o sc-1202, LXR-B sc-1001, Santa Cruz
Biotechnology) in 1 ml of RIPA buffer [50 mM Tris-HCI
(pH=7.4), 150 mM NaCl, | mM EDTA, | mM MgCl,, 1%
NP40]. Protein magnetic B sepharose beads (Millipore) were then
added and incubated at 4°C for an additional 15 minutes. The
beads were washed 3 times with RIPA buffer and finally
suspended in Laemmli’s sample buffer. Proteins were resolved
on 10% SDS-PAGE gel and immunoblotted using an acetyl-lysine
antibody (1:500, Ac-K-103, #9681, Cell Signaling). The mem-
branes were stripped (Re-Blot Plus Strong Solution, Millipore),
checked for the absence of immunoreactivity, and then reprobed
with the corresponding LXR antibody.

Plasmids

pBabe-SIRT1, the full-length murine SIRT1 ¢DNA in a
pBabepuro expression vector, was a gift from Dr J Luo (Columbia
University, New York, USA) [7]. pCMV-LXR-2 (Source BioSci-
ence/Geneservice, Cambridge, UK) is the full length murine
LXR-2 ¢DNA in a pCMV-Sport vector. Human SREBP-1¢
promoter (—571/490 bp) reporter gene (pSREBP-lc-Luc) and
human SREBP-1c promoter (—571/+90 bp) reporter gene with
two deleted mutations in LXR-response elements located at
—311/-296 bp and —260/-245 bp (pSREBP-lc-Luc m1/2)
were previously described [18] (Fig. 44). pCMV-B-galactosidase
was obtained from Clontech. pcDNA3.1-Zeo (Clontech) is a null
empty vector used to maintain constant the amount of DNA
injected.

In vivo gene electrotransfer

Mice were anesthetized (i.p. injection of 90 mg/kg ketamine and
10 mg/kg xylazine) and tibialis anterior muscles were injected with
125 pl of DNA mixtures in 0.9% NaCl endotoxin-free containing:
i) 30 ug of pSREBP-1c-Luc, 30 pg of pCMV--galactosidase, and
20 ug of pcDNAS.1-Zeo (n=8), u) 30 pug of pSREBP-lc-Luc,
30 pg of pCMV-B-galactosidase and 20 pug of pBabe-SIRTI
(n=8), and ) 30 pg of pSREBP-lc-Luc, 30 pug of pCMV-fi-
galactosidase and 20 pg of pCMV-LXR-# (n = 8). Corresponding
contralateral muscles were injected with the same DNA mixture
except that pPSREBP-1¢-Luc was omitted and replaced by 30 pg of
pSREBP-lc-Luc m1/2. Thirty seconds after injection, 6 pulses
(20 ms, 50 mA) were delivered using a GET42 electroporator as
previously described [44-46].
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Firefly luciferase and B3-galactosidase assays

Seven days after gene electrotransfer, the animals were
anesthetized and the tibialis anterior muscles were removed. Protein
isolation and measurement of firefly luciferase activity were
performed as described previously [45]. To correct for interindi-
vidual variations in transfection efficiency, luciferase activity was
normalized to B-galactosidase activity [45].

Statistics

Data are means * SE. Statistical comparisons between
SIRT1AYAt and SIRTIHA' mice, as well as statistical
comparisons between AdGFP and AdSIRTI myotubes were
performed using unpaired t-test. The effect of SIRT1 gene
clectrotransfer on SIRT1 protein level was determined by using a
paired t-test. A two-way analysis of variance was used to determine
the effects of LXR-2 and SIRT1 expression on the transactivation
of pSREBP-lc-Luc and pSREBP-lc-Luc ml/2 promoters.
Fisher’s post hoc test was then used to determine specific mean
differences. All statistical analyses were performed using StatView
(StatView "™SE+5PNe - Abacus Concept, Inc). The 0.05 level of
confidence was accepted as the threshold for statistical signifi-
cance.

Supporting Information

Figure S1 Hexokinase (HK) activity in the tibialis
anterior muscle of Sirtl"/*** and Sirt1**"/**' mice.
HK activity was determined by fluorimetric analysis. Data are
expressed as means % SE (n=4/group). * P<0.01: significantly
different from SIRT1A" mice.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Ar“d}' history: ) Administration of [3;-agonists triggers skeletal muscle anabolism and hypertrophy. We investigated the
Received 5 April 2013 time course of the molecular events responsible for rat skeletal muscle hypertrophy in response to 1, 3
Received in revised form 10 July 2013 and 10 days of formoterol administration (i.p. 2000 pg/kg/day). A marked hypertrophy of rat tibialis ante-
Accepted 24 July 2013

rior muscle culminated at day 10. Phosphorylation of Akt, ribosomal protein S6, 4E-BP1 and ERK1/2 was

LVARNIE anling 20t increased at day 3, but returned to control level at day 10, This could lead to a transient increase in pro-
KeyWords: tein lran_slalion 9qd coqld explain previous s.(u.dies $hat reported incregse in p.rolein .syqlhesis l'ollowing
Ala-m'r(;R pathway 'Bz-agomst admlmstraﬂon. Formoterol admmnslrahon was also associated with a sngmﬁf:an( rcducl,on
Autophagy ~ in MAFbx/atrogin-1 mRNA level (day 3), suggesting that formoterol can also affect protein degradation
{a-agonist of MAFbx/atrogin1 targeted substrates, including MyoD and eukaryotic initiation factor-3f (elF3-f). Sur-
Hypertrophy prisingly, mRNA level of autophagy-related genes, light chain 3 beta (LC3b) and gamma-aminobutyric acid
MAFbx/atrogin-1 receptor-associated protein-like 1 (Gabarapll), as well as lysosomal hydrolases, cathepsin B and cathepsin
Ubiquitin-proteasome L, was significantly and transiently increased after 1 and/or 3 days, suggesting that autophagosome for-

mation would be increased in response to formoterol administration. However, this has to be relativized
since the mRNA level of Unc-51-like kinase ! (Ulk1), BCL2/adenovirus E1B interacting protein3 (Bnip3), and
transcription factor EB (TFEB), as well as the protein content of Ulk1, Atg13, Atg5-Atg12 complex and
p62/Sqstm1 remained unchanged or was even decreased in response to formoterol administration, These
results demonstrate that the effects of formoterol are mediated, in part, through the activation of Akt-
mTOR pathway and that other signaling pathways become more important in the regulation of skeletal
muscle mass with chronic administration of [3;-agonists.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviarions: Actb, actin beta; Atg, autophagy-related; Bnip3, BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3; BSA, bovine serum albumin: COPD, chronic obstructive
pulmonary disease; CREB, cAMP response element binding protein; EDL, extensor digitorum longus; elF3-f, eukaryotic initiation factor 3 subunit f; Epac, exchange protein
activated directly by cAMP; ERK, extracellular signal-regulated kinase; Fox03, forkhead box 03; Gabarapll, gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein; GAS,
gastrocnemius; Gad, «, -subunit of the inhibitory G protein: Gaq, «, -subunit of the Gq protein; Gas, «, -subunit of the stimulatory G protein; Hprt, hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase; IGF-1, insulin growth factor-1; IRS-1, insulin receptor substrate-1; LC3b, light chain 3 beta; MEF2, myocyte enhancer factor 2; mTOR, mammalian
target of rapamycin; MuRF1, muscle RING finger-1; p62/Sqstm1, sequestosome 1; PE, phosphatidylethanolamine; PI3 K, phosphatidylinositol 3-kinase; PGC-1«, peroxisome
proliferator-activated receptor-y (PPARy) coactivator 1ee; PKA, protein kinase A; Rap, ras-related protein; rpS6, ribosomal protein $6; SOL, soleus; TA, tibialis anterior; TBS,
tris-buffered saline; TFEB, transcription factor EB; TSC2, tuberous sclerosis complex 2: 4E-BP1, eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1; Ulk1, unc-51-like kinase 1.
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1. Introduction

B2-adrenoceptor-selective agonists (Ba-agonists) are derived
from the chemical structure of adrenaline. They are traditionally
used for the treatment of bronchospasm associated with asthma
and the treatment of symptomatic patient with chronic obstruc-
tive pulmonary disease (COPD) to induce a bronchodilatation by
relaxing airway smooth muscle (Cazzola et al, 1997). However,
when experimentally used in animals, chronic administration of
B2-agonists is also known to trigger a gain in skeletal muscle mass.
For instance, administration of formoterol (100 pg/kg/day), clen-
buterol (2000 pg/kg/day) or fenoterol (2800 g/kg/day) for 28 days
increases skeletal muscle mass by about 20-30% (Gehrig et al.,
2010; Koopman et al., 2010; Ryall et al., 2002). Even lower doses,
such as 1 pg/kg/day of formoterol for 28 days (Ryall et al., 2006), as
well as shorter duration treatment (2000 p.g/kg/day of formoterol
for 7 days), also triggers skeletal muscle hypertrophy (Busquets
et al,, 2004). B,-agonist chronic administration can also attenu-
ate skeletal muscle mass loss induced by different experimental
settings including denervation (Zeman et al, 1987), hindlimb
unloading (Yimlamai et al.,, 2005), and dexamethasone treatment
(Agbenyega and Wareham, 1992), as well as in several muscle wast-
ing conditions such as neuromuscular diseases and chronic diseases
(see Joassard et al., 2013).

