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Les changements actuels de mode de vie, notamment la sédentarité, sont
associés aux maladies chroniques, alors qu’une activité réguliere améliore les
fonctions métaboliques.

Les travaux de thése présentés dans ce manuscrit ont pour but d’étudier les
effets de différents niveaux d’activité physique, jusqu’a l'inactivité extréme sur des
acteurs du dialogue inter-organe comme l’adiponectine et les microARNSs, et sur le
meétabolisme, notamment dans le muscle ou le foie.

Nous démontrons que l'inactivité physique extréme, dans le cadre d’un bed-
rest de 60 jours, augmente les marqueurs de I'inflammation hépatique, prémices du
développement d’'une stéato-hépatite non alcoolique. Nos données montrent que des
exercices réguliers peuvent limiter les altérations métaboliques induites par
I'inactivité physique.

Nous montrons, ensuite qu’indépendamment des effets de l’activité et
I'inactivité physique sur la masse grasse, les concentrations circulantes
d’adiponectine sont inversement associées avec le niveau d’activité physique. Nous
montrons notamment que les variations des taux circulants d’adiponectine totale
avec le niveau d’activité physique sont principalement di aux variations de la forme
de haut poids moléculaire, et ne sont pas expliquées par des variations d’expression
de l'adiponectine dans le tissu adipeux ou musculaire. Nous montrons également
une relation inverse entre linsulinémie plasmatique a jeun et les récepteurs de
l'adiponectine, et un de ses effecteurs (APPL1) dans le muscle supportant
I’'amélioration de la sensibilité a ’'adiponectine musculaire.

Au cours d’une intervention contrastée et modérée sur le niveau d’activité
physique chez 'homme et la souris, nous avons pu montrer que la transition dun
statut actif vers inactif augmentait le niveau d’expression de miR-148b dans le
muscle, participant a la dégradation du métabolisme. Notre étude de modulation de
l'expression de miR-148b in vitro dans les myotubes humains, montre son
implication dans la voie de signalisation de l'insuline, et suggére que ’'accumulation
de miR-148b dans le tissu musculaire peut participer a l’altération de la sensibilité

a linsuline qui est caractéristique des comportements sédentaires persistants.
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L’ensemble de ces résultats démontrent que l’¢tude des acteurs de la
signalisation inter-organe est cruciale pour comprendre les mécanismes mis en jeu

par les comportements actifs et inactifs, et leurs effets sur la santé.

Mots-clés : activité physique, inactivité physique, métabolisme, cross-talk,

adiponectine, microARN
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Current lifestyle changes, notably sedentary behavior, are associated with
chronic diseases, while regular activity improves metabolic functions

The purpose of my work is to examine the effects of different level of physical
activity, until extreme inactivity on cross-talk mediators, such as adiponectine and
microRNAs, and on metabolism, notably in muscle or liver.

We demonstrate a significant increase of hepatic markers under severe
physical inactivity (60d bed-rest), showing the onset of a development of NASH. Our
data support that regular exercise can limit these physical inactivity-induced
metabolic alterations.

We demonstrate that independently of effects of physical activity and
inactivity on fat mass, adiponectin plasma concentrations were negatively related to
physical activity level. Our data highlight that variations in total plasma
adiponectin with physical activity level are mainly due to changes in HMW
adiponectin plasma concentrations, and are unlikely explained by variations in
expression of adiponectin in adipose tissue and muscle. We also show an inverse
relation between fasting insulin plasma concentrations with both adiponectin
receptors, and one of its downstream effector (APPL1) in the muscle, suggesting an
improvement of adiponectin muscular sensitivity.

During a contrasted and moderate physical activity intervention in human
and mice, we show that transition from activity toward inactivity results in muscle
miR-148b content increase, leading to muscle metabolism alteration. Our study on
miR-148b expression modulation in vitro in human myotubes, show its involvement
in insulin signaling pathway in muscle, suggesting that miR-148b accumulation in
muscle could participate in the whole body insulin sensitivity degradation, which is
a feature of persistent sedentary behavior.

Altogether, these results demonstrate that the study of cross-talk actors is
crucial to understand the mechanisms involved in active and inactive behaviors,

and their effects on health.

Key-words : physical activity, physical inactivity, metabolism, cross-talk,

adiponectine, microRNA
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A

AAC Acronyme pour AST, ALT et CK18

ACC Acétyl-coenzyme A carboxylase

AdipoR1 Récepteur de ’'adiponectine 1

AdipoR2 Récepteur de ’adiponectine 2

AdipoQ Adipose gene Q

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNc ADN complémentaire

AEE Dépense énergétique liée a ’activité
physique

AGO Argonaute

Akt/PKB Protein kinase B

ALT Alanine aminotransférase

AMP Adénosine monophosphate

AMPK AMP-activated protein kinase

ANGPTL3 Angiopoietin-like 3

apM1 Aipose most abundant gene
transcript 1

APPL1 Adaptor Protein, Phosphotyrosine
Interaction, PH Domain And Leucine
Zipper Containing 1

Arcp30 adipocyte complement-related
protein of 30 kDa

ARN Acide ribonucléique

ARNm ARN messager

ARN pol ARN polymérase

ARNi ARN interférent

AST Aspartate aminotransférase

ATP Adénosine tri-phosphate

AVP Arginine-8-Vasopressine

B

BR Bed-rest

BSA Bceeuf serum albumine

C

cAMP Cyclic adenosine monophosphate

CDH13 Cadherin-13

CD36 Collagen type I receptor,
thrombospondin receptor

CHA acronyme pour CK18, et des indices
HOMA-IR et AST

CK18 Cytokératine 18

CMV Cytomeégalovirus

COXII Cytochrome c oxidase subunit II

CPT1 Carnitine palmitotransférase 1

CREB cAMP Response Element-binding
protein

Ct Threshold cycle

D
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DGCRS DiGeorge syndrome chromosomal
region 8

DER Dépense énergétique de repos

DET Dépense énergétique total

DXA dual-energy X-ray absorptiometry

DMEM Dulbercco’s Modified Eagle Medium

dNTPs désoxy-adénine tri-phosphate

DsbA-L Disulfide-bond A oxidoreductase-
like protein

DTT Dithiothréitol

E

EBPa Endoplasmic reticulum membrane-
associated oxido-reductase-La

EDM Eau doublement marquée

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA Enzyme-linked immunosorbent
assay

eNOS Endothelial nitric oxide synthase 3

ErbB3 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 3

ERK Extracellular signal-regulated kinases

ERp44 Endoplasmic reticulum protein of
44 kDa

Erol-La endoplasmic oxidoreductin-1-like

EX Exercice

F

FATP1 Fatty acid transport protein 1

FLST1 Follistatin-like 1

FM Masse grasse

FOXO1 Forkhead box protein O1

FXR1 Fragile X related protein 1

G

GBP28 Gelatin-binding protein of 28 kDa

GFP Green fluorescent protein

GLUT4 Glucose transporter type 4

GPI Glycosyl-phosphatidylinostiol

GTP Guanosine triphosphate

GW182 Glycine-tryptophan protein of 182
kDa

H

Hb1Ac Hémoglobine glyquée

HDAC4 Histone Deacetylase 4

HDL High-density lipoprotein

HHS Département de la Santé et des
Services sociaux des Etats

HIF-1 Hypoxia inducible factor 1

HMW Haut poids moléculaire

HOMA-IR homeostasis model assessment —
insulin resistance



I

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IKK I kappa B kinase

IL Interleukine

iNOS Nitrique oxyde synthase inductible

INSERM Institut National de la Santé et de
la Recherche Médicale

IMC Indice de masse corporelle

K

KLF4 Kruppel-like factor 4

KO Knockout

L

LMW Faible poids moléculaire

LPL Lipoprotein lipase

M

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MET Metabolic equivalent of task

MHC-a Protéine a-myosin heavy chain

miARN/miR microARN

MMW Moyen poids moléculaire

mnSOD Superoxyde dismutase manganeése

MOSPA-Q MONICA Optional study of
physical activity questionnaire

Myf5 Myogenic factor 5

MRF4 Myogenic regulatory factor 4

mtGAPT Mitochondrial glycerol-3-
phosphate acyltransferase

mTOR Mammalian target of rapamycin

MyoD Myogenic differentiation 1

N

NA Normo-pondérés actifs

NAFLD Stéato-hépatite non alcoolique

NAP Niveau d’activité physique

NASH Stéatose hépatique non alcoolique

NEFA Non-esterified fatty acids

NFAT Nuclear factor of activated T-cells

NF-xkB nuclear factor-kappa B

NRAS Neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog

NRF1 Nuclear respiratory factor 1

NS Normo-pondérés inactifs

(o)

OMS Organisation Mondiale de la Santé

ORF's Opening reading frame

OS Inactifs en surpoids

P

PACT Protein activator of the interferon-
induced protein kinase

PBS Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PDK4 Pyruvate dehydrogenase lipoamide
kinase isozyme 4

PGC-1a Peroxisome proliferator-activated
receptor-y coactivator-la

PIBK Phosphoinositide 3-kinase

PITX3 Paired-like homeodomain 3

PKB Protéine kinase B

PPAR Peroxisome proliferator-activated
receptor

PPARGC1a Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-
alpha

pre-miARN Précurseur des microARNs

pri-miARN Transcrit primaire des
microARNs

PRKAA2 Protein kinase, AMP-activated,
alpha 2 catalytic subunit

PTEN Phosphatase and tensin homolog

R

Rab5 Ras-related protein

RBP Facteurs de dégradation

RHD N-terminal homologue Rel

RISC RNA induced silencing complex

ROCK1 Rho-Associated, Coiled-Coil
Containing Protein Kinase 1

RT Transcriptase reverse

RT-gPCR PCR quantitative en temps réel

S

SDS Sodium deoxycholate

SED Absence d’exercice

shARNs Short hairpin RNA

snoARNs Small nucleolar RNA

SPTLC1 Serine palmitoyltransferase, long
chain base subunit 1

SREBP Sterol regulatory element-binding
protein

SRF Serum-response-factor

SVFd Serum de veau foetal décomplémenté

S1P Sphingosine-1-phosphate

T

TLDA, TagMan Low Density Array

TNFa Tumor necrosis factor

TRBP Transactivation response RNA-
binding protein

A"

VEGF Vascular endothelial growth factor

VO2max Capacité cardiorespiratoire

w

WHO Organisation Mondiale de la Santé

WL2 wheel-lock 2 semaines

WL4 wheel-lock 4 semaines

X

XRN1 5'-3' Exoribonuclease 1
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Les changements actuels de mode de vie, notamment la diminution de
lactivité physique au quotidien, sont associés aux maladies chroniques, alors
qu’une activité réguliere améliore les fonctions métaboliques. La pratique d’une
activité physique réguliére et adaptée réduit ainsi le risque global de mortalité et le
risque de nombreuses maladies chroniques, telles que le diabéte de type 2 et ses
risques associés, les maladies cardiovasculaires et coronariennes, 1'hypertension
artérielle et le risque de certains cancers. A linverse, l'inactivité physique est
notamment considérée comme le quatrieme facteur de risque de mortalité. Parmi
les altérations induites par l'inactivité, on peut citer la présence d’'une inflammation
de bas niveau, le développement d’une résistance a l'insuline, une diminution de
loxydation des lipides ainsi qu’une hypertriglycéridémie. L’ensemble de ces
altérations contribue au développement du stockage ectopique des lipides et a un
stade plus avancé, au syndrome métabolique.

La relation entre activité et inactivité physique et santé n’est pas encore
totalement élucidée. En effet, une grande partie des connaissances repose sur des
études épidémiologiques centrées sur les effets de l'exercice, qui représente qu’une
faible part de l'activité physique quotidienne, sur la santé. Les effets bénéfiques de
l'activité physique, et délétéres de l'inactivité physique, ayant des effets a 1’échelle
corps entier, n‘impliquent pas seulement le muscle, mais également d’autres tissus

mettant en jeu un dialogue inter-organe ou cross-talk.

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon travail de thése. Je me suis
intéressée aux effets de l’activité et inactivité physique modérée et inactivité extréme
au-dela de l’exercice, afin d’aborder les effets de I’activité physique quotidienne, sur
le muscle mais aussi sur d’autres organes, tels que le foie, et sur des acteurs du
cross-talk, l'adiponectine étant issue du tissu adipeux et les microARNs. Nous
avons tout d’abord rétrospectivement étudié les effets de l'inactivité physique sévere
sur le foie, un organe périphérique pouvant étre impliqué dans les altérations du
meétabolisme en réponse a l'inactivité. L’évolution de marqueurs du développement

d’'une stéato-hépatite non alcoolique (NAFLD), indépendamment des variations de
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balance énergétique maintenue stable durant le protocole, a ainsi été examinée
dans un protocole d’alitement prolongé. En paralléle, les effets d'un entrainement
combinant exercice aérobie et en résistance, comme contre-mesure de ce protocole
d’inactivité sévere induite ont également été examinés.

L’adiponectine est une hormone du tissu adipeux qui posséde des propriétés
anti-inflammatoires et anti-athérogéniques, et est impliquée dans l’homéostasie
glucidique, des effets comparables a ceux de lactivité physique. De plus, la
sécrétion de I'adiponectine est diminuée dans 'obésité et dans différentes situations
d’insulino-résistance. L’implication de I'adiponectine comme acteur du cross-talk de
l'activité physique a été suggérée, cependant les effets de l’activité physique sur
l’adiponectine présentent des résultats contradictoires dans la littérature. Le second
objectif de ce travail de thése a donc été d’évaluer les effets de ’activité et inactivité
physique per se sur la concentration plasmatique en adiponectine,
indépendamment des effets que peut avoir l’activité physique sur la composition
corporelle. Les difféerentes formes circulantes d’adiponectine, ses récepteurs dans le
muscle, et ’expression de l'adiponectine dans le tissu adipeux et le muscle ont été
évalués dans l'entrainement et le désentrainement de sujets respectivement inactifs
et actifs (protocole LIPOX).

Enfin, implication des microARNs, d’importants régulateurs de 'expression
des génes récemment identifiés, dans les mécanismes sous-jacents de l’activité et
inactivité physique a été étudiée, dans le protocole LIPOX, ou les niveaux d’activité
physique sont bien caractérisés et la balance énergétique a été maintenue stable.
Parmi les microARNs identifiés, limplication de miR-148b dans Iinactivité
physique, et plus précisément dans la transition vers l'inactivité a également été
explorée dans un protocole de désentrainement chez la souris. Le role de miR-148b
dans les effets biologiques de l'inactivité physique a ensuite été étudié plus en détail

in vitro dans des cellules primaires musculaires différenciées humaines.

Dans un premier chapitre, une synthése de la littérature est proposée : une
premiére partie aborde les notions d’activité et inactivité physique, et
comportements sédentaires, et leurs déterminants, ainsi que leurs liens avec la
santé ; une deuxiéme partie présente l'adiponectine et ses variations avec l’activité
physique ; et enfin une derniére partie concerne les microARNs et leurs liens avec
lactivité physique. Les matériels et méthodes utilisés dans ce travail de thése font
l'objet du deuxiéme chapitre. Les résultats seront ensuite présentés dans le

chapitre 3 sous la forme de trois communications écrites : la premiére concerne les
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marqueurs hépatiques dans le protocole d’alitement prolongé, la deuxieéme les effets
d’'une intervention physique modérée  contrastée sur l’adiponectine
indépendamment des variations de composition corporelle, et enfin la derniére
concerne l'implication de miR-148b dans la transition d'une induction d’inactivité
modérée. Enfin dans le dernier chapitre, les résultats seront discutés et des

perspectives seront développées.
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I. Exercice, Sédentarité et Santé

A. Exercice, Sédentarité et Santé — Perspective historique

« Chez ’homme, le manque d’activité physique détruit la bonne condition, alors
que le mouvement et l’exercice physique méthodique la préservent. »

Platon (427-348 avant J.C.)

Les effets bénéfiques de lactivité physique sur la santé, notamment en
prévention des maladies sont suggérées depuis [’Antiquité. Hippocrate nous
apprend que « Toutes les parties du corps qui remplissent une fonction sont saines,
bien développées et vieillissent plus lentement si elles sont sollicitées avec mesure et
exercées a des travaux dont on a Uhabitude. Mais si elles ne sont pas utilisées et sont
indolentes, elles tendent a devenir malades, se développent mal et vieillissent
prématurément”, et de ce fait, préconisait déja une pratique réguliére et adaptée de
lactivité physique. Dans la lignée, Galien suit la tradition d'Hippocrate, et apporte
ses propres contributions a la médecine, en structurant sa théorie médicale autour
des choses « naturelles », « non-naturelles » et « contre-nature » (Berryman 1989).
Au centre de cette théorie, on trouve la santé, et les utilisations et abus de « six
choses non-naturelles » que sont ’air, le régime alimentaire, le sommeil et la veille,
l'exercice et le repos, les excrétions et rétentions, et les passions de l’esprit (la joie,
la tristesse, la peur et la colére). Leur pratique équilibrée maintient une bonne
santé et a linverse, tout déséquilibre (absence ou excés) conduit a un état
pathologique. Parmi ces six catégories de comportements permettant de controler
sa santé, on peut souligner l’exercice que préconisait Galien pour soigner des
troubles ou maladies telles que l’arthrite, la dépression, les cedémes, 1’épilepsie, la
goutte, la tuberculose ou les vertiges (Tipton 2014). Les travaux de Galien, traduits
au XlIé siécle par des intellectuels arabes, ont régné sur la médecine jusqu’a La
Renaissance. Ainsi, 'exercice était recommandé en prévention et pour diminuer les
conséquences des maladies jusqu’au début du XVIeé siécle. Bien que la théorie de
Galien soit par la suite remplacée par de nouvelles idées, notamment ’'anatomie et
la physiologie, les exemples de recommandations de l’exercice pour garder une
bonne santé abonde dans la littérature médicale. Ainsi, le docteur Francis Fuller au
début du XVIIIe siécle, les docteurs William Bunchan et Clément Tissot a la fin du

XVIIIé siécle, ou encore le docteur Shadrach Ricketson au début du XIXeé siécle
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mettent en avant limportance de l'exercice pour prévenir ou guérir (Berryman
2010).

Au cours du XIXé siécle, le développement de la santé publique et de
I’hygiénisme, appuyé notamment sur les découvertes de Louis Pasteur, sera
également accompagné par le renforcement du recours aux exercices a des fins
hygiéniques (Attali and Saint-Martin 2010). Ainsi, le physiologiste Fernand
Lagrange s’évertuait a faire de l’exercice et des jeux en pleins air un véritable
remeéde. Mais ce n’est que plus-tard, au XXéme siécle, que les intuitions d'un
intérét de lactivité physique pour la santé ont commencé a étre étayées
scientifiquement. On peut ainsi citer les recherches avant-gardistes menées sur
l’exercice au Harvard Fatigue Laboratory dans les années 30 et 40 considéré comme
a lorigine de la recherche en physiologie de l’exercice aux Etats-Unis, ou le rodle
majeur du Cureton Fitness Laboratory dans le développement des méthodes de
mesure des performances physiques a la fin des années 40 et années 50 (Berryman
2010). A l'apres-guerre, les travaux de Jerry Morris, un épidémiologiste écossais,
ont permis pour la premiére fois de mettre en évidence un lien entre inactivité
physique et plusieurs maladies chroniques, notamment les maladies
cardiovasculaires (Morris 1955). En 1961, la publication du livre Hypokinetic
Disease par Hans Kraus et Wilhelm Raab, que beaucoup considérent comme une
publication de référence montrant les liens entre inactivité physique et santé, a
contribué a populariser les bienfaits de 'exercice et favoriser I’é¢tude des problémes
de santé associés a l'inactivité physique.

L’intérét croissant au XXéme siécle pour le lien entre inactivité physique et
santé va de pair avec la diminution progressive de la quantité moyenne d’activité
physique des populations et 'augmentation parallele des maladies chroniques,
induites par l’évolution des modes de vie, notamment dans les pays industrialisés
ou le développement des nouvelles technologies permet de réaliser diverses taches
avec une trés faible dépense d'énergie corporelle. Cet abandon progressif de la
dépense énergétique qui a lieu aussi bien dans les activités professionnelles que
dans la vie courante, tend a diminuer la stimulation physique nécessaire au bon
équilibre et a la santé. Ainsi derriére les enseignements des philosophes de
l’antiquité, une théorie évolutionniste a émergé indiquant que ’homme a hérité d'un
génome programmeé pour l’activité physique quand celle-ci était obligatoire pour la
survie (Booth et al. 2002). Dans cette méme logique, en association avec une
alimentation inadaptée, le manque d’activité physique, nécessaire au maintien

d’'une signalisation normale des voies cellulaires, entrainerait ainsi un décalage
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entre le génome et les besoins de lindividu a lorigine du développement de
nombreuses maladies chroniques (Booth et al. 2002).

Les connaissances sur les effets de l'activité physique sur la mortalité, le
bien-étre et la qualité de vie, en lien avec diverses pathologies ont fait 'objet de
plusieurs rapports d’expertise, notamment par le département des services de la
Santé et des Services sociaux des Etats-Unis en 1996 (HHS 1996) et par I'Inserm en
2008 (Inserm 2008). Comme on peut le voir dans ces rapports, les preuves de
I'intérét de 1’exercice pour la santé sont importantes.

Si les effets de l'exercice et dun niveau d’activité physique élevé sont
aujourd’hui bien établis, des interrogations persistent concernant le niveau minimal
d’activité physique et le type d’activité nécessaires pour avoir un effet sur la santé.
En effet, bien que ce soit surtout l'activité dans le quotidien et au travail qui ait
diminué, les recommandations de santé publique actuelles sont principalement
basées sur des études en physiologie et épidémiologie de l’exercice, et non de
lactivité au sens large. En ce début de XXlIéme siécle, des travaux suggeérent que
l'activité physique non liée a l’exercice et le temps passé assis pourraient avoir des
effets propres — positifs et négatifs respectivement — complémentaires de ceux de

l’exercice.

B. Terminologie

1.  Activité physique et exercice

D’aprés Caspersen et al. (1985), l'activité physique se définit comme tout
mouvement corporel induit par les muscles squelettiques produisant une dépense
énergétique faible ou élevée, contribuant ainsi a une augmentation de la dépense
d’énergie au-dessus de la dépense de repos. Il précise aussi que si lactivité
physique est positivement corrélée a la condition physique, celle-ci est une notion
distincte et correspond a la résultante a un moment donné de 1’état des qualités
physiques d'un individu (aptitude physique). La condition et I’aptitude physiques
dépendent en partie du niveau d’activité physique d'un individu mais également de
caractéristiques qui lui sont propres, notamment génétiques.

L’activité physique est une entité large qui ne se limite pas aux activités de
loisirs, et encore moins a l’exercice ou au sport mais englobe tous les mouvements
réalisés dans la vie quotidienne (HHS 1996). Elle peut étre réalisée dans différents

contextes :
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- Les loisirs : incluant l’exercice, ’entrainement physique, le sport, la compétition
mais aussi des activités plus douces telles que la marche ou le yoga. L’exercice se
caractérise par tout mouvement corporel planifié, structuré et répétitif accompli
pour améliorer ou entretenir une ou plusieurs composantes de la condition
physique (Caspersen et al. 1985). Le sport est également un sous-ensemble de
l'activité physique et se définit par des activités physiques et sportives organisées
au sein d’institutions qui impliquent de la compétition, des enjeux et des
reglements (Attali and Saint-Martin 2010). Selon les pays, le terme sport est utilisé
pour inclure les exercices et les activités de loisirs plus douces, incluant notamment
la marche pour le plaisir.

- L’activité physique liée a la vie professionnelle ou aux occupations principales
(écoles, associations...). Aujourd’hui, certaines activités professionnelles ou le temps
passé assis est élevé sont caractérisées par une dépense énergétique faible.

- Les activités domestiques, comme les activités ménageres, la préparation des
repas ou la toilette, constituent également une part de la dépense énergétique liée a
lactivite.

- L’activité liée au transport actif, notamment pour se rendre au travail ou a ’école
ou a d’autres fins utilitaires. Ce type d’activité physique est aujourd’hui considéré
comme primordial a la fois parce qu’il s’est considérablement réduit ces derniéres
décennies mais aussi parce qu’il représente wune possibilité importante

d’augmentation de la dépense énergétique liée a 1’activité physique.

2.  Inactivité physique et sédentarité

En raison de I’évolution des modes de vie et de la diminution progressive de la
quantité moyenne d’activité physique des populations, les comportements inactifs

et sédentaires ont augmentés.

L’inactivité physique fait le plus souvent référence a un niveau d’activité
physique insuffisant pour atteindre les recommandations d’activité physique, i.e.
150 min par semaine (ou 30 min par jour 5 fois par semaine) d’activité physique
modérée a intense (WHO 2010) et considérées comme une référence pour les effets
« santé » de l'activité physique. A titre d’exemple ce critére simple a été utilisé dans
une étude transversale mené par Elley et al. (2003). Sur 2984 patients a qui les
auteurs ont simplement demandé s’ils pratiquaient une heure et demie d’activité
physique modérée a vigoureuse par semaine, 46% (n=1364) ont répondu « non » et

ont été alors considérés comme physiquement inactifs. Les auteurs ont pu montrer
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que cette simple question avait permis de classer correctement les sujets en
actif/inactif en comparaison avec un questionnaire plus complet (le Auckland Heart
Study (AHS) 3-month recall physical activity questionnaire) et que le statut inactif
ainsi identifié était associé a une prévalence accrue de maladies chroniques, comme
I’hypertension (52%), le diabéte (10,5%), I'obésité (43%), et les facteurs de risque des
maladies cardiovasculaires (93%).

En 2010, au niveau mondial, 23% des adultes agés de 18 ans et plus
n’atteignaient pas les recommandations d’activité physique et étaient considérés
alors comme inactifs (WHO 2010). Les femmes (27%) sont moins souvent actives
que les hommes (20%). L’inactivité physique augmente avec l’age, atteignant plus de
la moitié des individus chez les plus agés. L’inactivité physique est également
associée avec le niveau de revenu du pays, la prévalence étant doublée dans les

pays a fort revenus (33%) par rapport aux pays a faible revenus (17%) (WHO 2010).

La sédentarité (du latin sedere, étre assis) est a distinguer de l’inactivité
physique, bien que les différences n’aient pas toujours été bien identifiées dans la
littérature (Dietz 1996; Bernstein et al. 1999). La sédentarité peut ainsi se définir
comme un ensemble de comportements au cours desquels la position assise ou
couchée est dominante et pour lesquels la dépense énergétique est proche de celle
de repos (<1,5METs) (Sedentary Behaviour Research 2012). Parmi les
comportements dits sédentaires, on peut identifier le temps passé devant un écran
(télévision, ordinateur), le temps passé a lire ou écrire, le temps passé assis, le
temps passé allongé (sauf sommeil), ou le temps passé dans un véhicule (Rhodes et
al. 2012). De nombreuses études utilisent aujourd’hui, de facon restrictive, le temps
passé devant un écran (tous types confondus) comme un indicateur de la

sédentarité.

Il est important de souligner que la sédentarité n’est pas le miroir de ’activité
physique (au sens des recommandations tout au moins). En effet, de nombreux
travaux soulignent que l’activité physique modérée a intense (ou l’exercice) et le
comportement sédentaire sont deux comportements distincts qui peuvent coexister
chez les mémes individus (Owen et al. 2010) et qui ont des effets indépendants sur
la santé (Thorp et al. 2011). Certains travaux récents suggerent fortement que les

meécanismes biologiques sous-tendant les effets de l’activité physique et de la
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sédentarité (au sens temps passé assis) pourraient également étre distincts

(Simonen et al. 2003).

C. Les caractéristiques de l’activité physique

L’activité physique se caractérise selon plusieurs éléments : son type (quelle
activité physique), sa durée (pendant combien de temps), sa fréquence (quelle
régularité et quel fractionnement), son intensité (quel investissement physique et
quelle dépense énergétique), et son contexte (quel environnement et condition

sociale) (Inserm 2008).

On distingue généralement trois types d’activité physique, selon leur effet
global sur le corps humain (HHS 2006): aérobie (endurance), anaérobie (résistance)
et souplesse (équilibre). Le type aérobie, fait réféerence a des exercices d'intensité
moyenne et de longue durée améliorant ’endurance cardiovasculaire, comme le
cyclisme ou la marche. Le type anaérobie est typiquement des activités d’intensité
élevée généralement bréves qui visent a augmenter la force et la masse musculaire,
comme la musculation. Enfin les exercices de souplesse ou de flexibilité, comme les
étirements, favorise 1’équilibre via I'amélioration de la mobilité des muscles et des

articulations.

L’intensité de l’activité physique peut s’exprimer en valeur absolue, i.e. la dépense
énergétique induite par l’activité physique pendant une durée spécifique de temps,
ou rapportée au poids corporel ou plus communément au métabolisme de repos
(MET, metabolic equivalent of task). Elle peut également étre exprimée en
proportion de la performance maximale de l'individu, par exemple en pourcentage
de la capacité cardio-respiratoire maximale VOzmax, ou de la fréquence cardiaque
maximale FCnax. Le MET équivaut a lintensité « minimale » correspondant a une
consommation d’oxygéne de repos de l'ordre de 3,5 mLO;/kg/min ou 1 kcal/kg/h.
Ainsi, chaque activité peut étre associée a une dépense énergétique exprimée en
multiple de MET (Ainsworth et al. 1993). D’apres le modéle proposé par Pate et al.
(1995), une activité inférieure a 3 METs est 1égére, comprise entre 3 et 6 METs est
modérée et supérieure a 6 METs est intense (soutenue). Les comportements
sédentaires quant a eux correspondent a des activités situées entre 1’absence de
mouvement et les activités d’intensité tres faible, générant ainsi une dépense

énergétique inférieure a 1,5 METs (Rhodes et al. 2012) et réalisés en position assise.
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La fréquence et la durée déterminent le fractionnement de l’activité. La durée de
lactivité physique fait référence au temps consacré lors dune seule session
d’activité physique. La fréquence correspond au nombre de session d’activité
physique pendant une période définie dans le temps, et permet ainsi d’observer la
régularité de la pratique (Wilmore et al. 2009). Dans une revue systémique sur les
effets du fractionnement de l’exercice, Hardman (2001) rapporte que plusieurs
sessions courtes d’exercice cumulées ont le méme effet bénéfique qu'une longue
session de méme durée, pour autant que les sessions aient une durée minimale. Il
est aujourd’hui admis que le volume total d’activité (plus que sa durée et son
intensité) est déterminant pour la santé. Il faut toutefois préciser que dans le cadre
des recommandations actuelles, seules les activités d’intensité au moins modérées
et d’'une durée d’au moins 10 minutes sont a prendre en compte.

Il est important de souligner que les caractéristiques de l’activité physique
qui permettent d’obtenir des effets sur la santé different trés probablement selon les
parametres étudiés : cardiovasculaire, balance énergétique, ou encore métabolique.
Ainsi pour des activités physiques induisant une dépense énergétique équivalente,
mais difféerente de par leur intensité, leur durée ou leur fréquence, peuvent avoir
des effets physiologiques différents selon les parameétres de santé considérés.
Initialement, dans les années 1980, les recommandations en matiére d’activité
physique étaient de trois séances de 20 minutes par semaine d’exercice intense, et
de ce fait étaient centrées sur la performance et la capacité cardiorespiratoire,
nécessitant probablement des intensités importantes. Les effets dépendant des
caractéristiques de l'activité physique et des parameétres de santé a améliorer, dans
une perspective de santé publique visant a toucher le plus grand nombre
d’individus, les recommandations ont évolué dans les années 1990 en incluant les

activités modérées et le fractionnement de ’activité.

La notion de contexte est également importante dans la caractérisation de
l’activité physique, notamment les aspects sociaux et environnementaux, dans une
perspective de promotion de la pratique d’activité physique, dans toutes ses

composantes et tout au long de la journée.

D. Effets de l'activité physique, de I'inactivité physique et de la sédentarité sur la
santé
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Suggérées deés 'antiquité puis appuyés scientifiquement, les effets bénéfiques
de lactivité physique sur la santé sont aujourd’hui admis de tous. La pratique
d’'une activité physique réguliére et adaptée réduit le risque global de mortalité, le
risque des principales maladies chroniques, telles que les maladies
cardiovasculaires et coronariennes (Lavie et al. 2015), le diabéte de type 2 et ses
risques associés (Sigal et al. 2006), I'hypertension artérielle (Semlitsch et al. 2013),
ou encore le risque de certains cancers, tels que les cancers du sein ou le cancer du
colon (Wiseman 2008; Goncalves et al. 2014). L’activité physique étant un
déterminant clé de la dépense énergétique, elle est fondamentale pour l'équilibre
énergétique et participe ainsi au controle du poids (Caudwell et al. 2014). L’activité
physique prévient également l'ostéoporose, en améliorant notamment la masse et la
résistance des os, et diminue le risque de chute chez les personnes agées (Carter
and Hinton 2014). Enfin, l’activité physique améliore la qualité de vie et la santé
mentale, en favorisant l’estime de soi et le bien-étre émotionnel percu et en
réduisant le stress et l'anxiété et ainsi les risques de dépression (Zschucke et al.
2013).

A Tlinverse, linactivité physique augmente les risques de nombreuses
maladies chroniques et de ce fait est devenue un enjeu de santé publique majeur de
ce XXléeme siécle. L’inactivité physique est notamment considérée comme le
quatrieme facteur de risque de mortalité (6% des déces), aprés l’hypertension
artérielle (13%), le tabagisme (9%) et I’hyperglycémie chronique (6%) (Organization
2009). Le nombre de décés dans le monde lié a linactivité physique est en
augmentation passant de 1,9 millions en 2004 a 5,3 millions en 2008 (Lee et al.
2012). L’inactivité physique est estimée par ailleurs comme responsable de 21 a
25% des cancers du sein ou du colon, de 27% des cas de diabéte et d'environ 30%

des cas de cardiopathie ischémique (Organization 2009).

Globalement la relation existant entre le volume d’activité physique et les
bénéfices sur la santé suit une courbe dose-réponse (Figure 1). Lorsque le niveau
d’activité physique augmente, les bénéfices pour la santé dépendent du niveau
initial d’activité physique, i.e. les bénéfices lies a laugmentation de lactivité
physique sont plus grands chez les individus sédentaires. Comme mentionné
précédemment, la pratique d’'une activité physique réguliere est positivement
corrélée a de nombreux parameétres de santé, mais il est maintenant établi que la
reprise d’activité physique modérée a intense améliore ces parameétres en

comparaison a des individus qui restent sédentaires (Bouchard 2001). Comme le
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montre la courbe dose-réponse, le gain le plus important est obtenu chez des sujets
inactifs devenant progressivement actifs (A). Un bénéfice supplémentaire est
également obtenu chez sujets déja modérément actifs qui augmentent leur pratique
(B). Ainsi, une augmentation du niveau physique, méme si elle est minime peut

avoir des effets bénéfiques significatifs sur la santé.

Courbe
dose-réponse

Bénéfices

A=Sédentaire
B=Actif moyen
C=Actif

Faible > Elevée
Niveau d’activité

Durée activitée / semaine

Figure 1. Courbe dose-réponse entre activité physique et les bénéfices sur la santé. Il
existe une relation entre les bénéfices sur la santé et le volume d’activité physique
(généralement exprimé en dépense énergétique liée a l’activité physique). De facon
intéressante, les bénéfices associés a une augmentation d’activité physique seront d’autant

plus grands que le niveau initial d’activité physique sera faible (fleches A, B et C).
D’apres Pate et al. (1995) et Bouchard (2001)
Les recommandations étaient initialement basées sur des études en
physiologie et épidémiologie de l’exercice et étaient ainsi centrées sur des activités
intenses de courtes durées. Or les activités d’intensité élevée, de type exercice,
représentent seulement 1% du temps moyen éveillé dun adulte (15h). Les
recommandations actuelles ont évolué pour inclure également les exercices
modérées mais cela ne représente toujours que 3% du temps éveille. En effet, un
adulte passe plus de la moitié de son temps éveillé assis, et plus du tiers dans des
activités non liées a I'exercice (travail, transport, taches quotidiennes...). D’'une part,
les activités de la vie quotidienne méme d’intensité légére, comme le transport actif,
sont associées a la santé (Wagner et al. 2001). D’autre part, les activités physiques
non liées a l'exercice représentent une part majeure de la dépense énergétique, qui

représente une fonction directe de leffet de l'activité physique sur la santé

(Hamilton et al. 2007). Elles représentent ainsi une possibilité importante
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d’augmentation de la dépense énergétique qu’il est utile de prendre en compte dans

les recommandations en matiére d’activité physique.

Par ailleurs, la sédentarité étant un comportement distinct du niveau
d’activité physique, plusieurs études épidémiologiques se sont intéressées aux effets
négatifs des comportements sédentaires indépendamment des effets de 1’exercice et
de l'activité physique sur la santé. Des données concordantes publiées ces derniéres
années indiquent que les comportements sédentaires sont associés,
indépendamment du niveau habituel d’activité physique (modérée a intense), a une
augmentation des risques de prise pondérale, de développement de maladies
chroniques telles que le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires, ou encore
certains cancers (féminins, colorectal...), et a une augmentation de la mortalité
cardiovasculaire, par cancer et totale (Thorp et al. 2011; Wilmot et al. 2012; Biswas
et al. 2015). D’aprés une méta-analyse canadienne de 2015 portant sur 41 études
(Biswas et al. 2015), un temps de sédentarité élevé est associé a une augmentation
de 91% du risque de diabete, de 13% du risque de cancer et de 17% du risque de
mortalité par cancer, de 14% du risque de maladies cardiovasculaires et de 18% du
risque de mortalité cardiovasculaire, et de 24% du risque de mortalité totale en
comparaison avec un temps de sédentarité faible (les niveaux de sédentarité étaient

estimés de facon différente selon les études).

Bien plus, certaines études indiquent que les comportements sédentaires et
I'inactivité physique augmentent de facon synergique les risques sur la santé.
D’apres la méta-analyse de Biswas et al. (2015), les risques relatifs des différentes
pathologies étudiées et associés aux comportements sédentaires sont aggraveés
lorsque le niveau d’inactivité physique augmente. Par exemple, Bertrais et al. (20095)
ont montré dans une analyse transversale que le risque de syndrome métabolique
était plus élevé, pour un méme temps passé assis devant I’écran, chez les femmes et
les hommes sédentaires (niveau d’activité inférieur aux recommandations) en

comparaison a leurs homologues actifs (niveau d’activité modéré ou intense).

E. Mécanismes biologiques sous-tendant les effets de ’activité physique et de la
sédentarité sur la santé

1. Protocoles d’étude

L’¢tude des mécanismes sous-tendant les effets de l'activité physique et de la

sédentarité sur la santé peut reposer sur des études prospectives, permettant
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d’examiner les liens entre les niveaux d’activité et d’inactivité physique et de
sédentarité, et les effets métaboliques globaux, ou des études interventionnelles
dans lesquelles les niveaux d’activité, inactivité et sédentarité sont modifiés et les
liens avec les parameétres métaboliques et les mécanismes biologiques impliqués
sont explorés soit en chronique, soit en aigu.