The hypertrophy and anti-atrophy effects of [3;-agonists can be
explained by their actions on the balance between protein synthe-
sis and protein degradation, Previous studies indicate that chronic
administration of [3;-agonists not only increases muscle protein
synthesis (Busquets et al, 2004; Emery et al,, 1984; Koopman
et al., 2010; MacLennan and Edwards, 1989; Navegantes et al.,
2004), but also decreases muscle protein degradation (Busquets
et al, 2004; Navegantes et al., 2000, 2001), thus leading to a
net positive nitrogen balance. Activation of the Akt-mammalian
target of rapamycin (mTOR) pathway stimulates protein trans-
lation in skeletal muscle (Bodine et al, 2001b; Rommel et al,,
2001) and inhibits protein degradation via the inhibition of both
ubiquitin-proteasome (Bodine et al., 2001a; Sandri et al., 2004;
Stitt et al,, 2004) and autophagy-lysosome pathways (Mammucari
etal, 2007; Zhao et al., 2007). The activation of Akt-mTOR pathway
and the subsequent inhibition of ubiquitin-proteasome pathway
have been documented in response to (3;-agonist administration
(Kline et al., 2007; Koopman et al., 2010; Sneddon et al., 2001),
but the kinetic of this response in relation to the regulation of
ubiquitin-proteasome and autophagy-lysosome pathways is cur-
rently unknown. This is of particular importance since prolonged
Ba-adrenoceptor stimulation can lead to receptor desensitiza-
tion and decrease B;-adrenoceptor density (Beitzel et al., 2004;
Rothwell et al., 1987; Ryall et al.,, 2002, 2004, 2006), thus lead-
ing to rapid dampening of receptor function and down-regulation
of Akt-mTOR pathway. This also raises the question of the exist-
ence of other mechanisms that would be activated to sustain
the hypertrophy. Finally, it is currently unknown whether [3;-
adrenoceptor stimulation regulates autophagy-lysosome pathway
in skeletal muscle.

The aim of this study was therefore to provide a detailed anal-
ysis of the molecular events and signaling pathways involved in
the hypertrophy triggered by 1, 3 and 10 days of B,-adrenoceptor
stimulation by formoterol. Formoterol was used because unlike
to the first generation of ;-agonists like clenbuterol, the addi-
tion of a long carbon chain containing a second benzene ring
confers a rapid onset and long duration of action (van Noord
et al, 1996). In this study, we also examined the hypothesis
that activation of Akt-mTOR signaling pathway in response to
formoterol administration is temporally associated with the reg-
ulation of both ubiquitin-proteasome and autophagy-lysosome
pathways.

2. Materials and methods
2.1. Ethical approval of the procedure

Experiments were approved by Jean Monnet University Ani-
mal Care and Use Committee, and were carried out in accordance
with the European Community guidelines for the use of laboratory
animals.

2.2. Animals

Thirty-four male Wistar rats (224 4+ 19 g) were purchased from
Charles River Laboratories (L'Arbresle, France). The animals were
maintained under a constant 12 h light-dark cycle with food and
water ad libitum. Rats were allocated into a control group (n=10) or
aformoterol-treated group (3 groups, n=6-10/group). Formoterol-
treated animals received daily intraperitoneal (i.p.) injections of
2000 p.g/kg of formoterol (Sigma-Aldrich, I'lsle d'Abeau, France) in
0.9% endotoxin free NaCl for 1, 3 and 10 days. Control rats were
injected with the saline solution for 10 days. Body weight and food
intake were measured daily.

2.3. Tissue removal

Tissue removal was realized 24 h after the last formoterol injec-
tion. At the indicated time points, animals were anesthetized (i.p.
injection of 90 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine). Tibialis
anterior (TA) muscle was carefully dissected and trimmed of ten-
dons and any non-muscle tissue and weighed. Central portions of
right TA muscle were mounted in embedding medium and frozen
in thawing isopentane and stored at —80 “C for subsequent anal-
ysis. The remaining right TA muscle and the entire left TA muscle
were rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at —80 “C for later
analyses. Soleus, extensor digitorum longus (EDL), and gastrocnemius
muscles were carefully removed and weighed. Rats were sacrificed
as a consequence of heart excision, while deeply anesthetized.

2.4. Histomorphometric analysis

TA muscle transverse sections (12 um) of rats treated with
2000 pg/kg of formoterol for 10 days were cut in a refrigerated
(~20°C) cryostat (Microm HM 560, Thermo Fisher Scientific, Bre-
biéres, France), and stained with hemalun-eosin-safran. Eight to
11 photographs covering the entire muscle section were used
to determine the whole muscle cross-sectional area. Five fields
consistently positioned across muscle sections were chosen. The
cross-sectional area of 1062 +309 fibers per muscle was deter-
mined. Digital images of stained sections were captured using an
upright light microscope (Eclipse E400, Nikon, Badhoevedorp, The
Netherlands) connected to a digital camera (Coolpix 990, Nikon).
Images were quantified using ImageJ analysis software.

2.5. RNA isolation, cDNA synthesis and real-time PCR

Total RNA was extracted from 20-30 mg of TA muscle using the
RNeasy Fibrous tissue mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) fol-
lowing the manufacturer's instructions. cDNA was generated from
400 ng of RNA using iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Marnes-
la-Coquette, France). The selected forward and reverse primer
sequences are listed in Table 1. Real time PCR was performed in a
20 pl final volume and optimized concentrations for each primer
using the SsoFast EvaGreen Super mix (Bio-Rad) and a CFX96
Real Time PCR Detection System, C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad).
Two reference genes, actin beta (Actb) and hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (Hprt), were used to normalize the
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Table 1
Oligonucleotide primers used for PCR analysis.
Gene GeneBank accession no. Primer sequences 5'-3 Tm('C)
Actb (Actb) NM.031144.2 Fwd: GTCCACCCGCGAGTACAACCTT 56
Rev: TTGCACATGCCGGAGCCGTT
Bnip3 (Bnip3) NM_053420.3 Fwd: AGATTGCATATCGGATTGGTCAAG 60
Rev: CCCTTTCTTCATAACGCTTGTG
Cathepsin B NM.022597.2 Fwd: CCATCGCACAGATCAGAGAC 60
Rev: CCACATTGACTCGGCCATTG
Cathepsin L NM.013156.2 Fwd: CACAATGGGGAGTACAGCAAC 59
Rev: TGTGCTTCTCGGTGGCGATAG
Gabarapl! NM.172036.3 Fwd: AGGAGCATCCGTTCGAGAAG 59
Rev: AGGTCCCCTATCCGAGCTTTG
Gail (Gnail) NM.013145.1 Fwd: TCCTGGACCTGACCAGAGTTC 60
Rev: AGGACCATCTTTCGCCTTCTC
Gaq (Gnaq) NM.031036.1 Fwd: TCCAGGAATGCTACGATAGACGGCG 62
Rev: AAGGGTCAGCCACACGGTCCA
Gasl1 (Gnas) NM.001024823.4 Fwd: TCAACGACTGCCGTGACATC 60
Rev: CCTATGGTGGGTGATCAACTG
Hprtl (Hprtl) NM.012583.2 Fwd: CCTCAGTCCCAGCGTCGTGATT 58
Rev: TCAGCACACAGAGGGCCACAA
LC3b (Mapllc3b) NM.022867.2 Fwd: ACGGCTTCCTGTACATGGTC 60
Rev: GTGGGTGCCTACGTTCTGAT
MAFbx/atrogin-1 (Fbxo32) NM.133521.1 Fwd: TCCGTGCTGGTGGGCAACAT 60
Rev: AAGCACACAGGCAGGTCGGT
MuRF1 (Trim63) NM.080903.1 Fwd: TGCAGCGGATCACTCAGGAGCA 58
Rev: TGAGCGGCTTGGCACTCAGA
Myostatin (Mstn) NM.019151.1 Fwd: TGACGGCTCTTTGGAAGATGACGA 60
Rev: ATATCCACAGCTGGGCCTTTACCA
Tfeb (Tfeb) NM.001025707.1 Fwd: ACTTCCAGTCGCCACCACCAGT 60
Rev: GCTGACGTGGGCAGCAAACT
Ulk1 (Ulker ) NM.001108341.1 Fwd: CATGACCTCCCTTGCATGTAAC GO

Rev: ACCAGGTGGTGGGTAAGGAAC

Primers were designed using Primer 3 software from gene sequences obtained from GeneBank. Primer specificity was determined using a BLAST search.

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

2.6. Protein isolation

TA muscles were homogenized (1:20 dilution wt:vol) inice-cold
buffer (pH 7.4, 50 mM Tris HCl, 100 mM NaCl, 2mM EDTA, 2 mM
EGTA, 50 mM 3-glycerophosphate, 50 mM sodium fluoride, 1% Tri-
ton X-100, 1 mM sodium orthovanadate, and 120 nM okadaic acid,
all reagents from Sigma-Aldrich). Homogenates were centrifuged
at 12,000 g for 20 min at 4°C, and the resulting supernatants ana-
lyzed for total protein content (Bio-Rad DC Protein Assay) using
bovine serum albumin (BSA) as standard.

2.7. Immunoblotting

Equal amount of protein (50 ug) were resolved on 12.5%
SDS-polyacrylamide gels. Proteins were transferred to 0.45pm
nitrocellulose membranes. After Ponceau S staining, membranes
were blocked (1h at room temperature with Tris-buffered
saline (TBS) containing 5% non-fat dried milk), and then incu-
bated overnight at 4°C with primary antibodies. Antibodies
directed against Akt, Akt™hr308 AktSer473 CREB, CREBS®'133 ERK1/2,
ERK1/2Thr202/Tyr204  AE_Bp1, 4E-BP1TN37/46, [RS-1, [RS-15€r636/639,
pS6 and rpS6°€235/236 were from Cell Signaling Technology
(Beverly, MA, USA). Antibodies directed against Atg5-Atg12 com-
plex, Atg13, LC3b, sequestosomel (p62/Sgstm1) and a-tubulin
were from Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Antibodies directed

against B-adrenoceptor (sc-569), ;-adrenoceptorse335/356 (gc-
33182) and Ulk1 (sc-22191) were from Santa Cruz Biotechnology
(CA, USA). Antibodies directed against FoxO3a and Fox03a'M32
were from Millipore (St. Quentin-en-Yvelines, France). Membranes
were then washed 3 times in TBS and incubated for 1h at
room temperature with a goat anti-rabbit or a rabbit anti-mouse
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Dako,
Trappes, France). After 3 x 5min washes in TBS-Tween, immuno-
complexes were visualized using an enhanced chemiluminescence
detection method (GE Healthcare, Orsay, France). The films were
scanned and quantified using ImageJ analysis software. a-tubulin
immunoblots were used to check for equal protein loading between
samples.

2.8. Enzyme assays

Chymotrypsin-like and trypsin-like proteasome enzyme
activities were fluorometrically determined (Aexc=380nm;
Jem =460 nm) by using Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methylc-
oumarin (Bachem, Weil am Rhein, Germany) and Boc-Leu-Ser-Thr-
Arg-7-amido-4-methylcoumarin (Sigma-Aldrich), respectively, as
fluorogenic substrates (Berthon et al., 2007).

2.9. Statistical analysis

All values are expressed as means+SEM. Control and
formoterol-treated groups were compared using a one-way
analysis of variance. Scheffe's post hoc test was used to determine
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Table 2
Effect of formoterol administration on extensor digitorum longus, gastrocnemius,
soleus and tibialis anterior muscle mass.

EDL GAS SOL TA
Control 128.0 + 24 1.601 = 27.0 1082 + 1.9 5256 £ 5.9
D1 1319 £ 16 1.679 + 38.0 105.8 + 2.5 5539 + 94
D3 1366 + 3.0 1.748 + 47.0° 125.8 + 2.6" 573.5 + 10.0°
D10 155.1 + 5.5" 2,097 + 57.6" 1289 + 44" 655.7 + 20.9"

EDL, extensor digitorum longus: GAS, gastrocnemius; SOL, soleus; TA, tibialis ante-
rior,
D1, D3 and D10: 1, 3 and 10 days of formoterol administration (2000 pg/kg). Data
are means + SEM (n=6-10/group) and are expressed in milligrams.

4 pP<0.01.

b P<0.001: significantly different from control group.

significant differences between groups. Statistic analyses were
performed using StatView version 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). The «-level of significance was set at 0.05s.

3. Results

3.1. Formoterol administration induces hypertrophy of rat
skeletal muscle

Daily injections of formoterol (2000 p.g/kg) for 10 days induced a
marked hypertrophy (20-30%) of extensor digitorum longus, gastroc-
nemius, soleus and tibialis anterior (TA) muscles (Table 2). With the
exception of extensor digitorum longus muscle, this effect could be
observed as soon as 3 days of formoterol administration. Interest-
ingly, lower doses of formoterol (20 pg/kg/day and 200 pg/kg/day)
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also induced muscle hypertrophy (Supplemental Table S1). Accord-
ingly, whole TA muscle cross-sectional area (Fig. 1A) and TA muscle
fiber cross-sectional area (Fig. 1B and C) were also significantly
increased by 22% and 26%, respectively, in animals that received
formoterol for 10 days. Muscle hypertrophy was associated with
an increase in both total RNA content and muscle protein content
(Supplemental Fig. S1). Altogether, these data indicate that mus-
cle protein accretion is rapidly and strongly induced in response to
B2-adrenoceptor stimulation.

Supplementary data related to this article found, in the online
version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel.2013.07.019.

3.2. Formoterol administration increases f;-adrenoceptor
protein content and CREB phosphorylation on Ser!3?

We first determined the expression level of proteins involved in
B2-adrenoceptor signal transduction. Total 3;-adrenoceptor pro-
tein content was markedly increased by about 5.5-fold at day 3
(P<0.001) and returned below control values at day 10 (P<0.01)
(Fig. 2A). Desensitization of B;-adrenoceptor by G protein cou-
pled receptor kinases, which has been reported in response to
B2-agonist administration (Hausdorff et al., 1989) can be deter-
mined by the phosphorylation of Ser residues at positions 355
and 356 in the C terminal domain of the receptor (Seibold et al,,
2000). B;-adrenoceptor phosphorylation was transiently increased
by about 90% at day 3 of formoterol administration (P<0.001)
and returned below control values at day 10 (P<0.001) (Fig. 2B).
Consequently, when expressed relative to the total amount of [3;-
adrenoceptor, the phosphorylation level of 3;-adrenoceptor was
significantly reduced at all time points (Fig. 2C).