Les effets physiologiques de l’activité physique pouvant étre différents selon
les caractéristiques de l’activité physique, comme lintensité, la durée ou la
fréquence, différents protocoles d’études existent. Les effets de l’activité physique en
aigu ou de la pratique en chronique peuvent étre examinés, ainsi que les effets de
I’exercice en résistance ou d’endurance ou les deux combinés, ou encore les effets
de la temporalité, tels que la durée, la fréquence des sessions ou la durée de
l'entrainement, et enfin Iimpact de l'intensité de l’activité physique. La pratique de
l'activité physique en aigu engendre un stress dans l'organisme, qui met en place
difféerentes adaptations physiologiques lorsque la pratique devient chronique. Ainsi,
le choix du protocole est important en fonction des parameétres a étudier.

De facon plus récente différentes études se sont attachées a étudier les effets
de linactivité physique, généralement induite par l’'arrét de toutes les activités
structurées et une réduction de l’activité physique quotidienne non liée a l’exercice.
Afin d’étudier l'inactivité sévére, les protocoles d’alitement prolongé (bed-rest),
initialement mis au point pour simuler les conditions de la microgravité des vols
spatiaux, peuvent également étre utilisés. Dans ce type de protocole, les sujets sont
allongés avec la téte en position déclive par rapport aux pieds (selon un angle de -6°
par rapport au plan horizontal), afin de reproduire au mieux les effets de la
microgravité. Ces protocoles représentent de fait également un bon modéle
d’inactivité extréme et de ses conséquences, notamment la diminution de la masse
et de la force musculaire, de la densité osseuse ou encore de la sensibilité a

I'insuline (Bergouignan et al. 2011).

2.  Mécanismes biologiques sous-jacents de lactivité et inactivité physique

Comme on l'a vu précédemment, l’activité physique est associée a une
diminution des risques des principales maladies métaboliques chroniques et
cardiovasculaires. A 1’échelle de l'organisme et de facon plus directe, la pratique
d’une activité physique réguliére est associée a une amélioration de la sensibilité a
I'insuline, une plus grande capacité a oxyder les lipides mais aussi a des effets anti-

inflammatoires et anti-athérogénes. Si les effets métaboliques bénéfiques de
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l'activité physique sont principalement induits par son action sur le muscle via la
contraction et le flux énergétique, de nombreuses études indiquent qu’elle impacte
directement ou indirectement d’autres organes, notamment le foie. L’implication
coordonnée d’autres tissus dans les effets de l’activité physique nécessite un
véritable dialogue entre les organes, via notamment les myokines, les microARNs ou

encore les adipokines, qui n’est toutefois qu'imparfaitement élucidé.

a. Le muscle squelettique

Le tissu musculaire représente en moyenne 40% du poids corporel d'un
adulte de sexe masculin. Il est composé par une association de cellules musculaires
difféerenciées, appelées myocytes, apportant différentes propriétés aux muscles,
comme l’excitabilité, la contractilité ou I’élasticité, leur permettant de générer force
et mouvement. Il existe trois types de tissu musculaire : le tissu squelettique qui
constitue la plus grande partie de la masse musculaire (principalement dans les
muscles moteurs), le tissu musculaire lisse (tuniques musculaires des viscéres et
des vaisseaux) et le tissu cardiaque (uniquement dans le myocarde). Le muscle
squelettique assure les roles de locomotion, de posture, mais intervient également
dans la régulation de la température corporelle et impacte le métabolisme.

La contraction du muscle exige de ’énergie. Le muscle peut étre comparé a
une machine qui convertit de I'’énergie chimique en travail mécanique. Les sources
d’énergie utilisée par le muscle squelettique vont dépendre des caractéristiques de
l'activité physique pratiquée, tels que le type, l'intensité ou encore la durée (Figure
2). Le systéme aérobie oxydatif, reposant sur 'oxydation du glycogéne, du glucose
ou des lipides, est utilisé pour des activités de longue durée et d’intensité faible a
modérée. Le systéme anaérobique glycolytique, reposant sur la glycolyse anaérobie,
est utilisé pour des activités de courte ou moyenne durée d’intensité élevée. Enfin le
systéme haute énergie phosphagéne, utilisant comme substrat de ’Adénosine Tri-
Phosphate (ATP) ou de la phosphocréatine, est utilisé pour des activités de trés
courte durée et d’intensité élevée (Wells et al. 2009). Le rendement et l'efficacité de
ces voies peuvent étre améliorés par 'entrainement et a linverse étre altérés par
I'inactivité.

Le renouvellement des protéines musculaires représente environ 20 % du
renouvellement protéique total, devant ceux de la peau et du tube digestif (15%
chacun) et celui du foie (10%). Il joue un role essentiel dans la régulation de la
masse musculaire et dans le maintien des capacités métaboliques et mécaniques

du muscle. Le renouvellement protéique est basé sur deux phénomeénes : la
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synthése et la dégradation protéique (protéolyse) qui agissent de facon simultanée
et permettent de réguler finement le contenu protéique. Lorsque la syntheése
protéique est supérieure a la protéolyse, on parle de gain protéique ou anabolisme
protéique. A linverse, une protéolyse supérieure a la synthése résulte en une
diminution de la masse protéique, ou catabolisme protéique. Chez un adulte en
bonne santé, la quantité de protéine synthétisée et dégradée par jour est a
l’équilibre. En fonction de I'¢tat physiologique (age, nutrition, activité) ou
pathologique (cancer, patient bralé), cet équilibre peut étre modifié et résulter en

une augmentation ou en une diminution de la masse musculaire.
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Figure 2. Utilisation des trois systémes énergétiques lors d’activité de durées et
d’intensités différentes : Au début d’'une activité musculaire, le muscle est capable de
mobiliser des réserves énergétiques importantes par le systéme «haute énergie
phosphagéne » sur de courtes durées. Pour des exercices de plus longues durées, le systéme
anaérobique glycolytique fournit la majeure partie de I’énergie. Enfin pour que l’effort puisse
étre maintenu dans le temps, le systéme aérobie oxydatif est essentiel pour subvenir aux

besoins énergétiques du muscle.
D’apres Wells et al. 2009

La variation de masse du muscle squelettique, comme n’importe quel autre
tissu, dépend du renouvellement des protéines (Sartorelli and Fulco 2004). Les
protéines myofibrillaires représentent 85% du volume d’une fibre musculaire. Ainsi
toutes les conditions physiologiques ou pathologiques modifiant 1’équilibre de la
balance protéique résulteront en une augmentation ou une diminution de la masse
musculaire (Sartorelli and Fulco 2004; Sandri 2008). De ce fait, 'hypertrophie est la
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résultante d'une balance protéique en faveur d'un gain protéique, et a l'inverse
l'atrophie résulte d'une perte protéique nette.

Les protocoles d’inactivité extréme chez ’homme ont mis en évidence une
perte de la masse musculaire, essentiellement di a une diminution de la synthése
protéique, le systéme de dégradation étant inhibé (Symons et al. 2009; Bergouignan
et al. 2011). Au niveau structural, l'inactivité physique réduit le nombre ou la taille
des fibres musculaires lentes oxydatives (Adams et al. 2003), causes principales de
l’atrophie musculaire et de la réduction de force qui en résulte (Hortobagyi et al.
2000).

Lors de leffort physique, la contraction du muscle induit de nombreux
changements au niveau cellulaire liés soit a la fonction contractile soit a 'utilisation
des substrats (Figure 3). Les changements induits dans '’homéostasie du muscle
squelettique activent ainsi un réseau d’effecteurs modulant différentes voies

métaboliques au sein du muscle.

—

14
/-/AEROBiC RESISTANCE

Figure 3. Voies de signalisation impliquées lors de la contraction musculaire au cours
d’un effort physique. La contraction musculaire perturbe l’homéostasie musculaire
notamment par la consommation dénergie, la diminution de la pression partielle, et une
modification des flux ioniques, notamment calcique. Ces signaux activent des voies de
signalisation comme la voie de ’AMPK, de JNK ou des sirtuines, a l'origine d’une réponse a
plus long terme a l'exercice activant un réseaux de molécules de signalisation tels que les
protéines kinases, phosphatases et désacétylases, impliquées dans des processus
physiologiques.

44 D’apres Egan and Zierath (2013)



Parmi les nombreux effets de l'exercice dans le tissu musculaire, on peut
souligner limplication de I'AMPK (AMP-activated protein kinase), une protéine
kinase ayant un role trés important dans le métabolisme musculaire.

Sur le plan énergétique, lors de la contraction musculaire, ’ATP stockée dans
les muscles sollicités est rapidement consommeée et doit étre renouvelée. La
consommation massive d’ATP dans les cellules musculaires augmente le rapport
AMP/ATP ce qui déclenche l’activation de ’TAMPK (Goodyear 2000). Une fois activée,
AMPK participe a I’homéostasie énergétique musculaire en stimulant les voies
cataboliques génératrices d’ATP, comme l'oxydation des acides gras ou la glycolyse
(Figure 4), et en inhibant les voies anaboliques ou consommatrices d’ATP, comme la

synthese des protéines, de cholestérol et des acides gras.
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Figure 4. Utilisation des substrats par le muscle lors de I’effort physique. Lors de la
contraction musculaire, le transport du glucose, la glycolyse et I'oxydation des lipides sont
stimulées.

D’apres Riddell (2008)

La phosphorylation de I'’AMPK permet également la phosphorylation de
I'eNOS stimulant alors l'expression des GLUT4 (Glucose transporter type 4),

favorisant ainsi le transport du glucose (Friedrichsen et al. 2013) (Figure 4). La
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phosphorylation de ’AMPK permet également l'activation de PGC-1a (peroxisome
proliferator-activated receptor-y coactivator-la) stimulant ainsi VEGF (Vascular
endothelial growth factor) qui sont tous deux des régulateurs positifs de
l'angiogenése dans le muscle favorisant ainsi le transport et la captation de
l'oxygéne dans le muscle squelettique (Leick et al. 2009). L’activation de PGC-1a via
AMPK permet également d’améliorer le métabolisme des lipides, d’augmenter la
biosynthése des mitochondries et faciliter l'augmentation des fibres lentes

oxydatives dans le muscle (Jéager et al. 2007).

Le réseau d’effecteurs mis en jeu dans le muscle lors de leffort physique
étant riche et complexe, les changements induits par l'inactivité physique, par
exemple l’atrophie musculaire observée dans les protocoles de bed-rest, induisent
une véritable reprogrammation de l'expression génique musculaire comme le
montre I'’¢tude de Chopard et al. (2009). Dans cette étude, l'analyse a large échelle
de l'expression des génes dans les muscles soleus et vastus lateralis de femmes en
bonne santé avant et aprés participation a un bed-rest de 60 jours, montre une
modification des génes impliqués dans la synthése et la dégradation des protéines,
dans le remodelage du cytosquelette et de la matrice extracellulaire, la
phosphorylation oxydative et le métabolisme des acides gras.

Dans une étude de bed-rest de 7 jours, chez des sujets de sexe masculin en
bonne santé, Mikines et al. (1989) ont observé une diminution de l’action de
I'insuline sur la captation et le stockage du glucose au niveau musculaire. Dans la
continuité de ces résultats, Tabata et al. (1999) ont montré dans un autre protocole
de bed-rest, de 19 jours chez des sujets de sexe masculin en bonne santé, une
diminution de l’expression du transporteur du glucose GLUT4 dans le muscle
vastus lateralis. Ces résultats indiquent que linactivité physique détériore
rapidement les fonctions métaboliques, comme la sensibilité a insuline musculaire

contribuant a une insulinorésistance systémique (Booth et al. 2002).

b. Les effets de l’activité physique au-dela du muscle

Les effets bénéfiques de Dactivité physique, et délétéres de linactivité
physique et/ou de la sédentarité dépassent largement les effets directs sur le
muscle par la contraction, mais impliquent d’autres organes, comme le foie, le coeur

ou le pancréas.
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Si une grande partie des effets de 1’activité physique peut étre expliquée par
les effets de la contraction musculaire, notamment sur linsulinosensibilité ou
l'oxydation des lipides au niveau musculaire, d’autres tissus sont mobilisés par
lactivité physique, tels que les tissus du systéme cardiovasculaire. De facon
évidente le coeur est sollicité lors de l'exercice et plus particulierement lors des
exercices d’intensité élevée afin d’adapter le débit sanguin nécessaire a
l'approvisionnement du muscle en oxygéne et en substrats. La sollicitation d’'un ou
plusieurs groupes musculaires du fait d’'une pratique réguliére d’activité physique
s’accompagne, grace a la production de substances angiogéniques et au-dela des
effets trophiques musculaires, d'une augmentation de la vascularisation locale,
dont il a été montré qu’elle participe a ’'amélioration de la sensibilité a 'insuline a
I’échelon de l'organisme (Leick et al. 2009; Pinto et al. 2012). Le tissu adipeux
représentant un réservoir énergétique de lipides peut étre également mobilisé lors
de l’effort physique afin de fournir des acides gras par hydrolyse au muscle. Par
ailleurs, il a été récemment suggéré que la détérioration (ou l’amélioration) de la
capacité musculaire a oxyder les acides gras, notamment d’origine alimentaire, lors
d’une inactivité physique (respectivement dune activité physique réguliére) pourrait
contribuer — indépendamment de toute variation de la balance énergétique — a
déterminer le devenir des acides gras en les orientant préférentiellement vers le
tissu adipeux sous-cutané ou ectopique pour y étre stockeés (respectivement vers le
muscle). En favorisant ainsi le stockage ectopique au niveau des différents tissus,
I'inactivité physique (& l'inverse l’activité physique) pourrait ainsi avoir des effets
indirects sur la fonction métabolique de nombreux organes, tels que le foie mais
aussi le coeur ou le pancréas (Bergouignan et al. 2013).

Enfin, les effets bénéfiques a l’échelle corps entier de l’activité physique
peuvent également s’expliquer par un dialogue inter-organe ou cross-talk, dont le
role déterminant dans la coordination des tissus a été souligné par de nombreux
travaux ces derniéres années. Ainsi, le muscle strié squelettique joue un role
important dans cette communication intercellulaire via la sécrétion de cytokines
spécifiques, les myokines (Pedersen and Hojman 2012). Ces peptides spécifiques
sont sécrétés par le muscle squelettique en réponse a lexercice et agissent
localement au niveau du muscle ou ciblent d’autres organes périphériques. Les
myokines peuvent notamment moduler I’homéostasie des autres organes insulino-
sensibles, comme le foie, le tissu adipeux et le pancréas, via les interleukines IL-6 et

IL-15 (Pedersen and Hojman 2012; Pratesi et al. 2013). A titre d’exemple, en
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réponse a l'exercice, IL-6 active notamment '’AMPK (AMP-activated protein kinase)
dans le muscle et la PI3-kinase induisant une augmentation de la captation du
glucose et 'oxydation lipidique dans le muscle. L'IL-6 étant également sécrétée dans
la circulation, atteint le foie dans lequel elle active la production de glucose a partir
des réserves de glycogéne en réponse a lexercice, et le tissu adipeux ou elle
déclenche la lipolyse (Pratesi et al. 2013).

Le dialogue inter-organe ne se limite pas au sens muscle vers les autres
tissus périphériques, mais le tissu adipeux peut également participer au dialogue
inter-organe. La stimulation de la lipolyse par 1IL-6 déclenche également la
sécrétion d’acides gras par les adipocytes, dans la circulation (Tomas et al. 2004).
Le tissu adipeux étant également un tissu endocrine sécrétant des cytokines
spécifiques, tels que l’adiponectine, on peut supposer que l’activité physique
pourrait impacter leur métabolisme modulant ainsi le dialogue du tissu adipeux
vers le muscle.

Par ailleurs, les microARNs, des régulateurs de l’expression des genes
récemment identifiés, sont exprimés par les tissus et peuvent étre sécrétés dans la

circulation, pourraient ainsi prendre également part au dialogue inter-organe.

F. Questions en suspens

Si les effets délétéres d’une inactivité physique et de la sédentarité, et les
effets bénéfiques de l’activité physique en termes de pathologie sont bien étudiés et
démontrés, les mécanismes sous-jacents associés a ces effets, principalement
examinés dans des études de physiologie de l'exercice et dans le muscle, ne sont
pas encore totalement élucidés.

Dans les études basées sur des interventions modulant le niveau d’activité
physique, afin d’examiner les mécanismes biologiques impliqués dans les effets de
l’activité /inactivité physique et sédentarité, induisent généralement une variation
de la masse grasse des sujets. De ce fait, il est difficile de différencier les effets
propres d’une variation du niveau d’activité physique indépendamment des effets
induits par une variation de la masse grasse.

Dans ce travail de thése, je me suis intéressée aux effets propres de l’activité
et inactivité physique modérée et inactivité extréme, incluant la notion d’activité
physique non liée a l’exercice, dans des conditions de balance énergétique stable,
i.e. indépendamment des effets de ’activité/inactivité physique sur la masse grasse.

J’ai pu aborder les effets de l’activité/inactivité physique dans le muscle mais
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également sur d’autres organes, tels que le foie, et sur deux acteurs potentiels du

cross-talk, 'adiponectine issue du tissu adipeux et les microARNSs.
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II. Adiponectine et ses liens avec ’activité physique
A. Généralités

Au-dela de sa fonction de stockage, le tissu adipeux est aujourd’hui
considéré comme un véritable organe endocrine, sécrétant notamment des
cytokines spécifiques du tissu adipeux, les adipokines. Parmi celles-ci,
l’adiponectine est trés particuliére car elle est probablement la seule adipokine dont
les concentrations sont liées de facon inverse avec la masse grasse et dont les effets
sont plutot bénéfiques. De nombreuses études indiquent en effet que les taux
plasmatiques d’adiponectine sont diminués dans l'obésité (Balsan et al. 2015), mais
aussi, et ce indépendamment de l'obésité, avec les maladies cardiovasculaires
(Kumada et al. 2003), I'hypertension (Ouchi et al. 2003) ou encore le syndrome
meétabolique (Truyjillo and Scherer 2005). En outre, 'adiponectine est une des
hormones dont les concentrations plasmatiques sont les plus élevées, entre 0,5 et
30ug/mL, représentant ainsi 0,01% des protéines plasmatiques totales (Hotta et al.
2000).

L’adiponectine a été découverte pour la premiére fois en 1995 et identifiée
dans le tissu adipeux par plusieurs équipes, qui lui ont donné diverses
appellations : Arcp30 pour adipocyte complement-related protein of 30 kDa
(Scherer et al. 1995) ; AdipoQ pour adipose gene Q (Hu et al. 1996) ; apM1 pour
adipose most abundant gene transcript 1 (Maeda et al. 1996); et GBP28 pour
gelatin-binding protein of 28 kDa (Nakano et al. 1996); avant d’étre appelée
adiponectine depuis 1999. Depuis, de nombreux travaux ont permis d’établir le role
déterminant de l'adiponectine dans ’homéostasie énergétique, le métabolisme des
lipides et des glucides, notamment musculaire et hépatique, ainsi que ses
propriétés anti-inflammatoires et anti-athérogéniques (Van Berendoncks and
Conraads 2011). Les effets de l’adiponectine étant assez proches de ceux de
l'activité physique, il a été supposé que les effets de l'activité physique sur la santé
pourraient, pour une part, impliquer I'adiponectine. De nombreuses études se sont
ainsi tout naturellement intéressées aux liens entre activité physique et
adiponectine, qui restent toutefois imparfaitement élucidés.

Dans ce chapitre, aprés avoir rappelé la structure, la syntheése et la
régulation de l'adiponectine et de ses récepteurs, nous décrirons ses effets a

I’échelle de 'organisme et des tissus, puis au niveau cellulaire ; enfin un point sur
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la littérature concernant les effets de l'activité physique sur l’adiponectine et son

meétabolisme sera présenté.

B. Structure, synthése et régulation de ’'adiponectine

1.  Structure de Uadiponectine

L’adiponectine est une protéine de 247 acides aminés pour un poids
moléculaire de 30kDa chez la souris et 28kDa chez ’'homme (Scherer et al. 1995;
Nakano et al. 1996). La protéine native est synthétisée sous la forme dun
polypeptide monomérique composé d'une séquence signal N-terminale, d'une région
variable, d'un domaine C-terminal globulaire et d'un domaine N-terminal de type
collagéne. Son domaine globulaire présente des homologies de séquence avec la
fraction C1lq du collageéne, et de structure tertiaire avec celle du TNF-a (Shapiro and
Scherer 1998).

L’adiponectine est présente dans le plasma sous trois formes multimériques
dont 'assemblage est préalablement réalisé dans le réticulum endoplasmique par
des modifications post-traductionnelles, telles que des hydroxylations et
glycosylations, du monomeére d’adiponectine. Le domaine globulaire permet la
formation de trimeres de faible poids moléculaire (LMW) par liaison hydrophobe, et
les interactions au niveau du domaine collagéne par des ponts disulfures
permettent la formation des hexameéres de moyen poids moléculaire (association de
deux trimeres, MMW), et de multiméres de haut poids moléculaire (4 a 6 trimeéres,
HMW) (Figure 5). L’adiponectine est également présente dans le plasma sous sa
forme globulaire seule, issue d’une protéolyse, mais en trés faible quantité (Fruebis
et al. 2001). Du fait de cette polymeérisation, les formes d’adiponectine rencontrées
dans le plasma couvrent une gamme de 17kDa (formes globulaires) a 700kDa
(formes multimériques).

Les différentes formes d’adiponectine présentent des propriétés biologiques
distinctes et probablement des cibles tissulaires différentes. L’injection
d’adiponectine marquée par fluorescence chez la souris a montré que ces différentes
formes sont stables et ne peuvent étre interconverties dans le sérum (Schraw et al.
2008). La stabilité des isoformes d’adiponectine dans la circulation montre que la
production et la sécrétion de l'adiponectine par le tissu adipeux ont un réle

important dans la distribution circulante de ces isoformes.
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Figure 5. Polymérisation de I’adiponectine : ’adiponectine de haut poids moléculaire est
formée par l'assemblage dans le réticulum endoplasmique de deux ou trois hexameéres,
composés eux-mémes de deux trimeres, formés a partir de trois monomeres.

D’apreés Bastard et al. (2012)

2.  Synthese de lU'adiponectine

Initialement, seul le tissu adipeux était considéré comme sécrétant
l’adiponectine (Hu et al. 1996). Contrairement aux autres adipokines, ’adiponectine
présente une relation inverse avec l'obésité (Arita et al. 1999). Plusieurs études ont
montré qu’une perte de poids, notamment une réduction de la masse grasse
s’accompagnait d’'une augmentation des taux circulants d’adiponectine (Yang et al.
2001; Hara et al. 2005). L’augmentation de ’adiponectine circulante induite par les
pertes de poids n’est pas homogeéne mais se fait en faveur de la forme HMW et au
détriment des formes LMW et MMW (Kobayashi et al. 2004). Cette donnée est
importante, si on considére que la forme de haut poids moléculaire est actuellement
considérée comme la forme active d’adiponectine, ou au moins une forme plus
active que les formes LMW et MMW d’adiponectine (Pajvani et al. 2004; Wang et al.
2008).

Bien que le tissu adipeux soit la source principale de l'adiponectine
circulante, il est aujourd’hui établi que d’autres types cellulaires expriment
également ’adiponectine, tels que les ostéoblastes (Berner et al. 2004), le tissu feetal
(Caminos et al. 2005), les cardiomyocytes (Pineiro et al. 2005) ou encore le muscle
squelettique (Fiaschi et al. 2014).

Les taux circulants d’adiponectine sont significativement plus élevés chez les
femmes que chez les hommes. Au cours de la puberté, une diminution de la
concentration circulante d’adiponectine est notamment observée chez les enfants de
sexe masculin mais pas féminin (Andersen et al. 2007). Par ailleurs, les taux

circulants d’adiponectine varient également selon l'ethnicité (Sulistyoningrum et al.
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2013) et sont positivement associées avec I’age (Cnop et al. 2003). Arai et al. (2006)
ont notamment montré que des centenaires présentaient des taux circulants
d’adiponectine supérieurs a des personnes plus jeunes, de méme IMC. La masse
grasse des sujets n’a cependant pas été mesurée dans cette étude.

Le profil de variation circadien de l'adiponectine montre que les
concentrations fluctuent d’environ 20% sur 24h, avec une légeére diminution des
taux pendant la nuit jusqu’a un minimum en début de matinée (Gavrila et al.
2003). Cette variation journaliére semble plus importante chez les femmes que chez
les hommes et ne différerait pas entre sujets minces et obéses (Swarbrick and Havel

2008).

3.  Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de l'adiponectine
a. Le géne de l'adiponectine

Le géne de l'adiponectine, dune longueur de 17 kb, se situe sur le
chromosome 3 au niveau du locus 3q27, et contient 3 exons et 2 introns
(Takahashi et al. 2000) (Figure 6). Le promoteur du géne de l'adiponectine comporte
des sites de liaison pour plusieurs facteurs de transcription, indiquant que la
régulation de ce géne se fait par plusieurs signaux (Liu and Liu 2010).

La transcription du géne de l’adiponectine est principalement stimulée par
des facteurs de transcription impliqués dans l’adipogéneése, tels que PPARy, FoxO1
(forkheadbox factor 1), C/EBPa, et SREBP (SRE binding protein). Il est suggéré que
I'insuline régule de facon positive le géne de ’adiponectine en activant PPARYy via la

suppression de l’activité de FoxO1 (Liu and Liu 2010) (Figure 6).
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I CCAAT box (C/EBPa response element) X PPRE (PPARy response element)
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Figure 6. Structure du promoteur du géne humain de l’adiponectine. La zone
promotrice du géne de l'adiponectine contient des motifs permettant la liaison des facteurs
de transcription : un élément de réponse PPARy (PPRE), deux éléments régulateurs stérol
(SRE) permettant la liaison de SREBP et E47, et plusieurs éléments activateurs C/EBPa et

un certain nombre de séquences consensus E-boxes.
D’apreés Liu and Liu (2010)
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Dans l'obésité, 'augmentation de la masse grasse favorise ’hypoxie qui, via
lactivation de la voie HIF-1 (hypoxia inducible factor 1), a un effet inhibiteur sur
l'expression de l’adiponectine (Chen et al. 2006). L’obésité est également
accompagnée dun état inflammatoire chronique, caractérisé notamment par une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNFa
(tumor necrosis factor) et les interleukines IL-6 et IL-18, qui inhibent également
l'expression de l’adiponectine (Simons et al. 2007; Chandrasekar et al. 2008;
Zappala and Rechler 2009) (Figure 7). De plus, des facteurs de transcription
impliqués dans l'inflammation comme CREB (cAMP response binding protein) et
NFAT (nuclear factor of activated T-cells) sont également impliqués dans les effets
répresseurs de l'obésité sur le géene de 1’adiponectine (Kim et al. 2006a; Qi et al.
2009) (Figure 7).
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Figure 7. Voies de signalisation impliquée dans le contrdle de la régulation de la
transcription de I’adiponectine. Les cytokines pro-inflammatoires, comme le TNFa, IL-6 et
IL-18, activent via la voie ERK1/2 les facteurs de transcription impliqués dans
l'inflammation comme CREB et NFAT et inhibent l'expression du géne de l'adiponectine. A
l'inverse, via son action sur FoxO1 linsuline régule positivement l’expression du géne de
l’adiponectine.

D’apreés Liu et al. (2010)

L’inflammation induite dans l'obésité augmente également le stress oxydant
dans le tissu adipeux, qui a, lui aussi, un effet inhibiteur sur l’expression de

l’adiponectine via l'inhibition des facteurs de transcription PPARy (Chen et al.

2006).
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Laughlin et al. (2007) ont suggéré que le dimorphisme sexuel observé dans
les taux circulants d’adiponectine serait expliqué par les hormones sexuelles. En
effet, des niveaux élevés de testostérone et faibles d’estradiol étaient associés a des
taux circulants d’adiponectine plus élevés chez les deux sexes. Cependant, une
étude in vitro dans des adipocytes humains ne retrouve pas d’effet de ces hormones
sur l'expression cellulaire et la sécrétion des différentes formes d’adiponectine
(Horenburg et al. 2008). Ces derniers auteurs ont cependant observé que le
traitement d’adipocytes par du sérum de sujets masculins inhibait la synthése
d’adiponectine en comparaison a un traitement avec des sérums de sujets féminins,
suggérant la présence dun facteur, autre que ces hormones sexuelles, dans le

sérum expliquant le dimorphisme sexuel.

Enfin, I'adiponectine elle-méme pourrait avoir un rétrocontrole négatif sur
son expression. En effet, Bauche et al. (2006) ont montré chez des souris
transgéniques pour le géne de 'adiponectine, i.e. expression exogéne d’adiponectine
spécifiquement dans le tissu adipeux (construction transgénique injectée dans la
cellule ceuf lors de la fécondation in vitro), une diminution par rétrocontrole de la
concentration d’adiponectine endogéne dans le tissu adipeux et dans la circulation,
ainsi qu’une baisse du récepteur a 'adiponectine AdipoR2. En paralléle, ces souris
présentaient un profil métabolique altéré avec une intolérance au glucose, une

résistance a l'insuline et une augmentation de leur adiposité.

b. Régulation post-transcriptionnelle de ’'adiponectine

Un déficit dans la multimérisation de ’adiponectine affecte la sécrétion et la
fonctionnalité de l’adiponectine, et est associée avec le développement de la
résistance a l'insuline, le diabéte de type 2 et 'obésité (Liu and Liu 2010; Yadav et
al. 2013). Ceci suggere que l'agrégation de l'adiponectine en différentes structures
multimériques est nécessaire a son action.

La multimérisation de l’adiponectine requiert la modification des quatre
résidus de proline et des cinq résidus de lysine du domaine collagéne de
l’adiponectine par des réactions d’hydroxylation et de glycosylation. La formation de
ponts disulfure entre les acides aminés cystéine de l’adiponectine est également
essentielle pour sa multimérisation (Wang et al. 2008). La dérégulation des
réactions d’hydroxylation et de glycosylation de la lysine du domaine collagéne de

l'adiponectine affecte ainsi sa multimérisation ; cette derniére est encore plus
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séverement altérée lorsque ’hydroxylation de la proline est dérégulée (Liu and Liu
2010).

La multimérisation de l’adiponectine dans le réticulum endoplasmique est
également stimulée par la protéine DsbA-L (disulfide-bond A oxidoreductase-like
protein) dont l'expression, tout comme l'adiponectine, est inversement associée avec
I'obésité (Liu et al. 2015a). La suppression de l'expression de DsbA-L par des ARNs
interférents ARNi inhibe la multimérisation et diminue la quantité d’adiponectine
dans les adipocytes 3T3-L1 (Liu et al. 2008b). Ces mécanismes affectant la
multimérisation pourraient ainsi participer aux défauts métaboliques en lien avec

l’adiponectine dans 1’'obésité.

c. Mécanismes de sécrétion et régulation

La sécrétion de la forme HMW est étroitement controlée par deux protéines
chaperonnes du réticulum endoplasmique, ERp44 (endoplasmic reticulum protein
of 44 kDa) et ErolLa (endoplasmic reticulum membrane-associated oxido-
reductase-La). ERp44 retient ’adiponectine dans le réticulum endoplasmique par
une interaction covalente avec le groupement thiol de la cystéine, inhibant ainsi la
sécrétion de 'adiponectine. A l'inverse, ErolLa libére I’'adiponectine HMW piégée par
ERp44 (Wang et al. 2008).

La suppression d’Erol-La par des ARN interférents (ARNi) réduit la
production d’adiponectine pendant la différenciation de préadipocytes 3T3-L1, et
augmente la sécrétion de la forme trimérique de l’adiponectine. A l'inverse, la
surexpression d’Erol-La combiné avec une altération d’ERp44 stimule la sécrétion
de l'adiponectine (Wang et al. 2007).

Erol-La régule également la multimérisation de P'adiponectine en
fonctionnant comme une oxydoréductase qui induit la formation des ponts

disulfure de ’'adiponectine (Liu and Liu 2010).

d. Cinétique et métabolisme de ’adiponectine

Comme n’importe quelle hormone circulante, la sécrétion d’adiponectine est
régulée de facon a maintenir un état d’équilibre (homéostasie) qui dépend également
de la clairance de ’adiponectine.

Le taux de renouvellement de I'adiponectine est 5 a 10 fois plus faible que la
plupart des hormones polypeptidiques, ce qui est expliqué par une demi-vie longue

de l'adiponectine dans le plasma (de 1h15 chez la souris et 2h30 chez ’'homme),
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alors que les hormones, incluant la leptine, ont des demi-vies comprises entre 15 et
30 minutes (Hoffstedt et al. 2004; Halberg et al. 2009).

La clairance de l'adiponectine semble dépendre de la biodisponibilité et de
l’activité de ’adiponectine. Halberg et al. (2009) ont montré qu’une forme plus active
de l'adiponectine, obtenue par mutation de la cystéine 39 modifiant le pont
disulfure au sein du trimére, avait une demi-vie de seulement quelques minutes.
D’autre part, ils ont montré que, dans des modéles de souris en surpoids ou
soumises a un régime gras, et ou les taux plasmatiques d’adiponectine sont réduits,
la clairance est prolongée (Halberg et al. 2009). Ces résultats suggeérent qu’une
clairance rapide va de pair avec une forte biodisponibilité et bioactivité alors qu’a
I'inverse, une clairance retardée est un indicateur d'une dysfonction métabolique
périphérique.

La clairance de l’adiponectine serait majoritairement assurée par le foie
(Halberg et al. 2009) mais une composante rénale doit également étre considérée

(Kopf et al. 2014).

C. Effets biologiques de 'adiponectine

1.  Effets systémiques de l'adiponectine

L’adiponectine exerce ses effets bénéfiques sur le métabolisme en améliorant
la sensibilité a l'insuline et la tolérance au glucose, et en favorisant 1'utilisation des
lipides. En plus de son role important dans le métabolisme, l'effet bénéfique de
l’'adiponectine a été démontré dans de nombreuses pathologies associées a 'obésité,
telles que I’hypertension, l’athérosclérose, la stéatose et les maladies hépatiques
non alcooliques (NASH, NAFLD), l'inflammation des voies aériennes, voire méme
certains cancers (Wang et al. 2008), suggérant un mode d’action plus large et direct

sur de nombreux tissus cibles (Figure 8).

a. Effets sur le métabolisme des glucides et l'insuline

De nombreuses études se sont intéressées au rble de 'adiponectine dans le
meétabolisme lipidique et glucidique. Fruebis et al. (2001) ont montré que la forme
globulaire de l'adiponectine augmente 'oxydation des acides gras dans les muscles
de souris, entrainant une perte de poids chez ’animal. La forme globulaire et de
haut poids moléculaire augmentent 'utilisation du glucose et 'oxydation des acides
gras dans le muscle via lactivation de "AMPK dans le muscle squelettique

(Yamauchi et al. 2002).
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L’activation de '’AMPK par la forme globulaire permet également d’améliorer

la captation du glucose par les adipocytes (Wu et al. 2003).

J Accumulation des lipides
1 Captation du glucose

N

1 Vasodilatation  Lésion I/R .
| Athérosclérose | Myopathies cardiaques

| Thrombose
Adiponectine

1 NAFLD et NASH
J. Production glucose

J Activation T Prise alimentaire
1 Phagocytose

Figure 8. Diversité des tissus cibles de I’adiponectine. Les effets biologiques bénéfiques
de l'adiponectine sont nombreux notamment sur les maladies cardiovasculaires, les 1ésions
hépatocellulaires, le métabolisme ou encore linflammation. I/R, ischémie-reperfusion;
NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; NASH, non-alcoholic steatohepatitis.

D’aprés (Wang et al. 2008)

b. Effets sur l'insuline

Plusieurs études ont examiné le role de l’adiponectine dans la sensibilité a
I'insuline.

Berg et al. (2001) ont montré que l'adiponectine améliore les effets de
I'insuline. Ainsi 'adiponectine peut corriger partiellement la résistance a l'insuline
du a 'obésité (Yamauchi et al. 2001), et offrir une prévention vis-a-vis du diabete de
type 2 (Yamauchi et al. 2003a). Kubota et al. (2002) ont montré que des souris KO
pour l'adiponectine présentaient une augmentation de la résistance a l'insuline.

En outre, il a été monté que 'adiponectine globulaire augmente la sécrétion
d’insuline par les cellules B pancréatiques en situation dhyperglycémie via

l’activation de '’AMPK (Gu et al. 2006).
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C. Effets anti-inflammatoires

De nombreuses études ont montré les propriétés anti-inflammatoires de
l'adiponectine, qu’elle exerce en modulant l’action et la production de cytokines.
Elle réduit ainsi linflammation via linhibition des récepteurs NF-xB et de
l'expression des TNF-a, et l’activation de l'’expression de linterleukin-10 et de

I'interleukin-1 (Moschen et al. 2012; Gatselis et al. 2014).

d. Effets sur le métabolisme énergétique

De facon un peu surprenante, a I'inverse des effets périphériques, ’activation
de 'AMPK dans le systéme nerveux central par l'adiponectine via son récepteur
AdipoR1, module le métabolisme énergétique systémique en stimulant ’'absorption
de nourriture et diminuant la dépense énergétique (Kubota et al. 2007; Quaresma

et al. 2015).

2.  Effets tissulaires

Les deux tissus cibles principaux de I’adiponectine sont le foie et le muscle
squelettique.

Le muscle squelettique est une cible priviléegiée de l'adiponectine pour la
régulation du métabolisme glucidique et lipidique (Fruebis et al. 2001; Yamauchi et
al. 2002). L’adiponectine est également capable de stimuler la synthése des
protéines et d’inhiber leur dégradation (protéolyse) par la stimulation des voies de
signalisation de l'insuline (Brochu-Gaudreau et al. 2010).

Les deux récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 sont détectés dans le muscle squelettique

Linflammation hépatique, ainsi que la résistance a linsuline sont
d’importants facteurs physiopathologiques dans le développement des maladies
hépatiques non alcoolique (NAFLD) (Marchesini and Forlani 2002; Moschen et al.
2012). Comme on a pu le voir ci-dessus, l’adiponectine favorise le métabolisme
glucido-lipidique et améliore la sensibilité a l'insuline, ce qui lui confére des effets
bénéfiques anti-stéatose. Dans une revue systématique de la littérature sur les liens
entre NAFLD et taux plasmatiques d’adiponectine, Polyzos et al. (2011) ont montré
que des taux bas d’adiponectine étaient une des caractéristiques des patients

présentant une stéatose hépatique non alcoolique.

3.  Structure des récepteurs de l'adiponectine
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Pour exercer ses effets biologiques, l'adiponectine doit se lier a ses récepteurs
spécifiques. Les récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 ont dans un premier temps été
identifies par Yamauchi et al. (2003b), puis ultérieurement, la Cadhérine-T, ou
CDH13, a également été identifiee comme récepteur a l’adiponectine (Hug et al.
2004) (Figure 9).
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Figure 9. Structure, répartition tissulaire et voies de signalisation des récepteurs
AdipoR1, AdipoR2 et T-Cadherin de ’adiponectine. Les récepteurs transmembranaires
AdipoR1 et AdipoR2 présentent 67% d’homologie. AdipoR1 est majoritairement exprimé
dans le foie et le muscle squelettique, et AdipoR2 dans le foie et le tissu adipeux. L’activation
de ces deux récepteurs par l'adiponectine augmente l’activité de 'AMPK et des PPARs
impliquées dans la régulation du métabolisme des lipides et des glucides, et diminue les
taux de céramides permettant une protection contre l'apoptose. Le récepteur associé a la
membrane Cadhérine-T joue un rdle important dans la fonction cardioprotectrice de
l'adiponectine.

D’aprés Yamauchi et al. 2014

a. Reécepteurs AdipoR1 et AdipoR2

Les génes des récepteurs d’AdipoR1 et AdipoR2 sont respectivement localisés

sur les chromosomes 1, locus 1p36.13-g41, et 12, locus 12p13.31. Ils sont
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constitués de 7 domaines transmembranaires, et possédent une structure et une
fonction différentes de celles des récepteurs couplés aux protéines G. Leur domaine
C-terminal est extracellulaire alors que leur domaine N-terminal est intracellulaire,

la topologie étant alors inversée a celles des protéines G (Yamauchi et al. 2003b).

Le récepteur AdipoR1 a une affinité plus élevée pour la forme globulaire,
alors que le récepteur AdipoR2 se lie préférentiellement a la forme de haut poids
moléculaire.

Il a été initialement montré que le récepteur AdipoR1 était majoritairement
exprimé dans les muscles squelettiques et AdipoR2 dans le foie (Yamauchi et al.
2003b). Par la suite, 'expression de ces récepteurs a été objectivée dans d’autres
tissus, comme le myocarde, les macrophages, le tissu cérébral, les cellules
endothéliales, les lymphocytes et le tissu adipeux (Yamauchi et al. 2014), ou encore
dans les cellules B pancréatiques ou le niveau d’expression d’AdipoR2 est méme
équivalent a celui de son expression dans le foie, et le niveau d’expression
d’AdipoR1 supérieur a celui de son expression musculaire (Kharroubi et al. 2003).

Des études sur les souris ont confirmé que ces deux récepteurs sont les
principaux récepteurs de 'adiponectine in vivo et qu’ils servent d’intermédiaires aux
effets de ’adiponectine (Yamauchi et al. 2007). Ainsi, des souris KO pour ces deux
récepteurs développent une intolérance au glucose et une hyper-insulinémie,
montrant leur implication majeure dans ’homéostasie glucidique et la sensibilité a
I'insuline. Ces effets semblent récepteurs-spécifiques, avec notamment Iimplication
d’AdipoR1 dans l’activation de I’AMPK alors que AdipoR2 est impliqué dans
l’activation de PPARa (Yamauchi et al. 2014).

D’une facon plus générale, une étude d’invalidation de ces récepteurs a mis
en évidence que limplication des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 dans le
meétabolisme est trés différente (Bjursell et al. 2007). IIs ont notamment montré que
des souris KO pour le récepteur AdipoR1 augmentent leur masse adipeuse,
diminuent leur tolérance au glucose et la dépense énergétique. A l'inverse, des
souris KO pour le récepteur AdipoR2 présentent une meilleure sensibilité a
I'insuline et au glucose, maintiennent un poids corporel normal méme sous régime

gras, dépensent plus d’énergie et améliorent leur dyslipidémie.

b.  Récepteur Cadhérine-T

Le géne du récepteur Cadhérine-T est localisé sur le chromosome 16, et plus

précisément sur le locus 16g23.3. La Cadhérine-T est une protéine associée a la
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membrane plasmique par une ancre GPI glycosyl-phosphatidylinostiol, constitué de
S5 domaines extracellulaires. En revanche, elle ne posséde pas de domaine
transmembranaire ou cytoplasmique (Ranscht and Dours-Zimmermann 1991).

La Cadhérine-T sert de récepteur pour l'adiponectine MMW et de HMW, mais
pas pour les formes globulaires et LMW (Hug et al. 2004). Initialement identifiée
dans le systéme nerveux, son expression est plus généralisée, avec une forte
expression dans le systéme cardiovasculaire et dans une moindre mesure dans le
muscle (Hug et al. 2004).

Du a I’'absence de domaine intracellulaire, ’action de la Cadhérine-T sur la
transduction du signal de 'adiponectine ne serait pas directe mais cette derniére
favoriserait la liaison de l’adiponectine sur la membrane. Des études ont
notamment montré que des souris déficientes en Cadhérine-T présentaient un
défaut de liaison entre l’adiponectine et le tissu cardiaque, empéchant le rodle
cardio-protecteur de l'adiponectine, mettant en évidence son role indispensable
dans le tissu cardiaque (Denzel et al. 2010).

La transduction du signal n’é¢tant pas directe, ’action de ’'adiponectine par le
biais de la Cadhérine-T nécessiterait également la présence d’'une autre protéine
transmembranaire qui pourrait étre AdipoR1 ou AdipoR2 (Van Berendoncks and

Conraads 2011).

4.  Régulation de l’expression des récepteurs de l'adiponectine

Divers facteurs régulent ’expression des récepteurs a ’adiponectine, qui sont
ainsi exprimés difféeremment selon les tissus.

Dans le tissu adipeux de souris transgéniques pour le géne de ’adiponectine,
présentant une surexpression ciblée de l'adiponectine dans le tissu adipeux, le
niveau d’expression du récepteur AdipoR2 est augmenté mais pas celui d’AdipoR1
(Bauche et al. 2006). Par ailleurs, dans le tissu adipeux, les niveaux d’expression
des récepteurs a l'adiponectine sont associés avec le niveau d’expression tissulaire
de 'adiponectine (Kim et al. 2006b). Les niveaux d’expression d’AdipoR1 et AdipoR2
sont inversement corrélés avec la masse grasse et l'obésité (Bluher et al. 2006;
Rasmussen et al. 2006). Contrairement a l’expression de l'adiponectine elle-méme,
il n’y a pas de dimorphisme sexuel dans l’expression des récepteurs a ’adiponectine
dans le tissu adipeux (Rasmussen et al. 2000).

McAinch et al. (2006) ont montré que 1’adiponectine régulait de facon positive

le récepteur AdipoR1 dans des cellules primaires différenciées de muscles
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squelettiques issus de sujets normo-pondérés, mais pas ceux issus de sujets
diabétiques, obéses ou ayant perdu du poids. Le niveau d’expression du récepteur
d’AdipoR2 n’était pas modifié dans cette étude. Dans une étude menée chez des
cochons a jeun (24h), le niveau d’expression de la Cadhérine-T était diminué, ce qui
suggeére que son expression peut €tre régulée par le statut métabolique (Liu et al.
2008a). Les niveaux d’expression des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 sont
également associées avec l’age et la capacité aérobie dans le muscle squelettique
(Storgaard et al. 2007). A l'inverse du tissu adipeux, 'expression des récepteurs a
l’adiponectine dans le muscle dépend du sexe, les hommes exprimant plus les
récepteurs a l'adiponectine (Storgaard et al. 2007), ce dimorphisme semblant ainsi
étre tissu spécifique. Il est intéressant de noter que les taux circulants
d’adiponectine sont inférieurs chez les hommes, en comparaison des femmes, ce
dimorphisme pouvant étre expliqué par le niveau d’expression des récepteurs dans
le muscle.

Enfin, une étude a montré que l'expression des trois récepteurs était
fortement inter-corrélée, et positivement associée avec l'expression de PPARS dans

des myocytes humains (Ordelheide et al. 2011).

5. Sensibilité a ladiponectine

La notion de résistance a 'adiponectine a été introduite suite a une étude sur
des patients atteints d’insuffisance cardiaque chronique associée a un mauvais
pronostic (Kintscher 2007). Chez ces patients, les concentrations circulantes
d’adiponectine étaient plus élevées laissant supposer que l'adiponectine était
fonctionnellement inactive. Dans une autre étude sur des patients avec le méme
diagnostic, I'augmentation d’adiponectine était associée avec une inhibition de la
voie AMPK/PPARs via l'inhibition du récepteur AdipoR1. Ces résultats suggérent
qu'une surexpression de l'adiponectine secondaire a la diminution de sensibilité a
l'adiponectine permettrait et serait nécessaire pour compenser la résistance a
l’adiponectine (Van Berendoncks and Conraads 2011).

D’autre part, une étude épidémiologique réalisée dans des populations
asiatiques a montré une association forte entre les mutations génétiques du
récepteur Cadhérine-T et les risques de maladies métaboliques (Gao et al. 2013).

Les auteurs suggerent que certaines mutations génétiques de CDH13 semblent

modifier favorablement la sensibilité a 'adiponectine et permettent ainsi d’améliorer
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les parameétres meétaboliques, ceci pour des concentrations circulantes

d’adiponectine plus faibles.

6. Voies de signalisation cellulaire de l’adiponectine

L’adiponectine exerce ses effets via ses récepteurs, AdipoR1, AdipoR2 et
Cadhérine-T, principalement par l’activation de ’AMPK et PPARa, qui sont les deux
principales voies de signalisation de l’adiponectine. Le récepteur AdipoR1 active
préférentiellement la voie AMPK dans le muscle, et le récepteur AdipoR2 la voie
PPARa dans le foie. D’autres voies de signalisation de ’'adiponectine sont également
impliquées, tels que les céramides ou la voie des NF-kB. Il est aujourd’hui démontré
que, pour une part au moins, la transduction du signal adiponectine fait intervenir

une protéine adaptatrice APPL1 (Figure 10).
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Figure 10. Principales voies de signalisation de I’adiponectine. La liaison de
l'adiponectine aux récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 permet le recrutement de l’effecteur
APPL1 et la transduction du signal, activant la voie de I'’AMPK impliquée dans le
métabolisme des lipides et des glucides, la vasodilatation et la cytoprotection ; et les voies de
signalisation impliquant la p38MAPK et RABS permettent de stimuler la translocation du
GLUT4 favorisant le transport du glucose.

D’aprés Deepa and Dong (2009) et Shehzad et al. (2012)
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a. Transduction du signal via APPL1

L’interaction entre l’adiponectine et l'extrémité extracellulaire carboxyl-
terminal des récepteurs entraine la liaison de la protéine APPL1 (Adaptor Protein,
Phosphotyrosine Interaction, PH Domain And Leucine Zipper Containing 1) avec la
région intracellulaire des récepteurs de l’adiponectine (Mao et al. 2006). L’APPL1

joue ainsi un role direct dans la cascade de signalisation de ’adiponectine.

La liaison d’APPL1 a une petite hydrolase du GTP (GTPase), Rab5, active la
translocation du transporteur de glucose Glut4 qui active la captation du glucose
dans le muscle. L’APPL1 active également deux autres enzymes, la MAPK (Kadowaki
et al. 2006) et ’AMPK (Deepa and Dong 2009), qui activent de la méme facon la
captation du glucose. L’activation de ’AMPK entraine également la phosphorylation
de l'acétyl-coenzyme A carboxylase (ACC), favorisant ainsi l'oxydation des acides
gras dans le muscle et le foie (Lafontan and Viguerie 2006). La phosphorylation de
AMPK dans les cellules endothéliales, permet la phosphorylation de 1’eNOS
(endothelial nitric oxide synthase 3) permettant la vasodilatation des vaisseaux. Les
effets anti-inflammatoires de l’adiponectine passe également par l’activation de
I’AMPK qui inhibe la voie des facteurs NF-k (Yamauchi et al. 2014).

Les effets de l’adiponectine sur la sensibilité a linsuline sont également
dépendants de ’APPL1 (Mao et al. 2006). L’APPL1 se lie notamment avec la protéine
kinase B (Akt) et la sous-unité catalytique p110a de la phosphoinositide 3-kinase
(PIBK) permettant le rapprochement de ces deux protéines et ainsi la
phosphorylation de Akt (Mitsuuchi et al. 1999). La phosphorylation de I’Akt permet
ainsi d’activer la translocation de Glut4 et d’augmenter la captation du glucose
(Mao et al. 2006). Enfin, les effets bénéfiques de ’adiponectine sur la sensibilité a
I'insuline sont aussi le résultat d'une activation du métabolisme glucidique et

lipidique via l’activation des PPARa (Yamauchi et al. 2003b).

b. AMPK

L’AMPK est une protéine sérine/thréonine kinase exprimée dans de
nombreux tissus, comme le muscle squelettique, le muscle -cardiaque,
I’hypothalamus, le foie, le tissu adipeux ou les cellules B pancréatiques. Cette
protéine hétérotrimérique est constituée d’une sous-unité catalytique a et de deux
sous-unités régulatrices, et y (Kahn et al. 2005). L’¢tat d’activation de 'AMPK
dépend de la concentration intracellulaire en adénosine monophosphate AMP, qui

est étroitement liée a la concentration en ATP. L’augmentation de ’AMP dans la
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cellule conduit a une augmentation de la liaison de 'AMP sur 'AMPK permettant
ainsi son activation (Yamauchi et al. 2007).

En termes de balance énergétique cellulaire, la voie de I'AMPK permet
d’activer les voies de signalisation générant de ’ATP et d’inhiber celles qui sont
consommatrices, notamment les voies anaboliques (Friedrichsen et al. 2013). Ainsi,
AMPK régule ’'homéostasie énergétique en inhibant la synthése des substrats
glucidiques et lipidiques tout en favorisant leur utilisation. L’AMPK favorise ainsi la
captation et l'oxydation du glucose et des acides gras dans les muscles cardiaques
et squelettiques, et inhibe la synthése des acides gras au niveau du foie et des
adipocytes, la lipogenése du tissu adipeux, la synthése du cholestérol et la
néoglucogenése dans le foie. L’”AMPK agit sur les cellules  pancréatiques et inhibe
ainsi la sécrétion d’insuline. L’AMPK controle également l’apport énergétique
alimentaire via son action au sein des cellules hypothalamiques.

L’activation de ’AMPK par l'adiponectine joue ainsi un rbéle important dans la
régulation du métabolisme énergétique, a la fois par ses effets périphériques et

centraux.

C. Les PPARs

Les récepteurs nucléaires activés par les proliférateurs de peroxysomes,
PPARs, font partie d’'une famille regroupant les récepteurs aux hormones stéroides
et thyroidiennes, a la vitamine D3 et au rétinoides. Ils existent trois isoformes
majeures chez ’homme : a, B et y. Chacune posséde un domaine C-terminal, qui est
le domaine de liaison avec le ligand et un domaine N-terminal, possédant une
fonction indépendante du ligand.

Chacune de ces isoformes peut se distinguer par sa distribution tissulaire, la
nature de son ligand et son réle fonctionnel. Ainsi, PPARa régule les génes clés du
métabolisme lipidique et participe au controle de linflammation, PPARP est
impliqué dans ’embryogéneése et la différenciation des kératinocytes, et PPARy est
impliqué dans le stockage lipidique, la différentiation des adipocytes et le controle

de l'inflammation.

d. RAS/MAPK

Les MAP kinases sont une famille de protéines constituée de trois sous-
familles : les kinases JNK (c-jun N-terminal kinase), les kinases p38, et les kinases

ERK.
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Cette voie de signalisation régule plusieurs processus cellulaires dont la
prolifération, la différenciation, la réponse au stress cellulaire et la survie cellulaire

(Avruch 2007).

e. Les céramides

Les céramides sont des lipides mineurs composés d'une base a longue
chaine, sphingosine, lié a un acide gras par une liaison amide. Ce sont des
constituants des sphingolipides, et sont produits au cours de leur catabolisme. Ils
sont dans un premier temps transformés en sphingosine grace a l’action de la
céramidase, puis en sphingosine-1-phosphate (S1P) par la sphingosine kinase.

Les céramides provoquent une résistance a l'insuline via l'inhibition de la
protéine kinase B (PKB/Akt) (Mahfouz et al. 2014). Enfin, la SP1 induit la

prolifération cellulaire et inhibe I'apoptose.

f. NF-xB

Les facteurs de transcription NF-kB partagent un domaine N-terminal
homologue Rel (RHD), qui permet la liaison a I’ADN. L’induction dun stimulus
déclenche lactivation du complexe IKK, entrainant la phosphorylation,
I'ubiquitination et la dégradation des protéins IkB. Les diméres NF-kB ainsi libérés
sont ensuite activés permettant induction des génes cibles, impliqués notamment
dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire.

L’activation de la voie des NF-kB est également impliquée dans le systéme
immunitaire, dans le controle de la transcription de cytokines et d’effecteurs
antimicrobiens. L’activation de la voie entraine aussi une surexpression de la
chaine lourde de la ferritine et d’autres génes cibles de NF-kB comme la superoxyde
dismutase manganése (mnSOD) et la nitrique oxyde synthase inductible (iNOS),
pouvant expliquer la protection contre le stress oxydatif par 'adiponectine (Van

Berendoncks and Conraads 2011).

D. Impact de 'activité physique sur ’adiponectine et ses effets

Tout comme 1’activité physique, 'adiponectine est associée a une diminution
des risques des maladies métaboliques chroniques et cardiovasculaires et, a
I’échelon de 'organisme, d'une amélioration de la sensibilité a I'insuline, d'une plus
grande capacité a oxyder les lipides, et d’effets anti-inflammatoires et anti-
athérogénes. De ce fait associé a des cibles cellulaires en partie communes, de

nombreuses études ont examiné les effets de lactivité physique sur les taux
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circulants d’adiponectine et sur ses effets. Cependant les liens entre lactivité
physique et adiponectine sont assez complexes et encore incomplétement élucidés.
Alors qu’une grande majorité des études ne montre aucun effet de l’activité
physique sur les taux circulants d’adiponectine (Hayashino et al. 2014), certaines
mettent en évidence soit une diminution soit une augmentation de ces taux
(Simpson and Singh 2008; Bouassida et al. 2010; Golbidi and Laher 2014). Cette
contradiction apparente entre les études peut s’expliquer par de nombreux facteurs,
a commencer par les changements de composition corporelle pouvant étre induits
par lactivité physique (dont on connait les effets directs sur l'expression de
l'adiponectine au niveau du tissu adipeux), mais également la spécificité des
populations étudiées, les caractéristiques des exercices pratiqués (type, intensité,
durée), ou encore les formes d’adiponectine étudiées. Des études plus récentes et
moins nombreuses suggerent qu’au-dela dun effet sur les effets circulants
d’adiponectine, l’activité physique pourrait également moduler la sensibilité

tissulaire a cette hormone

1.  Effets de l’exercice sur la composition corporelle, le principal facteur de
confusion des effets chroniques de 'activité physique sur l’adiponectine
plasmatique

L’adiponectine étant inversement corrélée a la masse grasse, si un protocole
d’intervention physique provoque une diminution du poids corporel et/ou
modification de la composition corporelle, l’effet propre de l’activité physique sur
l'adiponectine circulante peut difficilement étre évalué ou étre confondu avec celui
de la perte de poids.

La plupart des études montrant une augmentation de l’expression de
l'adiponectine dans la circulation en réponse a l'exercice correspondent a des
interventions ayant induit une diminution de la masse grasse des sujets.

Shadid et al. (2006) ont notamment montré que des adultes obéses, de type
androide, insulino-résistants ou non, ont diminué leur masse grasse viscérale et
ont amélioré leur sensibilité a l'insuline et leurs profils d’adiponectine, aprés 19
semaines d’intervention sur l’exercice et le régime alimentaire. Dans une autre
étude, chez des sujets présentant une obésité sévere (IMC : 45.8 + 1.9kg/m?), un
programme de 15 semaines combinant exercice et régime alimentaire hypocalorique
a permis de réduire leur poids corporel et des marqueurs de l'inflammation, et
d’augmenter la sensibilité a linsuline et ’adiponectine plasmatique (Bruun et al.
2006). Les changements d’alimentation combinés avec l’exercice augmentent ainsi
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les taux circulants d’adiponectine de facon concomitante avec une diminution de la
masse grasse, dans l'obésité sévere. Il est probable que l'augmentation de
l’'adiponectine circulante dans ces interventions n’explique pas, a elle seule, les
améliorations métaboliques associées a l’exercice physique et a la perte de poids.
Ainsi dans une étude chez des sujets agés obeses (63 + 1 an), ayant suivi 12
semaines d’entrainement aérobie, les taux plasmatiques d’adiponectine n’étaient
pas modifiés malgré une diminution significative de la masse grasse viscérale et une

amélioration de la sensibilité a I'insuline (O'Leary et al. 2006).

Dans les études, plus rares, ou l'intervention sur l’activité physique n’induit
pas de changement du poids et/ou de la composition corporelle, les taux circulants
d’adiponectine ne sont généralement pas modifiés, voire méme paradoxalement
diminués dans quelques études.

Nassis et al. (2005) ont notamment montré qu’aprés 12 semaines d’exercice
aérobie mais sans changement du poids corporel ou de la masse grasse, des
adolescentes obéses ont amélioré leur sensibilité a I'insuline bien qu’en parallele les
taux circulants d’adiponectine n’aient pas changé. L’interrelation des effets de
lactivité physique et de la variation du poids corporel des sujets sur les taux
d’adiponectine est illustrée dans I’é¢tude de Christiansen et al. (2010). Ces auteurs
s’intéressent aux effets d’'une restriction calorique et de l’activité physique, utilisés
seuls ou en combinaison, sur le poids et sur 'adiponectine circulante. Dans cette
étude, la restriction calorique seule ou avec l’activité physique, a induit une perte
de masse corporelle de 13% et induit une augmentation des concentrations
plasmatiques d’adiponectine. En revanche, l'intervention sur l’activité physique,
seule, induisant seulement 3,5% de diminution du poids corporel, n’a pas modifié
les concentrations plasmatiques.

Ces différents résultats suggérent donc que l'augmentation des taux
plasmatiques d’adiponectine en réponse a lactivité physique, pourrait étre la
conséquence de la diminution de la masse grasse induite par les protocoles

d’exercice plutét qu’a un effet propre de l’activité physique.

Quelques études, telles que celles d’Tbanez et al. (2010) ont a l'inverse montre
que des femmes obéses soumises a un entrainement d’exercice en résistance de 16
semaines, combiné avec une restriction calorique, ont diminué leurs taux
plasmatiques d’adiponectine de facon un peu paradoxale au regard de

l'amélioration de la sensibilité a I'insuline observée chez des sujets.
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De facon similaire, l’entrainement de type aérobie chez des patients
présentant une insuffisance cardiaque chronique entraine également une
diminution des concentrations plasmatiques d’adiponectine, et une amélioration de
la sensibilité a l'adiponectine via ’activation de ses récepteurs dans le muscle et de

son effecteur AMPK (Van Berendoncks et al. 2011).

2.  Effets de lexercice aigu sur l'adiponectine plasmatique

La pratique de lactivité physique en aigu engendre un stress dans
l'organisme, qui met en place différentes adaptations physiologiques lorsque la
pratique devient chronique.

Les effets de lactivité physique, pratiquée en aigu, sur les niveaux
d’adiponectine semblent variés selon le niveau d’activité physique des sujets avant
étude.

Une étude chez des sportifs de haut niveau de sexe masculin montre que les
taux circulants d’adiponectine sont diminués immédiatement aprés l'exercice (un
test de 6000m sur un rameur ergometre) et augmentés aprés une période de 30
minutes de récupération, apreés ajustement sur les changements de volume
plasmatique (Jurimae et al. 2005). Dans une étude ultérieure, ces mémes auteurs
ont examiné les changements en aigu de l’adiponectine en réponse a 6500m
d’aviron réalisé au seuil anaérobie chez des sportifs. Les concentrations circulantes
d’adiponectine n’étaient pas modifiées immédiatement aprés lexercice mais
augmentées aprés 30 minutes de récupération (Jurimae et al. 2006a). Les
concentrations d’adiponectine sont ainsi modifiées en aigu en réponse a des
exercices intenses chez les sportifs de haut niveau.

En revanche, plusieurs études menés chez des sujets qui n’étaient pas des
sportifs de haut niveau, et examinant les effets de 1’exercice pratiqué sur de courtes
durées (course et cyclisme) sur les concentrations circulantes d’adiponectine n’ont
pas observé de changement (Kraemer et al. 2003; Ferguson et al. 2004). De plus,
chez des sujets actifs, mais pas sportifs de haut niveau, de sexe masculin ayant
réalisé deux sessions d’exercice aérobie de longue durée, 120 minutes a 50% de
leur capacité maximale d’exercice, aucun changement non plus dans les
concentrations circulantes d’adiponectine aprés exercice et lors de la récupération

n’a été observé (Jurimae et al. 2006Db).
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Les effets de l'exercice en aigu semblent également dépendre du poids
corporel des sujets. Contrairement aux sujets en bonne santé chez lesquels aucun
changement n’est observé avec l’activité physique, la pratique d’exercice en aigu
augmente les concentrations plasmatiques d’adiponectine (+260% par rapport aux
valeurs en basal) chez des sujets en surpoids, et ce sans changement du poids

corporel (Kriketos et al. 2004).

3.  Exercice et adiponectine tissulaire

Les variations d’adiponectine observées dans certaines études en réponse a
l'exercice peuvent peut-étre s’expliquer par des variations de son expression dans
les tissus, ie. sa syntheése. Toutefois, de la méme facon que pour les taux
plasmatiques, les variations du niveau d’expression de l’adiponectine dans le tissu
adipeux observées en réponse a l’activité physique, semblent étre en grande partie
liés aux effets de l’activité physique sur la masse grasse. Ainsi, Lakhdar et al. (2014)
ont examiné l'effet d'un entrainement aérobie de 6 mois, seul ou combiné avec une
restriction calorique, sur l'adiponectine circulante et dans le tissu adipeux, chez des
sujets obéses de sexe féminin. Ils ont montré que les niveaux d’expression de
I’'adiponectine dans le tissu adipeux augmentaient dans les deux groupes, de facon
concomitante avec l'augmentation des taux plasmatiques d’adiponectine et une
diminution du poids corporel des sujets. Cependant, dans une étude réalisée chez
des femmes obéses, ayant suivi un programme d’entrainement aérobie de 3 mois,
les concentrations plasmatiques et tissulaires (tissu adipeux) d’adiponectine
n’étaient pas modifiées par lintervention, malgré une diminution de la masse
grasse (Polak et al. 2000).

La diminution de masse grasse observée dans ces études et induite par
l’activité physique, permet peut-étre de diminuer ’hypoxie et l'inflammation induite
par l'obésité, et ainsi de rétablir 'expression de 1’adiponectine via la stimulation de
la voie des PPARYy et l'inhibition de la voie HIF-1 (Chen et al. 20006).

Van Berendoncks et al. (2011) ont examiné les effets d'un entrainement
combinant exercices aérobie et en résistance sur des patients de sexe masculin
atteints d’insuffisance cardiaque chronique. Ces patients sont caractérisés par des
taux circulants d’adiponectine et des niveaux d’expression musculaires de son géne
augmentés par rapport a la normale, et a linverse des niveaux d’expression
musculaires de son récepteur AdipoR1 diminués. L’entrainement physique chez ces

patients a permis de rétablir les concentrations musculaires de 'adiponectine et de
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son récepteur AdipoR1 et d’améliorer le métabolisme lipidique et glucidique dans le

muscle.

Chez le rat, Garekani et al. (2011) ont examiné les effets de différentes
intensités d’exercice sur la concentration tissulaire d’adiponectine dans le tissu
adipeux, le muscle et le foie. Les animaux ayant suivi un entrainement d’intensité
moyenne et élevée présentaient des taux plasmatiques et une concentration
d’adiponectine au niveau du tissu adipeux supérieurs aux rats n’ayant pas réalisé
d’exercice, probablement, la encore, du fait d’'une perte de masse grasse. Le niveau
d’expression de 'adiponectine n’était pas différent dans le muscle et le foie.

Une étude a montré que des souris soumises a 15 jours d’exercice
présentaient des concentrations d’adiponectine dans ’hippocampe augmentées par
rapport a leurs congénéres non soumises a l'exercice, sans changement des taux

plasmatiques et adipeux de l'adiponectine (Yau et al. 2014).

4.  Exercice et métabolisme de l'adiponectine

Des variations de la clairance de 'adiponectine peuvent peut-étre expliquer la
variation de ses taux circulants en réponse a l’exercice. En effet, la clairance de
l’adiponectine semble dépendre de sa biodisponibilité et de son activité. Les travaux
d’Halberg et al. (2009) ont suggéré qu'une clairance rapide de l’adiponectine va de
pair avec une forte biodisponibilité et bioactivité alors qu’une clairance retardée est
un indicateur d’une dysfonction métabolique périphérique.

Auerbach et al. (2013) ont montré que 'entrainement de type endurance chez
des sujets obeéses a modifié la distribution des différentes formes d’adiponectine
dans la circulation en faveur de la forme LMW, avec notamment une diminution de
la forme HWM dans la circulation, indépendamment d’une perte de poids corporel.
La forme HMW étant considérée comme la forme active de ’adiponectine, on peut
supposer que la forme de HMW a vu sa clairance augmenté en réponse a

I’entrainement dans cette étude.

5. Exercice et récepteurs a l’adiponectine

L’adiponectine circulante et tissulaire étant régulées par l’activité physique,
des effets comparables peuvent étre attendus sur l'expression de ces récepteurs.
Dans leur étude comparant des interventions sur le régime alimentaire ou

sur l'exercice, ou une combinaison des deux, Christiansen et al. (2010) ont montré
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une augmentation de 'expression des récepteurs dans le tissu adipeux et le muscle
squelettique dans les 3 types d’intervention, mais une modification des taux
d’adiponectine circulante seulement lorsque lintervention comprenait une

composante de régime alimentaire et une perte de poids.

Dans le muscle squelettique, AdipoR1 active les voies de signalisation de
’AMPK et PPARs, qui sont des voies également activées par l’exercice. Certaines
études récentes suggeérent que les effets bénéfiques de l’exercice pourraient en
partie étre liés a son impact sur les récepteurs a l’adiponectine et APPL1. Quelques
études ont ainsi montré que l’exercice de longue durée augmente l'expression du
géne de I’AdipoR1 dans le muscle et améliore la sensibilité a 'insuline chez les rats,
normaux ou obeéses (Chang et al. 2006; Zeng et al. 2007). Bluher et al. (2006) ont
examiné l’adiponectine circulante et l'expression de ses récepteurs dans le muscle
chez des sujets normaux ou présentant un diabéte de type 2, avant et apres 4
semaines d’entrainement physique (3 sessions par semaine), ayant induit une
diminution du poids corporel et de la masse grasse. Ils ont montré que
l'entrainement physique augmente les concentrations circulantes d’adiponectine et
les niveaux d’expression de ses récepteurs dans le muscle. Sur un sous-groupe de 5
sujets, ils ont observé qu'une session intense de 3h d’exercice augmentait
l'expression des ARNm des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 ainsi que la
phosphorylation de '’AMPK et de I'ACC dans le muscle, mais aucun effet sur
l’'adiponectine circulante. Les niveaux d’expression des récepteurs dans le tissu
adipeux sous-cutané ont également augmenté en réponse a lentrainement
physique de 4 semaines (Bluher et al. 2007). Le niveau d’expression viscéral et
sous-cutané du récepteur AdipoR2 était corrélé avec l’adiponectine circulante, la
sensibilité a I'insuline, le controle glycémique et les taux de lipides.

D’autres études chez la souris ont montré que l'exercice améliorait la
sensibilité a I'insuline grace a 'augmentation des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2, et
de la protéine APPL1 dans les tissus hépatique, adipeux et du muscle squelettique
(Farias et al. 2012; Marinho et al. 2012).

Ainsi, ces études suggerent que l'expression des récepteurs a l'adiponectine est
régulée dans différents tissus, comme le muscle squelettique et le foie, par l'activité
physique, et permet ainsi une meilleure action de l'adiponectine, notamment pour

améliorer la sensibilité a insuline ou 'oxydation des lipides.
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E. Questions en suspens

Les effets de l’activité physique sur la synthése et les taux circulants
d’adiponectine semblent variés selon lintensité, le volume et la durée de
l'intervention mais aussi probablement selon ses effets sur la masse grasse.
Quelques études récentes, notamment chez des insuffisants cardiaques, suggérent
que lactivité physique pourrait également améliorer la sensibilité des tissus a
l'adiponectine, via ses récepteurs, et permettre ainsi une amélioration de la
signalisation de ’adiponectine et des fonctions métaboliques associées.

Cependant l'effet per se de l'activité physique n’est pas totalement élucidé. En effet,
parmi les études visant a étudier les effets de l'exercice sur l’adiponectine,
plasmatique ou tissulaire, beaucoup montrent une variation du poids corporel ou
de la masse grasse des sujets (animal ou humain), qui est un parametre important
de l'expression de l'adiponectine. Afin d’éclaircir ces résultats, il est nécessaire
d’étudier les effets de l’exercice indépendamment de toute variation de poids des
sujets, sur les taux plasmatiques et tissulaires de ’adiponectine, ainsi que de ses
récepteurs. Une autre question dans les études disponibles a trait aux dosages
utilisés pour mesurer les taux circulants d’adiponectine, certaines études reposant
sur le dosage de l’adiponectine totale et non de sa forme active de haut poids

moléculaire.
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III. MicroARNs et activité/inactivité physique
A. Généralités

Chez les eucaryotes, les génes sont régulés de facon positive ou négative a
différentes étapes de l'expression, au niveau chromatinien par meéthylation ou
acétylation de I’ADN, au niveau transcriptionnel via des facteurs de transcription,
au niveau post-transcriptionnel via notamment ['épissage alternatif ou les
microARNs et au niveau post-traductionnel par modification de la structure des
protéines.

Parmi les régulateurs de l’expression des génes, les microARNs (miARNs)
forment une sous-famille parmi les petits ARNs et participent a l'interférence ARN
ou RNA silencing. Ce mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de
l'expression des génes est impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques, tels
que le développement embryonnaire, la différenciation et prolifération cellulaire ou
encore le métabolisme. On estime que les microARNs réguleraient environ 60 % des
génes codant pour des protéines chez ’'homme (Friedman et al. 2009).

Les miARNSs sont exprimés par toutes les cellules eucaryotes, et représentent
a ce jour la classe la plus abondante de petits ARNs décrite chez les mammiferes.
On estime notamment que plusieurs centaines de génes codent pour des miARNs
chez les invertébrés, et que cela atteint plusieurs milliers chez les plantes et
vertébrés. Chaque miARN est capable de se fixer a un ou plusieurs ARN messagers
(ARNm) cibles et contrdle ainsi les niveaux d’expression des protéines de ces ARNm.

IIs réguleraient ainsi une trés large proportion du transcriptome.

1.  Un peu d’histoire

Les microARNs ont été découverts récemment, en 1993, chez le nématode
Caenorhabditis elegans (Lee et al. 1993). Dans cette étude, les auteurs ont
découvert que le geéne lin-4, un répresseur de lin-14 impliqué dans le
développement larvaire, ne codait pas pour une protéine mais codait notamment
pour un petit ARN de 22 nucléotides présentant plusieurs sites de complémentarité
dans la région 3’ non codante des ARNm codant pour la protéine lin-14. La
complémentarité de ce petit ARN permet ’association entre lin-4 et lin-14 réprimant
ainsi lin-14. A 1’époque, cette découverte avait été considérée comme une

particularité du développement des nématodes.
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Ce n’est que 7 ans plus-tard que les microARNs ont été reconnus comme une classe
distincte de régulateurs, grace a la découverte d'un nouveau miARN également chez
C. elegans (Reinhart et al. 2000). Ils ont ainsi identifié un miARN de 21 nucléotides,
let-7, qui se fixe sur la région 3’ non codante des ARNm codant pour la protéine lin-
41 empéchant sa syntheése.

Par la suite, des milliers de microARNs ont été identifiés chez les invertébrés,
les plantes et les vertébrés, enrichissant d’année en année la banque de donnée de
séquences de microARNs miRBase (Figure 11). Ainsi, au jour d’aujourd’hui ce sont
2588 miRNAs qui ont été décrits chez ’'homme, 1915 chez la souris et 765 chez le
rats, 434 chez C. elegans ou encore 427 chez Arabidopsis thaliana (Kozomara and
Griffiths-Jones 2014). Au cours des dix derniéres années le nombre de publications,
référencées dans PubMed, portant sur les microARNs ainsi que leurs cibles n’ont
cessé de croitre (Figure 11). Rapidement, de nombreuses études ont permis
notamment de comprendre les différentes étapes de leur biosynthése ainsi que leurs

implications biologiques.
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Figure 11. Augmentation exponentielle du nombre de travaux de recherches sur les
microARNSs. Depuis 2003 le nombre de séquences matures de microARN déposées dans la
base de données miRBase, le nombre de publications dans PubMed sur les microARNs et le
nombre de publications dans PubMed s’intéressant aux cibles des microARNs ont fortement
augmente.

D’apres Reyes-Herrera and Ficarra (2012)

2.  Identification des microARNs et de leurs cibles

L’identification des microARNs repose principalement sur la prédiction des
génes codants pour ces petits ARNs réalisée par analyses bioinformatiques. Les
microARNs présentent des séquences trés conservées entre les espéces et une

structure théorique bien particuliere qui permettent d’évaluer si une séquence
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spécifique peut correspondre a un microARN. Ces analyses n’étant pas parfaites, un
microARN prédit doit étre validé expérimentalement. La base de données miRBase
(Kozomara and Griffiths-Jones 2014) recense tous les microARNs validés.

L’identification des cibles des microARNs repose également sur des analyses
bioinformatiques fondées également sur des critéres spécifiques du geéne
cible, comme une tres forte conservation de séquence du site d’appariement entre
especes ou le fait que lextrémité 5’ (la téte) du microARN présente un fort
appariement a TARNm. De la méme facon, une cible prédite doit étre validée par
analyses expérimentales. Il existe en effet de nombreux faux positifs, avec une
estimation d’environ un seul site prédit sur 10 étant validé.

De plus, une fois les cibles d'un microARN validées il convient ensuite
d’étudier le role régulateur de ce microARN. L’approche principalement utilisée est
I'inhibition de son activité, soit par délétion du géne codant pour le microARN
(genetic knockout, KO), soit par liaison avec une séquence inhibant 1’action du

microARN, et d’examiner les conséquences.

B. Biosynthése des microARNs

La biosynthése des microARNs est un processus cellulaire qui se déroule en
plusieurs étapes, initié dans le noyau et finalisé dans le cytoplasme. Les microARNs
sont produits a partir de précurseurs de plus grande taille qui subissent une
succession de clivages catalysés par des enzymes permettant de produire les
microARNs matures (O'Carroll and Schaefer 2013). Les microARNs (miARNSs)
matures sont de petits ARN simple brin non codant d’une longueur moyenne de 22

nucléotides, dépourvus de queue poly(A) et de coiffe protectrice en 3’ (cap).

1.  Organisation génomique des microARNs

Chez 'homme, les génes codants pour les microARNs sont présents sur tous
les chromosomes, a l'exception du chromosome Y. Dans un premier temps, il était
pensé que la localisation des miARNs était exclusivement intergénique, mais
plusieurs études ont montré que leur localisation était en fait dans des unités de
transcription bien spécifiques. Les génes codants pour les microARNs peuvent étre
classés selon leur localisation génomique : les microARNs exoniques, introniques ou
intergéniques (Figure 12) (Rodriguez et al. 2004; Zhao and Srivastava 2007).