[ Control (Mean area: 2187.86 + 19.23 pn?)
- D10 (Mean area: 2752.96 + 25.20 ',“2 ) |

0
FEELP PSP L PSS

Q °§~9 @QO §0 ’§9\9 rt;PO '§0 193\0 °§~9 ng ‘90\9 ‘y@ é§~9 @‘9« (&@« “ﬁ)@

Fiber cross-sectional area (pmz)

Fig. 1. Formoterol administration induces hypertrophy of tibialis anterior muscle. (A) Whole muscle cross-sectional area. (B) Magnified view of representative muscle sections
in response to 10 days (D10) of formoterol administration (2000 pg/kg). Scale bars represent 100 pm. (C) Frequency histogram of muscle fiber cross-sectional area. Data are
means + SEM (n=10/group). *P<0.05 and ***P<0.001: significantly different from control group.
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Fig. 2. Effect of formoterol administration on [3z-adrenoceptor protein content, [3;-adrenoceptor phosphorylation, mRNA level of Ga sul
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in ribialis anterior muscle, Representative immunoblot (upper panel) and protein content (lower panel) of (A) Bz-adrenoceptor and (B) phosphorylated 32-adrenoceptor on
Ser’® and Ser* in response to 1 (D1), 3(D3)and 10(D10) days of formoterol administration (2000 pg/kg). (C) Ratio of B2-adrenoceptor phosphorylation-to-8,-adrenoceptor
protein content, (D) mRNA level of stimulatory Ge (Gay; ) subunit, Geg and inhibitory Ge (G, ) subunits, (E) Representative immunoblot of phosphorylated CREB on Ser'*?
and CREB protein content (upper panel), and ratio of phosphorylated CREB on Ser'**-to-CREB protein content (lower panel). Values are means = SEM (n=6-10/group).

*P<0.05,**P<0.01 and ***P<0.001: significantly different from control group.

mRNA level of Ga subunits was next determined. mRNA level
of the stimulatory Ga subunit (Gogy ), the predominant G protein
subunit isoforms in skeletal muscle (Suzuki et al., 1998), and Gay
subunit remained unchanged in response to formoterol adminis-
tration (Fig. 2D). mRNA level of the inhibitory Ga subunit (Gop)
was transiently elevated after 3 days of formoterol administration
(Fig. 2D).

Canonical Bj-adrenoceptor signaling pathway involves the
activation of protein kinase A (PKA) by cAMP leading to the phos-
phorylation of cAMP response element binding protein (CREB)
on Ser'?? and the expression of CREB-responsive genes (Altarejos
and Montminy, 2011). CREB phosphorylation was significantly

increased at day 3 (Fig. 2E), indicating that the (3,-adrenoceptor-
CREB pathway was activated. However, after multiple injections
of formoterol (10 days), CREB phosphorylation returned to control
levels (Fig. 2E). Total CREB protein content remained unchanged.

3.3. Formoterol administration transiently activates the
Akt-mTOR pathway

Total protein content of Akt, rpS6, and 4E-BP1 remained virtu-
ally unchanged during the entire experimental period. Formoterol
administration activated the Akt-mTOR pathway as evidenced by
the significant increase in Akt phosphorylation (Thr?%® and Ser?73)
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Fig. 3. Regulation of Akt/mTOR signaling pathway in response to formoterol administration in tibialis anterior muscle. Representative immunoblot (upper panel} and corre-
sponding ratio of phosphorylated protein-to-total protein content (lower panel), (A) Akt phosphorylation on Ser” and Thr'®  (B) ribosomal protein $6 (rpS6) phosphorylation
on Ser® and Ser®*®, (C) eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) phosphorylation on Thr*? and Thir*®, Western blotting analysis was performed after 1 (D1),
3(D3)and 10(D10) days of formoterol administration (2000 pg/kg). Values are means + SEM (n=6-10/group). **P<0.01 and ***P<0.001: significantly different from control

group,

at day 3, together with a significant increase in eukaryotic initiation
factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) (Thr?7/46) and ribosomal pro-
tein (rp) S6 (Ser?33236) phosphorylation at days 1 and 3 (Fig. 3A-C).
Phosphorylation level returned to control values (Akt and 4E-BP1)
and even below control values (rpS6) at day 10. Lower doses of
formoterol (20 and 200 pg/kg/day for 10 days) gave similar results
(Supplemental Fig, S2).

Supplementary data related to this article found, in the online
version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel.2013.07.019.

B2-agonists have been proposed to trigger skeletal muscle
hypertrophy by activating extracellular signal-regulated kinase
1/2 (ERK1/2) (Shi et al., 2007). ERK1/2 phosphorylation was sig-
nificantly increased at days 1 and 3, and returned to control
values at day 10 (Fig. 4A). Importantly, insulin receptor substrate-
1 (IRS-1) phosphorylation on Ser®26/639 which induces a negative
feedback on Akt-mTOR pathway (Harrington et al., 2004; Tzatsos
and Kandror, 2006), was significantly increased by about 3-fold
after 10 days of formoterol administration (Fig. 4B). Furthermore,

expression of myostatin, which negatively regulates the Akt-mTOR
pathway in skeletal muscle (Amirouche et al, 2009), was also
increased (P<0.001) in response to 10 days of formoterol admin-
istration (Fig. 4C). Altogether, these data suggest that the observed
hypertrophy at day 10 was no longer sustained by an activation of
Akt-mTOR pathway. They also suggest that the inhibition of Akt-
mTOR pathway after 10 days of formoterol administration could
be explained by a negative regulatory function of both IRS-1 and
myostatin on Akt-mTOR pathway.

3.4. Regulation of ubiquitin-proteasome and
autophagy-lysosome pathways in response to formoterol
administration

Phosphorylation of forkhead box 03a (FoxO3a) transcription
factor by Akt triggers the cytoplasmic sequestration of FoxO3a.
This prevents its nuclear translocation and the transcriptional
activation of its target genes, such as E3 ubiquitin ligases of the
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ation on ERK1/2 phosphorylation, IRS-1 phosphorylation and myostatin mRNA level in tibialis anterior muscle. (A and B) Representative

immunoblot (upper panel) and corresponding ratio of phosphorylated protein-to-total protein content of (A) extracellular regulated kinases 1/2 (ERK1/2) on Thr#* and
Tyr®™ and (B) insulin receptor substrate 1 (IRS-1) phosphorylation on Ser®*® and Ser®* after 1(D1), 3 (D3) and 10 (D10) days of formoterol administration (2000 pg/kg). (C)
Myostatin mRNA level, Values are means + SEM (n=6-10/group). **P<0.01 and ***P<0.001: significantly different from control group.

ubiquitin-proteasome pathway (Sandri et al., 2004; Stitt et al.,
2004), as well as the expression of autophagy-related genes
(Mammucari et al., 2007; Zhao et al,, 2007). In agreement with
the increased phosphorylation of Akt, FoxO3a phosphorylation on
Thr3? was significantly increased after 3 days of formoterol admin-
istration (Fig. 5A). This was associated with a reduction in muscle
atrophy F-box (MAFbx/atrogin-1) mRNA level (Fig, 5B), whereas
Muscle RING fingerl (MuRF1) mRNA level remained unchanged
(Fig. 5C). Chymotrypsin-like and trypsin-like activities remained
also unchanged (Fig. 5D).

Surprisingly, the mRNA level of autophagy-related genes,
light chain 3 beta (LC3b) and gamma-aminobutyric acid receptor-
associated protein-like 1 (Gabarapll), as well as lysosomal
hydrolases, cathepsin B and cathepsin L, was significantly increased
in response to 1 and/or 3 days of formoterol administration
(Fig. GA). In support to the mRNA data, LC3b-l, the unlipidated
cytoplasmic form, and LC3b-Il, the lipidated membrane-bound
form arising from the conjugation of soluble LC3b-I to phos-
phatidylethanolamine (PE), were transiently increased in response
to 1 and 3 days of formoterol administration (Fig. 6B). Conse-
quently, the LC3b-II-to-LC3b-I ratio tended to decrease after 3 days
of formoterol administration (Fig. 6C). To get further insights into
the regulation of autophagy-lysosome pathway, we extended our
analysis to the expression of other genes. mRNA level of Unc-51-
like kinase 1 (Ulk1), Bcl2/adenovirus E1B interacting protein3 (Bnip3)
and transcription factor EB (TFEB) were either unchanged or even
decreased in response to formoterol administration (Fig. 7A). Pro-
tein level of Ulk1 (Fig. 7B), Atg13 (Fig. 7C), Atg5-Atg12 complex
(Fig. 7D) and sequestosome 1 (p62/Sqstm1) (Fig. 7E) remained also
unchanged in response to formoterol administration.

4. Discussion

In the present study, we provide new insights into the regula-
tion of intracellular events triggered by short-term administration
of Bz-agonists. The data indicate that formoterol rapidly and
transiently activates both B;-adrenoceptor-CREB and Akt-mTOR
pathways, together with a down-regulation of MAFbx/atrogin-1
mRNA level and an up-regulation of LC3b, Gabarapl1, cathepsin B
and cathepsin L. mRNA level.

The increased CREB phosphorylation after 3 days of formoterol
administration indicates that stimulation of [3;-adrenoceptor cou-
pled to Gos increased cAMP production, activated adenylate
cyclase, and ultimately increased phosphorylation of CREB tran-
scription factor, Loss and gain of function studies strongly suggest
that CREB-dependent transcription is probably involved in the
hypertrophic action of formoterol. Indeed, mice expressing a
dominant-negative CREB transgene harbor a dystrophic phenotype
due to the absence of regulation of the transcriptional activity
of myocyte enhancer factor 2 (MEF2) (Berdeaux et al, 2007).
CREB null mutant mice also exhibit strong myogenic defects with
reduced expression of myogenic transcription factors MyoD and
Myf5 during embryogenesis (Chen et al., 2005). Therefore, these
studies point to an important role of CREB in the regulation of
muscle-specific gene expression through the regulation of myo-
genic transcription factors. However, this needs to be confirmed
in adult skeletal muscle cells. In differentiated C2C12 myotubes,
CREB has been shown to interact with MyoD on follistatin promoter,
thus promoting follistatin gene expression (lezzi et al,, 2004). Fol-
listatin is known to induce skeletal muscle hypertrophy, notably
by inhibiting myostatin (Gilson et al., 2009), a negative regulator
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group,

of skeletal muscle mass (Amirouche et al., 2009; Durieux et al.,
2007; McPherron et al,, 1997). Follistatin gene expression has not
been determined in the present study, but myostatin mRNA level
remained unchanged after 3 days of formoterol administration,
whereas CREB phosphorylation was increased at this time, suggest-
ing that such a regulation is probably not involved in the present
study. [Bz-agonist-induced expression of peroxisome proliferator-
activated receptor-y (PPARYy) coactivator 1a (PGC-1at) 1 could
also contribute to the hypertrophy induced by formoterol. Indeed,
PGC-1a1 mRNA levelis increased in response to formoterol admin-
istration in mouse skeletal muscle (Koopman et al., 2010; Pearen
et al, 2008), and CREB increases PGC-1a1 expression in differ-
entiated C2C12 myotubes (Handschin et al., 2003). Furthermore,
elevated expression of PGC-1a1 in skeletal muscle limits muscle
wasting (Geng et al., 2011; Sandri et al., 2006; Wenz et al., 2009).
This effect is mediated by PGC-Ta1 interaction with Fox0O3 tran-
scription factor, which reduces the capacity of FoxO3 to transcribe
MAFbx/atrogin-1 and MuRF1 promoters (Brault et al., 2010; Sandri
et al., 2006). The reduction in MAFbx/atrogin-1 expression observed
in the present study (see below) could thus be partly explained by
such a mechanism. Although the gain in muscle mass culminated
at day 10, CREB phosphorylation had returned to control level at
this time, suggesting that other signaling pathways are involved in
the increase skeletal muscle mass with chronic administration of
P2-agonists.

The increased phosphorylation of Akt, rpS6 and 4E-BP1 after
1 and/or 3 days of formoterol administration supports the notion

that the hypertrophy effect of formoterol is mediated through the
stimulation of protein translation initiation by Akt-mTOR path-
way (Kline et al., 2007; Koopman et al., 2010; Sneddon et al.,
2001). This is in agreement with previous studies showing that (3;-
agonists can increase protein synthesis in skeletal muscle (Busquets
et al.,, 2004; Emery et al., 1984; Koopman et al,, 2010; MacLennan
and Edwards, 1989; Navegantes et al., 2004). This also raises the
question of the molecular mechanism(s) involved in the coupling
between B;-adrenoceptor stimulation and activation of Akt-mTOR
pathway. Previous studies have shown that 3;-adrenoceptor uti-
lized Ge-G3y to activate Akt-mTOR pathway in cardiomyocytes
(Zhu et al., 2001), but also ERK1/2 in HEK293 cells (Daaka et al.,
1997; Shenoy et al., 2006). In agreement with these findings, 3;-
agonists promote skeletal muscle hypertrophy with concomitant
activation of Akt-mTOR pathway (present study; (Kline et al., 2007;
Koopman et al., 2010; Sneddon et al., 2001)) and ERK1/2 (Shi
etal,, 2007). In the present study, ERK1/2 phosphorylation was also
increased 3 days after formoterol administration, and this was asso-
ciated with a concomitant increase in Gaj; mRNA level. Although
direct coupling between (;-adrenoceptor and Ga;; has not been
determined in the present study, these data raise the interest-
ing possibility that B2-adrenoceptor coupling to Ga;-GB+y, could
activate Akt-mTOR pathway and ERK1/2 to trigger skeletal mus-
cle hypertrophy in response to formoterol administration. Recent
evidences also suggest that exchange protein activated by cAMP
(Epac) may directly couple intracellular increase in cAMP concen-
tration to the activation of phosphoinositide 3-kinase (PI3 K). Epac
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is a guanine exchange factor activated by cAMP for Ras-related pro-
tein (Rap) 1 and 2 (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998).
007, an Epac-specific cAMP analog (Enserink et al,, 2002), has been
shown to potentiate Akt phosphorylation stimulated by insulin in
rat soleus muscle in a similar manner as adrenalin does (Brennesvik
et al., 2005), suggesting that Epac may mediate crosstalk between
B;-adrenoceptor and Akt-mTOR pathway. More recently, it was
also shown that incubation of rat extensor digitorum longus mus-
cle with 007 increased Akt phosphorylation (Baviera et al, 2010), It
remains therefore to determine whether such a mechanism triggers
the activation of Akt-mTOR pathway in the present study.

As previously observed for CREB phosphorylation, phosphor-
ylation of Akt and 4E-BP1 returned to control levels or even
below (rpS6) at day 10, suggesting that other signaling pathways
become activated to sustain skeletal muscle hypertrophy. Chronic
B2-agonist administration can decrease [3;-adrenoceptor density
(Beitzel et al., 2004; Rothwell et al., 1987; Ryall et al., 2002, 2004,
2006), potentially leading to a decrease in Akt-mTOR pathway sig-
nal transduction. However, (3;-adrenoceptor phosphorylation was
markedly decreased at day 10, suggesting that a decrease in recep-
tor sensitization is probably not involved in the down-regulation
of Akt-mTOR pathway. By contrast, we cannot exclude that the
down-regulation of Akt/mTOR pathway at day 10 could be due’
to a decrease in B2-adrenoceptor content, which was markedly
reduced at day 10.

The increase in IRS-1 phosphorylation at day 10, suggests that
chronic formoterol administration can lead to IRS-1 inhibition and

the subsequent down-regulation of Akt-mTOR pathway. Similarly,
we also report an increase in myostatin expression at day 10. Myo-
statin negatively regulates the Akt-mTOR pathway (Amirouche
et al, 2009). The increased myostatin expression at day 10 could
thus contribute to down-regulate the Akt-mTOR pathway. Further-
more, this may also limit the extent of skeletal muscle hypertrophy
and could protect myofibers from the potential harmful effects of
an excessive increase in skeletal muscle mass (Abo et al,, 2012),
The concomitant increase in FoxO3a phosphorylation and
decrease in MAFbx/atrogin-1 mRNA level after 3 days of formoterol
administration are in agreement with the reported increase of Akt
phosphorylation at day 3. MAFbx/atrogin-1 promotes degradation
of MyoD (Tintignac et al., 2005), a key muscle transcription factor,
and elF3-f (eukaryotic initiation factor-3f), an activator of trans-
lation initiation (Lagirand-Cantaloube et al., 2008). Therefore, a
decrease in MAFbx/atrogin-1 expression could specifically regulate
muscle-specific gene expression via the regulation of MyoD expres-
sion, and protein translation via the regulation of elF3-f protein
content. In agreement with this hypothesis, MyoD protein level is
increased in response to clenbuterol administration (Bricout et al.,
2004). It should be noted, however, that a recent study has demon-
strated that MAFbx/atrogin-1 can interact with sarcomeric proteins
(Lokireddy et al., 2011), but it is currently unknown whether this
interaction results in ubiquitination of the target proteins. By con-
trast to MAFbx/atrogin-1, MuRF1 expression remained unchanged
after formoterol administration. MuRF1 is associated with the loss
of myofibrillar proteins including troponin I (Kedar et al., 2004),
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myosin heavy chains (Clarke et al., 2007; Cohen et al., 2009; Fielitz
et al., 2007), myosin light chains (Cohen et al,, 2009) and actin
(Polge et al., 2011). The unchanged MuRF1 expression observed in
the present study suggests that alteration in myofibrillar protein
degradation is probably not involved in skeletal muscle hypertro-
phy. In support of this hypothesis, and in agreement with previous
observations (Koopman et al., 2010), proteasome enzyme activities
remained unchanged in response to formoterol administration.