Environ 10% des microARNs sont codés a partir de séquences intégrées ou

chevauchant des exons. Ils sont généralement orientés comme le géne hote, et
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proviennent soit de la région 5’ ou 3’ UTR non codante, par exemple miR-198

intégré au géne codant pour la follistatin-likel FLST1 (Figure 12).
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Figure 12. Organisation génomique des microARNs. Les microARNs peuvent étre classés
selon la localisation génomique de leur séquence codante : les microARNs exoniques,
introniques ou intergéniques. Suite a la transcription, 1'épissage libére un ou des pré-
miARNs et ARNm mature.

D’aprés Zhao and Srivastava (2007)

Environ la moitié des microARNs connus sont localisés dans des introns
d’unités de transcription codante pour des protéines ou non codantes, et sont
appelés mitrons. Dans l’é¢tude de Rodriguez et al. (2004), sur 117 miARNs étudiés,
27 microARNs étaient des introns d’ARN non codant et 90, soit 72%, étaient des
introns de génes codants pour des protéines. Généralement les séquences codantes
pour les microARNs introniques sont dans la méme orientation que leur géne hote
et font partie du transcrit primaire de celui-ci. Par exemple, miR-208, qui est
spécifiquement exprimé dans le tissu cardiaque chez ’homme et la souris, est
intégré a l'intron 28 du géne codant pour la protéine a-myosin heavy chain MHC-a.
Les précurseurs des micro-ARNs sont ensuite produits par clivage lors de I’épissage
de lintron (Figure 12). Dans 1’étude de Monteys et al. (2010), les auteurs prédisent
que 35% des microARNs introniques posséderaient leurs propres promoteurs, et
pourraient ainsi étre régulés de facon indépendante au géne hote.

Certains microARNs sont intergéniques (20%). Du a leur localisation dans
des séquences d’ADN non transcrites, ils sont régulés par des éléments de
régulation de la transcription qui leurs sont spécifiques, notamment promoteurs et
signaux de terminaison. Par exemple miR-1-1 et miR-133a-2 qui sont des miRNAs
spécifiques du muscle, sont régulés par les facteurs de transcription serum-

response-factor (SRF) et myogenic differentiation 1 (MyoD1). Ils peuvent également
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étre localisés dans des introns mais présentent alors une orientation anti-sens
(Zhao and Srivastava 2007).

Dans l’é¢tude de Rodriguez et al. (2004), 14 microARNs sur les 161 étudiés,
soit 8% environ, avaient une distribution mixte, i.e. selon I’épissage alternatif leur
localisation était soit exonique soit intronique (Figure 13).

Le reste des microARNs dérivent de séquences d’ADN répétées.
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Figure 13. Biosynthése des microARNs introniques a distribution mixte. Le microARN
mature est synthétisé soit par épissage d’un intron soit par excision de 1’exon.

D’apreés Lin et al. (2006)

Par ailleurs, le locus d'un microARN peut correspondre a un géne unique ou

a un groupe de geénes de microARNs, on parle alors de cluster. Chez les

mammiféres, environ 30 a 50 % des microARNs sont regroupés en cluster. Lors de

la transcription, un seul pri-miARN, transcrit primaire des microARNSs, est produit,

puis lors de la maturation, les différents microARNs matures sont libérés (Williams

2008).

2. Transcription des microARNs

Les microARNs sont synthétisés selon deux types de voies, la voie canonique
et la voie non-canonique qui permettent d’aboutir a une molécule finale de 22

nucléotides en moyenne (Figure 14).
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Figure 14. Représentation schématique des voies de synthéses canonique et non
canonique des microARNs. AGO, protéine argonaute; DGCRS8, DiGeorge syndrome critical
region 8; miR, microARN; PACT, protein activator of the inerferon-induced protein kinase;
Pre-miARN, précurseur de microARN; Pri-miARN, transcript primaire de microARNs; TRBP,
Transactivation response RNA binding protein; RISC, RNA-induced silencing complex.
D’apres Westholm and Lai (2011) et O'Carroll and Schaefer (2013)
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a. Voie canonique

Dans la voie canonique, la synthése des microARNs commence par la
transcription de transcrits primaires, les pri-miARNSs, longs de plusieurs centaines
a milliers de nucléotides, par 'action d'une ARN polymérase a partir du promoteur
du gene hote et/ou spécifique du microARNs. L’ARN polymérase est
majoritairement ’ARN pol II, mais 5% des microARNs introniques dépendraient de
promoteurs dépendants de I’ARN pol III (Monteys et al. 2010).

La structure secondaire des pri-miARNs contient généralement une structure
secondaire en boucle, dite en épingle a cheveux d’environ 80 nucléotides, et de
facon similaire a un ARNm, une coiffe a I'extrémité 5’ et une queue poly-adénylée a
lextrémité 3’. Comme mentionné précédemment, lors de la transcription dun
cluster de miARNs, un seul pri-miARN est synthétisé qui peut alors contenir
plusieurs structures secondaires en épingle a cheveux (Cullen 2004).

Une fois le transcrit primaire synthétisé par ’ARN polymérase, il est clivé en
un précurseur, le pre-miARN. Le clivage est réalisé par la ribonucléase de type III
Drosha en association avec le cofacteur DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region
8) chez 'homme, formant ainsi un complexe appelé microprocesseur. Ce cofacteur
est essentiel car il aide Drosha a reconnaitre son substrat et la fixation de I’ARN. Le
site de clivage par Drosha dépend de la séquence et de la structure secondaire, en
épingle a cheveux, du pri-miARN (Wahid et al. 2010).

A Tissu du clivage par Drosha, le pre-miARN est relativement instable et doit
étre rapidement transporté hors du noyau pour poursuivre sa maturation.
L’exportation du pre-miARN dans le cytoplasme se fait par les pores nucléaires, par
le biais d’'un grand complexe protéique, ’exportine 5 (Kim 2004). Ce transport est
actif, et nécessite certaines caractéristiques structurales du pre-miARN : une tige
d’ARN supérieure a 16 paires de bases et une extension de deux nucléotides a son
extrémité 3’ (Zeng and Cullen 2004).

Une fois le pre-miARN dans le cytoplasme, il est clivé par la ribonucléase de
type III Dicer produisant un duplex miARN-miARN de 22 nucléotides en moyenne.
Dicer est une protéine trés conservée au cours de I’évolution et a travers les taxons.
Elle est composée de deux domaines ribonucléase III et d'un domaine de liaison aux
ARN double brin. Cet ARN double brin est ensuite pris en charge par d’autres
protéines comme TRBP (Transactivation response RNA-binding protein) et PACT

(protein activator of the interferon-induced protein kinase) qui permettent le
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recrutement d’'une protéine argonaute Ago, formant ainsi le complexe RISC, RNA
induced silencing complex qui permet de se lier a ’ARN cible (Lee et al. 2006). Elles
ne sont pas indispensables pour le clivage du pre-miARN mais influence la
formation et ’action du complexe RISC et améliore la stabilité du microARN et son
interférence avec ’ARNm. Dans certains cas, Dicer fait partie du complexe RISC, et

il n’y a alors pas de production de duplex.

Au sein du duplex, un brin correspond au microARN mature, ou miR mature
et lautre brin est appelé miR*. Plusieurs études ont montré que certains miR* ne
sont pas systématiquement dégradés comme initialement suggéré, mais sont
également fonctionnels. Aujourd’hui, miR-5p désigne le microARN du bras 5’ de
I’épingle a cheveux (miR mature) et miR-3p, le microARN du bras 3’ (miR¥)
(Kozomara and Griffiths-Jones 2014).

Le microARN fonctionnel se compose de cing parties : 'ancre a l'extrémité 5’
(base 1), la téte qui permet l'appariement a la cible (bases 2 a 8), une région
centrale (bases 9 a 12), une région supplémentaire (bases 13 a 16) et la queue a
l'extrémité 3’ (base 17 a 22) permettant la reconnaissance de la cible (Khorshid et

al. 2013).

b. Voies non-canoniques

La voie canonique est suivie par la majorité des microARNs, cependant il

existe des variations a cette synthése, appelées voies non-canoniques.

i. Voie des mitrons, indépendante de Drosha

Lors de l'épissage du geéne hote des mirtrons, une structure semblable a un
pre-miARN est libérée, qui peut ensuite poursuivre sa maturation via la voie
canonique (Okamura et al. 2007). Cette voie ne nécessite donc pas l’action de
Drosha dans le noyau.

Certains mirtrons présentent une extension non structurée, appelée queue,
soit a 'extrémité 5’ soit a 'extrémité 3’ de I’épingle. Un clivage supplémentaire est
ainsi nécessaire pour le transport par ’exportine 5 et le clivage par Dicer. La queue
est retirée par un exosome, un complexe protéique capable de dégrader différents
types de molécules d’ARN, pour les mirtrons a queue en 5’, et probablement par

une exonucléase pour les mirtrons a queue en 3’ (Westholm and Lai 2011)
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ii. Les microARNs dérivés des snoARNs

Parmi les snoARNs (small nucleolar RNA), qui sont de petits ARNs nucléaires
impliqués dans la maturation des ARNs ribosomaux, certains présentent une
activité similaire a celle d'un microARN. Ces dérivés de snoARNs sont clivés par
Dicer, sans participation du complexe RISC. Ces « microARNs » ont été identifiés
chez plusieurs organismes incluant 'Homme, et présente une grande conservation
au cours de l’évolution. Leur ressemblance structurelle avec les microARNs suggere
que ces deux molécules peuvent étre homologues, i.e. partager un ancétre commun

(Ender et al. 2008).

iii. Les microARNs dérivés des shARNs

D’autres dérivés des microARNs ont été identifiés, les shARNs (short hairpin
RNA), qui sont des petits ARNs endogeénes en épingle a cheveux. La maturation est
assurée par des nucléases, encore non identifiées, puis par Dicer de la méme facon

que les snoARNSs.

iv.  Voie non-canonique indépendante de Dicer

Certains microARNs particuliers, comme miR-451, ne nécessite pas
l'intervention de la protéine Dicer dans leur processus de maturation. Le pri-miARN
clivé par Drosha géneére ici un pre-miARN plus court que la normal, qui ne peut
servir de substrat a Dicer. La maturation est assurée par les autres cofacteurs du

complexe RISC (Cheloufi et al. 2010) (Figure 14).

c. Nomenclature des microARNs

Un microARN mature est nommeé par les lettres miR, avec le R en majuscule,
suivies d'un chiffre. La numérotation des microARNs est réalisée par ordre de
découverte et d’intégration dans la banque internationale miRBase. Le nom du
microARN peut étre précédé de trois lettres correspondant a 'organisme dans lequel
a été décrit le microARN, par exemple hsa pour ’homme ou dme pour D.
melanogaster. Le nom peut également étre suivi des suffixes Sp ou 3p lorsque le
microARN provient respectivement du bras 5’ ou du bras 3’ de I’épingle a cheveux.
Le précurseur du microARN posséde la méme dénomination, a la différence que mir

s’écrit avec un r minuscule et 'absence du suffixe désignant le brin. Le géne codant
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pour le microARN aura le méme nom que le pre-miARN mais écrit dans une police
italique.
Pour exemple, le microARN mature hsa-miR-148b-3p a pour précurseur hsa-mir-

148b et pour géne hsa-mir-148b.

C. Régulations de 'expression des microARNs

Les microARNs sont des régulateurs essentiels du fonctionnement des
cellules. Une altération de leur expression pouvant causer des pathologies, ils sont

finement régulés pendant leur biogénése mais également dans leur fonctionnement.

1.  Régulation des genes codants pour les microARNs

La transcription des génes codants pour les microARNs est régulée de facon
similaire a ceux codants pour des protéines. Les ARN polymérase II et III n’ayant
pas les mémes propriétés et reconnaissant des promoteurs et éléments de
terminaison spécifiques, la régulation de l'expression des microARNs peut étre
réalisée de différentes facons.

Les promoteurs des génes codants pour les microARNs sont sous le controle
de facteurs de transcription pouvant favoriser ou inhiber l’expression des
microARNSs selon les tissus ou le stade de développement (Krol et al. 2010).

Chaque microARN appartenant a un cluster génomique peut également étre

transcrit et régulé de facon indépendante.
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Figure 15. Boucles de rétrocontrdole de I’expression des microARNs. Le microARN peut
inhiber le facteur de transcription qui le régule positivement ou négativement, les
rétrocontroles sont alors respectivement unilatéraux ou réciproques. La boucle de
rétrocontrole peut également étre double : un microARN inhibe le facteur de transcription
régulant positivement un autre microARN inhibiteur du facteur de transcription du premier

microARN.

D’apres Krol et al. (2010).
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L’expression des microARNs est également régulée via des boucles de
rétrocontrole, dans lesquels ils sont tres impliqués (Figure 15). En effet, de
nombreux microARNs peuvent réguler les 48 facteurs de transcriptions impliqués
dans la biogénése et la fonction de ces mémes microARNs. Les rétrocontroles
peuvent étre unilatéraux, réciproques ou doubles avec des facteurs de transcription
spécifiques. Par exemple, miR-133b et le facteur de transcription PITX3 (Paired-like
homeodomain 3) forment une boucle de rétrocontrole négatif ou PITX3 est un

activateur et miR-133b un inhibiteur (Krol et al. 2010).

2.  Régulation de la maturation des microARNs

Comme on a pu le voir précédemment, la maturation des microARNs est un
mécanisme complexe avec de nombreux acteurs et étapes, et difféere selon la
localisation des microARNs (exonique, intronique, intergénique). De ce fait, les
modes de régulation de la maturation des microARNs sont variés.

Si on s’intéresse aux étapes principales de maturation, on peut examiner la
régulation du clivage par le microprocesseur, constitué de Drosha et DGCRS8. Au
sein de ce complexe, la protéine DGCR8 a un effet stabilisateur sur Drosha qui
controle les niveaux de DGCRS8 par clivage de son ARNm induisant sa dégradation
(Han et al. 2009). La régulation du niveau d’expression et de l’activité de ces
protéines va ainsi moduler I’'accumulation des pre-miARNs.

De la méme fagcon que pour le microprocesseur, les protéines composant le
complexe RISC vont se réguler les unes et les autres. L’accumulation de Dicer
dépend notamment de TRBP dont 'augmentation entraine une déstabilisation de
Dicer et une altération dans le traitement des pre-miARNs (Chendrimada et al.
2005).

La composition nucléotidique des extrémités 5’ et 3’ d'un microARN est
déterminée par la localisation du clivage par le complexe RISC. Ce procédé n’étant
pas uniforme, les microARNs générés peuvent avoir des extrémités difféerentes, ils
sont alors considérés comme des isoformes. Si I’'hétérogénéité a l'extrémité 5’ touche
la téte du microARN, cela peut modifier les cibles du microARN et ainsi modifier ses
fonctions biologiques (Krol et al. 2010).

Plusieurs études ont également montré que les microARNs pouvaient étre
régulés par le mécanisme d’édition, qui est une modification post-transcriptionnelle

de la séquence dun ARN par addition, remplacement ou modification de
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nucléotides. Selon le lieu de son action, I’édition peut donc altérer la maturation du
microARN entrainant alors rapidement une dégradation du pri ou pre-miARN

(Kawahara et al. 2008).

D. Mécanismes d’action des microARNs

Les microARNs sont des régulateurs de l’expression génique. Généralement,
ils régulent négativement l’expression des geénes, soit par dégradation de ’ARNm
soit par inhibition de sa traduction, mais ils peuvent également favoriser

l'expression génique.

1. Reconnaissance de ’ARNm

Une fois le microARN mature pris en charge dans le complexe RISC, il peut
interagir avec son ARNm cible et son mode d’action va dépendre de leur degré de
complémentarité, mais également d’autres facteurs comme le type de protéines Ago,
la composition des ribonucléoprotéines entrant en jeu et ’action du promoteur du
microARN.

Au cceur du complexe RISC se trouvent des protéines de la famille Argonaute
(Ago) qui se lient au microARN mature et permettent de faciliter la reconnaissance
de ’ARNm cible. Chez les mammiféres, quatre protéines Ago, de 1 a 4, interviennent
dans les interactions avec les microARNs, et seule Ago2 présente une activité
d’endonucléase et permet donc de cliver les ARNs (Liu et al. 2004).

Les microARNs se composent de 5 parties dont 2 essentielles : la téte (bases
2 a 8) cruciale pour l'appariement avec '’ARNm et la queue (bases 17 a 22) a
l'extrémité 3’ permettant la reconnaissance de la cible. La téte est la région la plus
conservée des microARNs chez les métazoaires car un appariement parfait de cette
région est indispensable a l'activité du microARN. Cependant cette régle n’est pas
absolue, et certains mésappariements peuvent avoir lieu l’efficacité de l'interaction
étant alors largement diminuée.

L’appariement du microARN a son ARNm cible peut étre parfait mais il est
généralement incomplet, et le duplex microARN/ARNm présente alors une ou
plusieurs boucles au niveau de la partie centrale du microARN (bases 9 a 12).

De nombreux microARNs dans le génome possédent la méme séquence téte.
Les appariements étant généralement imparfaits, un ARNm peut alors étre la cible
de plusieurs microARNSs, et un microARN peut réguler plusieurs cibles (Figure 16).
Les interactions microARN/ARNm cible forment ainsi un réseau de régulation

génique assez complexe.
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Figure 16. Réseau de régulation des ARNm cibles par les microARNs. Un ARNm peut

étre la cible de plusieurs microARNs (par exemple microARNs X, Y et Z). De facon similaire,

chaque microARNs peuvent réguler plusieurs ARNm cibles (par exemple ARNm 1, 2 et 3).
D’aprés Baumjohann and Ansel (2013).

Les sites d’hybridation des microARNs sur les ARNm cibles se trouvent
majoritairement dans leur région 3’ non codante, et plus rarement au niveau des
ORFs (opening reading frame) et des régions 5’ non codantes (Schnall-Levin et al.
2010).

La capacité du microARN a s’apparier a son ARNm cible dépend également de
la structure secondaire de la cible, notamment de l’accessibilité de la séquence
cible. Ainsi de fortes structures secondaires a proximité du site cible peuvent limiter
l'accés au complexe miARN-RISC et empécher l'interaction du microARN avec son

ARNm cible (Kertesz et al. 2007).

2.  Inhibition de l’expression génique par les microARNs

Les microARNs inhibent l'expression des génes soit par sa dégradation soit
par inhibition de la traduction de ’ARNm cible. Le degré de complémentarité ainsi
que la protéine argonaute impliquée dans le complexe RISC va déterminer le

meécanisme mis en ceuvre.

a. Clivage et dégradation de ’ARNm

Dans le cas d’'un appariement parfait entre le microARN et son ARNm cible,
ce dernier est clive au centre de I'’hybridation microARN-ARNm, entre les

nucléotides 10 et 11. Chez les mammiféres, ce clivage est effectué par la protéine
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Argonaute 2 qui est la seule a présenter cette activité endonucléase. Cependant, ce
mode d’action, bien plus commun chez les plantes, reste relativement rare chez les
animaux pour lesquels les appariements sont majoritairement imparfaits.

A la suite du clivage, ’ARNm cible est coupé en deux fragments, un constitué de
l'extrémité S5’-phosphate et l'autre de lextrémité 3’-hydroxyl, qui sont ensuite

dégradés (Ameres and Zamore 2013).

b. Inhibition de la traduction de ’ARNm

Généralement l’appariement entre le microARN et son ARNm cible est
imparfait dans ce cas on observe alors une inhibition de la traduction du messager.
Les mécanismes moléculaires responsables de ce blocage traductionnel ne sont pas

totalement élucidés mais plusieurs hypothéses sont avancées.

i Voie dépendante de la déadénylation de ’ARNm cible

La répression de la traduction de nombreux ARNm cibles est associée a la
déstabilisation de leur structure.

Dans un premier temps, le complexe ribonucléoprotéique RISC contenant le
microARN, appelé miRISC, se fixe a ’ARNm cible. La protéine GW182, également
contenu dans le miRISC, interagit avec Agol et recrute les complexes permettant
un raccourcissement progressif de la queue poly-A, i.e. la déadénylation (Figure 17).
Certains ARNm déadénylés s’accumulent dans le cytoplasme (Filipowicz et al.
2008). La déstabilisation de la structure de PARNm peut également entrainer sa
dégradation, soit par catalyse par l'exonucléase XRN1 (5'-3' Exoribonuclease 1)
dans le sens 5’ vers 3’ aprés suppression de la coiffe, soit par catalyse par un
exosome dans le sens 3’ vers 5’. La protéine Agol n’est pas indispensable a I’action
de GW182 (Chekulaeva et al. 2009).

Enfin, la déadénylation meédiée par le microARN étant un mécanisme
indépendant de la traduction, et la répression de la traduction ne nécessitant pas
toujours la déadénylation, certains ARNm sans queue poly-A peuvent étre

également réprimés par les microARNs.

ii. Inhibition de Uinitiation de la traduction

L’inhibition de la traduction des ARNm par les microARNs peut également
étre réalisée au stade de linitiation soit a I’étape de la reconnaissance de la coiffe

soit au moment du recrutement de la sous-unité 60S du ribosome (Figure 17).
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Les microARNs peuvent seulement inhiber la reconnaissance de la coiffe des
ARNm possédant une coiffe m7G, qui est donc essentielle a la répression de la

traduction par les microARNs (Humphreys et al. 2005).

Déadénylation /_\ ® — Protéolyse
—_ r‘ - S
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Figure 17. Mécanismes de régulation post-transcriptionnel des génes par les
microARNs chez les eucaryotes. Le complexe ribonucléoprotéique RISC contenant le
microARN, appelé miRISC, se fixe a 'ARNm cible induisant une inhibition de la traduction
soit par déadénylation de la coiffe poly A, protéolyse du polypeptide naissant, inhibition de
Iinitiation ou de 1’élongation. Les ARNm réprimés par déadénylation ou inhibition de
I'initiation sont séquestrés dans des corps cytoplasmiques (GW) pour étre dégradés ou
stockeés.

D’apreés Filipowicz et al. (2008).

iii. Séquestration des ARNm dans des corps cytoplasmiques

La protéine GW182 peut également intervenir dans d’autres étapes de
I'inhibition de la traduction des ARNm par les microARNs. Les miRISCs peuvent
ainsi séquestrer les ARNm dans des corps cytoplasmiques appelés p-bodies (ARN
processing bodies) ou corps GW (GW-bodies), grace a une région particuliére de la
protéine GW182 (Figure 17). Les ARNm deviennent ainsi inaccessibles a la
machinerie traductionnelle et sont alors stockés ou dégradés.

D’autres corps cytoplasmiques contiennent des ARNm, les granules de stress
(stress granule SG) formés suite a une situation de stress ou une répression

générale de l'initiation de la traduction. Ils peuvent ainsi, comme les p-bodies, jouer

91



un role dans l'inhibition de la traduction par les microARNs avec une accumulation

des miRISCs a l'intérieur de ces granules (Filipowicz et al. 2008).

c. Inhibition apres l'initiation

L’inhibition de la traduction des ARNm n’est pas limitée a celle de l'initiation.
Certains ARNm, malgré une forte réduction de la production de leur protéine, sont
tout de méme associés a des polysomes. Les microARNs peuvent altérer le
fonctionnement des ribosomes décélérant ’élongation ou terminant la traduction de
facon prématurée (Maroney et al. 2006; Filipowicz et al. 2008) (Figure 17). Une
autre hypothése avance que les protéines peuvent étre synthétisées puis dégradées
par des protéases recrutées par le miRISC.

Les mécanismes de répression de la traduction des ARNm par les microARNs
intervenant a différentes étapes de la traduction, il est suggéré que ces mécanismes

puissent agir de concert.

d. Augmentation de l'expression génique par les microARNs

Plusieurs études ont mis en évidence que, sous certaines conditions, les
microARNs pouvaient activer ’expression de leurs cibles plutét que de la réprimer.
Les microARNs peuvent notamment favoriser la traduction, la transcription ou
encore la stabilité des ARNm cibles.

Une étude a montré que les microARNs miR-369-3p et miR-206 inhibaient la
traduction de leur cible, TNFa et KLF4, dans des cellules en prolifération, mais les
régulaient positivement dans des cellules quiescentes (Vasudevan et al. 2007). Ce
changement de fonction s’expliquerait par l'association d’Ago2 avec des protéines
différentes selon le contexte cellulaire, les miRISC inhibiteurs ne contenant pas de
protéine FXR1 (Fragile X related protein 1).

Dans une autre étude, Orom et al. (2008) ont montré que miR-10a était
capable de se lier a des ARNm cibles sans respecter les régles classiques
d’appariement de la téte, et stimulerait ainsi la traduction des ARNm.

Les microARNs ont également la possibilité de favoriser la transcription des
ARNm. Arzumanyan et al. (2012) ont notamment montré que miR-373 était capable
de se lier a la séquence promotrice de son geéne cible, la Cadhérine E, et
d’augmenter son activité transcriptionnelle dans des cellules cancéreuses de
prostate.

Un microARN peut également améliorer la stabilité d'un ARNm et empécher

sa dégradation. Ma et al. (2010) ont montré que miR-4661 peut améliorer la
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stabilité de son ARNm cible, IL-10 et favoriser son expression au niveau nucléique
et protéique dans des macrophages. Pour cela, miR-4661 rentre en compétition
avec les facteurs de dégradation RBP en se liant dans la région 3’ non codante

enrichie en éléments AU.

E. Fonctions biologiques des microARNs

Depuis que les microARNs ont été découverts, leur implication dans presque
tous les processus biologiques majeurs, notamment le développement, le controle
du cycle cellulaire, le systéme immunitaire ou le métabolisme, a été démontrée. Le
role de ces microARNs étant essentiel au bon fonctionnement cellulaire, il n’est pas
étonnant que leur dérégulation soit associée avec des états pathologiques au niveau

de 'organisme.

1.  Altérations génétiques

L’implication des microARNs dans le développement d’'un état pathologique
peut reposer sur des altérations génétiques, au niveau du microARN ou de son gene
cible.

L’altération de la régulation de l'expression des microARNs peut ainsi
résulter d’'une modification du géne codant pour le microARN, du pri-miARN, du
pre-miARN ou du microARN mature. Ces modifications peuvent entrainer une perte
de fonction des microARNs et ainsi augmenter 'expression de cibles initialement
réprimées, ou a l'inverse induire une surexpression des microARNs qui répriment
alors de facon excessive certains génes.

Par ailleurs, une mutation sur le géne cible peut empécher qu’il soit reconnu
par son microARN régulateur ou a l'inverse créer un site illégitime de fixation d'un
microARN et alors étre réprimé.

L’action convergente de plusieurs microARNs dérégulés sur des protéines
impliquées dans la méme fonction biologique peut ainsi conduire a son altération.

La premiére implication d'un microARN dans un état pathologique a été
découverte en 2002, avec lidentification dune délétion dans le cluster miR-
15a/miR-16 impliquée dans le développement de la leucémie lymphoide chronique

(Calin et al. 2002).
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2. microARNSs tissulaires et pathologies

Plusieurs études ont examiné les liens entre microARNs et pathologies,
notamment en oncologie ou le niveau d’expression de certains microARNs permet
de distinguer un tissu normal d’un tissu cancéreux (He et al. 2015). Il a été
notamment montré que certains microARNs sont pro-oncogénes, i.e. favorisent les
cancers, et sont appelés les oncomiRs, et d’autres sont des suppresseurs de
tumeurs, ie. répriment les cancers, et appelés tsmiRs (Lee and Dutta 2009).

Le cerveau semble étre le tissu présentant la plus grande richesse de
microARNs exprimés, dont certains sont spécifiques au cerveau n’étant exprimés
que dans celui-ci. De nombreuses études ont montré grace a des animaux KO pour
le géne de Dicer dans le systéme nerveux, que les microARNs jouent un réle majeur
dans le controle de la prolifération et la migration neuronale, dans le développement
et la fonction du cerveau (Adlakha and Saini 2014). Au cours de l'embryogéneése,
une inactivation de Dicer dans le cortex ou l’hippocampe, altérant ainsi la
biosynthése des microARNs, entraine des malformations cérébrales, telle que la
microcéphalie, et la mort peu aprées la naissance (Davis et al. 2008).

Plusieurs études ont montré que les microARNs tenaient également un role
majeur dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, notamment
I’hypertrophie ventriculaire gauche, les cardiopathies ischémiques, larrét
cardiaque, I’hypertension et les arythmies (Romaine et al. 2015).

L’altération de l’expression des microARNs est également associée avec de
nombreuses pathologies musculaires (Liu and Bassel-Duby 2015). Des analyses de
puces a microARNs ont ainsi montré que 185 microARNs étaient exprimés de facon
différente dans 10 pathologies musculaires majeures, comme les dystrophies
musculaires de Duchenne et de Becker ou la myopathie a némaline, ’expression de
miR-146b, miR-221, miR-155, miR-214 et miR-222 dans le muscle étant altérée
dans chacune de ces pathologies (Eisenberg et al. 2007).

Enfin, limplication des microARNs dans le controle de I’homéostasie
glucidique et lipidique a également été montrée, les niveaux d’expression de
certains microARNs étant altérés dans des modeles d’obésité et diabéte de type 2

(Arner et al. 2012).

3.  Biomarqueurs circulants de pathologies

De nombreuses études ont montré la présence des microARNs dans les

fluides corporels (sérum, plasma, salive...), enfermés dans des vésicules (exosomes,
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microparticules ou corps apoptotiques) ou associés soit a des lipoprotéines de haute
densité (HDL) soit a des protéines liant ’ARN.

I a été suggéré, que les niveaux d’expression des microARNs dans la
circulation peuvent refléter les altérations d’expression des microARNs dans les
tissus. De ce fait, ils peuvent étre associés a certaines pathologies et servir ainsi de
biomarqueurs, c’est notamment le cas dans beaucoup de cancers (Kanaan et al.
2012), ainsi que dans les infarctus du myocarde aigu ou l’arrét cardiaque (Romaine

et al. 2015), et dans le diabéte (Prabu et al. 2015).

F. MicroARNS et activité/inactivité physique

Divers stimuli de l’environnement, physique ou comportementaux, peuvent
induire un changement de l’expression des génes. Comme on l'a exposé dans le
chapitre I, la pratique réguliére d’activité physique est responsable d’effets
bénéfiques sur la santé. Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents de
lactivité physique et sa facon d’influencer le phénotype sont encore mal connus.
Comme on a pu le voir dans ce chapitre, les microARNs participent a la régulation
de l'expression de nombreux genes. Il est donc tout a fait vraisemblable que les
microARNs soient impliqués dans les effets bénéfiques de l’activité physique. Parmi
tous les microARNs décrits, seulement quelques-uns sont modifiés par l’exercice. La
réponse des microARNs a l'exercice peut étre différente selon le type de tissu ou la
pratique de l’activité physique (Baggish et al. 2011; Pasiakos and McClung 2013;
Xu et al. 2015).

1.  Exercice et systéeme nerveux central

Du au caractére invasif des prélévements du tissu cérébral ou neuronal, les
études examinant l'effet de l'exercice sur les microARNs dans le systéme nerveux,
sont réalisées sur des modéles murins.

L’exercice aérobie régule de facon positive les facteurs permettant le
développement et la croissance des neurones, et est impliquée dans la rééducation
du systéme nerveux central (Cotman and Berchtold 2002). L’expression des
microARNs dans le tissu cérébral en réponse a l’exercice aérobie peut dépendre de
I'intensité de l’effort. Dans une étude réalisée chez des rats, Mojtahedi et al. (2012)
ont montré que miR-124, un microARN spécifique du cerveau, était plus exprimé
dans l’hippocampe des rats faisant de l’exercice et que le niveau d’expression

augmentait avec l'intensité de l’effort.
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De plus, une étude a montré que les microARNs étaient impliqués dans la
rééducation des lésions de la moelle épiniére en réponse a l’exercice. Liu et al.
(2012) ont examiné des rats ayant subi une lésion de la moelle épiniére suivi d’une
thérapie physique de 5 jours recommandée pour améliorer la plasticité de la moelle
épiniere. Ils ont montré que linflammation et 'apoptose causées par la lésion
étaient atténuées par l'exercice et que l'expression de certains microARNs était
associée a ces changements. Les souris ayant suivi la rééducation physique ont
augmenté l'expression de miR-21 et diminué l'expression de miR-199a-3p, dans la
moelle épiniére, et modifié I'expression de leur génes cibles, avec respectivement
une diminution de PTEN et une augmentation de mTOR, au niveau ARN et
protéines. D’autre part, le niveau d’exercice avant lésion peut étre essentiel dans la
prévention de I’'apoptose associée a une liaison de la moelle épiniére, via I’activation
des voies de signalisation PTEN/mTOR (Liu et al. 2012).

Miao et al. (2015) ont également mis en évidence l'importance des microARNs
comme meédiateurs des effets protecteurs de l'exercice volontaire avant lésion
cérébral traumatique. Dans cette étude, les souris faisant de l'exercice volontaire,
avant lésion, ont diminué leur risque de mortalité et amélioré leur récupération, et
ont augmenté 'expression de miR-21, miR-92a, miR-874 et diminué l’expression de
miR-138, let-7c et mir-124, dans le cortex cérébral. Ces microARNs semblent ainsi
impliqués dans la prévention et la protection associée a l’activité physique en
réponse a un traumatisme cérébral.

Ces études montrent de fait limportance des microARNs dans le

développement cérébral et neuronal en réponse a l’exercice.

2.  Le systeme cardiovasculaire

La pratique réguliere d’activité physique aérobie permet le développement
non pathologique d’une hypertrophie du ventricule droit, associé a une meilleure
capacité contractile du coeur et une amélioration de plusieurs parameétres
cardiaques comme lefficacité cardiopulmonaire et la performance physique
(Fernandes et al. 2011b). Plusieurs études ont montré que l’exercice aérobie
diminuait l'expression de certains microARNs dans le ventricule gauche, comme
miR-1, miR-133a et miR-133b, et augmentait l'expression d’autres microARNs,
miR-29a et miR-29c, avec en paralléle le développement d’une hypertrophie
cardiaque chez des rats (Fernandes et al. 2011a; Soci et al. 2011). Une autre étude
menée chez des rates ayant suivi un entrainement chronique de nage a montré

I'implication de miR-21, miR-124, miR-144 et miR-145, des microARNs impliqués
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dans la voie PIK3/Akt/mTor, dans le développement de l’hypertrophie cardiaque
non pathologique (Ma et al. 2013).

De plus, lentrainement physique aérobie promeut l’angiogenése, un
meécanisme pouvant également impliquer les microARNs. Fernandes et al. (2012)
ont examiné les effets de la course sur tapis dans un modele d’é¢tude de
I’hypertension, des rats SHR. L’entrainement permet de rétablir des niveaux
d’expression normaux des microARNs miR-16, miR-21 et miR-126 dans le muscle
cardiaque, d’augmenter les marqueurs de la vascularisation et de diminuer la
pression sanguine. Il a notamment été montré que miR-126 est essentiel dans le
maintien de l'intégrité endothélial (Fish et al. 2008). De plus, 'augmentation de
miR-126 induit par l’exercice aérobie améliore l’angiogenése via l’activation des
voies de signalisation MAPK et PI3K (Da Silva et al. 2012).

La régulation de miR-21 semble ainsi étre impliquée dans les mécanismes
sous-jacents des effets bénéfiques de lexercice notamment au niveau

cardiovasculaire (hypertrophie cardiaque et angiogenése).

3.  Le muscle squelettique

Comme pour les autres tissus, les microARNs sont impliqués dans de
nombreux processus biologiques dans le muscle squelettique. Les niveaux
d’expression trés élevés de certains microARNs dans le muscle montrent qu’ils
semblent spécifiques de ce tissu et sont ainsi appelés myoMirs, notamment miR-1,
miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-208, miR-208b, miR-486 et mir-499
(Zacharewicz et al. 2013). La régulation transcriptionnelle des myomiRs est sous le
controle de facteurs de régulation myogéniques, tels que MyoD, myogénine, MyfS et
MRF4 qui contrdlent également la régénération du muscle squelettique (Rao et al.
2006).

L’exercice joue un role important dans le maintien d’'une fonction musculaire
normale. Les effets de lexercice sur l'expression des microARNs et leurs

implications dans ces effets bénéfiques peuvent différer selon le type d’exercice.

a. Exercice de résistance

L’exercice de résistance pratiqué en aigu active les facteurs de transcription
des myocytes et de l'expression de génes anaboliques, augmentant la synthése

protéique (Phillips et al. 2012).
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Plusieurs études ont montré l'implication des microARNs dans les
mécanismes anaboliques du muscle, comme miR-1, miR-26a, miR-29a, miR-133a,
miR-378 et miR-451. Une étude menée chez ’homme montre, que l’expression de
miR-1 est diminuée 3h et 6h aprés un seul exercice de résistance, mais ne
provoque aucun changement des niveaux d’expression de miR-133a et miR-206
(Drummond et al. 2008).

Davidsen et al. (2011) ont examiné les niveaux d’expression de 21 microARNs
abondamment exprimés dans le muscle squelettique en réponse a un programme
de 12 semaines d’exercices de résistance cong¢u pour induire une hypertrophie
musculaire. Ils ont observé une différence de régulation de ces microARNs entre les
sujets développant une hypertrophie et ceux ne développant pas ou peu
d’hypertrophie. L’entrainement a augmenté les niveaux d’expression de miR-451 et
diminuer ceux de miR-26a, miR-29a et miR-378 dans le muscle Vastus lateralis des
sujets ne développant pas ou peu d’hypertrophie, ces sujets étant considérés
comme présentant une résistance anabolique (Terzis et al. 2008).

Par ailleurs, McCarthy and Esser (2007) ont examiné les niveaux
d’expression des microARNs dans les muscles soleus et plantaris de souris
soumises a un protocole de surcharge fonctionnelle pendant 7 jours. Les muscles
de ces souris présentaient une augmentation de l'expression du pri-miR-1-2, du
pri-miR133a-2 et du pri-miR-206 et une augmentation de l’activité des protéines
Drosha et Exportin-5, mais pas Dicer. IIs ont également observé une hypertrophie
du muscle plantaris, dont la masse était augmentée de 45% (McCarthy and Esser
2007). Ces résultats montrent ainsi que ces microARNs sont associés a
I’hypertrophie du muscle squelettique. De facon intéressante, cette étude montre
également les effets de l'exercice sur l’activité des protéines impliquées dans la

biosynthése des microARNs.

A Tlinverse des modéles d’exercice en résistance, les effets d’une
immobilisation du muscle peuvent également permettre de comprendre le role des
microARNs dans le mécanisme de régulation de la masse musculaire en examinant
notamment la diminution de masse musculaire.

Chez des rats, I'immobilisation secondaire induite par une lacération du
muscle tibialis anterior est associée avec une diminution de ’expression de miR-1,
miR-133a et miR-206 seulement 1 jour aprés immobilisation (Nakasa et al. 2010).