One surprising finding of the present study was the increase
in LC3b, Gabarapll, cathepsin B and cathepsin L transcripts, as
well as the increase in unlipidated and lipidated forms of LC3b.
LC3b and Gabarapl1 are required in the biogenesis of autophago-
somes. LC3b mediates the elongation of the phagophore membrane
(Nakatogawa et al., 2007; Weidberg et al., 2010; Xie et al., 2008),
whereas Gabarapll would be involved in a downstream step
by sealing autophagosomes (Weidberg et al., 2010). Our data
would therefore suggest that autophagosome formation would be
increased in response to formoterol administration. Furthermore,
the increased expression of cathepsin B and cathepsin L, further
suggests that downstream of autophagosome formation, the bulk
degradation of autophagosome content by lysosomal proteases
could be also increased in response to formoterol administration.
However, this interpretation has to be relativized. Indeed, the
mRNA level of autophagy-related genes Ulkl, Bnip3 and TFEB, as
well as the protein content of Ulk1, Atg13, Atg5-Atg12 complex
and p62/Sqstm1 remained unchanged or was even decreased in
response to formoterol administration. Altogether, these data sug-
gest that the autophagy-lysosome pathway would be not activated
in response to formoterol administration. It remains to determine
the physiological relevance of the reported increase in LC3b-1, LC3b-
II, as well in the increase in Gabarapll and lysosomal proteases
mRNA level.

In summary, the present findings demonstrate that formoterol
does activate Akt-mTOR pathway. Activation of Akt and its down-
stream targets 4E-BP1 and rpS6 can lead to increase in protein
translation and could explain previous studies that reported
increase in protein synthesis following {3;-agonist administration.
The mechanisms through which formoterol activates Akt-mTOR
pathway are currently unknown, but could possibly involve (3;-
adrenoceptor coupling to Ga; and/or activation of Epac by cAMP.
The ability of formoterol to repress MAFbx/Atroginl transcript
suggests that formoterol can also affect protein degradation of
MAFbx/Atrogin1 targeted substrates, including MyoD and elF3-f.
Finally, the observation that the highest gain in skeletal muscle
mass was observed after 10 days of formoterol administration, i.e.
when both B;-adrenoceptor-CREB and Akt-mTOR pathways had
returned to control levels, strongly suggest that other signaling
pathways are activated to sustain the anabolic response. It is clear
from these data that multiple pathways mediate the effects of for-
moterol in skeletal muscle, A better knowledge of the actions of
B2-agonists in skeletal muscle could lead to the development of
pharmacological strategies aimed at treating skeletal muscle atro-
phy.
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L’invalidation du géne de la myostatine atténue I'atrophie musculaire dans un
modele murin de cachexie cancéreuse

'GALLOTY.S., 2VERNUS B., 1 PEREK N., >BONNIEU A., 1 FREYSSENET D.

Objectif :

La cachexie cancéreuse est caractérisée par une atrophie musculaire extrémement
importante qui affecte jusqu'a 80% des patients, et représente plus de 20% des déces liés au
cancer. Cette diminution progressive du muscle squelettique se produit de facon
concomitante a la perte de tissu adipeux. Nous avons émis |I'hypothése que l'inactivation du
géne de la myostatine pourrait atténuer I'atrophie des muscles squelettiques et la perte de
tissu adipeux.

Méthodes :

Des cellules du Carcinome de Poumon de Lewis (Lewis lung carcinoma cells, LLC) ont été
utilisées pour induire la cachexie. Des souris C57BL/6) males agés de 14 mois de type
sauvage (WT) et des souris invalidées pour le gene de la myostatine (KO), ont subi une
injection sous-cutanée dans le flanc droit de 5 x 10° cellules LLC repris dans 150 ul de DPBS
stérile. Des souris WT et KO subissaient une injection de DPBS seul (WT-Sham et KO-Sham).
Les muscles ont été prélevés 5 semaines aprés l'injection des cellules LLC.

Résultats :

Le poids des tumeurs chez les souris WT-LLC était supérieur a celui des souris KO-LLC (+30%,
p<0,05). Le tissu adipeux était protégé chez les souris KO. En effet, nous avons constaté que
la perte de tissu adipeux était plus importante chez les souris WT-LLC que chez les souris KO-
LLC (-80% vs -60%, p<0,05). L'injection de cellules LLC induisait une cachexie marquée chez
les souris WT comme en témoignaient les diminutions de 25%, 30%, 25% et 20% de la masse
des muscles tibialis anterior (TA), extensor digitorum longus (EDL), soleus (SOL) et
gastrocnemius (GAS), aprés 5 semaines, par rapport aux souris WT-Sham. L'hypertrophie
musculaire chez les souris KO réduisait considérablement |'ampleur de cette perte.
L'injection de cellules LLC réduisait la masse musculaire squelettique de seulement 10% dans
les muscles TA et EDL (p<0,05 et p<0,001; souris WT-LLC vs souris KO-LLC) et de 6% dans les
muscles SOL et GAS (p<0,01 et p<0,05; souris WT-LLC vs souris KO-LLC).

Conclusions et perspectives :

L'invalidation du géne de la myostatine atténuait fortement ['atrophie musculaire
squelettique et protégeait les réserves de tissu adipeux dans un modéle murin de cachexie
cancéreuse, tout en affectant la croissance tumorale. Ces résultats mettent en évidence le
potentiel thérapeutique de l'inhibition de la myostatine lors de la cachexie cancéreuse.
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Linvalidation du géne de la myostatine atténue I’atrophie
musculaire dans un modeéle murin de cachexie cancéreuse
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La cachexie cancéreuse est caractérisée par une atrophie musculaire extrémement importante qui affecte jusqu'a
50% des patients, et représente plus de 20% des déces liés au cancer. Cette perte progressive de masse et de
fonction musculaire se produit de fagon concomitante a la perte de tissu adipeux.
Nous avons émis I'hypothése que l'inactivation du géne de la myostatine, un régulateur négatif de la masse
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Conclusions et perspectives

L'invalidation du gene de la myostatine atténue fortement I'atrophie musculaire squelettique et protege les
réserves de tissu adipeux dans un modéle murin de cachexie cancéreuse, tout en réduisant la croissance
tumorale. Ces résultats mettent en évidence le potentiel thérapeutique de I'inhibition de la myostatine pour lutter
contre la cachexie cancéreuse.
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Myostatin gene inactivation reduces skeletal muscle mass loss and tumor
growth, and increases lifespan in mice with cancer cachexia

YYann S. GALLOT, *Barbara VERNUS, * Léa PLANTUREUX, ! Nathalie PEREK, > Anne BONNIEU
and ' DAMIEN FREYSSENET

Aims :

Cancer cachexia is a devastating wasting syndrome that affects up to 50% of patients, and
accounts for >20% of cancer-related deaths. Wasting results from depletion of adipose
tissue and skeletal muscle. We tested the hypothesis that inactivation of myostatin, a potent
inhibitor of skeletal muscle mass, would prolong survival and attenuate muscle atrophy and
adipose tissue loss.

Methods :

Fourteen month old C57Bl/6J wild-type (WT) mice and myostatin knock-out mice (KO)
received a subcutaneous injection of 5x10° Lewis lung carcinoma (LLC) cells to induce
cachexia or vehicle alone (n=10 per group). A second cohort was used for a survival analysis
on WT and KO mice injected with LLC cells as described above.