Dans une étude menée sur des souris soumis a 11 jours de vols en

apesanteur, l’expression de nombreux microARNs a été altérée dans le muscle
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gastrocnemius, avec notamment une diminution de l'expression de miR-206 (Allen
et al. 2009). Les auteurs ont également mis en évidence la diminution d’un certain
nombres de facteurs de régulation impliqués dans l’atrophie musculaire, comme
FoxO1, atrogin-1 et myostatin, mais le role de miR-206 dans la régulation des génes
musculaires n’est pas clairement établi. I est intéressant de noter, que les
microARNs étaient régulés de la méme facon dans un protocole de suspension des
pattes arrieres (Allen et al. 2009).

Ringholm et al. (2011) ont montré qu’un protocole d’alitement de 7 jours chez
I’'hnomme était suffisant pour altérer les capacités métaboliques du muscle et induire

une diminution de ’expression de miR-1 dans le muscle squelettique.

b. Exercice d’endurance

De nombreuses données montrent que l’exercice aérobie module également
l'expression de nombreux microARNs, impliqués dans de nombreuses voies de
signalisation du muscle, notamment la régulation de la transcription, le
meétabolisme, le développement musculaire et d’autres processus cellulaires (Keller

et al. 2011).

Plusieurs études ont montré que certains microARNs étaient capables de
réguler PPARGC1la, un régulateur positif de nombreux de génes impliqués dans
l'angiogenése, la biogénése et l’activité des mitochondries, le métabolisme du
glucose et des lipides. Safdar et al. (2009) ont notamment montré chez des souris
soumises a un exercice aérobie prolongé une diminution de l'expression de miR-23
et une augmentation de l’expression de sa cible, PPARGC1la. De la méme facon, un
autre microARN régulant ce géne, miR-696 était diminué dans le muscle
squelettique de souris aprés 4 semaines d’entrainement progressif d’exercice
aérobie et augmenté dans un protocole d’immobilisation unilatéral des pattes
arriéres (Aoi et al. 2010). Dans ce protocole, ils ont également montré que PDK4 et
COXII, impliqués en aval dans la voie de signalisation de PPARGCla étaient
également ciblés par miR-696, contribuant ainsi a 'augmentation de 'oxydation des
acides gras et de la biogénése mitochondriale chez les souris entrainées (Aoi et al.
2010).

Nielsen et al. (2010) ont examiné l’expression de certains microARNs dans le
muscle squelettique de sujets masculins suite a un entrainement aérobie de deux

semaines, suivis ensuite de deux semaines de désentrainement, i.e. aucune activité
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structurée. L’expression de miR-1, miR-133a, miR-133b et miR-206 sont diminués
suite a 'entrainement, puis aprés désentrainement sont restaurés a leur taux avant
intervention. En paralléle, les auteurs ont observés une amélioration de la VOomax €t
de la composition corporelle des sujets, avec 'entrainement.

Dans une autre étude, les niveaux d’expression de facteurs impliqués dans la
biosynthése des microARNS, et les niveaux d’expression de myomiRs et de
microARNs dérégulés dans les myopathies, ont été examinés dans le muscle
squelettique dans un protocole d’entrainement aérobie de 10 jours. Les effets de
l'exercice en aigu et en chronique ont été évalués a partir des mesures faites avant
intervention, 3h aprés la réalisation dun exercice et apres les 10 jours
d’intervention (Russell et al. 2013). Les niveaux d’expression de Drosha, Dicer et de
Exportin-5, ainsi que de miR-1, miR-133a, miR-133b et miR-181a étaient
augmentés dans les 3 heures qui ont suivi un exercice aérobie, et a I'inverse miR-9,
miR-23a, miR-23b et miR-31 étaient diminués. Suite aux 10 jours d’entrainement,
ils ont observés que miR-1 et miR-29b sont augmentés et miR-31 diminués. En
paralléle, ils ont montré une corrélation inverse entre miR-9, miR-31 et la protéine
HDAC4, qui est un composant de la voie de signalisation MAPK, et entre miR-31 et
NRF1 qui est impliqué dans la biogénese et le métabolisme mitochondrial (Russell

et al. 2013).

C. Les microARNSs circulants

Les microARNs étant exprimés et sécrétés par de nombreux tissus,
notamment le tissu musculaire, et impliqués dans de nombreux mécanismes sous-
jacents a lexercice, il a été proposé de les utiliser comme marqueurs de la
performance physique et de la capacité aérobie.

Plusieurs études ont montré un lien entre la capacité cardiorespiratoire
VOo2max et les microARNs circulants. Les concentrations plasmatiques de miR-146a
et miR-20a sont associées avec la VOqmax €t la capacité a faire de ’exercice (Baggish
et al. 2011). De facon similaire, dans une étude observationnelle, les concentrations
de miR-21 et miR-210 dans le sérum sont inversement corrélés avec la VOomax, avec
ainsi une augmentation de leurs expressions chez les individus présentant une
faible VO2max (Bye et al. 2013). Dans cette étude, il a été également montré que
l'expression de miR-210 seul ou en tenant compte de l'expression de miR-21,
expliquait respectivement 12 et 15% de la variation de VOamax chez 100 individus.
Dans une autre étude, examinant les effets d’une seule session de vélo ou dun

entrainement de 4 semaines de vélo, ils ont montré que les concentrations de miR-
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486 dans le sérum sont diminuées, et que ces changements sont négativement
corrélés avec la VOomax (Aoi et al. 2013).

Les microARNs servant également de biomarqueurs dans les cas de
pathologies, comme le cancer (Kanaan et al. 2012), ils peuvent étre utilisés pour
comprendre comment l’exercice peut moduler des microARNs biomarqueurs de
pathologies. Uhlemann et al. (2014) ont examiné les effets de différents types
d’exercice sur les niveaux circulants de miR-126 et miR-133. IIs ont montré que les
concentrations plasmatiques de miR-126 étaient augmentées aprés un test d’effort
maximal sur cyclo-ergometre a VOzmax €t 4h apres, et que celles de miR-133 étaient
augmentées aprés un entrainement physique de résistance (Uhlemann et al. 2014).
De plus, les niveaux circulants de ces deux microARNs ont également été
augmentés apres un marathon. Les auteurs suggérent que mir-126 et miR-133 sont
de bons candidats en tant que biomarqueurs des effets négatifs causés par
l'exercice pratiqué en aigu, car semblent respectivement impliqués dans les
altérations endothéliales et musculaires induites par l’exercice (Uhlemann et al.
2014).

Par ailleurs, l’exercice de résistance augmente en aigu le niveau plasmatique
de miR-149-3p et diminue les niveaux d’expression de miR-146a et miR-221 dans
le plasma 3 jours apres lexercice. Les concentrations plasmatiques de ces
microARNs étaient corrélées avec les concentrations circulantes de ’hormone de
croissance IGF-1 (insulin-like growth factor-1) et de la testostérone (Sawada et al.
2013). A l'inverse, les niveaux circulants de miR-146a et miR-221 étaient diminués

aprés un exercice de type aérobie dans le plasma (Baggish et al. 2011).

Les microARNs miR-1, miR-133a, miR-206, miR-499, miR-208a et miR-208b
sont enrichis dans les muscles cardiaque et squelettique par rapport aux autres
organes (Aoi et al. 2010). Les niveaux d’expression de ces microARNs dans la
circulation étant assez faibles chez des individus en bonne santé, Xu et al. (2015)
ont fait ’hypothése qu’une augmentation de leur expression dans la circulation
pourrait étre un indicateur d’un infarctus du myocarde mais également lié a une
activité physiologique élevée. Mooren et al. (2014) ont notamment montré que chez
des sportifs endurants de haut niveau, la course d’un marathon a augmenté les
niveaux circulants de miR-1, miR-133a, miR-499 et miR-208a. Un jour apres la
course (24h), les niveaux d’expression de miR-499 et miR-208a sont redescendus a

leur niveau basal (avant course), mais ceux des autres microARNs sont restés plus
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élevés. L'origine possible de ces microARNs dans la circulation est l’altération du
tissu musculaire lors de l'exercice.

D’autre part, des associations positives ont été identifiées entre certains
microARNs spécifiques, corrélés avec la capacité cardiorespiratoire, et des facteurs
de risques cardiovasculaires, tels que miR-21 et la protéine C-reactive, miR-210 et
l’aspartate aminotransférase, miR-21 et un facteur de risque de diabete (Finish type
2 diabetes risk score) (Bye et al. 2013).

Une étude menée chez des skieurs de haut niveau (national), montre que lors
d’un exercice aérobie de 30 minutes réalisé a 80% de la VOamax, I’expression de miR-
21-5p, miR-24-2-5p, miR-27a-5p et miR-181a-5p était augmentée dans les
leucocytes (Tonevitsky et al. 2013). Afin d’identifier une ou plusieurs fonctions
biologiques qui seraient associées de facon spécifique a ces microARNSs, les auteurs
ont réalisés une analyse d’enrichissement a partir de la liste des génes cibles de ces
microARNSs. IIs ont montré un enrichissement de génes impliqués dans les voies de
signalisation du métabolisme, de la réponse immunitaire, de la régulation de la
transcription et ’apoptose (Tonevitsky et al. 2013).

Ces études montrent que certains microARNs circulants sont associés avec la
capacité cardiorespiratoire et modifiés avec les changements du niveau d’activité

physique.

G. Questions en suspens

L’association entre les niveaux circulants de certains microARNs et certaines
pathologies, comme les maladies cardiovasculaires ou les cancers, suggére que le
suivi des niveaux circulants de ces microARNs peut apporter des informations sur
I’évolution de ces pathologies. L’activité physique ayant des effets bénéfiques sur les
maladies cardiovasculaires, ces microARNs pourraient servir de biomarqueurs
circulants des effets de I’activité physique sur 1’évolution de ces pathologies.

Comme décrit dans ce chapitre, les niveaux d’expression de certains
microARNSs, tissulaires ou circulants, sont modifiés par l'’exercice et associés avec
des parameétres liés a la capacité physique. Dés lors, les fonctions biologiques des
microARNs dans les tissus, comme le muscle, ou dans le dialogue inter-organe
nécessitent d’étre mieux caractérisés. La compréhension de leur implication dans
les processus biologiques permettra ainsi d’analyser plus finement leur réle dans la

régulation du phénotype en réponse a 'entrainement physique.
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Enfin, les microARNs étant retrouvés dans la circulation, leurs niveaux
d’expression circulants peuvent refléter 1’état physiologique du corps, par exemple
la condition physique liée a la pratique d’activité physique. Leur utilisation
potentielle comme biomarqueurs circulants du niveau d’activité physique dun

individu peut ainsi étre également examinée.
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Il est aujourd’hui admis que la pratique d’une activité physique réguliére est
bénéfique pour la santé, alors que l'inactivité physique altére différentes fonctions
métaboliques, au premier rang desquelles la sensibilité a l'insuline et la capacité a
oxyder les lipides aux dépens de leur stockage. Si Iimpact direct de l'inactivité
physique sur le muscle a fait 'objet de nombreux travaux, ses effets sur le stockage
ectopique de lipides — indépendamment des effets de l'activité physique sur la
balance énergétique — sont moins bien caractérisés, notamment au niveau
hépatique. D’un autre coté le role de différents acteurs du dialogue inter-organe
dans les effets musculaires et systémiques de l’activité ou de l'inactivité physique,
tels que 'adiponectine ou les microARNs, n’est pas encore totalement élucidé.

L’objectif général de mon travail de thése concerne ainsi ’étude des effets de
différents niveaux d’activité physique, activité modérée et inactivité modérée ou
extréme, en conditions de balance énergétique stable, sur le métabolisme du foie
mais également du muscle, et sur deux acteurs du dialogue inter-organe (cross-
talk) : 'adiponectine et les microARNs (Figure 18).

L’hypothése testée dans le premier chapitre est qu'une diminution de la
capacité oxydative des lipides au niveau musculaire, induite par linactivité
physique favorise un stockage ectopique des lipides au niveau hépatique et le
développement d’une stéatohépatite. L’hypothése corolaire est qu'un exercice
combiné résistif et aérobique en contre-mesure prévient au moins partiellement
l'augmentation des marqueurs hépatiques. De ce fait, les conséquences de 60 jours
d’inactivité physique extréme (bed-rest) sur l’évolution de marqueurs de stéato-
hépatite non alcoolique (NAFLD pour non-alcoholic fatty liver disease),
indépendamment de tout effet de linactivité sur la balance lipidique maintenue
stable durant le protocole, ont été examinées (Article I). Au cours de cette étude
d’alitement prolongé, le suivi de quatre marqueurs hépatiques de stéatose ou de
formes plus ou moins séveres de stéato-hépatite a été réalisé : les
aminotransférases alanine et aspartate, deux marqueurs de stéatose hépatique, la
cytokératine 18, un marqueur d’apoptose hépatique et l'angiopoietin-like 3 dont
laugmentation est associée a des formes plus séveres de stéatohépatite non
alcoolique ; ainsi que deux indices combinant différents marqueurs de NAFLD sans
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ou avec un indice d’insulino-résistance. En paralléle, les effets d’'un entrainement
combinant exercice aérobie et en résistance, comme contre-mesure du protocole de
bed-rest, ont été examinés.

Dans un seconde chapitre, j’aborde l’hypothése selon laquelle l’activité
physique induit, en l'absence de variation pondérale, non pas une augmentation
mais une diminution des concentrations plasmatiques d’adiponectine (l'inverse
étant alors attendu pour l'inactivité physique) associée a une amélioration de la
sensibilité musculaire a l'adiponectine. La seconde étude se consacre ainsi aux
effets de l’activité et inactivité physique per se sur la concentration plasmatique en
adiponectine, indépendamment de toute variation de la composition corporelle
(Article II). Pour cela, les taux circulants d’adiponectine ont été mesurés chez des
sujets actifs et inactifs, avant et aprés intervention sur leurs niveaux d’activité
physique, respectivement un désentrainement de 4 semaines et un entrainement de
8 semaines, et dont la balance énergétique a €été maintenue stable (protocole
LIPOX). La concentration des différentes formes circulantes d’adiponectine, et son
expression dans le tissu adipeux et le muscle ont été évaluées avant et apres
intervention, de méme que l'expression de ses récepteurs R1 et R2 et d’APPL1 dans
le muscle. Les associations entre les changements d’adiponectine (circulation,
récepteurs) et les changements de la capacité cardiorespiratoire des sujets comme
marqueurs du niveau d’activité physique et avec l'insulinémie ont été testés.

Enfin la derniére partie s’appuie sur l'’hypothése que certains microARNs
sont impliqués dans les mécanismes sous-jacents de l’activité physique, que ce soit
au niveau du muscle ou dans d’autres tissus. Certains microARNs étant sécrétés
dans la circulation, on peut également émettre ’hypothése que les niveaux
d’expression circulants de ces microARNs, associés aux fonctions biologiques de
l’activité physique, peuvent servir de biomarqueurs circulants du niveau d’activité
physique. L’identification de microARNs pouvant servir de biomarqueurs du niveau
d’activité physique a été réalisée dans l’¢tude LIPOX, ou les niveaux d’activité
physique sont bien caractérisés et la balance énergétique a été maintenue stable
(Article III). Parmi les microARNs associés a des parametres biologiques liés au
niveau d’activité physique, implication de miR-148b dans les effets musculaires de
I'inactivité physique, et plus précisément dans la transition vers linactivité a été
explorée dans un protocole de désentrainement chez la souris (SEDENT). Le role de
miR-148b dans les effets biologiques de l'inactivité physique a ensuite été étudié
plus en détail in vitro dans des cellules primaires musculaires différenciées

humaines.
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Figure 18. Figure synoptique des principaux objectifs développés dans la thése.
Articulation des 3 grands objectifs de mon travail de thése en lien avec l'inactivité physique,
les modéles d’études retenus et les mesures réalisées. AAC et CHA, Indices combinés de
NAFLD ; AG, Acides Gras ; ALT, Alanine aminotransférase ; ANGPTL3, Angiopoietin-like 3 ;
AST, Aspartate aminotransférase ; CK18, Cytokératine 18 ; miARN, microARN ; NAFLD,
Stéato-hépatite non alcoolique.
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MATERIELS ET METHODES
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Pour une raison de clarté, j’ai choisi de présenter dans un premier temps les
différents modeéles, in vivo et in vitro, puis de détailler les méthodes d’exploration
des échantillons obtenus in vivo et in vitro, notamment les mesures de
I’adiponectine, des microARNs et d’autres marqueurs, et enfin de terminer par les

analyses statistiques.

A. Protocoles in vivo

1. Protocoles cliniques

Une grande partie de ce travail de thése repose sur deux protocoles cliniques
chez 'homme : le premier qui a permis de tester les effets d'une inactivité extréme
sur les marqueurs hépatiques de NASH et NAFLD, le deuxiéme qui a permis
d’étudier les conséquence de variations du niveaux d’activité physique en conditions
de vie libre dans lintervalle des recommandations actuelles pour la population

générale 1) sur les variations de ’adiponectine, et 2) sur les mirs.

a. Protocole d’inactivité physique sévére — bed-rest

Les effets de 60 jours d’inactivité physique extréme sur l’évolution de
marqueurs d’'une stéato-hépatite non alcoolique indépendamment des variations de
balance énergétique, ont été examinés au cours dun protocole d’allongement
prolongé de type bed-rest.

Le bed-rest est un protocole d’alitement prolongé, ou les sujets sont dans une
position allongée avec la téte en déclive par rapport aux pieds selon un angle de -6°
par rapport au plan horizontal. Cette condition expérimentale permet de reproduire
certains effets de la microgravité notamment sur le systéme cardiovasculaire et
conduits a de nombreuses altérations physiologiques : diminution du volume
plasmatique, de la masse et de la force musculaire, de la densité osseuse ou encore
de la sensibilité a l'insuline (Bergouignan et al. 2011). Cette étude a été menée par
Stéphane Blanc en tant que principal investigateur, supportée par les agences
spatiales Européennes, Francaises, Américaines et Canadiennes et financée par le
Centre National d’Etudes Spatiales, le Centre National de la Recherche Francaise,

I’'Université Louis Pasteur et I'Institut de Recherche en Santé du Canada.

i.  Population d’étude et intervention

L’étude a été conduite chez 16 sujets de sexe féminin, normo-pondérées et en

bonne santé, répartis en deux groupes de méme effectif (n=8). Les deux groupes ont
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été soumis a 60 jours de bed-rest (Bergouignan et al. 2009) : un groupe constitue le
groupe contréle et 'autre groupe est soumis, en paralléle du bed-rest, a une contre-
mesure sous forme d’un entrainement combinant exercices aérobie et en résistance,
pratiqué en position allongée (Figure 19). Les exercices de résistance ont été réalisés
par session de 35 minutes tous les trois jours sur un ergomeétre couché (flywheel) a
effort maximal, et les exercices aérobies ont été réalisés 3 a 4 fois par semaine lors
de sessions de 50 minutes a 40-80% de la capacité cardiorespiratoire maximale

mesurée avant bed-rest.

Période Intervention f’ério'de c_le
basale récupération
—— I
Basal BR30 BR60
BR Bed-rest
BR-EX - Bed-rest + entrainement -
| 20joursI 60 jours ' 20 jours b7

Figure 19. Déroulement du protocole d’alitement prolongé, bed-rest. L’étude a été
conduite chez 16 femmes normo-pondérées en bonne santé réparties en deux groupes : BR,
Bed-rest (n=8) et BR-EX, Bed-rest combiné a de ’exercice (n=8). Les explorations biologiques
ont été réalisées en basal, 30 jours aprés le début du bed-rest (BR30) et a la fin du bed-rest,
soit a 60 jours (BR60).

D’apreés Bergouignan et al. (2009)

La prise alimentaire des sujets était étroitement controlée tout au long de
l'étude afin de maintenir la balance énergétique. Aucune consommation d’alcool
n’était autorisée.

La composition corporelle (poids corporel, masse grasse et masse maigre) des
sujets a été mesurée par imagerie DXA (dual-energy X-ray absorptiometry) en basal,
apres 30 jours de bed-rest (BR30) et a la fin de l’alitement prolongé, soit a 60 jours
de bed-rest (BR60).

ii.  Parameétres métaboliques et marqueurs hépatiques

Le devenir des lipides alimentaires a été examiné avant et a 30 jours de bed-
rest et a fait I'objet d’'une publication antérieure (Bergouignan et al. 2009). Dans
notre travail nous avons mesuré l'insulinémie a jeun par radio-immunologie (DSL,
Webster, USA), et la glycémie et les taux de triglycérides a jeun par des méthodes
enzymatiques (Biomérieux, Lyon, France) sur des échantillons de plasma recueillis
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en basal et a BR30, et stockés a -80°C. Du fait de l'insuffisance de plasma, les taux
de triglycérides et l'insulinémie n’ont pas pu étre mesurés a BR60.

De facon similaire, les marqueurs hépatiques ont €été mesurés sur des
échantillons de plasma stockés a -80°C en basal, a BR30 et BR60. L’alanine
aminotransférase (ALT) et 'aspartate aminotransférase (AST) plasmatiques ont été
mesurés par dosage enzymatique au phosphate de pyridoxal, comme utilisé en
routine dans les laboratoires hospitaliers. Les concentrations plasmatiques
d’angiopoietin-like 3 (ANGPTL3), une protéine plasmatique produit par le foie qui
module la clairance des triglycérides plasmatiques et dont la concentration est
augmentée dans les formes séveéres de NAFLD, et les fragments de cytokeratin 18
(CK18), un marqueur de l’apoptose hépatique et considérée comme un bon
prédicteur de stéato-hépatite, ont été dosés avec des kits Elisa, respectivement
Quantiline Human Angiopoietin-like3 (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) et M30
Apoptosense (Peviva, Stockholm, Suéde).

D’autre part deux indices combinés de ces différents marqueurs, associé
pour 'un d’entre eux a un indice d’insulinorésistance ont également été calculés :
I'indice AAC (acronyme pour AST, ALT et CK18) qui correspond a la somme des
valeurs réduites (par rapport au valeurs en basal) de AST, ALT et CK18, et l'indice
CHA (acronyme pour CKI18, et des indices HOMA-IR et AST) calculé comme le
produit de l'indice HOMA-IR (homeostasis model assessment — insulin resistance),
AST et CK18, divisé par 1000 (Polyzos et al. 2013). Comme l'insulinémie n’a pu étre

mesurée a BR60, I'indice CHA n’a pu étre calculé a BR60.

b.  Protocole d’activité et d’inactivité physique modérée - LIPOX

Afin de définir le role de lactivité et de linactivité physique per se,
indépendamment de la composition corporelle, sur les différentes formes
d’adiponectine et d’é¢tudier limplication des microARNs dans les effets de
l’activité/inactivité physique, les données de I’étude LIPOX ont été utilisées.

Cette étude réalisée chez I'homme, est une étude d’intervention visant
initialement a étudier les effets per se d'une modification de l’activité physique
(entrainement ou désentrainement) sur 'oxydation des lipides alimentaires chez des
sujets de poids normal ou en surpoids, indépendamment des effets que peut avoir
lactivité physique sur le poids (Bergouignan et al. 2013), grace a un ajustement
régulier de leur régime alimentaire.

Cette étude a été mise en place par Chantal Simon et Stéphane Blanc a

I'Université de Strasbourg. Elle a été financée par l'Institut National de la Santé et
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de la Recherche Médicale (INSERM) et lInstitut National de la Recherche
Agronomique (INRA) (PRNA-2006), par les fondations Coeur et Artéres et Louis D. et

par les Hopitaux universitaires de Strasbourg.

i.  Population d’étude et criteres d’inclusion

L’étude a été conduite chez 36 sujets répartis en trois groupes de méme

effectif, selon leur niveau d’activité/inactivité et leur indice de masse corporelle.
Une premiére phase, par téléphone, a conduit a la présélection de sujets potentiels
et la réalisation d’'une visite a l’hopital au cours de laquelle des mesures
anthropométriques ont été réalisées, et le niveau d’activité/inactivité des sujets
évalue.

Les principaux critéres d’inclusion étaient un statut actif accompagné dun
indice de masse corporelle de 20 < IMC < 25 kg/m? pour le groupe de sujets actifs
normo-pondérés, et un statut inactif associé respectivement d'un IMC de 20 < IMC
< 25 kg/m? et de 25 < IMC < 35 kg/m? respectivement pour les groupes de sujets

inactifs normo-pondérés et en exces de poids (Tableau 1).

Tableau 1. Critéres d’inclusion et d’exclusion des sujets de I’étude LIPOX.

Actifs Sédentaires

Normo-pondérés Normo-pondérés Surpoids

NA NS oS
Critéres d’inclusion
Homme de 18 a 55 ans v v v
Consommation d’alcool < 40 g/j v v v
Affiliation a un régime de sécurité sociale v v v
Majeur libre (pas de régime de protection judiciaire) v v v
Obtention du consentement éclairé v v v
IMC < 25 kg/m? v v
IMC > 25 kg/m? et tour de taille > 102 cm v
Niveau d’activité physique sédentaire v
Niveau d’activité physique actif v
Antécédents familiaux d’obésité v
Critéres d’exclusion
Prise médicamenteuse susceptible d’interférer avec le
métabolisme énergétique, glucidique ou lipidique v v
Dépendance tabagique v v
Diabéte ou hypertension artérielle ou autre pathologie
évolutive associée v v
Contre-indication a la pratique d’exercices physiques v v
Voyage en dehors de la France 15 j avant l'inclusion v v
Antécédents familiaux d’obésité (ler degré) v v
Antécédents de néoplasie v v
Modification de poids récente, volontaire ou non v
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De plus, ces sujets, en bonne santé, ne souffrant pas de maladies
chroniques, présentaient un poids stable (£3kg) sur les trois mois précédents leur
inclusion. Les sujets normo-pondérés ne présentaient pas d’antécédents familiaux
au premier degré d’obésité ou de diabéte de type 2. En revanche, les individus en
surpoids présentaient au moins un parent en surpoids.

Un consentement éclairé a été obtenu pour chaque sujet. L'étude a recu

l'approbation du Comité d’éthique d’Alsace (France).

ii.  Mesure du niveau d’activité/ inactivité physique

Les niveaux initiaux d’activité/inactivité physique ont été déterminés au
moyen d’'un questionnaire d’activité physique, le questionnaire MOSPA-Q (MONICA
Optional Study of Physical Activity), d'un accélérométre triaxal RT3 (Stayhealthy,
Monrovia, CA, USA). Au cours de I’é¢tude ces niveaux ont €té a nouveau mesurés a
l'aide d'un accéléromeétre triaxal RT3 (Stayhealthy, Monrovia, CA, USA), dun
capteur enregistrant le rythme cardiaque et les mouvements du corps, ’Actiheart
(Cambridge Neurotechnology Ltd) tous les deux portés sur une période de 7 jours
en conditions de vie libre et par la méthode de référence a 1’aide d’eau doublement
marquée (EDM).

L'utilisation de l’accéléromeétre triaxal RT3 a permis l’estimation pour chaque
sujet de son niveau d’activité physique (NAP) initial, défini comme le ratio entre la
dépense énergétique total DET et la dépense énergétique de repos DER.

La capacité cardiorespiratoire VOomax a €té déterminée au cours dun test
d’effort croissant jusqu’a épuisement, réalisé dans une position verticale sur un vélo
ergometre a résistance électronique (Medifit 1000S, Belgique).

La présence ou l’absence d’activité structurée pendant les douze mois
précédant l'étude a été utilisée comme critére additionnel pour déterminer le niveau
d’activité ou d’inactivité physique des sujets. Ainsi les sujets présentant un NAP <
1,5 et ne présentant aucune activité structurée étaient considérés comme inactifs,
et ceux présentant un NAP > 1,7 et au moins une activité sportive réguliere étaient

considérés comme actifs.

La dépense énergétique totale DET a été estimée avant et aprés intervention
sur une période de 10 jours, en conditions de vie libre, par la technique d’EDM.

Dans un premier temps, les sujets ont fourni un échantillon d’urine a jeun,
permettant la mesure de l’enrichissement isotopique en basal (échantillon de

référence). Les sujets ont ensuite ingéré, en une seule prise, a raison de 2g/kg de
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masse corporelle totale, de 'TEDM composée de 0.2g/kg de H»!80 (enrichie a 99.85%,
CIL, ANDOVER, MA) et de 0.15g/kg de 2H,'80 (enrichie a 10%, CIL, ANDOVER,
MA). Des prélévements d’urine ont €té réalisés 3h et 4h apres la prise d’EDM, afin
de déterminer l'espace de dilution isotopique, et les jours suivants (J3, J7 et J10).
Le dosage des isotopes 2H et 180 dans ces échantillons a permis de mesurer la
production de CO,, et d’en déduire la DET. La dépense énergétique liée a l'activité
physique (AEE) a été calculée comme 90% de la DET (c’est-a-dire la DET moins la
thermogenése postprandiale estimée a 10% de la DET) minorée de la dépense

énergétique de repos. Cette derniére a été mesurée par calorimétrie indirecte.

iii.  Données anthropométriques et composition corporelle

Afin de calculer l'indice de masse corporelle IMC des sujets, leur poids et
taille ont été mesurés de facon standardisée. Selon la classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les sujets présentant un IMC compris
entre 27 et 35 kg/m? sont considérés en surpoids. Le tour de taille a également été
mesuré comme marqueur de distribution de la graisse.

La composition corporelle des sujets a été mesurée par hydrométrie, a partir
de l'eau corporelle totale estimée lors de la mesure de la DET par la technique
d’EDM. La masse maigre a été calculée a partir de l'eau corporelle totale,
considérant un facteur d’hydratation de 73.2%. La masse grasse a €té calculée

comme la différence entre le poids corporel du sujet et de sa masse maigre.

iv. Intervention

Il a été demandé aux sujets actifs de réaliser un désentrainement physique
sur une période de quatre semaines (Figure 20), consistant en l'arrét total de toutes
activités physiques structurées et la diminution des activités spontanées
quotidiennes.

L’entrainement physique des sujets inactifs a été réalisé sur la base des
recommandations de santé de 'OMS (I’équivalent de 150 min d’exercice d’intensité
modéré par semaine), adaptées en 4 séances par semaine, sur une période de huit
semaines. En d’autres termes, les sujets ont suivi un programme hebdomadaire de
3 séances de 60 minutes a 50% de leur consommation maximale d’oxygene VOamax
(L/min), sur un cycloergomeétre ; de plus, il leur a été demandé de faire une séance

supplémentaire équivalente sous forme de marche ou de vélo le week-end.
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Afin d’obtenir les effets d'une modification de l’activité physique per se
indépendamment des effets que peut avoir l'exercice sur le poids, la balance
énergétique des sujets a été maintenue stable au cours de I'’¢tude. Pour cela, des
diététiciens ont suivi les sujets tout au long de l’étude afin d’ajuster régulierement

leur régime alimentaire de telle sorte qu’ils maintiennent un poids stable.
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Figure 20. Déroulement de I’étude LIPOX. L’é¢tude a été conduite chez 36 hommes en
bonne santé répartis en trois groupes de méme effectif : actifs normo-pondérés, inactifs
normo-pondérés et inactifs en surpoids. Les sujets actifs ont été désentrainés sur 4
semaines et les sujets inactifs ont été entrainés sur 8 semaines. Les explorations ont été
réalisées avant et apreés modulation du niveau d’activité.

D’aprés Bergouignan et al. (2013)

v.  Prélevements biologiques

Une série de préléevements biologiques et de tests similaires a été réalisée
chez les sujets, avant et aprés intervention (Figure 20).

Lors de deux journées test, identiques, avant et apres lintervention sur
lactivité physique, des prélévements de sang et d’urine ont été effectués toutes les
heures, sur une période de 9 heures. Des microbiopsies musculaires et de tissu
adipeux ont été réalisées sous anesthésie locale (Lidocaine 2%), 8 heures apres la
prise d’'un petit-déjeuner et d’'un déjeuner standards. Les biopsies de muscle ont été
effectuées dans le muscle Vastus lateralis de la cuisse en utilisant une aiguille

modifiée de Bergstrom. Les biopsies de tissu adipeux ont été réalisées dans la
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région péri-ombilicale, par l'utilisation d’'une aiguille permettant le prélevement de

100 a 200mg.

vi.  Parametres métaboliques plasmatiques et tissulaires

Parameétres métaboliques d’intérét
La glycémie et linsuline ont été mesurés a jeun respectivement par réaction
chimique a l'aide du kit Synchron GLUCm glucose, et par test immunologique a

partir du kit Siesmens ADVIA Centaur Insulin Iri.

Mesures de Uadiponectine

L’adiponectine totale et les différentes formes d’adiponectine circulantes ont
été mesurées dans le plasma par 3 kits ELISA difféerents sur des échantillons de
plasma prélevés a jeun et stockés a -80°C.

Le premier kit, le kit Millipore, permet de mesurer l'adiponectine HMW. Le
second, le kit R&D, permet de mesurer l'adiponectine totale. Le kit Btihlmann,
enfin, permet de quantifier les formes plasmatiques de ’'adiponectine HMW, MMW
et LMW, leur somme donnant l’adiponectine totale. Les caractéristiques de ces 3

kits sont présentées dans le Tableau 2.

Tableau 2. Caractéristiques des kits ELISA de mesure de I’adiponectine utilisés dans
I’étude LIPOX selon les procédures des fournisseurs.

F0}11:nisseur ) Adiponectine Li‘mite. de Domaine de Cv intfa- Cv int.er-
(Référence kit) détection mesure essai essai
Millipore (EZHMWA-64K) HMW 0,5 ng/mL 1,56 - 200 ng/mL 2,40% 5,50%
R&D Systems (DRP300) Totale 0,246 ng/mL NC 3,50% 6,50%
Btihlmann (EK-MADP) HMW NC 0,08 - 4,8 ng/mL 4,20% 5,70%
MMW NC 0,08 - 4,8 ng/mL 12% NC
LMW NC 0,08 - 4,8 ng/mL 10,20% NC
Totale NC 0,08 - 4,8 ng/mL 5,40% 5%

L’expression génique de 'adiponectine a été mesurée dans le tissu adipeux et
le muscle, et celle de ses récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 dans le muscle a été
mesurée par RT- gPCR, technique expliquée dans la partie E.1 de ce chapitre

Matériels et Méthodes.

c. Autres protocoles cliniques
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Au cours de ma thése, j’ai également eu accés a des échantillons de muscle
squelettique et de sérums provenant de différents protocoles réalisés dans d’autres

laboratoires réalisant des collaborations avec notre unité de recherche :

- Des sérums recueillis par le Dr Nancy Rherer (Université d’Otago ; Nouvelle-
Zélande) chez des sujets actifs (vélo), et des sujets non actifs qui ont été
recrutés dans un protocole d’entrainement ou il leur était demandé
d’effectuer leur déplacement quotidien en vélo. Les mesures de la capacité
cardiorespiratoire maximale et le prélévement des échantillons ont été
réalisés avant et aprés modification du mode de vie pendant environ 15

semaines et stockés -80°C.

- Des sérums recueillis par le Dr Christian Denis (Université de St Etienne)
chez des sujets non actifs en surpoids ou obéses recrutés dans un protocole
d’entrainement combinant exercices aérobie et de résistance. La moitié des
sujets constituait un groupe témoin, sans intervention sur le niveau d’activité
physique, et I'autre moitié des sujets suivait un entrainement de 14 semaines
constitué de 3 séances par semaine d'une heure et demie combinant un
travail d’endurance sur cycloergometre et de résistance musculaire. Les

échantillons ont été prélevés avant et aprés intervention et stockés a -80°C.

Nous disposons également au laboratoire d'une banque de cellules humaines
conservées dans l'azote liquide (DIOMEDE), en collaboration avec le Dr Maud
Robert (Service de chirurgie digestive ; Hospices Civils de Lyon) et le Pr Michel Fessy
(Service de Chirurgie orthopédique et traumatologie ; Hospices Civils de Lyon) grace
a laquelle j’ai pu avoir accés a des biopsies (muscle abdominal et grand glutéal) de
sujets sains, prélevés lors d’interventions chirurgicales programmeées avec un

phénotypage minimal des sujets (sexe, age, IMC, pathologies, médicaments).

2. Protocole animal

Afin d’élucider limplication des microARNs dans les effets de l'inactivité
physique sur le muscle squelettique, nous avons exploré leur évolution au cours un

protocole de désentrainement chez la souris (SEDENT).

Pour cela, 27 souris males C57BL/6 agés de 5 semaines ont été hébergées et

entretenues dans des conditions standards (température de 22°C, un cycle
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journalier de 12h a la lumiére/12h dans la pénombre, eau et nourriture a volonté).
Toutes les procédures expérimentales ont été acceptées par un comité d’éthique
local et réalisées en accord avec les législations nationale et européenne, tout au
long du protocole.

Aprés une semaine d’acclimatation, les souris ont été séparées en deux

groupes, et leur affectation a été réalisée au hasard (Figure 21).

SED
[ Exercice

e [ O Assence
d’exercice
T T T T T T 1 —1—> @&ge en semaine

T T 1

8 18 20 22
Figure 21. Déroulement de ’étude SEDENT. L’étude a été menée chez 27 souris réparties
en 4 groupes : SED, pas d’exercice (n=6) ; EX, exercice (n=7) ; WL2, exercice puis arrét
exercice pendant 2 semaines (n=7) ; WL4 exercice puis arrét de l’exercice pendant 4
semaines (n=7). Lenregistrement quotidien des rotations de la roue d’activité mise a

disposition dans les cages permet d’évaluer le niveau d’activité des souris. L’arrét de
l'exercice est obtenu par blocage des roues dans les cages.

Un groupe est constitué de souris ne faisant pas d’exercice volontaire, i.e.
absence de roue d’activité ; ces souris sont considérées comme inactives (SED,
n=6). Un autre groupe est constitué de souris ayant la possibilité de faire de
l'exercice volontaire (n=21). Les souris sont hébergées individuellement dans des
cages et les souris appartenant au groupe faisant de l'exercice ont accés a une roue
d’activité de 15cm de rayon équipée d’'un compteur de vélo BC800 (Sigma GmbH,
Neustadt, Allemagne). Le nombre de rotation effectué par les roues est enregistré
quotidiennement afin de calculer la distance parcourue par jour (km/j). Chez toutes
les souris, le poids corporel (g) et la prise alimentaire (g/j) sont mesurés deux fois
par semaine.

A la semaine 18, le groupe de souris actives est séparé de maniére homogeéne
(méme niveau d’activité moyen, et méme corpulence moyenne) en trois groupes de
souris : un groupe qui continue l'exercice volontaire (EX, n=7), un groupe arrétant
l’exercice volontaire sur deux semaines (WL2, n=7) et un groupe arrétant l'exercice
volontaire sur quatre semaines (WL4, n=7). L’arrét de l'exercice volontaire est

obtenu en bloquant les roues dans les cages des souris des groupes WL2 et WL4.
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Les souris des groupes SED, EX et WL4 sont sacrifiées a l'age de 22
semaines, soit 16 semaines aprés le début du protocole. Les souris du groupe WL2
sont sacrifiées deux semaines avant a I’age de 20 semaines, permettant ainsi d’avoir
un groupe ayant arrété l’exercice volontaire sur 2 semaines. Le jour du sacrifice, les
tissus sont prélevés, congelés dans l'azote liquide et stockés a -80°C jusqu’a leur
utilisation. Dans cette thése, nous avons utilisé les échantillons de muscle

gastrocnemius lateralis.