Results :

Five weeks later, myostatin gene inactivation significantly increased food intake (p<0.01;
WT-LLC: -9.3% and KO-LLC: +6.52%). WT-LLC mice had a greater tumor weight than KO-LLC
mice (+30%; p<0.05). Adipose tissue loss was partially prevented in KO mice, with a fat loss
that reached 80% in WT-LLC mice vs. 60% in KO-LLC mice (p<0.05). LLC injection induced
skeletal muscle atrophy in WT mice as evidenced by the decrease in tibialis anterior and
soleus muscle weights (TA and SOL; -25%), extensor digitorum longus (EDL; -30%) and
gastrocnemius (GAS; -20%) compared to control WT. Myostatin gene inactivation
significantly reduced the magnitude of this loss. Skeletal muscle mass was only reduced by
10% in TA and EDL muscles (p<0.05 and p<0.001; WT-LLC-injected mice vs. KO-LLC-injected
mice) and 6% both in SOL and GAS muscles (p<0.01 and p<0.05; WT-LLC-injected mice vs.
KO-LLC-injected mice). Finally, myostatin gene inactivation prolonged lifespan from 32 to 41
days (p<0.001).

Conclusions :

Myostatin gene inactivation potently prolongs animal survival together with attenuating
skeletal muscle atrophy and protecting adipose stores, while increasing food intake and
reducing tumor growth. These findings highlight the therapeutic potential of myostatin
inhibition for cancer cachexia.
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Myostatin gene inactivation increases lifespan in

a mouse model of cancer cachexia
| 'Yann S. GALLOT, ?Barbara VERNUS, 'Léa PLANTUREUX, 'Nathalie PEREK,
/St ZAnne BONNIEU and 'Damien FREYSSENET Al

l
Laboratoire de Physiologie de I'Exercice (EA 4338), Université de Lyon, F-42023, Saint-Etienne, France. 'HI“[!‘ IN%
J| 66 Dynamique Musculaire ot Métabolisme, INRA, 2 place Viala, 34060 Montpellier Cedex 1, France. |

Cancer cachexia is a devastating wasting syndrome that affects up to 50% of patients, and accounts for at
least 20% of cancer-related deaths. Cachexia results from losses of adipose tissue and skeletal muscle.
We tested the hypothesis that inactivation of myostatin, a negative regulator of skeletal muscle mass, would
prolong survival and attenuate muscle atrophy and adipose tissue loss.

Animals: C57Bl/6J male mice, —
14 + 1 months w@huntil death):

- WT: wild-type mouse - WT-Sham (n=9) and KO-Sham (n=8) - WT-LLC (n=20)
- KO: myostatin knock-out mouse | . WT-LLC (n=12) and KO-LLC (n=11) - KO-LLC (n=17)
(double-muscling phenotype)

Experiment (5 weeks):

- Skeletal muscle weight (Tiblalis Anterior, Extensor | - Tumor weight at death
Model of cancer cachexia: Digitorum Longus, Soleus and Gastrocnemius) - Kaplan-Mefer survival curve

- Subcutaneous injection of 5x10° :?g:sxigtmg ::égx:n o
Lewis Lung Carcinoma (LLC) cells o
- Sham injected with DPBS

Data are means = SE, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Myostatin gene inactivation prolongs animal survival, attenuates skeletal muscle atrophy and adipose tissue
loss, and reduces tumor growth. These findings highlight the therapeutic potential of myostatin inhibition
for the treatment of cancer cachexia.
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La cachexie cancéreuse :

est caractérisée par une perte de masse musculaire extrémement importante,
affecte jusqu'a 50% des patients atteints d’un cancer,
représente plus de 20% des déces liés au cancer.
La myostatine :
est une protéine qui régule négativement la masse musculaire.
L'inactivation du gene de la myostatine est a ["origine d’une « hypermusculature ».
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L'inactivation du géne de la myostatine pourrait atténuer la perte de
masse musculaire et prolonger la durée de vie des souris atteintes d’une cachexie cancéreuse.
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Ces résultats mettent en évidence le potentiel thérapeutique
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Développer des stratégies d'intervention ciblant la myostatine pourrait
permettre une meilleure prise en charge des patients atteints d'une cachexie cancéreuse.
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Animals: C57Bl/6J male mice,

14 + 1 months

- WT: wild-type mouse

- KO: myostatin knock-out mouse
(double-muscling phenotype)

Model of cancer cachexia:
- Subcutaneous injection of 5x10¢
Lewis Lung Carcinoma (LLC) cells

- Sham injected with DPBS

Introduction
Cancer cachexia is a devastating wasting syndrome that affects up to 50% of patients, and accounts for at
least 20% of cancer-related deaths. Cachexia results from losses of adipose tissue and skeletal muscle.
We tested the hypothesis that inactivation of myostatin, a negative regulator of skeletal muscle mass, would
prolong survival and attenuate muscle atrophy and adipose tissue loss.

Experiment EH(5 weeks):

- WT-Sham (n=9) and KO-Sham (n=8)
- WT-LLC (n=12) and KO-LLC (n=11)

- Skeletal muscle weight (Tibialis Anterior, Extensor
Digitorum Longus, Soleus and Gastrocnemius)

- Adipose tissue weight

- Tumor volume and weight

Experiment E (until death):

- WT-LLC (n=20)
- KO-LLC (n=17)

- Tumor weight at death
- Kaplan-Meier survival curve

Data are means = SE, *p<0.05; *'p<0.01; ***"p<0.001.
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Myostatin gene inactivation prolongs animal survival, attenuates skeletal muscle atrophy and adipose tissue
loss, and reduces tumor growth. These findings highlight the therapeutic potential of myostatin inhibition
for the treatment of cancer cachexia.
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Inactivation of the myostatin gene significantly attenuated skeletal muscle
atrophy in a murine model of cancer cachexia

*Yann S. GALLOT, > Anne BONNIEU et ' DAMIEN FREYSSENET

Aims :

Cancer cachexia is characterized by extremely severe muscle atrophy that affects up to 80%
of patients, and accounts for >20% of cancer-related deaths. This progressive depletion of
skeletal muscle occurs in concert with the loss of adipose tissue. We tested the hypothesis
that inactivation of the myostatin gene would attenuate the atrophy in skeletal muscle and
the loss of adipose tissue.

Methods :

Lewis lung carcinoma cells (LLC) were used to induce cachexia. Fourteen-months-old C57BIl/6J
wild-type (WT) mice and knock-out myostatin mice (KO) were injected subcutaneously in the
right flank with 5 x 10° Lewis lung carcinoma cells (LLC) in 150 pL sterile DPBS. Control sham-
injected WT and KO mice were injected with DPBS alone. Muscles were removed 5 weeks
after LLC injection.

Results :

WT-LLC mice had a greater tumor weight than KO-LLC mice (+30% ; p<0.05). Adipose tissue
was protected in KO mice, with a fat loss that was greater in WT-LLC mice compared to KO-
LLC mice (-80% vs -60% ; p<0.05). LLC injection induced cachexia in WT mice as evidenced by
the 25%, 30%, 25% and 20% decrease in skeletal muscle mass of tibialis anterior (TA),
extensor digitorum longus (EDL), soleus (SOL) and gastrocnemius (GAS), respectively, after 5
weeks than compared to WT-sham-injected mice. Muscular hypertrophy in KO mice
significantly reduced the magnitude of this loss. LLC injection only reduced skeletal muscle
mass by 10% both in TA and EDL muscles (p<0.05 and p<0.001 ; WT-LLC-injected mice vs. KO-
LLC-injected mice) and by 6% both in SOL and GAS muscles (p<0.01 and p<0.05 ; WT-LLC-
injected mice vs. KO-LLC-injected mice).

Conclusions :

Inactivation of the myostatin gene potently attenuated the skeletal muscle atrophy and
protected adipose stores in a murine model of cancer cachexia, while affecting tumor growth.
These findings highlight the therapeutic potential of myostatin inhibition for cancer cachexia.
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Myostatin gene inactivation reduces skeletal muscle mass loss and tumor
growth, and increases lifespan in mice with cancer cachexia

YYann S. GALLOT, *Barbara VERNUS, ! Nathalie PEREK, > Anne BONNIEU and * DAMIEN
FREYSSENET

Aims :

Cancer cachexia is a devastating wasting syndrome that affects up to 50% of patients, and
accounts for >20% of cancer-related deaths. Wasting results from depletion of adipose tissue
and skeletal muscle. We tested the hypothesis that inactivation of myostatin, a potent
inhibitor of skeletal muscle mass, would prolong survival and attenuate muscle atrophy and
adipose tissue loss.