B. Modéles cellulaires

1. Lignées cellulaires

Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées : la lignée musculaire L6, les

cellules hépatiques HuH7 et les cellules de rein HEK293.

Les L6 sont des myoblastes (sous-clone C35) issus d’une lignée myogénique
établie a partir de cellules de rats nouveau-nés, isolés en 1968 par Yaffe (Yaffe
1968). Leurs propriétés de difféerenciation in vitro sont bien connues, elles ont
notamment gardé la capacité de fusionner pour former des myotubes différenciés.

Les L6 sont cultivées, en condition de prolifération, dans un milieu nutritif
DMEM (Dulbercco’s Modified Eagle Medium) contenant 4,5g/L de glucose, 10% de
sérum de veau foetal décomplémenté (SVFd), 1% d’antibiotiques (100U/mL
pénicilline et 100ug/mL de streptomycine) et 1% de Glutamine (200mM) a 37°C
dans une atmosphére de 5% de CO,. Lorsque les L6 sont en différenciation, le
milieu est le méme mais la supplémentation en sérum est de seulement 1%. De
plus, 10-7"M d’AVP (Arginine-8-Vasopressine), une hormone neurohypophysaire
stimulatrice de la différentiation myogénique in vitro, sont ajoutés (Nervi et al.

1995).

Les cellules HuH7 sont des hépatocytes différenciés issus d’une lignée de
carcinome hépatocellulaire isolée a partir d'une tumeur au foie d'un patient
japonais de 57 ans, en 1982 par Nakabayashi et Sato (Nakabayashi et al. 1982).
Cette lignée cellulaire est couramment utilisée pour étudier le cancer du foie et ses
thérapies potentielles. Bien qu’exprimant un panel assez large des génes spécifiques
du foie et sécrétant la plupart des protéines plasmatiques, ce modéle reste limité
car il s’¢loigne de la physiologie normale des cellules du foie, notamment ’absence

ou le trés faible métabolisme des drogues dont l’alcool et les médicaments.
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Les HuH7 sont cultivées dans du DMEM contenant 1g/L de glucose, 10 de
SVFd, 1% d’antibiotiques (100U/mL pénicilline et 100ug/mL de streptomycine) et
1% de Glutamine (200mM) a 37°C dans une atmosphere de 5% de COa.

Les HEK293 (Human Embryo Kidney 293) sont des cellules embryonnaires
humaines de rein, issues d'un foetus sain avorté, qui ont été immortalisées par
transformation avec de I’ADN fragmenté d’adénovirus de type 5 (Graham et al.
1977).

L’origine cellulaire de ces cellules étant mal définie, elles ne sont pas un bon
modeéle d’étude de la physiologie rénale ou de tout autre processus biologique, et a
ce titre, ne représente pas un bon modéle d’é¢tude en physiologie. En revanche, leur
grande capacité de prolifération et leur facilité a étre transfectées, en font un
excellent outil en biologie moléculaire, notamment pour la production et
l'amplification d’adénovirus. En effet, les adénovirus utilisés au laboratoire comme
vecteurs d’expression sont rendus inoffensifs par délétion d’un certain nombre de
génes clés de la réplication. Les HEK293 expriment plusieurs de ces geénes
adénoviraux, tels que E1 et E3, et permettent ainsi la réplication des adénovirus
déféctifs. Elles sont dites complémentantes.

Les HEK293 sont cultivées dans du DMEM contenant 4,5g/L de glucose, 10%
de SVFd, 1% d’antibiotiques (100U/mL pénicilline et 100ug/mL de streptomycine)
et 1% de Glutamine (200mM) a 37°C dans une atmosphére de 5% de COx.

2. Culture primaire

Une partie importante des expériences in vitro réalisées au cours de mon
travail de thése a été effectuée sur des cultures primaires humaines. Ces cultures
primaires proviennent de la prolifération de cellules satellites isolées a partir de
biopsies de muscle squelettique humain (rectus abdominis ou gluteus maximus)
prélevées lors d’interventions chirurgicales programmeées sur des sujets sains.

Les cellules satellites sont des cellules souches musculaires, qui sont capables
de proliférer et de se différencier pour former des myotubes afin de régénérer le
tissu musculaire. En culture, les cellules satellites ont également la capacité de

proliférer et de se différencier en myotubes polynuclées contractiles.

En pratique, la biopsie musculaire est nettoyée des cellules sanguines par

lavage avec du milieu de prolifération, et des tissus non musculaires par dissection.
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Le préléevement est ensuite fragmenté pour étre digéré dans de la trypsine a 37°C.
Apres neutralisation de la trypsine avec du sérum et lavage au PBS (Phosphate-
Buffered Saline), les cellules sont culottées par centrifugation. Le culot cellulaire est
resuspendu dans du milieu de prolifération (HamF10 supplémenté de 2% de SVFd,
2% UltroserG et 1% d’antibiotiques) et les cellules ensemencées dans des flasques
F25 Primaria. La sélection des cellules musculaires est réalisée via l'utilisation d'un
anticorps dirigée contre la protéine de surface CD6 (Belles-Isles et al. 1993). Cet
anticorps est couplé a des billes magnétiques permettant une immuno-sélection.

Les cellules sélectionnées grace a un support aimanté sont alors ensemencées
dans des plaques dont les puits sont recouverts de collagéne, puis incubées a 37°C,
5% CO; en présence de milieu de prolifération. L’état de confluence est controlé par
observation microscopique. A quasi confluence, la différentiation est induite en
changeant le milieu de prolifération par du milieu de différenciation, du DMEM
contenant 1g/L de glucose, 1% de SVFd, 1% d’antibiotiques (100U/mL pénicilline et
100ug/mL de streptomycine) et 1% de Glutamine (200mM).

A cette étape, les myoblastes s’allongent et s’alignent puis fusionnent formant
ainsi des myotubes polynuclées contractiles. Le processus de différentiation
commence a confluence, et environ 48h aprés induction les premiéres fibres
polynuclées sont formées. Les différentes études sont menées 5 a 7 jours apres

induction de la différenciation.

C. Modulation de l'expression génique in vitro

Une partie de ce travail de thése repose sur ’exploration in vitro des effets des
microARNs, notamment leur implication dans des voies métaboliques. Pour cela,
l'expression des microARNs est modulée soit positivement, surexpression par
adénovirus ou plasmides, soit négativement par utilisation d’inhibiteurs de

microARNSs.

1.  Construction de deux adénovirus recombinants codant pour miR-148b et
miR-21 et infections adénovirales

a. Généralités

Les infections a adénovirus sont souvent sans traduction clinique, 50% des
infections étant asymptomatiques, et concernent généralement les voies aériennes
supérieures et les muqueuses supérieures (pharyngites). Cette famille de virus a été
découverte en 1953 par Wallace P. Rowe (Rowe et al. 1953), a partir de tissus

adénoidiens, les amygdales, expliquant l'origine du nom adénovirus.
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En biologie moléculaire, les adénovirus sont utilisés comme vecteur de
transfert de géne d’intérét, permettant la surexpression de protéines dans des
cellules, notamment quand la transfection par des méthodes classiques est difficile,
par exemple dans la lignée de cellules L6.

Les adénovirus sont des virus non enveloppés a capside dun diameétre
d’environ 80 nanometres. Ils sont endocytés par la cellule, puis relarguent leur ADN
viral dans le noyau aprés désintégration de la capside. Le génome est un ADN
double brin d’environ 36 Kb, constitué de deux régions différentes, les régions E
(pour early) participant a la phase précoce du cycle de réplication du virus, et les
régions L (pour late) intervenant dans la phase tardive.

Afin d’éviter leur propagation, les adénovirus utilisés en laboratoire sont
rendus incapables de réplication par la délétion dune région du géndme
adénoviral : la région E1, impliquée dans la réplication du virus. La région E3, qui
est impliquée dans la réponse immunitaire et non essentielle lors de la culture in
vitro de l'adénovirus, est également délétée afin de permettre linsertion de
transgenes pouvant aller jusqu’a 8Kb.

L’adénovirus utilisé au laboratoire, VmAdcDNA3, a été mis au point par
I’équipe du Dr S. Rusconi a l'université de Fribourg en Suisse (Chaussade et al.
2003) a partir d’'un adénovirus humain de type 5 recombinant AE1/E3. Au niveau
de la région E1 délétée, une région de recombinaison homologue avec le plasmide
pPCDNA3.1 a été ajoutée. 1l s’agit de deux éléments correspondant a une portion de
363bp en 5’ du promoteur CMV (cytomégalovirus) et un segment de la région 3’
comprenant le signal de polyadénylation du plasmide pCDNA3. Une séquence
contenant un site de restriction Swal sépare ces deux éléments. La recombinaison
permet ainsi de supprimer le site de restriction Swal et d’entrainer la reformation
du promoteur CMV, ce qui peut étre vérifié par PCR.

Les génes d’intérét doivent d’abord étre clonés dans le plasmide pCDNA3

avant d’étre transférés par recombinaison homologue dans le VmAdcDNAS3.

b. Clonage des pre-miARNs de miR-148b et miR-21

Les vecteurs d’expression pCDNA3-miR-148b et pCDNA3-miR-21 ont été
générés respectivement a partir des plasmides MR04-miR-148b (HmiR0O185-MRO04,
precursor miRNA expression clone for hsa-mir-148b) et MRO4-miR-21 (HmiR0284-
MRO4, precursor miRNA expression clone for hsa-mir-21), des plasmides générés

par GeneCopoeia (Labomics, Nivelles, Belgique).
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Figure 22. Construction des adénovirus recombinant pour miR-148b et miR-21. Les
séquences codantes pour les pre-miARNs et la GFP ont été amplifiées par PCR puis
transférées dans le plasmide pCDNA3.1 par différentes étapes de clonage et recombinées

avec le plasmide VmAdcDNA3 (V4).

La production des adénovirus a été réalisée par

transfection de cellules HEK avec des clones positifs linéarisés.

Les fragments contenant les pre-miARNSs, pre-mir-148b et pre-mir-21, et le

géne codant pour la GFP (green fluorescent protein) ont été amplifies par PCR

(polymerase chain reaction) a partir de leur plasmide respectif (Figure 22).

Les

produits de PCR ont ensuite été clonés dans un plasmide pGEMT (Promega,

Charbonniéres-les-Bains, France), puis séquencés pour vérifier les séquences. Ils

ont ensuite été transférés par restriction-ligation dans un plasmide PGL3 (Promega,

Charbonniéres-les-Bains, France),

puis de nouveau transférés par restriction-

ligation dans le plasmide pCDNA3.1 (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
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c. Génération des adénovirus recombinants pour miR-148b et
miR-21

Une fois chacun des génes d’intérét cloné dans un plasmide pCDNA3, ils
sont transférés dans le génome adénoviral par recombinaison homologue avec le
plasmide VmAdcDNAS.

Pour chaque construction, 200 ng du plasmide VmAdcDNAS est linéarisé par
l'enzyme de restriction Swal, et 600 ng des clones pCDNA3-génes d’intérét sont
également linéarisés par une enzyme de restriction ne coupant pas dans la cassette
« promoteur CMV-Géne-polyA -Globine » du plasmide.

Des bactéries compétentes Rect+ (exprimant la recombinaison), Escherichia
coli BJS5183, sont co-transformés par le plasmide VmAdcDNAS et le pCDNA-génes
d’intérét linéarisés, puis inoculées sur des boites de pétri contenant du milieu LB
agar (bouillon lysogéne) + ampicilline.

Apreés une nuit a 37°C, les recombinants sont analysés par PCR avec le
couple d’amorces suivant :

- l'amorce A, 5’>-GACGGATGTGGCAAAAGTGA-3’, s’hybridant a 'extrémité 5’

du génome 'adénovirus

- lamorce B, S’ATGGGGTGGAGACTTGGAAATC-3’, s’hybridant a la partie

du promoteur CMV apportée par recombinaison.
Un fragment de 700bp est généré quand le clone est positif. Un clone positif est
ensuite transformé et amplifié dans des bactéries compétentes Escherichia coli XL1-
Blue.

Les plasmides obtenus (construction pour miR-148b et miR-21), sont ensuite
digérés par l'enzyme de restriction Pacl permettant l’exclusion de la cassette

bactérienne de la construction, et sa transfection dans des cellules HEK293.

La production in vitro du virus recombinant n’est possible que dans les
cellules HEK293. En effet, ces cellules sont modifiées génétiquement pour pouvoir
complémenter les génomes viraux car elles expriment les protéines E1 permettant
ainsi la multiplication des adénovirus. Les cellules sont transfectées au phosphate
de calcium, avec le plasmide coupé par ’enzyme Pacl. Les effets cythopathiques,
provoqués par la production du virus, sont observés pour évaluer le degré
d’infection cellulaire, survenant généralement 8 a 10 jours aprés transfection. Les
constructions étant recombinantes également pour le geéne de la GFP, on peut

suivre l'infection au microscope a fluorescence.
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Lorsque la majorité des cellules sont sur le point d’étre lysées, elles sont
culottées par centrifugation puis lysées par plusieurs cycles de
congélation/décongélation successifs dans du PBS-10%Glycérol, afin de récupérer
la solution adénovirale. Les adénovirus produits étant recombinants pour la GFP,
leur capacité a induire une surexpression des génes d’intéréts, a pu €tre vérifiee par
microscopie a fluorescence lors de la transfection. On peut également vérifier les
constructions par digestion enzymatique.

Si la fonctionnalité de ’adénovirus est validée, I’'adénovirus est alors amplifié
et purifié afin de constituer un stock. Pour chaque construction, des HEK293
ensemencées dans 6 boites de culture de 10 cm de diamétre sont infectées avec la
solution adénovirale, et de la méme facon que décrite précédemment, lorsque la
majorité des cellules sont sur le point d’étre lysées, elles sont culottées par
centrifugation puis lysées par plusieurs cycles de congélation/décongélation

successifs.

d. Titration

La titration de la solution adénovirale consiste a déterminer le titre infectieux
de la solution, i.e. la concentration de la solution en adénovirus viables (capables
d’infecter une cellule). Des dilutions au 10¢éme en cascade, de 104 a 10-13, de la
solution concentrée d’adénovirus a titrer sont réalisées dans du milieu DMEM sans
sérum. Des HEK293 ensemencées en plaque 96 puits sont infectées par 100uL de
chaque dilution. Le principe repose sur le fait qu’au fur et a mesure des dilutions
croissantes, arrivera une dilution ne contenant plus de particules adénovirales.
Nous pouvons ainsi par observation des plages de lyse, ie. marqueurs de la
présence de particules adénovirales, déterminer le titre infectieux.

Chaque puits de la plaque 96 puits est traité avec un méme volume, 100uL.
Chaque colonne de la plaque 96 puits correspond a une dilution, ot chaque puits,
soit 8 répétitions, est infectée avec la méme solution adénovirale diluée dans le
DMEM. La premiére et la derniére colonne recoivent du milieu DMEM sans dilution
adénovirale servant de controle.

Les cellules sont suivies sur 10 jours afin de déterminer s’il y a des plages de
lyse, signes de la présence d’au moins une particule adénovirale. La reconnaissance
est ici facilitée par 'expression de la GFP. En déterminant les puits contenant au
moins une particule adénovirale et les puits sans particule adénovirale on
détermine grace a la formule suivante le titre infectieux de la solution meére

adénovirale.
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Titre = 10M+#+(X=05)

Avec Z = log(facteur de dilution) pour des dilutions successives au 10°™¢ Z=1
nombre de dilution i L.
nombre de puits positifs

Et avec X = z 8
d=1

Prenons un exemple :

Dilution 0 103 10% 10°® 10 107 10® 10% 10-1°10-111012 0

IciX=(1+1+1+1+1+1+0,875+0,375+0+0+0+0) =725
et Z =log(10) =1
Titre = 10171725205 = 10775 = 5,610 pfu/mL

2.  Surexpression par infections adénovirales dans les lignées cellulaires

Les L6 différenciés sont infectées par adénovirus recombinants. Les cellules
sont infectées avec 1uL, soit respectivement 7,5.108UI pour 'adénovirus exprimant
miR-148b et 5,6.108UI pour l'adénovirus exprimant miR-21, d’adénovirus par puits,
en plaque 6 puits. Une infection par adénovirus surexprimant seulement la GFP est
réalisée comme controle négatif de l'infection. Les différentes expérimentations sont

réalisées aprés 48h d’infection.

3.  Surexpression par transfection de plasmides codant miR-148b et miR-21

Les myotubes humains différenciés sont transfectés avec le plasmide MRO0O4-
miR-148b (HmiR0185-MRO04, precursor miRNA expression clone for hsa-mir-148b)
et un plasmide controle (CmiRO001-MR0O4, miRNA scrambled control clone for
PEZX-MRO04) de chez GeneCopoeia (Labomics, Nivelles, Belgique). Les cellules HuH7
sont transfectées avec les mémes plasmides, ainsi que le plasmide MR04-miR-21
(HmiR0284-MRO4, precursor miRNA expression clone for hsa-mir-21).

Les HuH7 et les myotubes différenciés sont transfectés respectivement avec

1uL et 2uL de plasmide par puit, en plaque 6 puits, avec 'agent transfectant Exgen
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500 selon le protocole du fabriquant (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Les

différentes expérimentations sont réalisées apres 48h de transfection.

4.  Inhibition par utilisation d’anti-miRs

Pour réaliser l'inhibition de 'expression des microARNs, nous avons utilisé des
inhibiteurs de microARNs (miRCURY LNA microRNA Inhibitors) de chez Exigon
(Vedbeek, Denmark). Ces inhibiteurs sont constitués de courtes séquences
nucléotidiques complémentaires s’hybridant de maniére irréversible sur Ile
microARN cible. Un nucléotide dont le cycle ribose est contraint par un pont
meéthyléene entre 2-O et 4’-C est incorporé dans I’ARN antisens, correspondant a
I'inhibiteur du microARN, par la technique Locked Nucleic Acid (LNA). Cette
contrainte de conformation confére a l’oligonucléotide une plus grande stabilité
thermique, permettant d’augmenter lefficacité d’inhibition du microARN cible,
compte tenu de sa faible longueur (22 nucléotides en moyenne). Les inhibiteurs
sont marqués en 5’ avec de la fluorescéine permettant de s’assurer de la bonne
efficacité de transfection.

Les myotubes humains différenciés sont transfectés avec l'inhibiteur de miR-
148b (hsa-miR-148b-3p miRCURY LNA microRNA inhibitor, 5 -fluorescein labeled)
et linhibiteur contréle (Negative control A miRCURY LNATM microRNA inhibitor
control, Snmol, 5-fluorescein labeled). Les cellules HuH7 sont transfectées avec les
mémes inhibiteurs, ainsi que 'inhibiteur du miR-21 (hsa-miR-21-5p miRCURY LNA
microRNA inhibitor, 5 -fluorescein labeled).

Les HuH7 et les myotubes différenciés sont transfectés avec 100pmoles d’inhibiteur
par puit, en plaque 6 puits, avec ’'agent transfectant Hiperfect selon le protocole du
fabriquant (Qiagen, Courtaboeuf, France). Les différentes expérimentations sont

réalisées apres 48h de transfection.

D. Analyse de la signalisation de l'insuline

Des mesures in vitro de sensibilité a linsuline sont réalisées sur les cellules
musculaires humaines en culture primaire qui ont été transfectées soit avec les
plasmides exprimant les microARNs soit avec les inhibiteurs de microARNs. La
veille des extractions protéiques, les cellules ont été incubées sur la nuit dans du
milieu complet de différenciation ne contenant pas de sérum.

Le lendemain, les myotubes différenciés sont stimulés ou non avec de l'insuline (10

ou 100 uM) pendant 10 minutes a 37°C. A la fin de 'expérience, les protéines sont
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extraites par la méthode décrite ci-dessous en partie F.1 puis la quantification de la

phosphorylation de la PKB et de la MAPK est réalisée par Western-Blot.

E. Mesure d’expression génique et protéique

La signature génique ou protéique liée au niveau d’activité physique dans les
protocoles humains et animaux, ou associée au niveau d’expression de miR-148b
dans les cellules a été évaluée respectivement par RT-PCR en temps réel (RT-qPCR)
et par western-blot. Dans un premier temps, la quantification en individuelle de
l'expression des génes par RT-gqPCR, utilisée dans les modéles humains et cellulaire
est présentée, puis l'analyse transcriptomique des microARNs réalisée dans le
protocole LIPOX, et basée sur le principe de la RT-qPCR, est détaillée et enfin la
quantification des protéines utilisée dans le protocole chez la souris et dans les

cellules est expliquée.

1.  Mesure de U'expression génique par PCR quantitative en temps réel

a. Extraction des ARN totaux

1. Cellules

Les extractions des ARNs totaux a partir des cellules musculaires humaines
en culture primaire, des L6 et des HuH7, ou a partir du muscle gastrocnemius
lateralis des souris (SEDENT) ont été réalisées a 1'aide de Tri Reagent (Sigma, St
Quentin Fallavier, France), selon les recommandations du fournisseur. Les
extractions des ARNs totaux a partir des biopsies de muscle humain Vastus
lateralis (LIPOX) ont été réalisées avec le kit mirVana miRNA Isolation Kit protocol
(Life Technologies, Saint Aubin, France).

Les ARNs ont ensuite été dosés par spectrophotométrie a 260nm, au

nanodrop ND200O (Labtech, Palaiseau, France).

ii.  Sérum (miRNAs)

Les extractions des ARNs totaux a partir des sérums ont été réalisées a l’aide
de Tri Reagent (Sigma, St Quentin Fallavier, France) selon un protocole adapté pour
des extractions sur les fluides (Figure 23). La purification a été réalisée sur 350uL
de sérum, auquel 20 fmol d’'un ARN de synthése exogene (C. elegans miR-39 miRNA
mimic, Qiagen, Tableau 3) ont été ajoutés, permettant de valider la qualité de

l’extraction.
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Figure 23. Adaptation du protocole d’extraction des ARNs totaux au TriReagent, pour
I’extraction des microARNs dans le sérum. L’ajout d’'une solution monophasique de
phénol et de thiocyanate de guanidine (TriReagent) permet de solubiliser le matériel
biologique et de dénaturer les protéines, puis 1’ajout de chloroforme permet de séparer trois
phases : une phase organique contenant les protéines, une interphase contenant I’ADN et
une phase aqueuse contenant I’ARN. L’isolation des ARNs totaux est réalisée par ajout de
glycogéne et d’isopropanol permettant leur précipitation, puis le culot est lavé a I’éthanol, et
resuspendu dans de I'eau. Un ARN de synthése exogéne est ajouté pour valider la qualité de
lextraction.

Tableau 3. Référence de la séquence mimic 39 de Caenorhabditis Elegans et des
amorces pour RT et gPCR TagMan

Type Dénomination Fournisseur Référence Séquence

Séquence Syn-cel-mir-39 Qiagen MSY0000010 5-UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3’
miScript miRNA
mimic

Amorces Cel-mir-39 ID Life MIO000010
000200 tech/Applied
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b.  Transcription inverse

La transcription inverse (reverse transcription, RT) est réalisée a partir d’l1ug
d’ARN total, de maniére non spécifique (a ’exception des RT pour la quantification
des microARNSs, expliquée en partie E.3), en présence de SuperScript II® RNase H-
Reverse Transcriptase (100U, Invitrogen), d'un mélange d’oligoT (Promega) et

d’hexameres olignucléotidiques non spécifiques.

2.  RT-qPCR en temps réel des genes

La PCR quantitative en temps réel est basée sur la détection et la
quantification d’un marqueur fluorescent, le Sybr green, incorporé a chaque cycle
d’amplification (Figure 24).

L’observation de la quantité de fluorescence émise a chaque cycle permet de
déterminer la cinétique d’amplification de la PCR afin de déterminer la zone
d’amplification exponentielle pendant laquelle l'augmentation du signal est
proportionnelle a la quantité d’ADN complémentaire (ADNc) présente au début de la
réaction. Un logiciel permet d’é¢tablir une valeur de Ct (threshold cycle = cycle seuil),
correspondant au cycle au cours duquel la fluorescence est supérieure au bruit de
fond (Figure 25). La valeur de Ct de I’échantillon est ensuite transformée en nombre
de molécules a l'aide d'une courbe standard amplifiée en paralléle.

Les ARN messagers sont quantifiés en utilisant des amorces spécifiques des
ADNc étudiés. La PCR quantitative est réalisée sur SuL du produit de RT dilué au
1/60eme mélangé a 15uL de milieu réactionnel ABsolute™ QPCR SYBR® Green Mix
(Qiagen, Courtaboeuf, France), a l'aide d’'un Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Les amplifications sont analysées avec le logiciel Rotor-Gene Q Series

Software (Qiagen, Courtaboeuf, France) (Figure 25).
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Figure 24. Principe de la PCR quantitative en temps réel basée sur l'utilisation de
I’'intercalant SybrGreen. Le SybrGreen est un agent intercalant dont I'émission de
fluorescence augmente lorsqu'il est lié a I'ADN double brin, et donc proportionnellement
avec la quantité d’ADN double brin synthétisé lors de la PCR.
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Figure 25. Cinétique de PCR en temps réel, selon une échelle linéaire a gauche et
logarithmique a droite. 1, Bruit de fond de la fluorescence aspécifique du marqueur ;
2, Zone ou le bruit de fond biaise la mesure de fluorescence ; 3, Phase exponentielle ou la
cinétique est mesurable sans biais; 4, La polymérase devient un facteur limitant ;
5, Plateau de la cinétique; 6, Phase de la cinétique répondant réellement a une loi
exponentielle ; 7, Zone linéaire sur le schéma de gauche mais non quantifiable.
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3.  RT-qPCR en temps réel des microARNs

La quantification des microARNs requiert une étape de transcription inverse
spécifique. Les microARNs sont rétrotranscrits en présence du mix de réaction
TagMan mix RT 200 (10X), d'un mélange de dNTPs (100mM), de la Rnase inhibitor
(20U /ul), de multiscribe RTase (50U /pul) et d’amorces RT Mir essai (5X) spécifiques
(Tableau 4, Life Technologies, Saint Aubin, France). Les microARNs étant
différentiellement exprimés selon le type de tissu étudié, il est nécessaire de mettre
au point le dosage pour chaque microARN et chaque tissu. L’objectif est de
déterminer la quantité d’ARN (entre 1pg et Sug) a utiliser pour la RT et la dilution
optimale (%2 au 1/128¢me) de la RT pour la gqPCR. Le cycle de la transcription inverse

pour les microARNSs est : 30 min a 16°c, 30 min a 42°C et 5 min a 85°C.

Tableau 4. Réactifs utilisés pour la technologie TagMan.

Type Dénomination Référence
Cartes TagMan Human miRNA Array A + B 4400238
Mix TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG 4324018
Mix TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 Reactions 4366596
Mix TagMan PreAmp Master Mix Kit 4384267
Amorces Megaplex PreAmp Primers, Human Pool Set v2.0 4400927
Amorces Megaplex RT Primers, Human Pool Set v2.0 4400928

La PCR quantitative en temps réel pour la quantification des microARN est
basée sur la technologie de sonde TagMan. Comme pour la qPCR basée sur le sybr
green, elle est basée sur la détection et la quantification d'un signal fluorescent a
chaque cycle d’amplification. Cependant, dans cette technique le fluorophore est
incorporé dans une sonde, spécifique de la séquence cible, et la fluorescence est
émise lors de la lyse de la sonde, induite lors de la synthése du brin d’ADN (fonction
exonucléase 5’ a 3’ de la polymérase) (Figure 26).

Ainsi, les ARN messagers sont quantifiés en utilisant des amorces spécifiques
des ADNCc étudiés, et contenant un fluorophore. La PCR quantitative est réalisée sur
SuL du produit de RT dilué au 1/16éme mélangé a 15ul de milieu réactionnel
TagMan PCR Master Mix (2X), Amorces TaqMan assay (20x) spécifiques (Life
Technologies, Saint Aubin, France). Le cycle de la qPCR pour les microARNs est : 15
sec a 95°C, puis 40 cycles de 10 min a 95°C, et enfin 60 sec a 60°C.
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Figure 26. Principe de la PCR quantitative en temps réel basée sur les sondes
TagMan. Au cours de l’élongation, la sonde TagMan liée de facon spécifique a ’ADNc est
coupée libérant un reporter qui émet de la fluorescence. La fluorescence est proportionnelle

au nombre de sondes hydrolysées donc a la quantité de produit d'amplification.
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4. Analyse transcriptomique des microARNs par puces a ADN
a. PCR quantitative en temps réel par cartes TLDA

Les puces a ADN de type cartes microfluidiques développées par Applied
Biosystems, préchargées en sonde TagMan (TLDA, TagMan Low Density Array)
permettent de mesurer simultanément l'expression de 384 microARNs (génes de
référence et génes d’inérét).

En bref, les ARN totaux des sérums de 6 sujets actifs (NA) et 4 sujets inactifs
(NS), avant et aprés intervention sur le niveau d’activité physique (étude LIPOX),

sont analysés par PCR quantitative en temps réel par 'utilisation de deux cartes
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TLDA (soit 671 microARNs d’intérét) et du thermocycleur Applied Biosystems
7900HT (Life technology, Saint Aubin, France).

Entre 1 et 350 ng d’ARN sont déposés dans chacun des puits de la carte. Les
microARNs sont rétrotranscrits en présence du mix de réaction TagMan mix RT 200
(10X), d’'un mélange de dNTPs (100mM), de la Rnase inhibitor (20U/uL), de MgCl.
(25mM) selon le protocole du fournisseur (Tableau 4, Life Technologies, Saint
Aubin, France). Les ADNc des microARNs sont ensuite préamplifiés en présence du
mix de réaction TagMan PreAmp Master Mix, de primers (A ou B selon la carte
TLDA). Enfin les ADNc préamplifiés sont quantifiés par ajout du milieu réactionnel
TagMan PCR Master Mix (2X) et de 75uL de tampon TE 0,1X (Tableau 4, Life
Technologies, Saint Aubin, France).

Les courbes d’amplifications des niveaux d’expression des microARNs ont été
analysés a laide du logiciel RQ Manager (Applied Biosystems). Les données
générées sont exprimées de la méme facon que pour une PCR quantitative en temps
réel classique.

L’évaluation de la qualité des données est la premiére étape d’analyse. Seuls
les microARNs dont les profils d’amplification étaient corrects, ie. ou le signal de
fluorescence n’était pas saturé et hors du bruit de fond, et suivant une courbe
sigmoide, ont été conservés pour les analyses. De plus, les microARNs présentant
des valeurs de Ct supérieures a 37, et les valeurs de Ct aberrantes ont été éliminés.
Ainsi, sur les 671 microARNs testés, seulement 239 ont été utilisés pour la suite

des analyses.

b.  Sélection du microARN endogene de référence

L’analyse quantitative de l'expression des génes nécessite le controle dun
certain nombre de facteurs, tels que la quantité de matériel génétique de départ ou
encore l'efficacité de réaction. Il existe de nombreuses méthodes pour normaliser les
données, avec de nombreuses limites.

A ce jour, la méthode la plus fréequemment utilisée est le recours a un
controle interne (géne endogeéne). Ce contréle interne ne doit pas varier entre les
tissus ou cellules étudiés, et/ou en réponse au traitement expérimental. Dans notre
cas, nous avons souhaité trouver un microARN dont 'expression ne varie pas avec
le niveau d’activité physique, i.e. ne varie pas entre les groupes (NA vs NS) et entre

les conditions avant et aprés intervention (NA pre vs NA post et NS pre vs NS post).
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Pour cela, la méthode de Vandesompele et al. (2002), permettant d’identifier
les génes dont 'expression est la plus stable dans un jeu de données, a été utilisée

et adaptée (cf. script en Annexe).

. Pour chaque individu (1 aj) :
/ = log2 (Ct mir 1/Ct mir 2)

Pour chaque mir (2 ai) :
indiv 1 V:gd[.]

|
|
|
:
| miri ——p sdi
! s Rad Pour chaque mir :
Y T R M = moyenne des V
indiv j el st

Figure 27. Schéma de la méthode de Vandesompele et al. (2002). Cette méthode permet
de classer les microARNs selon la stabilité de leur expression dans un jeu de données. Un
facteur de stabilité M définit comme la moyenne des coefficients de variations V du
microARN est calculée pour chaque microARN. Le microARN le moins stable est ensuite
retiré du jeu de données et un nouveau facteur de stabilité est recalculé, et ainsi de suite
jusqu’a ’établissement d’un classement. Exemple pour mir n°1.

Cette méthode repose sur le calcul d'un facteur de stabilité d'un géne par
rapport aux niveaux d’expression non normalisés des autres génes, d’'un jeu de
données (Figure 27). Pour chaque géne, un coefficient de variation V (par paire) est
calculé, et correspond a la déviation standard du logarithme base 2 du ratio entre
son niveau d’expression (Ct) et celui de chaque géne, pris un a un. Le facteur de
stabilité M d'un géne se définit alors comme la moyenne de ses coefficients de
variations. Les génes présentant les valeurs les plus faibles sont les plus stables.
Ainsi, a chaque étape, le géne présentant la plus grande valeur est éliminé et les
facteurs de stabilité de chaque géne sont recalculés. Au final, un classement des
génes, du plus stable au moins stable est établi, avec les deux premiers genes
possédant le méme facteur de stabilité, dt a la méthode de calcul.

Cette méthode a été développée initialement pour déterminer un nombre
minimum de geénes requis pour calculer un facteur de normalisation, puis
sélectionner les mieux classés. Cependant, dans notre cas, nous avons choisi
d’utiliser ce classement pour identifier parmi les microARNs les plus stables, un
candidat qui n’est pas relié dans la littérature a des facteurs d’inflammation, et qui

serait potentiellement stable chez les sujets en surpoids.
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Ensuite, les niveaux d’expression des microARNs sont normalisés par
rapport au niveau d’expression du miARN endogéne de référence. Dans un premier
temps, un delta de Ct ACt est calculé, et correspond a la différence entre la valeur
de Ct du microARN d’intérét moins celle du microARN endogéne de référence. Puis,
le Ct normalisé est ensuite calculé et correspond au chiffre 2 a la puissance

négative de ce ACt :

ACt = Ct microARN intérét — Ct microARN endogeéne de référence

Ct normalisé = 274Ct

Le microARN endogeéne de référence identifié grace aux cartes TLDA est hsa-
miR-301a-3p. Il a été utilisé pour normaliser ’expression des microARNs d’intérét
dans le sérum pour l'analyse transcriptomique par cartes TLDA, et dans les
quantifications individuelles par RT-qPCR dans les sérums de LIPOX, et des

protocoles de Nouvelle-Zélande et de St Etienne.

C. Sélection des microARNs d’intéréts

Une fois les données des cartes TLDA normalisées des modéles mixtes ont été
développés pour identifier les microARNs dont l'expression différe entre les sujets
NA (n=6) et NS (n=4) en basal, i.e. avant modification du niveau d’activité, mais
également pour identifier les microARNs dont l'expression a été modifiée avec

I'intervention, en ajustant sur le groupe.

F. Mesure de 'expression protéique par Western Blot

1.  Préparation des extraits protéiques

Les cellules sont lysées dans du tampon de lyse de composition suivante :
PBS, SDS 0.1%, sodium deoxycholate 0.5%, Nonidet NP40 1%, EDTA S5 mM,
Na3VO4 1mM, NaF 20 mM, dithiothreitol DTT 1mM, auquel est ajouté un cocktail
d’inhibiteurs de protéases (Simga Aldrich, St-Quentin-Fallavier, France).

Les biopsies de souris ont été lysées dans du tampon de lyse de composition
suivante : NaCl, SDS 0.1%, sodium deoxycholate 0.5%, Nonidet NP40 1%, Tris
S0mM, auquel est ajouté un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Simga Aldrich, St-

Quentin-Fallavier, France).
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Les protéines sont quantifiées par la méthode de Bradford, a 1’aide du kit

BioRad Protein Assay (Bio-Rad laboratory, Marne-la-Coquette, France).

2. Western Blot

Les échantillons protéiques sont dénaturés a 100°C pendant 10 minutes en
présence de tampon laemli 1X: Tris-HCL 50nM, Glycérol 12%, SDS 1%,
Bmercaptoéthanol 4%, Bleu de BromoPhénol 0,01%, pH 6,8.

Les protéines sont ensuite séparées selon leur masse moléculaire sur un gel
d’acrylamide-bis-acrylamide de type SDS-PAGE puis transférées sur membrane
PVDF (fluorure de polyvinylidéne).

La membrane est ensuite saturée dans du Tris-Buffered Saline — 0,5% Tween
— 4% BSA (bceuf serum albumine). La membrane est incubée toute la nuit a -4°C en
présence de 'anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérét, puis en présence
d’'un anticorps secondaire conjugué a la Peroxidase pendant 1h a température
ambiante.

La présence des protéines est révélée par chimioluminescence du a la réaction
enzymatique entre la peroxydase et son substrat (kit ECL de Pierce, Rockford, IL,
USA). Le signal est détecté par autoradiographie et quantifié grace au logiciel Image

J (W. Rasband, National Institute of Health, USA).

G. Analyses des résultats et statistiques

1.  Analyses des geénes cibles et voies de signalisation

Les cibles des microARNs d’intérét sélectionnés ont été recherchées in silico
avec les logiciels TargetScan, un logiciel de prédiction (Agarwal et al. 2015) et
miRTarBase, une base de données recensant les génes cibles des microARNs (Hsu
et al. 2014).

Afin d’identifier une ou plusieurs fonctions biologiques qui seraient associées
de facon spécifique a ces microARNs, nous avons ensuite fait une analyse
d’enrichissement a partir des listes de génes cibles prédits et validés en utilisant
différents logiciels comme Babelomics (Alonso et al. 2015) et DAVID (Huang da et al.
2009). Ces outils reposent sur lexploitation des annotations fonctionnelles
disponibles sur les génes dans les bases de données publiques afin de trouver les
fonctions communes et spécifiques a une liste de génes.

Nous avons également utilisé le logiciel DIANA-mirPath qui est un logiciel

d’analyse des voies de signalisation des microARNs (Vlachos et al. 2015).
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2.  Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées soit avec le logiciel SAS V9.3 (SAS
Institute Inc., Cary, NC) soit avec le logiciel R V2.15.2 (The R Foundation for
Statistical Computing). Le seuil de significativité a été fixé a 5% pour les différentes
analyses. Les données sont présentées avec leur moyenne + SEM.

Les données des protocoles cliniques ont été analysées a l'aide de modéles
linéaires mixtes prenant en compte le caractére répété des données individuelles au
cours du temps, les variables groupe et intervention comme effets fixes et les
individus en effet aléatoire. Des tests post-hoc de Tukey ont été utilisés pour
déterminer les différences entre les groupes en basal, ie. avant intervention, et
tester les effets de lintervention dans chaque groupe. Des modeéles mixtes ont
également été utilisés pour examiner les associations entre les variables ou entre
les changements induits par l'intervention sur ces variables permettant de tenir en
compte le caractére répété des données.