Methods :

Fourteen month old C57BI/6J wild-type (WT) mice and myostatin knock-out mice (KO)
received a subcutaneous injection of 5x10° Lewis lung carcinoma (LLC) cells to induce
cachexia or vehicle alone (n=10 per group). A second cohort was used for a survival analysis
on WT and KO mice injected with LLC cells as described above.

Results :

Five weeks later, myostatin gene inactivation significantly increased food intake (p<0.01; WT-
LLC: -9.3% and KO-LLC: +6.52%). WT-LLC mice had a greater tumor weight than KO-LLC mice
(+30%; p<0.05). Adipose tissue loss was partially prevented in KO mice, with a fat loss that
reached 80% in WT-LLC mice vs. 60% in KO-LLC mice (p<0.05). LLC injection induced skeletal
muscle atrophy in WT mice as evidenced by the decrease in tibialis anterior and soleus muscle
weights (TA and SOL; -25%), extensor digitorum longus (EDL; -30%) and gastrocnemius (GAS; -
20%) compared to control WT. Myostatin gene inactivation significantly reduced the
magnitude of this loss. Skeletal muscle mass was only reduced by 10% in TA and EDL muscles
(p<0.05 and p<0.001; WT-LLC-injected mice vs. KO-LLC-injected mice) and 6% both in SOL and
GAS muscles (p<0.01 and p<0.05; WT-LLC-injected mice vs. KO-LLC-injected mice). Finally,
myostatin gene inactivation prolonged lifespan from 32 to 41 days (p<0.001).

Conclusions :

Myostatin gene inactivation potently prolongs animal survival together with attenuating
skeletal muscle atrophy and protecting adipose stores, while increasing food intake and
reducing tumor growth. These findings highlight the therapeutic potential of myostatin
inhibition for cancer cachexia.
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Myostatin gene inactivation reduces skeletal muscle mass loss and tumor
growth, and increases lifespan in mice with cancer cachexia

YYann S. GALLOT, *Barbara VERNUS, ! Nathalie PEREK, > Anne BONNIEU and * DAMIEN
FREYSSENET

Aims :

Cancer cachexia is a devastating wasting syndrome that affects up to 50% of patients, and
accounts for >20% of cancer-related deaths. Wasting results from depletion of adipose tissue
and skeletal muscle. We tested the hypothesis that inactivation of myostatin, a potent
inhibitor of skeletal muscle mass, would prolong survival and attenuate muscle atrophy and
adipose tissue loss.

Methods :

Fourteen month old C57BI/6J wild-type (WT) mice and myostatin knock-out mice (KO)
received a subcutaneous injection of 5x10° Lewis lung carcinoma (LLC) cells to induce
cachexia or vehicle alone (n=10 per group). A second cohort was used for a survival analysis
on WT and KO mice injected with LLC cells as described above.

Results :

Five weeks later, myostatin gene inactivation significantly increased food intake (p<0.01; WT-
LLC: -9.3% and KO-LLC: +6.52%). WT-LLC mice had a greater tumor weight than KO-LLC mice
(+30%; p<0.05). Adipose tissue loss was partially prevented in KO mice, with a fat loss that
reached 80% in WT-LLC mice vs. 60% in KO-LLC mice (p<0.05). LLC injection induced skeletal
muscle atrophy in WT mice as evidenced by the decrease in tibialis anterior and soleus muscle
weights (TA and SOL; -25%), extensor digitorum longus (EDL; -30%) and gastrocnemius (GAS; -
20%) compared to control WT. Myostatin gene inactivation significantly reduced the
magnitude of this loss. Skeletal muscle mass was only reduced by 10% in TA and EDL muscles
(p<0.05 and p<0.001; WT-LLC-injected mice vs. KO-LLC-injected mice) and 6% both in SOL and
GAS muscles (p<0.01 and p<0.05; WT-LLC-injected mice vs. KO-LLC-injected mice). Finally,
myostatin gene inactivation prolonged lifespan from 32 to 41 days (p<0.001).

Conclusions :

Myostatin gene inactivation potently prolongs animal survival together with attenuating
skeletal muscle atrophy and protecting adipose stores, while increasing food intake and
reducing tumor growth. These findings highlight the therapeutic potential of myostatin
inhibition for cancer cachexia.

445






Invalidation du géne de la myostatine dans un modeéle murin de cachexie associée au cancer : implication dans
la régulation de la masse musculaire

Résumé

La cachexie est un syndrome clinique et métabolique complexe, de définition imprécise, caractérisé par une
perte incontrélée de tissu adipeux et de tissu musculaire squelettique, et fréquemment observé chez les
patients atteints de cancer. Elle conduit dans 25% des cas a la mort des patients. La myostatine (Mstn) est un
régulateur négatif de la masse musculaire squelettique et un facteur déterminant de I'homéostasie du muscle
squelettique. Bien que la régulation des mécanismes moléculaires impliqués dans le controle de la masse
musculaire squelettique joue un réle central dans la pathogenése de la cachexie associée au cancer, les relations
existant entre la Mstn et les mécanismes physiopathologiques restent largement inconnues. Suite a l'inoculation
sous-cutanée de cellules Lewis lung carcinoma (LLC) a des souris, nous avons montré que l'invalidation du gene
de la Mstn (souris Mstn'/') confere une résistance au développement de la cachexie associée au cancer par
rapport a des souris de phénotype sauvage. La déficience en myostatine prévient la perte de masse du muscle
squelettique et réduit la croissance tumorale, trente-cing jours apres l'injection des cellules tumorales. De plus,
ceci est associé a un allongement de la durée de vie des animaux. L’invalidation du géne de la myostatine
provoque également une augmentation de I'apoptose des cellules tumorales, ainsi qu’une diminution de
I'expression de genes impliqués dans la prolifération et le métabolisme tumoraux. L’activation des systemes
protéolytiques ubiquitine-protéasome et autophagie-lysosome, déclenchée par le développement tumoral, est
considérablement réduite voire supprimée dans le muscle squelettique des souris Mstn”". Laccumulation de
céramides intramusculaires, un sphingolipide synthétisé en réponse a une lipolyse exacerbée, est étroitement
corrélée a la perte de masse musculaire, suggérant que les céramides pourraient étre un médiateur cellulaire
impliqué dans la pathogenese de la cachexie associée au cancer. L'ensemble de ces résultats montre que la
myostatine joue un réle essentiel dans la pathogenése de la cachexie associée au cancer.

Mots clés
Atrophie musculaire, autophagie, cachexie associée au cancer, céramides, Lewis lung carcinoma, myostatine,
ubiquitine-protéasome

Myostatin gene inactivation in a mouse model of cancer cachexia : involvement in the regulation of muscle
mass

Abstract

Cachexia is a complex clinical and metabolic syndrome, whose definition is imprecise, characterized by an
uncontrolled loss of adipose tissue and skeletal muscle mass, frequently observed in cancer patients. This
process leads to death in 25% of cancer patients. Myostatin (Mstn) is a negative regulator of skeletal muscle
mass and a critical determinant of skeletal muscle homeostasis. Although the regulation of the molecular
mechanisms involved in the control of skeletal muscle mass plays a central role in the pathogenesis of cancer
cachexia, the relationships between Mstn and the pathophysiological mechanisms remain largely unknown.
Following subcutaneous inoculation of Lewis lung carcinoma cells (LLC) in mice, we showed that the Mstn gene
inactivation (Mstn'/" mice) confers resistance to the development of cancer cachexia, compared to wild type
mice. Myostatin deficiency prevents the loss of skeletal muscle mass and reduces tumor growth, thirty-five days
after the inoculation of tumor cells. Furthermore, this is associated with a longer life of animals.

Mstn gene inactivation also causes an increased apoptosis of tumor cells and decreases expression of genes
involved in tumor proliferation and metabolism. Activation of ubiquitin-proteasome and autophagy-lysosome
proteolytic systems, triggered by tumor growth is significantly reduced or suppressed in skeletal muscle of Mstn’
" mice. Accumulation of intramuscular ceramides, a sphingolipid synthesized in response to excessive lipolysis, is
closely correlated with the loss of muscle mass, suggesting that ceramides may be a cellular mediator involved in
the pathogenesis of cancer cachexia. Overall, these results show that myostatin plays an critical role in the
pathogenesis of cancer cachexia.
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