Les données in vitro ont également été analysées a l'aide de modéles mixtes
permettant de prendre en compte le caractére répété des données, avec les

traitements comme effets fixes et les individus en effet aléatoire.
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Effect of enforced physical inactivity induced by 60-d of bed rest on hepatic markers
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Principaux résultats

- L’inactivité séveére secondaire a un protocole d’alitement prolongé (60 jours de
bed-rest) induit une augmentation de marqueurs hépatiques associés a la
stéatose hépatique (transaminases AST et ALT), a la stéato-hépatite (CK18) et a des
formes plus sévéres d’hépatite stéatosique non alcoolique (ANGPLT3) chez des
femmes normo-pondérées en bonne santé, et ce indépendamment de toute

variation de masse grasse.

- L’inactivité physique sévére liée au bed-rest induit une augmentation de deux
indices combinés de stéatohépatite, les indices AAC et CHA, ce dernier intégrant

un indice d’insulino-résistance des sujets.

- Un exercice combiné associant un exercice en résistance et un exercice en
aérobie, utilis€ comme contre-mesure de l’alitement prolongé, prévient au moins

partiellement I’augmentation des différents marqueurs de maladie hépatique.

- Les changements des triglycérides induits par l’alitement prolongé sont
associés avec les changements des concentrations plasmatiques de la
transaminase aspartate transferase suggérant ainsi limplication de
I’hypertriglycéridémie dans l’altération précoce du métabolisme hépatique induite

par l'inactivité physique.

- Les changements des deux indices combinés de NAFLD, chez les controdles, dont
I'un des deux inclut un marqueur d’insulino-résistance, sont également associés
avec laugmentation des triglycérides plasmatiques indiquant un lien entre la

sensibilité a I’insuline, le stockage ectopique des graisses et la stéatohépatite.
- Les résultats de cette étude montrent un role de l'inactivité physique dans le

développement des atteintes hépatiques associés au syndrome meétabolique,

indépendamment des effets de l’activité physique sur la balance énergétique.
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Abstract

Background & Aims: Physical inactivity leads to a cluster of metabolic disor-
ders that have been associated with non-alcoholic fatty liver diseases. We
tested whether physical inactivity increases hepatic biomarkers of NA-
FLDs. Methods: Sixteen normal-weight healthy women (body mass
index = 21.2 £ 0.5 kg/m?®) were studied under controlled energy balance
conditions during a previous 60-day bed rest with (n = 8) or without
(n = 8) a combined aerobic/resistive exercise protocol. Stored samples were
retrospectively used to measure plasma hepatic markers, i.e. steatosis-related
alanine and aspartate transaminases, cytokeratin 18 and angiopoietin-like 3,
at baseline, after 30 and 60 days of bed rest. Fasting insulin and triglycerides
were measured at baseline and after 30 days of bed rest. Two indexes were
calculated, one combining alanine and aspartate transaminase and cytokera-
tin 18 and another cytokeratin 18, homeostasis model assessment of insulin
resistance and aspartate aminotransferase. Results: Sixty days of bed rest
increased all hepatic markers (P <0.05 for all) and the two indexes
(P < 0.01 for both). Exercise significantly reduced the elevation in aspartate
transaminase, cytokeratin 18 and both indexes (P < 0.02 for all) but not the
increase in alanine transaminase and angiopoietin-like 3. Changes between
baseline and 30 days of bed rest in triglycerides were positively associated
with changes in aspartate transaminase (R* = 0.28, P = 0.04) suggesting a
role of hypertriglyceridaemia in the alteration of liver metabolism under
inactive conditions. Conclusion: Physical inactivity increases, independent
of fat mass, hepatic markers of steatosis and steatohepatitis. Regular exercise
can limit these physical inactivity-induced metabolic alterations. Future stud-
ies need to elucidate the underlying mechanisms.

titis (NASH). Although the pathophysiology of NA-
FLD requires further elucidation, according to the
‘two-hit’ hypothesis (1), the development of hepatic
steatosis associated with insulin resistance and alter-
ation of lipid oxidation (2) is followed by a phase
of inflammation and oxidative stress leading to acti-
vation of stellate cells, increased collagen deposition
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Key points box:

* Steatohepatitis

* Transaminases, cytokeratin 18 (CK18) and angio-
poietin-like 3 (ANGPTL3)

* Physical inactivity

* Exercise

and fibrosis (3). Worldwide prevalence is estimated
between 2.8% and 46% in the adult population and
up to 90% in overweight and obese individuals (4,
5). Common explanation for the increased preva-
lence of NAFLD is the increased rate of obesity. The
risk of developing NAFLD, however, is not limited
to overweight individuals. A better understanding of
its determinants is needed.

Beside obesity, low levels of exercise are thought
to represent a major risk factor of developing meta-
bolic syndrome (6). Recent epidemiological data even
showed that time spent in sedentary activities has a
harmful effect independent of the time spent exercis-
ing on insulin sensitivity and a number of cardio-
metabolic biomarkers (7). The effects of physical
activity and sedentary behaviours may extend to NA-
FLD. Cross-sectional population studies observed a
negative association between time spent in leisure
activity and NAFLD prevalence (8) and in old adults
between intrahepatic fat and physical activity level (9,
10). A 3-month low-to-moderate intensity exercise
training has also been shown to improve, indepen-
dent of weight loss, liver enzymes and insulin sensi-
tivity in patients with NAFLD (11). Longitudinal
investigations to directly examine the impact of
physical inactivity on liver metabolism are, however,
missing.

By using plasma samples collected during a previ-
ous 60-day bed-rest study in healthy female adults
under stable energy balance conditions, we retrospec-
tively assessed whether enforced physical inactivity
affects markers of hepatic steatosis and NAFLD. Bed-
rest studies are validated models of simulated weight-
lessness during which countermeasures are tested to
prevent and/or decrease the adaptations to the physi-
cal deconditioning occurring during space flights. In
this study, we tested, concomitantly to bed rest, the
impact of a combined aerobic and resistive exercise
protocol as countermeasure. We specifically examined
changes in plasma concentrations of four hepatic
markers known to be associated with steatosis, steato-
hepatosis or NAFLD-related metabolic features, i.e.
the two liver enzymes alanine transaminase (ALT)
and aspartate transaminase (AST), fragments of cyto-
keratin 18 (CK18), a marker of hepatic apoptosis
considered a good predictor of steatohepatitis (12,
13), and angiopoietin-like 3 (ANGPTL3), a liver
derived plasma protein that modulates plasma trigly-
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cerides clearance (14) and is increased in more severe
stage of NASH (15).

Methods
Study design

Details of the study can be found elsewhere (16, 17).
Briefly, 16 healthy normal-weight women participated
in a 60-day bed rest study. This study was divided
into three periods: a 20-day baseline period, a 60-day
bed rest, and a 20-day recovery period. Subjects were
randomized into two groups (n = 8, each): a control
group subjected to strict bed rest and an exercise
group that was subjected to supine resistive and aero-
bic exercise training protocol concomitantly to bed
rest. Nineteen resistive training sessions of 35-min
were performed every 3-day at maximal effort on a
flywheel ergometer. Aerobic training was performed
three to four times per week (29 sessions of
50 + 2 min on average), with intensities varying
from 40 to 80% pre-bed rest maximal oxygen uptake.
Dietary intake was tightly controlled by dieticians
during the whole period of the study to maintain
subjects in energy balance. No alcohol consumption
was allowed. Every subject signed a written informed
consent form. The protocol was approved by the
Midi-Pyrénées I Institutional Review Board.

Body composition

Body mass (BM), fat mass (FM) and fat free mass
(FFM) were measured before and after 30 (BR30) and
60 days of bed rest (BR60) by dual-energy X-ray
absorptiometry (DXA, Hologic, France).

Metabolic and hepatic markers measurements

At baseline and BR30, dietary fat metabolism was fully
investigated (17). Fasting plasma insulin was measured
by radioimmunoassay (DSL, Webster, TX, USA) and
glucose and triglycerides by enzymatic methods
(Biomérieux, Lyon, France).

From stored fasting plasma samples, we measured
hepatic markers concentration at baseline, BR30 and
BR60. Plasma ALT and AST were measured by enzy-
matic test using phosphate pyridoxal, as routinely done
in hospital laboratories. Plasma ANGPTL3 and frag-
ments of CK18 were, respectively, assessed by using
Quantikine Human Angiopoietin-like 3 (R&D Systems
Inc., Minneapolis, MN, USA) and M30 Apoptosense
(Peviva, Stockholm, Sweden) Elisa kits. Plasma leftovers
were insufficient to measure fasting triglycerides and
insulin at BR60.

We considered two combined indexes of NAFLD, the
AAC index (an acronym for AST, ALT and CK18) cal-
culated as the sum of reduced values (according to base-
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line values) of AST, ALT and CK18 and the CHA index
[an acronym for CK18, homoeostasis model assessment
of insulin resistance (HOMA-IR), AST Index] calculated
as the product of HOMA-IR, AST and CK18 (divided
by 1000) (18). While we calculated the AAC index at
both BR30 and BR60, the CHA index was obtained
at BR30 only since fasting insulin was not measured at
BR60.

Statistical analysis

Data are presented as mean =+ SD. Analyses were per-
formed with sas software (SAS v.9.3., Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Significance was set up to 0.05.
Between-group comparisons at baseline were per-
formed by using Student’s t-tests. The evolution of
anthropometric and biological variables was analysed
by using mixed linear models taking into account the
repeated measures over time with individuals as ran-
dom effects and baseline values of the dependent var-
iable as fixed effect. Models considering biological
variables were adjusted for FM. Prespecified hypothe-
ses were that bed rest will induce a significant
increase in insulin, triglycerides and hepatic markers
concentrations and that the exercise countermeasure
will significantly reduce the effect of bed rest on the
metabolic and hepatic markers leading to non-signifi-
cant variations over time. One-tailed tests were used

Rudwill et al.

for these analyses. The associations between changes
in hepatic markers concentrations and changes in
anthropometric  (FM) and metabolic  (insulin,
HOMA-IR, triglycerides) variables were tested by
using Pearson correlations.

Results
Body composition and metabolic variables

No between-groups differences were noted at baseline
(Table 1). After 60 days of bed rest, BM had decreased
in both groups by 6% on average (P < 0.001). In the
control group, BM reduction was mainly related to a
loss of FEM (—7%; P < 0.001). In the exercise group,
weight loss was because of reduction in both FFM
(—3%; P = 0.001) and FM (—14%; P = 0.001). Com-
pared to the control group, exercise nevertheless limited
the loss of muscle (P < 0.001).

Bed rest significantly increased fasting insulin and
HOMA-IR at BR30 in the control group (+36% and
+49% respectively; P < 0.01 for both). These increases
were significantly lower in the exercise group compared
to the control group (+17% and +18%; P = 0.02 and
P < 0.01 respectively) and no more significant. Fasting
triglycerides, however, increased by 35% on average
from baseline to BR30 in both the control and exercise
groups (P = 0.03 for both).

Table 1. Anthropometry, metabolic characteristics and hepatic markers according to groups and time

Control (n = 8)

Exercise (n = 8)

Characteristics Baseline BR30 BR60 Baseline BR30 BR60

Body composition

Age (years) 340+ 14

BMI (kg/mz) 21.0:4::0.5 20.0 £ 0.5 19.7 £ 04 214 £ 0.6 20.6 + 0.5 202405
BM (kg) 55.6 3.9 52.9 + 4.1°¢ 52.3 + 3.8° 58.1 + 6.4 55.8 + 6.0%4 54.9 + 6.1°
FM (kg) 14.7 + 3.8 14.7 £ 3.8 14.3:£.3.5 4.3 3.1 13.1 + 3.5 12.4 + 3.6
FFM (kg) 40.9 + 3.1 38.3 + 3.2° 38.0 + 3.0° 438 £ 5.7 42.7 + 5.5 425 + 5.7
Metabolic parameters

Insulin (mIU/1) 47 £ 1.4 6.2 +2.1° - 43+ 13 4.7 +0.9¢ -

HOMA-IR 0.97 + 0.30 1.41 +£0.51° - 0.86 + 0.26 0.97 + 0.18° -
Triglycerides (g/L) 0.68 + 0.21 0.94 4+ 0.65° - 0.65 + 0.12 0.88 + 0.20° -

Hepatic biomarkers

AST (IU/L) 18.8 + 4.7 24.0 +6.1° 24.3 + 5.8° 15.9:42.8 19.0 + 4.0 17.8 + 3.29
ALT (IU/L) 13.5:4-5.8 253 + 11.5°¢ 22.8 + 9.4° 134 £ 4.6 18.6 + 7.89 18.3 + 6.7
CK18 (ULL) 122.3 + 44.5 161.6 + 71.6 194.2 + 95.4° 126.1 + 35.7 17.1 + 7.6¢ 139.5 + 18.7¢
ANGPTL3 (ng/ml) 70.2 £ 11.6 76.2 + 10.1 85.8 + 24.8° 68.6 + 13.1 759 + 18.4 75.2 £ 13.6
CHA 2.2 1.3 5.3 + 2.6° - 1707 2.1+ 049 -

AAC 10.6: &= 2.5 15.4 + 3.9° 15.7 + 3.3¢ 10.0 = 1.7 11.6 + 2.4° 11.8 + 2.1¢

AAC (Alanine transaminase, Aspartate transaminase, Cytokeratin 18 index); ALT, alanine transaminase; ANGPTL3, angiopoietin-like protein 3; AST,
aspartate transaminase; BM, body mass; BMI, body mass index; BR30, after 30 days of bed rest; BR60, after 60 days of bed rest; CHA (Cytokeratin
18, homoeostasis model assessment of insulin resistance, Aspartate transaminase index); CK18, cytokeratin 18; FFM, fat free mass; FM, fat mass;
HOMA-IR, homoeostasis model assessment of insulin resistance.

Data are presented as mean =+ SD. Analyses were done using linear mixed models taking into account repeated measures, with adjustment for base-
line values and for FM for hepatic biomarkers.

3P < 0.05, °P < 0.01 and °P < 0.001 vs baseline; 9P < 0.05, ®P < 0.01 and 'P < 0.001 vs control group variations.
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Hepatic markers of NAFLD

At baseline, no significant difference in hepatic mark-
ers was noted between the two groups (Table 1). In
the control group, 30 days of bed rest induced a sig-
nificant increase in the transaminases (AST: +28%,
P <0.01 and ALT: +87%, P < 0.001) that was main-
tained at BR60 (AST: +32% and ALT: +75%;
P < 0.01 for both). While no significant modifications
were noted at BR30, both CKI18 (+76%; P < 0.01)
and ANGPTL3 (+29%; P = 0.02) were significantly
higher after 2 months of bed rest than at baseline. In
the exercise group the increases at BR60 in AST
(+13%) and CK18 (+22%), but not in ALT (+37%)
and ANGPTL3 (+10%), were significantly reduced
compared to the control group (P = 0.02 for both).
These increases did not reach significance for any of
the hepatic markers.

Hepatic index AAC increased by 51% (P < 0.001)
after 30 days of bed rest; this elevation was maintained
for the next 30 days (+52%, P < 0.001) (Fig. 1). Hepa-
tic index CHA was 162% higher at BR30 than at baseline
(P <0.001). In the exercise group, no significant
changes were noted and the increase in both AAC
(+17% and +19% at BR30 and BR60 respectively) and
CHA (+48% at BR30) were significantly lower than
those measured in the control group (P < 0.01 for all)
and not significant.

Correlation analyses

Baseline-to-BR30 changes in AST were positively associ-
ated with concomitant changes in ALT both in the con-
trol (R*=0.81, P<0.01) and exercise group
(R* = 0.64, P = 0.02). In the control group only, base-
line-to-BR30 changes in fasting triglycerides were also
positively associated with concomitant changes in AAC
(R* = 0.66, P = 0.02), CHA (R* = 0.74, P < 0.01) and
AST (R*> = 0.44, P = 0.07). Changes in FM and insulin
did not significantly correlate with any of the hepatic
markers.
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Discussion

Although it is admitted that physical inactivity plays a
key role in the development of metabolic diseases, its
impact on liver metabolism and in the development of
NAFLD are still poorly characterized. We retrospectively
used samples from a previous 60-day bed rest study,
taking thus advantage of a unique opportunity to follow
the evolution of hepatic markers of several stages of NA-
FLD when transitioning from physically active status to
severe physical inactivity. We furthermore investigated
the protective effect of combined aerobic and resistive
exercise on hepatic markers changes. In this study, we
showed that, under controlled energy balance condi-
tions, enforced physical inactivity increases hepatic
markers that are associated with hepatic steatosis, ste-
atohepatitis and even more severe stages of NAFLD.
This supports the observation from cross-sectional stud-
ies of higher prevalence of NAFLD in sedentary normal-
weight men than in their physically active counterparts
(19). It is also consistent with rodents studies showing
that transition from an active to sedentary state induces
an increased risk of liver steatosis along with an accu-
mulation of lipogenesis intermediates (20), a reduction
in hepatic fat oxidation (20) and hypertriglyceridaemia,
features associated with NAFLD (21).

Of note, after 2 months of bed rest, transaminases
that were positively associated were still in a normal
range of concentrations. This, however, does not dimin-
ish the impact of physical inactivity on liver metabolism.
Similar elevated but normal concentrations are indeed
observed in a large number of patients with NAFLD
(22) and are associated with greater risks to develop
metabolic disorders and diabetes (23). Furthermore, if
elevated transaminases are widely used to detect the
presence of NAFLD (24), they represent a poor predic-
tor of NASH when used alone. That is why we com-
bined them with measures of more specific
steatohepatitis markers. Caspase-cleaved fragments of
CK18, the major intermediate filament protein in the
liver, are released in the blood stream following the
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Fig. 1. Combined hepatic indices according to group and time. *Data are presented as mean + SD. Analyses were done using mixed mod-
els taking into account repeated measures, with adjustment for baseline value and for FM. AAC (Alanine transaminase, Aspartate transami-
nase, Cytokeratin 18 index); BR30, after 30 days of bed rest; CHA (Cytokeratin 18, homoeostasis model assessment of insulin resistance,
Aspartate transaminase index). ***P < 0.001 vs baseline; P < 0.01 vs concomitant control value.
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apoptotic cell death of injured hepatocytes. Because liver
apoptotic activity is associated with steatohepatitis, but
not with isolated hepatic steatosis, levels of CK18 frag-
ments can differentiate the two states of NAFLD (12).
CK18 is recognized as the most promising single non-
invasive biomarker of NASH by the guidelines for the
diagnosis and management of NAFLD (25). We showed
that enforced physical inactivity increases CK18, and
this elevation even reached the 200 cut-off values pro-
posed for the detection of NASH (26) in half of our
control subjects. This, in addition to the augmentation
of AAC index in the control subjects, suggests an onset
of the development of NASH under physical inactivity
conditions. However, the fact that the increase in ANG-
PTL3 was only moderate indicates that our volunteers
did probably not reach more severe stages of NAFLD.
The development of NAFLD could not be verified using
invasive liver biopsies or non-invasive imaging of liver
fat content, because the study was retrospective. Of note
it is important to indicate that ectopic fat storage in
those very same subjects were observed in both the bone
marrow (27) and the skeletal muscle (17). This likely
reflects a general response to bed rest and the present
results on liver biomarkers do support the development
of a fatty liver.

Because bed rest induced hypertriglyceridaemia
and ANGPTL3 is a hepatic actor of lipid metabo-
lism, an association between changes in plasma tri-
glycerides and ANGPTL3 was expected. The reduced
clearance of triglycerides may, however, be rather
because of defects in fat uptake at muscle level
rather than to an inhibition of hepatic lipoprotein
lipase (LPL) by ANGPTL3 leading to a reduced fat
uptake by liver. Previously reported results from this
same bed rest study showed that physical inactivity
decreases muscle gene expression of the fatty acid
transporters into muscle and mitochondria, i.e. FAT/
CD36 and CPTI, respectively, suggesting a reduced
uptake of fatty acid by the muscle. This alteration
was associated with a reduced muscle oxidative
capacity and whole-body fat oxidation. Altogether
these results support the hypothesis that hypertrigly-
ceridaemia is the result of an altered clearance at
muscle level. However, in the absence of direct mea-
surements of muscle and liver LPL activity, it is dif-
ficult to conclude on the exact cause of
hypertriglyceridaemia in our subjects. We, however,
reported a positive correlation between AST and tri-
glycerides, as it has been previously observed in
obese patients (28), suggesting a role of ectopic fat
storage in the alteration of liver metabolism under
inactive conditions. It is finally important to note
that not only the combined index including the
hepatic markers increased during the bed rest per-
iod, but also CHA that considered insulin sensitivity
in its calculation. Furthermore, changes in both NA-
FLD indexes, CHA and AAC, were positively associ-
ated with increased plasma triglycerides. Altogether
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these results suggest relationships between insulin
sensitivity, ectopic fat storage and liver metabolism
under inactive conditions. As we recently reviewed it
(29), enforced physical inactivity leads to the devel-
opment of insulin resistance and hypertriglycerida-
emia along with a reduced muscle fat uptake and
oxidation. Understanding the underlying time course
of these different metabolic alterations induced by
physical inactivity and thus their cause-to-effect rela-
tionships will help gaining a better understanding on
the mechanisms underlying the onset of hepatic dis-
eases as well as on the role of sedentary behaviours
in the risk of developing NAFLD and metabolic syn-
drome.

We further showed that training programme com-
bining resistive and aerobic exercise prevents, at least in
part, the increase in hepatic markers induced by physical
inactivity. Previous studies showed that moderate-inten-
sity aerobic exercise improves ALT concentration in
patients with NAFLD (30) and decreases liver fat con-
tent (31) and inflammation (32). Both aerobic and resis-
tive exercises, performed independently, improve
intrahepatic fat (33, 34) and insulin sensitivity (33) even
in absence of weight loss in obese adolescents. Consis-
tent with our results, aerobic exercise training has also
been shown to decrease CK18 in obese patients (35) and
ANGPTL3 in patients with coronary artery disease (36).
In our study, the increase in the hepatic markers was,
however, limited but not fully prevented in the exercise
group. These results are consistent with previous obser-
vations we had made on these same participants. In an
in-depth investigation of the effect of physical inactivity
on the intermediary metabolism (17), we had demon-
strated that the combined aerobic/resistive exercise
training prevented the development of insulin resistance
induced by bed rest, but not the development of hyper-
triglyceridaemia, the reduced exogenous and total fatty
acid oxidation, the decrease in fatty acid uptake by the
muscle, the reduced oxidative capacity, and the accumu-
lation of fat in skeletal muscle. Population studies have
recently suggested that the deleterious effect of seden-
tary behaviours on metabolic health is independent of
the practice of moderate-intensity exercise. This exer-
cise-induced partial prevention of the negative effects
induced by bed rest may be explained by the absence of
light-intensity physical activity (e.g. walking, taking
stairs or any body movement of daily life) in our bed-
rested exerciser subjects. To better understand the inde-
pendent role of sedentary behaviours and physical exer-
cise countermeasure in the development of metabolic
and hepatic abnormalities, further studies will be
needed.

Some limitations have to be acknowledged. As previ-
ously evoked hepatic fat content measurements and
liver biopsy are missing. Hepatic markers, and in partic-
ular CK18 (13, 37, 38), however, are considered good
markers to evaluate the degree of hepatic impairments
(39), especially when not limited to transaminases but
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used as combined indexes like we did. The low number
of subjects participating to this study can be seen as a
limiting factor. However, this is a typical sample size for
bed rests (17, 27, 40) and the design of any bed rest
study undergoes thorough a priori power calculation for
sample sizes on the principal outcomes. Finally, these
results have been obtained in healthy lean female adult
and will need to be extended to other populations
(male, children, adolescents, elderly, overweight, etc.).

Hepatic markers of steatosis and steatohepatitis are
impacted by severe physical inactivity, induced by
60 days of bed rest in healthy normal-weight women.
Despite the absence of hepatic diseases, transaminases
and markers of more severe stages like CKI18 and
ANGPTL3 increased independent of FM variation.
Two NAFLD combined indexes (AAC and CHA),
with one including insulin resistance index also wors-
ened during this study. Our results are in accordance
with the suggested role of physical inactivity in the
development of metabolic diseases and more particu-
larly NAFLD. In the second part of our study, we
proposed a potential partial protective effect of aero-
bic and resistive exercise, by maintaining or limiting
the increase in hepatic markers under severe physical
inactivity. Complementary studies on healthy persons
are still required to focus on an effective prevention
against the development of NAFLD. Interesting stud-
ies suggest a combination of nutritional and physical
countermeasures.
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Principaux résultats

- Comme attendu dans la littérature, les taux circulants d’adiponectine sont plus
faibles chez les sujets inactifs en surpoids, en comparaison avec les sujets inactifs
normo-pondérés, mais ne sont pas différents de ceux de sujets normo-pondérés

actifs.

- Les taux circulants d’adiponectine sont plus faibles chez des sujets actifs en
comparaison a des sujets inactifs, en bonne santé et normo-pondérés,

indépendamment de leur composition corporelle.

- En l'absence d’effets sur la masse grasse, un entrainement aérobie de 8
semaines induit une diminution des concentrations plasmatiques
d’adiponectine chez des sujets inactifs (normo-pondérés et en surpoids), et a
I'inverse un désentrainement induit une augmentation d’adiponectine circulante

chez les sujets actifs (normo-pondéres).

- Les variations d’adiponectine circulante totale induites par les variations du
niveau d’activité physique (entre les groupes et avec les interventions) sont
expliquées par les variations de 1’adiponectine de haut poids moléculaire, mais
ne sont pas expliquées par des variations d’expression de l’adiponectine dans le

tissu adipeux ou musculaire.

- L’adiponectine circulante totale et de haut poids moléculaire sont inversement
corrélées avec la capacité cardiorespiratoire et positivement avec l'insulinémie a

jeun.

- La relation inverse entre linsulinémie plasmatique a jeun et les récepteurs de
l'adiponectine, et un de ses effecteurs, '’APPL1, dans le muscle supportent
I’hypothése d’une amélioration de la sensibilité a I’adiponectine musculaire

avec ’augmentation du niveau d’activité physique.

- Les résultats de cette étude indiquent qu’en I'absence d’effet sur le poids ou la
masse grasse, le niveau d’activité physique et la capacité cardorespiratoire sont

associés négativement avec les concentrations plasmatiques d’adiponectine,
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suggérant un lien possible avec ’augmentation de la sensibilité musculaire a
I’adiponectine. Cette derniére pourrait contribuer aux effets bénéfiques de l’activité

physique sur le muscle.
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ABSTRACT
Purpose

To delineate the effect of physical activity per se on adiponectin metabolism, we investigated the
impact of contrasted physical activity changes, independent of body weight changes, on adiponectin

plasma concentration and muscle sensitivity in lean and overweight healthy adult males.
Methods

Eleven physically active lean men (70.6+2.1kg) were subjected to one-month detraining; 9 sedentary
lean men (73.1+3.3kg) and 11 sedentary overweight men (97.5+3.0kg) participated in a 2-month
aerobic-exercise training program. Diet was controlled to maintain stable energy balance. Body
composition, VO, circulating adiponectin, adipose and muscle tissue adiponectin, muscle

adiponectin receptors and APPL1 mRNAs were measured before and after the interventions.
Results

At baseline plasma high-molecular-weight adiponectin concentration was lower in both active lean
(5.44+0.58pg/mL) and sedentary overweight (5.30+1.06pg/mL) than in sedentary lean participants
(7.44+1.06pg/mL; both p<0.05). Training reduced total and high-molecular-weight adiponectin
concentrations by respectively -32% and -42% in sedentary lean, -26% and -35% in sedentary
overweight, while detraining increased them by +25% and +27% in active lean participants. Total and
high-molecular-weight adiponectin changes were inversely correlated with VO, changes
(respectively, R?=0.45, R?=0.59; both p<0.001) and positively with changes in fasting plasma insulin
(both p<0.05). Muscle and adipose tissue adiponectin mRNA did not differ between groups and with
interventions. Muscle adipoR2 and APPL1 mRNAs were lower in sedentary groups compared to
active group; and were associated positively with VO,,..« and inversely with fasting plasma insulin

concentration.

Conclusion
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Plasma adiponectin concentration is inversely correlated with aerobic capacity, which may be

explained by changes in adiponectin sensitivity at muscle level.

KEY WORDS

multimeric forms, adiponectin receptors, exercise, body weight, aerobic fitness

ABBREVIATIONS

AMPK AMP-activated protein kinase

APPL1 Adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing 1
BMI Body mass index

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FFM Fat free mass

FM Fat mass

HMW High molecular weight

LMW Low molecular weight

MMW Medium molecular weight

mRNA messenger ribonucleic acid

MOSPA Monica optional study of physical activity
SEM standard error of the mean

VOgpeax maximal oxygen consumption
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INTRODUCTION

About twenty years ago, adiponectin, which circulates in different multimeric forms (Schraw et al.
2008), was identified as an adipocyte-derived secretory protein that is inversely expressed with obesity
(Arita et al. 1999; Hu et al. 1996). Since then, adiponectin has been shown to have overall beneficial
insulin-sensitizing, anti-inflammatory, anti-atherogenic and cardiovascular effects via signaling in
various tissues including skeletal muscle and liver (Cheng et al. 2014; Ohashi et al. 2014). Because
physical activity shares many of these beneficial effects on metabolic health (Bergouignan et al. 2011),
a number of interventions were conducted to assess the impact of exercise on plasma adiponectin
concentration. The results were, and are still, conflicting. While the majority of studies and a meta-
analysis in diabetic subjects reported no effect (Hayashino et al. 2014), others showed either increase
or decrease in plasma adiponectin concentration in response to various exercise protocols (Bouassida
et al. 2010; Golbidi and Laher 2014; Simpson and Singh 2008). In addition to the specifics related to
the studied populations, these divergent effects may be explained by a number of factors; the major
one being the exercise-related changes in body and fat mass. Other factors may include (i) the type,
intensity and duration of the physical exercise regimens, (ii) the various adiponectin forms measured

in the plasma and (iii) our partial knowledge on muscle and adipose tissue metabolism of adiponectin.

The importance of these interrelated factors is illustrated by the few studies testing the respective or
combined effects of diet and training interventions in obese subjects. Christiansen et al. (2010) showed
that hypocaloric diet either used alone or in combination with training (both inducing about 13%
weight loss) increases plasma adiponectin concentration. By contrast, endurance training without diet
and inducing only a 3.5% weight loss did not modify plasma adiponectin concentration. Thus, the
increasing effects of physical activity on adiponectin concentration observed in some studies, notably
in obese patients (de Mello et al. 2011; de Piano et al. 2012), may be partly confounded by plasma

adiponectin increase related to fat mass loss induced by the interventions.

On the other hand, a few studies reported reduction in plasma adiponectin concentration in response to

exercise. Ibanez et al. (2010) showed that adiponectin concentration is reduced in obese women
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subjected to a 16-week resistance exercise training combined with a diet program despite a 10%
weight loss and improvement in insulin sensitivity. Endurance training in chronic heart failure patients
also decreased adiponectin concentration while improving adiponectin sensitivity via its specific
receptors in muscle cells and downstream AMPK effector (Van Berendoncks et al. 2011). In these
patients, expression of muscle adiponectin receptor 1 (adipoR1) was found to be positively related to
aerobic capacity. Although the exact mechanisms remain to be elucidated, other cellular effectors of
the adiponectin cellular pathway, e.g. the endosomal adaptor protein (APPL1), was suggested to
contribute to the improvement in adiponectin sensitivity in response to exercise in mice (Farias et al.
2012; Marinho et al. 2012). APPL1 directly interacts with the intracellular regions of adiponectin
receptors and has been shown to play a key function in adiponectin signalling. It has further been
shown to regulate the metabolic effects of adiponectin, in particular adiponectin-dependent insulin

sensitivity (Mao et al. 2006).

Taken together, these data suggest that part of the debate in the literature regarding the role of exercise
on plasma adiponectin concentration is due to the confounding effect of exercise on body weight and
composition. To better delineate the role of physical activity per se on adiponectin, we took advantage
of the data and samples we collected during the LIPOX experiment (Bergouignan et al. 2013). LIPOX
unique characteristic is to have successfully managed to clamp body weight and limit changes in body
fat during contrasted interventions on the physical activity levels of overweight and lean participants.
Active lean men were asked to become inactive for one month, and sedentary lean and obese men
were engaged in an exercise training protocol at the current recommended level for 2 months. Here we
retrospectively investigated the impact of these contrasted changes in physical activity level on 1)
different circulating adiponectin forms 2) fat and muscle adiponectin gene expression, and 3) muscle
adiponectin sensitivity signalling pathways i.e. adipoR1 and adipoR2 receptors, and APPL1 gene

expression.
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METHODS

Participants and study protocol

The protocol and main outcomes of LIPOX are detailed elsewhere (Bergouignan et al. 2013). Briefly,
thirty-six men, free of any chronic known diseases and weight-stable for at least 3 months before
enrolment were included in the study and divided into three groups, according to their body mass
index and active/sedentary status: 1) 12 active lean men (20 < body mass index, BMI < 25 kg/m?), 2)
12 sedentary lean men (20 < BMI < 25 kg/m?) and 3) 12 sedentary overweight men (27 < BMI < 35
kg/m?). Participants were classified as sedentary or active based on the Monica Optional Study of
Physical Activity (MOSPA) questionnaire (Roeykens et al. 1998). Sedentary participants reported no
structured exercise program over the 12 months prior to the study and a null to low professional
physical activity; active participants were involved in regular sportive moderate-to-vigorous aerobic
activity (> 2-3 h per week). Sedentary men were submitted to 2 months of training at the level of
current recommendations, i.e. three 60-min supervised sessions per week at 50% of VOzpeax (maximal
oxygen consumption) on a cycle ergometer. They were also asked to perform an additional 60-min
aerobic weekend session, either cycling or running, with an intensity equivalent to that of the
supervised training sessions, based on self-measured heart frequency. Active men were submitted to 1
month of detraining, i.e. suspension of all structured physical activities and reduction in spontaneous
activities of daily living. Compliance with the free-living components of the intervention was checked
during weekly counselling with the participants and by using accelerometer data. Throughout the
study, diet was regularly adjusted by a trained dietician in an effort to maintain participants in stable
energy balance, based on an initial 3-day prospective food record, on weekly weighing and on food-
recalls. Two sets of identical tests were performed before and after the interventions (Bergouignan et
al. 2013). Fasting plasma samples were collected and stored at -80°C. Biopsies of muscle and adipose
tissues were performed at the end of the day during which participants ingested a standard breakfast
and lunch. VO, was determined on a separate day by using an incremental exercise test to
exhaustion performed on a cycle ergometer. The study was approved by the Institutional Review

Board of Alsace-1 and a signed informed consent was obtained from each participant. A total of five
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participants have been excluded from this present analysis because of non-compliance to the protocol
or missing blood samples for adiponectin measurements. Data presented here have been obtained in 11
active lean, 9 sedentary lean and 11 sedentary overweight participants; for which we can perform pair-

wise comparisons before versus after interventions.

Fat free mass (FFM) was calculated by hydrometry using deuterium and 18-oxygen dilution. A
constant hydration factor of 0.73 was used to derive FFM from total body water (Bergouignan et al.

2013). Fat mass (FM) was defined as the difference between body mass and FFM.

Fasting plasma adiponectin concentration was measured on -80° frozen plasma samples by ELISA
using 3 different commercially available kits. Plasma concentration of total, high molecular weight
(HMW), hexameric middle molecular weight (MMW), and trimeric low molecular weight (LMW)
forms of adiponectin were first measured using one single ELISA kit, the multimeric adiponectin kit
(Biilhmann Laboratories AG, Schoenenburg-Bale, Switzerland). This ELISA kit has an intra-assay
variation coefficient (CV) of 5.4%, 4.2%, 12% and 10.2% for total, HMW, MMW and LMW forms of
adiponectin, and an inter-assay CV ranging from 5 to 5.7%. Total adiponectin was then assessed by
using the R&D Systems assay (R&D Systems Europe, Abingdon, UK) that has intra- and inter-assay
CV of 3.5% and 6.5%, respectively. Lastly a Millipore assay (Millipore-Merck KGaA; Darmstadt;
Germany) with intra- and inter-assay CV of 2.4% and 5.5% respectively, was used to further evaluate
HMW adiponectin. Insulin was assessed by using immunoassay (ADVIA Centaur Insulin IRI

Siemens, Dublin, Ireland).

Biopsies of vastus lateralis muscle were performed using a Bergstrom needle and adipose tissue
biopsies obtained from needle liposuction. Muscle biopsies were available for 26 participants (9 active
lean, 7 sedentary lean and 10 sedentary overweight) and adipose tissue biopsies for 23 participants (7
active lean, 7 sedentary lean and 9 sedentary overweight). Total RNA was extracted using mirVana
Isolation Kit (Life technologies, Saint Aubin, France) in both tissues. Gene expression levels of
adiponectin, adipoR1 and adipoR2, APPL1 were measured in RNA isolation of muscle using real-time

qPCR method. Adiponectin gene expression was further assessed in adipose tissue. Real-time qPCR
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assays were performed using a Rotor-GeneTM 6000 (Qiagen, Courtaboeuf, France). Primers are

available upon request (Etienne.lefai@univ-lyonl.fr).

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Analyses were done using mixed linear models, taking into
account repeated individual data over time, with groups and interventions as fixed effects and
individuals as random effect. Post-hoc Tukey tests were used to test baseline between-group
differences and the effects of interventions in each group. Mixed models taking into account repeated
measures when appropriate were also used to examine associations between given variables or their
intervention-induced-changes, with R® measures calculated using a likelihood test (Kramer 2005).

Analyses were done with SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Significance was set to 0.05.
RESULTS

Baseline characteristics of participants

As illustrated in Table 1, overweight men had as expected significantly higher body weight, FFM, FM
and BMI than both sedentary (p<0.01) and active lean men (p<0.01). Lean sedentary participants had
also higher FM than their active counterparts (p<0.01). Both sedentary groups exhibited lower VO ;e
than the active group (p<0.01 for both). Among sedentary groups, lean men had higher VOye, than
overweight men (p<0.01). These latter also had higher plasma insulin concentration than both active

and sedentary lean groups (p<0.01 for both).

Table 2 and Figure 1 illustrate fasting plasma concentration of total adiponectin and of the different
multimeric forms of adiponectin obtained from the different assays. Overall results were similar across
the different assays that were used. At baseline, HMW but not total, LMW or MMW adiponectin
concentrations were higher in the sedentary lean group as compared to both the active lean (p<0.05)
and sedentary overweight groups (p<0.05). Plasma HMW adiponectin concentration was lower in

sedentary overweight than in sedentary lean participants, as expected from the differences in body fat
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between these two groups. Despite lower FM and similar BMI, active lean participants also displayed

lower HMW adiponectin than their sedentary counterparts.

To determine if differences in plasma adiponectin concentration between the groups were explained by
differences in adiponectin tissue synthesis or uptake, gene expression of adiponectin and its receptors
was examined (Table 2). Adiponectin mRNA expression was not significantly different between the
groups neither in muscle nor in adipose tissue. Muscle gene expression of adipoR2 and of downstream
effector APPL1 was lower in both the sedentary lean (p<0.05 and p=0.07; respectively) and sedentary
overweight groups (p<0.001 and p<0.01; respectively) as compared to the active lean group. Muscle
mRNA expression of adipoR1 was also lower in the sedentary overweight group as compared to the

lean active group (p<0.01).

Effects of training in sedentary participants and detraining in active participants

As designed, the interventions did not affect body mass of the participants. Body composition also
remained stable except a moderate increase in FM (p<0.05) and decrease in FFM (p<0.05) in the
detrained lean participants (Table 1). Training in sedentary men improved VO,..x (p<0.01) whereas
detraining in active men induced opposite changes (p<0.01). Changes in fasting plasma insulin

concentration induced by the interventions did not reach significance.

Training significantly decreased both fasting total and HMW adiponectin concentrations in the
sedentary groups by -25% and -20% respectively, whereas detraining significantly increased them by
+23% and +25%, respectively (Figure 1). None of the interventions induced significant changes in
MMW and LMW adiponectin concentrations (Table 2). Adipose tissue adiponectin and muscle
adiponectin, adipoR1 and adipoR2 receptors and APPL1 gene expression were not significantly

modified by the interventions (Table 2).

Relationships between adiponectin, VO;p..; body composition and insulin

Changes in plasma adiponectin concentration were not related to changes in body mass or FM.

Changes in total and HMW - but not in MMW and LMW - adiponectin concentrations were
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significantly and negatively associated with changes in VOype. (respectively R*=0.45, p<0.001; R?
=0.59, p<0.001) induced by the physical activity interventions (Figure 2). These associations remained
significant after adjustments for changes in body mass or body fat. A counter-intuitive positive
relationship was observed between changes in plasma total and HMW adiponectin and fasting plasma

insulin concentrations (p<0.05 for both).

As illustrated in Figure 3, when considering both pre- and post-intervention data, muscle gene
expression of both adiponectin receptors and APPL1 were positively correlated with VOyey (adipoR1:
p=0.05; adipoR2: p<0.01; APPL1: p=0.02), but not with body mass, FFM or FM. There was also a
significant inverse association between fasting insulin plasma concentration and muscle AdipoR1,

adipoR2, and APPL1 gene expression (p<0.05 for all).

DISCUSSION

Studies on the impact of long-term exercise training on adiponectin plasma concentration have
reported highly variable results. Exercise was indeed shown to increase, decrease or not change
circulating adiponectin concentration (Bouassida et al. 2010; Golbidi and Laher 2014; Hayashino et al.
2014; Simpson and Singh 2008). In the present study, we examined the effect of changes in physical
activity, induced by both training and detraining, on plasma adiponectin concentration in normal-
weight and overweight male adults, independent of confounding effect of changes in both body and fat
mass. Under these controlled conditions, we were able to show that plasma adiponectin concentration
significantly decreases with physical training but increases with detraining, mainly due to variations in
the multimeric HMW adiponectin form. This finding was strengthened by the observation that despite
similar BMI and lower FM, active lean participants displayed lower HMW adiponectin than their
sedentary counterparts; even if HMW adiponectin was, as expected, lower in sedentary overweight

participants as compared to their sedentary lean counterparts.

Several studies attempted to establish a relationship between exercise and plasma adiponectin
concentration and showed conflicting results with mostly no effect of chronic exercise as illustrated by

a recent meta-analysis of randomized exercise trials in patients with type 2 diabetes (Hayashino et al.
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2014). In line with our results and studies comparing exercise alone or combined with induced weight
loss (Beavers et al. 2013; Christiansen et al. 2010), one can assume that fat mass variations associated
with training counteract or override the decreasing effect of exercise per se leading to no change or
even an increase in plasma adiponectin concentration. Furthermore adiponectin is unique in its post-
translational modifications that result in different multimeric forms secreted in circulation, mainly a
trimer LMW form, an hexamer MMW form and a 12-18 multimer HMW form (Schraw et al. 2008).
This latter has been consistently reported as the most active form with a better association with insulin
sensitivity than total adiponectin concentration (Hara et al. 2006). Studies investigating the effect of
exercise on plasma adiponectin concentration did not systematically examine the same forms of
adiponectin, which likely partly explains the discrepancy in the response observed to physical activity
interventions. In the present study we measured different circulating adiponectin forms in response to
both training and detraining. To be thorough in our approach, we confirmed our results by using
different ELISA assays. Our results support past observations by showing that the variations in plasma
adiponectin concentration induced by the interventions are mainly due to changes in HMW
adiponectin concentration. HMW adiponectin was indeed the only form exhibiting significant
between-group differences and changes in response to the interventions. Interestingly in a randomized
study comparing the effects of endurance training-induced weight loss, diet-induced weight loss, and
endurance-training without weight loss in moderately overweight men (Auerbach et al. 2013), while
total adiponectin concentration did not vary in any of the intervention arms, there was a shift in the
adiponectin multimer distribution in the trained groups. Independent of the amplitude of weight loss,
endurance training was associated with a shift towards LMW adiponectin plasma concentrations with

a 21% decrease in the HMW/LMW ratio.

The decrease in adiponectin in response to exercise, along with a decrease in fasting plasma insulin
concentration, can appear counterintuitive given that adiponectin increases insulin sensitivity and fat
oxidation, and is overall associated with positive health outcomes. Based on adipose tissue and muscle
gene expression, variations in adiponectin synthesis rate are unlikely to explain our results. Similarly

the very few studies that examined adiponectin gene expression in response to exercise intervention
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showed either no variation or an increase that was concomitant to fat mass loss (Lee et al. 2011; Polak
et al. 2006). In addition to adipocyte secretion, adiponectin clearance through peripheral uptake and
adiponectin sensitivity are potential mechanisms contributing to changes in plasma adiponectin
concentration and in the distribution of circulating adiponectin forms. In support of this, it has been
shown that exercise affects plasma adiponectin clearance and enhances adiponectin uptake by
oxidative tissues, presumably by improving blood flow and transendothelial transport of adiponectin
complexes with a preferential effect on HMW (Rutkowski et al. 2014). On the other hand insulin-
sensitizing action of exercise in diet-induced obese mice is, at least partly, explained by the increase in
APPL1 (Mao et al. 2006; Marinho et al. 2012), adipoR1and adipoR2 gene expression (Farias et al.
2012; Marinho et al. 2012). Although we did not observe significant relationships with FFM, these
increases may be partly explained by exercise-induced muscle mass changes. Interrelationships
between muscle wet weight and AdipoR1, AdipoR2 and APPL1 mRNA or protein muscle levels have
indeed been shown during unloading and reloading and functional overloading experiments in soleus
muscle in mice (Goto et al. 2013). The inverse association in our study between fasting plasma insulin
concentration and both adiponectin receptors and APPL1 mRNA further supports the existence of an
improved adiponectin sensitivity with exercise. In humans, the underlying mechanisms regulating
plasma adiponectin concentration have mostly been investigated in patients with chronic heart failure
who present elevated plasma adiponectin concentration, a resistance to adiponectin at the skeletal
muscle level and a very low cardiorespiratory capacity (Van Berendoncks et al. 2010). These
metabolic characteristics have been associated with an increased risk of mortality (Wu et al. 2014). In
muscle, these patients present decreased gene expression of adipoR1, which has been strongly
associated with maximal exercise capacity (Van Berendoncks et al. 2011). Four months of combined
endurance and resistance exercise training reduces circulating adiponectin concentrations and, above
all, normalizes muscle expression of adipoR1 as well as the expression of related downstream genes
(Van Berendoncks et al. 2011). Importantly we similarly found significant positive associations
between adiponectin receptors, APPL1 and aerobic capacity (VOye.i). In line with our results, it has

been shown that exercise alone or in combination with a diet enhances the mRNA expression of
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adiponectin receptors in obese subjects, while a hypocaloric diet-induced weight-loss without exercise
has no effect (Christiansen et al. 2010). Altogether these data suggest that muscle metabolism and
effectors of adiponectin do converge with aerobic capacity and metabolic health. The decreased
plasma adiponectin concentration we observed in response to training and training status may thus
likely reflect increased HMW adiponectin clearance and adiponectin sensitivity in skeletal muscle,

though this clearly requires additional molecular studies.

In conclusion, this study supports the importance of investigating the effect of physical activity on
plasma adiponectin concentration independent of detectable changes in body composition. By doing
so, we showed that physical training decreases both total and HMW circulating adiponectin.
Association analyses further suggest that the lower plasma concentration may be associated with
improved adiponectin sensitivity at the muscle level. This however requires additional confirmatory

cellular studies.
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TABLES

Table 1. Characteristics of the participants before and after the interventions on physical activity’

Active lean men

Sedentary lean men

Sedentary overweight men

Baseline Detraining Baseline Training Baseline Training
Variables n=11 n=11 n=9 n=9 n=11 n=11

Age (years) 24.3+1.2 27.0+2.2 29.7+4.2
BW (kg) 70.6+2.1 70.3+2.3 73.1+3.3  73.1+3.3 97.5+3.01§ 97.6+3.2
BMI (kg/m?) 22.2+0.5 22.1+0.5 22.2+40.6  22.2+0.6 29.9+0.51§ 29.9+0.5
FFM (kg) 60.0£1.9 58.9+1.9* 58.0+2.5 58.2+2.4 66.6+2.01§ 67.1+2.2
FM (kg) 10.6+1.1  11.3+1.3* 15.3+1.9t  15.2+1.8 31.0+1.63§ 30.5+1.6
FM (%) 14.9+1.4 16.0+1.6* 20.5+1.7¢  20.3+1.6 31.6+1.11§ 31.1+1.1
VO, peak (ml.min" kg™) 49.0+1.6 45.8+1.3t 39.9+1.4% 45.5+2.0t 31.0+1.431§  33.3:1.4t
Fasting insulin (ng.ml ™) 4.2+0.46  5.8+0.79 5.7+0.74 4.5+0.49 11.2+1.30t§  10.6+1.45

! Abbreviations: BMI, body mass index; BW, body weight; FFM, fat-free mass; FM, fat mass; VOpca,
peak oxygen uptake. All values are means + SEMs. * p<0.05 compared with baseline, + p<0.01
compared with baseline;  p<0.01 compared with active lean men at baseline, § p<0.01 compared with

sedentary lean men at baseline.

Table 2. Plasma adiponectin concentration and tissue mRNA expression’

Active lean men Sedentary lean men Sedentary overweight men
Baseline Detraining Baseline Detraining Baseline Detraining
n=11 n=11 n=9 n=9 n=11 n=11
Adiponectin
Total R&D System (pg/mL) 5.44+0.58 6.78+0.93* 7.44+1.06 5.08+0.62* 5.30+1.06 3.92+0.77*
Total Biilhmann (pg/mL) 3.80+0.33 4.30+0.43* 4.27+0.55 3.40+0.36 3.14+0.38 2.77+0.32
HWM Millipore (pg/mL) 2.44+0.38 3.10£0.46F 4.20+0.64% 2.43+0.49* 2.20+0.398 1.43+0.27*
HMW Biilhmann (pg/mL) 1.45+0.18 1.97+0.28* 2.05+0.38 1.31+0.20* 1.23+0.21§ 0.81+0.12F
HMW Biilhmann (%) 0.37+0.02 0.44+0.03* 0.46+0.03% 0.38+0.02F 0.37+0.02§ 0.25+0.03F
MMW Biilhmann (pg/mL) 1.02+0.13 0.87+0.12 0.87+0.12 0.76+0.10 0.68+0.14 0.67+0.10
MMW Biilhmann (%) 0.27+0.02 0.21+0.02 0.22+0.04 0.23+0.02 0.21+0.02 0.24+0.02
LMW Biilhmann (pg/mL) 1.33+0.12 1.46+0.14 1.35+0.18 1.32+0.12 1.23+0.09 1.29+0.12
LMW Biilhmann (%) 0.37+0.04 0.35+0.02 0.32+0.03 0.40+0.03* 0.42+0.038 0.49+0.03*
Tissue mRNA
ﬁfli};"se Tissue Adiponectin 474 0.500 43824535 442.8+158  464.4+65.2 369.8+47.6  320.3:58.8
Muscle Adiponectin (AU) 0.16+0.07 0.44+0.24 0.12+0.03 0.42+0.19 0.21+0.08 0.24+0.06
Muscle AdipoR1 (AU) 13.15+1.78 13.47+1.90 10.37+1.24 11.53+1.98 7.59+0.87% 7.50+0.72
Muscle AdipoR2 (AU) 2.90+£0.45 2.79+0.30 2.07+0.19% 1.89+0.25 1.35+0.09% 1.49+0.09
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438

Muscle APPL1 (AU) 223.9+17.1 223.6+20.8 181.2+13.8 188.5+19.1 155.1£12.4% 165.3+7.2

I Abbreviations: AU, Arbitrary Unit; HMW, high molecular weight; MMW, medium molecular weight; LMW,
low molecular weight. All values are means + SEMs. * p<0.05,1 p<0.01 compared with baseline; t+ p<0.05
compared with active lean men at baseline, § p<0.05 compared with sedentary lean men at baseline. For mRNA
data, the number of subjects is, respectively for muscle and adipose tissue, 9 and 7 for the active lean group, 7
and 7 for the sedentary lean group, and 10 and 9 for the sedentary overweight group.
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LEGENDS

Figure 1: Plasma total (R&D System, A) and HMW adiponectin (Millipore, B) concentrations in
active lean (n=11) before and after one month of detraining and in sedentary lean (n=9) and sedentary
overweight (n=11) men before and after two months of training at the current recommended levels.

p<0.05 vs active lean or vs sedentary overweight; * p<0.05 vs baseline. Values are means + SEM.

Figure 2: Associations between the changes in circulating total (R&D System, A) and HMW
adiponectin (Millipore, B) concentrations and in VO« normalized for body weight induced by the
physical activity interventions in active lean (n=11), sedentary lean (n=9) and sedentary overweight

men (n=11).

Figure 3: Association analyses using mixed models that account for the repeated measures generated
by the interventions between AdipoR1 (A), AdipoR2 (B) and APPL1 (C) muscle gene expression

(mRNA), and VO,..x in active lean (n=9), sedentary lean (n=7) and sedentary overweight men (n=10).
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Figure3
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ACTIVITE PHYSIQUE ET MICROARNS
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Comme nous l'avons abordé dans le chapitre III de lintroduction, les
microARNs sont présents dans les fluides corporels et leur implication dans le
dialogue inter-organe a été suggérée. Plusieurs études ont montré que les niveaux
circulants des microARNs peuvent étre associés a des états pathologiques et servir,
a ce titre, de biomarqueurs. De plus, certaines études ont montré un lien entre les
taux circulants de certains microARNSs et la capacité cardiorespiratoire. Au début de
ces travaux de thése, je me suis ainsi posée la question suivante : les
concentrations circulantes de certains microARNs peuvent-elles refléter le niveau
d’activité physique des individus, et servir ainsi de biomarqueurs. Dans ce contexte,
j’ai pu examiner les microARNs circulants dans I’é¢tude LIPOX ou le niveau d’activité
des sujets est bien caractérisé. Dans le cadre cette méme étude, j’ai pu suivre
I’évolution des microARNs en réponse a une intervention sur le niveau d’activité des
sujets (entrainement ou désentrainement).

Dans un premier temps, une analyse transcriptomique des microARNs
(cartes TLDA) du sérum a été réalisée sur un sous-échantillonnage des sujets de
l'étude LIPOX, avant et aprés intervention sur le niveau d’activité physique.
L’hypothése était que les microARNs pouvant servir de biomarqueurs du niveau
d’activité physique devaient varier en basal entre les groupes et/ou avec
I'intervention. Plusieurs microARNs ont ainsi pu étre identifiés, et ont ensuite été
validés par dosage individuel. Les associations entre les parameétres métaboliques
mesurés dans les protocoles et taux circulants de ces microARNs ont ensuite été

examineées.

A. Sélection des microARNs associés a ’activité physique dans LIPOX

L’analyse transcriptomique des microARNs a montré des différences dans les
niveaux circulants de certains microARNs en basal entre les sujets et/ou avec
I'intervention, notamment miR-26a, miR-125a-5p, miR-133a, miR-133b, miR-146a,
miR-148b, miR-21, miR-let7b et miR-885-5p. Ces microARNs ont ensuite été
validés par un dosage individuel chez tous les sujets de LIPOX, les sujets actifs
normo-pondérés et les sujets inactifs normo-pondérés et en surpoids. Parmi ces
microARNs, nous avons remarqué que les changements du niveau d’expression de
certains microARNs (miR-let7b, miR-885-85p, miR-146a, miR-133b) n’étaient pas
liés a la modulation du niveau d’activité physique, ie. les niveaux diminuaient par

exemple chez tous les sujets, peu importe le groupe. De ce fait, nous les avons
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écartés, et poursuivi ’étude avec les autres microARNs, miR-26a, miR-125a-5p,
miR-133a, miR-148b et miR-21, dont les changements dans la circulation
concordaient avec la modulation du niveau d’activité physique.

Nous avons ensuite examiné les relations entre les niveaux circulants de ces
microARNs et les parameétres meétaboliques des sujets, a l'aide de modéles mixtes
permettant ainsi de tenir compte des données en basal et apres intervention (Figure
28). On peut noter que parmi ces cinq microARNs, seules les concentrations
circulantes de mir-125a-5p ne sont pas associées avec la dépense énergétique liée a
lactivité physique AEE. De plus, la capacité cardiorespiratoire VOomax €st associée a
deux de ces microARNs, mir-148b et miR-21, ce dernier étant connu comme un

microARN spécifique du muscle.

Oxydation —> Association positive (p<0,05)
protéines —> Association négative (p<0,05)

miR-26a miR-125a-5p

miR-133a miR-148b

Adiponectine
HW

Oxydation
palmitate

Figure 28. Associations entre les paramétres métaboliques et les concentrations
plasmatiques des microARNs chez les sujets de I’étude LIPOX. Ces associations ont été
évaluées a l'aide de modeéles mixtes. AEE, Dépense énergétique liée a l’activité physique ;
VO2max, capacité cardiorespiratoire ; FM, Masse grasse ; HW, Haut poids moléculaire.

L’objectif initial étant d’identifier un ou des microARN(s) biomarqueur(s) du
niveau d’activité physique chez les individus, nous avons voulu vérifier nos
résultats dans les sérums de sujets dont le niveau d’activité physique est également

caractérisé. Nous avons ainsi exploré les niveaux circulants de ces microARNs dans
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les sérums des autres protocoles que nous avions a disposition (St Etienne,
Nouvelle-Zélande, cf. Matériels et Méthodes A.1.c). L’utilisation de miR-301a comme
controle interne a permis de normaliser les résultats de mesures des taux
circulants de microARNs dans les différents protocoles. Malgré cette normalisation,
nous n’avons pas pu montrer de lien entre les taux circulants des microARNs et le
niveau d’activité physique. En effet, les résultats montrent des discordances,
certains sujets de méme niveau d’activité physique présentant des niveaux
d’expression différents et inversement des sujets avec des niveaux d’exercice
différents présentant des niveaux d’expression comparables.

Au vu de ces résultats, nous n’avons pas pu identifier un microARN dont les
taux circulants absolus pouvaient indiquer clairement et sans ambiguité le niveau
d’activité physique des sujets. Cependant, les associations entre les niveaux
circulants et les parameétres métaboliques indiquent que ces microARNs peuvent
étre impliqués dans des mécanismes sous-jacents de l’activité ou inactivité
physique, nous avons donc souhaité explorer I'implication cellulaire de certains de
ces microARNs, notamment au niveau du muscle, des résultats qui font 'objet de
larticle 3. Ayant focalisé sur le microARN miR-148b dans ce manuscrit, les

résultats concernant les taux plasmatiques de miR-148b sont développés ici.

B. Niveaux d’expression de miR-148b dans le sérum

Les niveaux d’expression de miR-148b dans le plasma ont été normalisés sur
les niveaux d’expression de miR-301a-3p, sélectionné comme miR endogéne stable

de référence (voir partie E.4.b du Matériels et Méthodes).

Intervention
25 1 Les niveaux d’expression
HAvant
0 . de miR-148b dans les sérums
.z 20 | OApreés
T"é des sujets actifs et inactifs de
3 E I’¢tude LIPOX ne sont pas
S o 15 - o .
S différents entre les sujets avant
= v
§ g 10 . intervention, i.e. selon le niveau
““" . . - .
— d’activité physique en basal
[0
é 5 (Figure 29). L’intervention ne
change pas significativement
0 - . . . les niveaux d’expression de
NA NS oS
Figure 29. Taux circulants de miR-148b dans le 187

plasma des sujets de LIPOX. NA, normo-pondérés
actifs ; NS, normo-pondérés inactifs ; OS, inactifs en
surpoids.



miR-148b chez ces sujets. On peut seulement noter une tendance inverse aux
variations observées dans le tissu musculaire, ie. une augmentation des taux
circulants chez les sujets suivant I'entrainement alors que le niveau d’expression ne
variait pas dans le muscle, et aucun changement des taux plasmatiques de miR-
148b avec le désentrainement alors que celui-ci augmentait ’expression musculaire

de miR-148b.

Par ailleurs, les niveaux circulants de miR-148b sont augmentés dans le
sérum apres un entrainement de 14 semaines constitué de 3 séances par semaine
d’'une heure et demie combinant un travail d’endurance sur cycloergomeétre et de
résistance musculaire, chez des sujets en surpoids (Figure 30a). De plus, les sujets
néozélandais actifs, ie. pratiquant du vélo, présentent un taux circulant de miR-

148b plus élevé que des sujets inactifs (Figure 30b).

A - St Etienne . B - Nouvelle Zéelande
[ o _ *
WO o
2 8 - T
< a7
E . oA E
g s I
o= o) o
o8 S5
O i = ~m 0 T
®» £ [E 24
E ™ w4 T + -
1 ™ ™
& o a -
E = E g .
Avant Aprés Inactif Cycliste
Intervention

Figure 30. Taux circulants de miR-148b dans le plasma de sujets de sexe masculin en
bonne santé. A/ Chez des sujets en surpoids, avant et aprés entrainement combinant
exercice aérobie et en résistance (n=8). B/ Chez des sujets inactifs (n=7) et actifs (cycliste,
n=11) de Nouvelle-Zélande.

C. Associations entre taux circulants de miR-148b et paramétres métaboliques

Nous avons exploré les relations entre les concentrations plasmatiques de
miR-148D et les différents parameétres métaboliques mesurés dans les protocoles.

Les changements des taux circulants de miR-148b sont associés
positivement avec les changements de dépense énergétique liée a l’activité physique
(AEE Kj/jour/kg) (r?=0,64, p<0,001) et l'oxydation du palmitate (r20,31, p<0,05)

dans le protocole LIPOX (pas de mesure de '’AEE dans les autres protocoles), et
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inversement avec la glycémie a jeun (r?=0,29, p<0,05) et I'hémoglobine glyquée

(Hb1Ac) (r?=0,53, p<0,05) dans les sérums des sujets en surpoids de St Etienne.

La discussion de ces résultats complémentaires a l'article 1 est intégrée a la

discussion générale.
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ARTICLE 3

Early transition from active to inactive status enhances mir-148b expression in

skeletal muscle and consequences on insulin signaling

La phase initiale de transition de I’activité physique vers I’inactivité
augmente I’expression de miR-148b dans le muscle squelettique,

conséquences sur la signalisation de ’insuline.

Caroline Gastebois, Stéphanie Chanon, Sophie Rome, Audrey Jalabert, Vanessa

Euthine, Christine Durand, Vincent Pialoux, Stéphane Blanc, Sophie Rome,

Chantal Simon et Etienne Lefai

Soumis : Cell Communications and Signalling
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Principaux résultats

- Une étude observationnelle chez des sujets normo-pondérés en bonne santé ayant
des niveaux d’activité physique contrastés, actifs ou inactifs, a montré des

différences dans les niveaux circulants de certains microARNS.

- Le désentrainement de 4 semaines chez les sujets actifs a augmenté
l'expression musculaire de miR-148b, alors que l’entrainement aérobie de 8
semaines chez les sujets inactifs n’a pas modifié le niveau d’expression de miR-

148b dans le muscle.

- L’augmentation du niveau d’expression de miR-148b dans le muscle en
réponse a une diminution modérée du niveau d’activité physique est confirmée

dans un modéle de souris.

- La modulation in vitro de miR-148b dans des myotubes humains montre qu’il
régule négativement l’expression protéique de NRAS et ROCKI1, et que seule la
surexpression de miR-148b dans ces cellules module la voie de signalisation de

I'insuline, diminuant notamment la phosphorylation de PKB/Akt.

- En paralléle de 'augmentation de miR-148b, l'expression protéique musculaire de
ces deux cibles, NRAS et ROCK1, est diminuée dans le muscle gastrocnemius de
souris, suggérant une altération du métabolisme dans le muscle en réponse au

désentrainement impliquant miR-148b.

L’augmentation de miR-148b dans le muscle semblant étre associée a
Pinsulinémie a jeun et I'indice HOMA-IR, I'’ensemble de ces résultats suggere que
l'accumulation de miR-148b dans le tissu musculaire peut participer a
l’altération de la sensibilité a l’insuline a 1’échelle du corps entier qui est

caractéristique des comportements sédentaires persistants.
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ABSTRACT

Background

It is now established that physical inactivity and sedentary behaviour negatively impacts
health independent of others factors including body weight or diet. Molecular factors involved
in metabolic responses induced by inactivity are not completely understood. Recently
identified MicroRNAs (miRNAs) are regulators of many gene networks. The present study
investigated miRNAs as potential physiological modulators of inactivity-induced effects. To
identify miRNAs involved in mechanisms associated with early stages of inactivity transition,
we explored miRNA expression measured in two experimental conditions in human (LIPOX)
and animal (SEDENT) with mild to moderate intervention leading to changes in the activity
status. To identify their role in inactivity-induced biological process, we thus assessed miR-
148b targets genes during the transition and explored consequences on signalling pathways
thanks to in vitro in human primary differentiated myotubes.

Results

Our data showed that miR-148b expression was increased in skeletal muscle tissue of human
(+37%, p<0.05) and mouse (+35%, p<0.05) during transition from active to inactive status
but did not change upon exercise. Both NRAS and ROCKI1 protein levels were
downregulated (-38% and -37% respectively, p<0.05) in mice skeletal muscle, concomitantly
with miR-148b increase. In human primary differentiated myotubes, NRAS and ROCK1
protein levels were downregulated (-16% and -11% respectively, p<0.05) and
phosphorylation of PKB was also decreased in response to 10 pM and 100 pM insulin (-52%,
p=0.052 and -62%, p<0.05 respectively) when miR-148b was overexpressed.

Conclusion

Results obtained in animal and human protocols demonstrated that early phases of transitions

towards sedentary behaviour is associated with an increase in muscle miR-148b content, that
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triggered NRAs and ROCK1 target gene downregulation, thus possibly affecting the insulin
sensitivity at the whole body level. This suggests that miRNAs play a role as physiological

mediators of inactivity-induced deleterious effects.

Key-words: miRNAs, physical inactivity, insulin, human, skeletal muscle
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BACKGROUND

Current lifestyle changes, notably sedentary behaviour and physical inactivity, are associated
with chronic diseases, while regular activity improves metabolic functions. Actually,
sedentary behaviours have been related to adverse health outcomes independently from
physical activity [1-3]. Many studies have reported strong independent relations between
sedentary behaviour and physical inactivity and higher risk of type 2 diabetes, cardiovascular
disease and all-cause mortality [4, 5]. Considering early alterations on metabolism, physical
inactivity, which is associated with fewer skeletal muscle contractions, has been shown to
modify fat oxidation capacity [6, 7], reduce lipoprotein lipase activity [8], insulin sensitivity
and glycaemic control [9] in skeletal muscle. Molecular factors involved in metabolic
responses induced by exercise or inactivity are not completely acknowledged. The role of
novel regulators, such as recently identified microRNAs (miRNAs), in inactive behaviours

remains poorly understood.

miRNAs are small non-coding RNAs approximately 18-24 bases long that regulate gene
expression at the post-transcriptional level by degrading or inhibiting translation of the
mRNA into protein. Currently, the critical role of miRNAs, which are highly conserved in
eukaryotes, is evident in biological process including normal development, homeostasis and
the cellular response to disease [10-12].

About 2600 miRNas are identified in humans [13]. miRNA expression signatures are cell-
type-specific [14] and some miRNAs can be detected in body fluids [15]. Recent studies have
suggested that extracellular miRNAs play a role in cell-cell communication [16, 17]. Specific
miRNAs are selectively released by cells and exert either autocrine, paracrine or endocrine

effects, similarly to cytokines or hormones, by mediating intercellular gene regulation [18].
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Among hundreds of miRNA currently known, a relatively small subset are known to be
involved in biological processes of physical activity, including both health and disease
conditions. Exercise, acute or chronic, aerobic or resistance, modifies profile of miRNAs in
circulation, skeletal muscle, cardiovascular systems or central nervous system [19-21].
However, the type and intensity of exercise could have opposite effects on skeletal muscle
miRNA expression levels [20, 21]. To date, contrary to physical exercise, only few studies
have examined miRNA levels upon transition toward sedentary behaviour and related
biological process. Two bed rest studies [22, 23] and studies on rodent adaptations during the
extreme inactivity induced by actual or simulated weightlessness [24, 25] have shown that

experimental sedentary protocol induced expression changes in skeletal muscle miRNAs..

In human and animal experimental conditions of transition from active to inactive status, and
opposite, we present here data on miRNA expression in the skeletal muscle tissue. We report
that miR-148b expression is increased during transition to inactive status, but do not change
after exercise training. We explored miR-148b targets genes during the processes and the
consequences on signalling pathways. Results obtained in vivo and in vitro on muscle cells
suggest that muscle content increase in miR-148b could participate in the reduction of insulin

sensitivity in the early stages of inactivity transition.

RESULTS

To explore miRNAs changes in the early phases of transition from an active status toward a
less active behaviour, we analysed two complementary protocols. The LIPOX protocol has
been performed with healthy lean human subjects submitted to transition from active to
inactive status, and opposite (Figure 1A). The SEDENT protocol has been performed in

rodent with the wheel-lock model using adult mice (Figure 1B). Main biological
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characteristics after and before intervention are presented in table 1 for humans, and in table 2
for mice.

Inactive participants exhibited lower activity energy expenditure AEE and maximal oxygen
consumption VOzpeak than the active participants (Table 1). Training in inactive men
improved AEE and VOgzpeak, Whereas detraining in active men induced opposite changes.
Transition from active to inactive status led to a moderate decrease in fat free mass FFM (-3.3
% p<0.05), whereas no difference was induced with training (Table 1).

At week 18, SED mice have a lower food intake compared to running mice (p<0.05, Table 2).
At sacrifice, no differences were found in Gastrocnemius muscle weight in all groups. After 2
or 4 weeks of wheel lock, WL2 and WL4 mice do not present a significant increase in body

weight, compared to SED or EX mice (Table 2).

Identification of circulating miRNAs differentially expressed between active and inactive
mens

Serum miRNA profiling was first performed on a subgroup of 10 participants (6 active and 4
inactive) from the 24 LIPOX participants before intervention. A total of 239 miRNAs was
detected in the sera among the 671 screened by the PCR-based TagMan technology.
Statistical data analysis revealed that the mean expression level of 26 miRNAs was
significantly different between active and inactive group before intervention (Wilcoxon test
p<0.05). List of identified miRNAs and relative fold are presented in Table 3. Looking for
actors involved in changes observed during physical activity transitions, we have focused this
study on miR-148b. Its predicted target genes, analyzed from mirPath [29], are significantly
enriched in genes involved the PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151, p<0.001) and insulin

signalling pathway (hsa04910, p<0.01).
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Muscle miR-148b expression decrease in early phase of transition to inactivity

As major changes occur within the skeletal muscle tissue during physical activity we next
quantified miR-148b changes in muscle samples. First, we used LIPOX study to quantify
miR-148b in muscle of active and inactive subjects before and after intervention. Results in
figure 2A showed that detraining increased miR-148b expression level in muscle in active
subjects (+37%, p<0.05); while, despite a lower level of expression before intervention in the
inactive group (p<0.05), training did not significantly decrease miR-148b expression (Figure
2A, Table 1).

To determine if miR-148b expression level is also promoted during transition in other models
of inactivity induction, we examined muscle expression in mice submitted to a wheel-lock
protocol. Exercise mice (EX) were compared to group where wheels have been locked for 2
weeks (WL2), 4 weeks (WL4) and throughout the protocol (SED). As shown in figure 2B,
miR-148b is also increased in the WL2 group (+35%, p<0.05) and the WL4 group (+25%,
p<0.05) compared to EX group. .

Transition to inactive status through a reduction in muscle use, both in human and animal
model thus triggered an increase in skeletal muscle content of miR-148b. Meanwhile, the
converse transition, from inactive to active status in humans through increase in physical

activity did not show changes in skeletal muscle miR-148b expression.

ROCKI and NRAS are muscle miR-148b target genes

Among predicted target genes of miR-148b, NRAS and ROCKI1 have been previously
validated in mammary tumor cell lines [30]. As these two proteins are involved in insulin
signaling and glucose metabolism, two skeletal muscle biological processes that are activated
during physical activity, we aimed at determining whether mir-R-148b also regulated these

two proteins in muscle.
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We thus modulated miR-148b expression in in vitro experiments using muscle cells. Human
primary differentiated myotubes were transfected with either microRNA inhibitor against
miR-148b and micro-RNA expression plasmid to overexpress miR-148b. As shown in figure
3, both NRAS and ROCKI proteins levels were upregulated when miR-148b was inhibited
(+18%, p=0.06 and +21%, p<0.05 respectively). Conversely, overexpression of miR-148b
decreased both NRAS and ROCKI protein expression (-16%, p<0.05 and -11%, p<0.05
respectively). These data validated that NRAS and ROCK1 were target genes of miR-148b in

human muscle.

Muscle cell modulation of miR-148b affects insulin signaling pathway

As modulation of miR-148b expression levels affected muscle content in proteins involved in
the insulin pathway, we next studied the effects of these modulations on insulin response
measured through phosphorylation status of PKB and MAPK proteins.

Compared to control conditions, inhibition of miR-148b in human myotubes had no effect on
phosphorylation of PKB in response to 10pM and 100pM insulin; while overexpression of
miR-148b decreased phosphorylation of PKB (-52%, p=0.05 and -62%, p<0.05 respectively)
in response to insulin (respectively Figure 4A and B). When examining the MAPK pathway,
modulation of miR-148 content in human myotubes did not modified p42/44 phosphorylation
status, whatever miR-148b was inhibited or increased (Figure 4C and D). In muscle cells,
increase in miR-148b can thus inhibit insulin response, through downregulation of NRAS and

ROCKI1 proteins.

In vivo Muscle consequences of miR-148b changes
As we validated that NRAS and ROCK1 were target genes of miR-148b in human muscle

cells, we then quantified the two protein levels in skeletal muscle from mouse, in the EX and



181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

WL2 groups where higher differences in miR-148b were highlighted (Figure 2B). As shown
in figure 5A, 2 weeks of forced inactivity triggered NRAS and ROCK1 protein decrease (both
p<0.05), concomitantly with the increase of miR-148b.

As we also observed an increase in miR-148b in human muscle during transition to inactive
status, and no change during training (figure 2A), we finally explored the correlation between
changes in miR-148b expression and insulin sensitivity parameters in these two groups.
Despite the very low number of pairs that can be associated in each group, we tried to
associate muscle miR-148b changes with insulin sensitivity parameters. A positive correlation
is observed in figure 5B, with changes in muscle miR-148b significantly correlated with
fasting circulating insulin level in the inactivity induced group (r?=0.78, p<0.01), but not in
the training one (r>=0.25, p=0.29). Similarly, the same positive significant correlation is found

with the HOMA-IR (r>=0.68, p=0.03, data not shown) in the inactivity transition group.

DISCUSSION

Physical inactivity and sedentary lifestyle affect the whole body and leads to development of
chronic disease involving several organs. The molecular events occurring in skeletal muscle
tissue during the early stages of transition from active toward inactivity are poorly
understood, and characterization of key events such as development of insulin resistance is of
major relevance. Among many muscle factors that are regulated by physical activity, our
study focused on miRNAs associated with transition from active to inactive status in two
parallel experiments in human and animal.

We showed that the transition toward inactivity increased miR-148b muscle content in human
and mice models, while opposite transition (toward activity) did not decrease muscle miR-
148b content. Muscle disuse can also increase miR-148b expression as observed in the soleus

muscle in rats after 7 days of hindlimb suspension [25]. However miR-148b was
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downregulated in a 10-day bed rest procedure [23]. The discrepancy between our data and the
regulation of muscle miR-148b in the study of Rezen et al. [23], could be related to difference
in duration (10 days against 28 days in our protocol), and/or intensity as bed-rest reflects more
sedentary behaviour. In fact, our models reflect more lifestyle inactive behaviour compared to
above extreme experimental conditions. Regardless of the differences in the experimental

design previous studies, all results suggest miR-148b have a role in inactivity transition.

In vitro experiments in human primary differentiated myotubes, demonstrated that
overexpression of miR-148b decreased NRAS and ROCKI1 protein level in muscle, whereas
inhibition of miR-148b induced opposite effects. Interestingly, we found that only the
overexpression of miR-148b in this model had an effect on the insulin response in muscle
cell. Indeed, decrease of NRAS and ROCK1 induced by overexpression of miR-148b, were
associated with PKB/Akt phosphorylation alteration. miR-148b is frequently downregulated
in various cancers suggesting that miR-148b may play an important role as tumour
suppressor. In fact, overexpression of miR-148b inhibited cell proliferation by targeting
PIK3R3 (subunit p55 of the PI3Kinase) in colorectal cancer cells [31], AMPKal in pancreatic
cancer [32], or WNTI1/B-catenin pathway in hepatocellular carcinoma [33]. Further, miR-
148b was increased in B-cell lymphoma cells in response to radiotherapies and then enhance
apoptosis of Raji cells after irradiation [34].

The 2 targets of miR-148b NRAS and ROCK1 validated in our study, involved in insulin and
glucose pathways, were increased in aggressive breast tumor [30]. It is known that deficiency
of ROCKT1 causes insulin resistance by impairing insulin signalling in skeletal muscle in mice
[35], and ROCK1 was demonstrated to play an important role as positive regulator of insulin

action on glucose transport in adipocytes and muscle cells [36]. In line with these data, we
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found in this study that NRAS and ROCKI1 proteins were decreased with reduction in muscle
load in mice, accordingly to miR-148b increases.

Two studies [30, 37] have shown that miR-148b was involved in the PKB/Akt pathway.
Bischoff et al. [37] have notably demonstrated that downregulation of ErbB3 receptor by
miR-148b affects PI3K-Akt pathway. In mice with chronic kidney disease, Peng et al. [38]
have demonstrated that ROCK1 stimulates PTEN activity, thus diminishing PKB/Akt activity.
Moreover, Chun et al. [39] have showed a disruption of ROCKI activity in response to
insulin in muscle of TD2 obese subjects without change in ROCKI protein levels,
highlighting the role of ROCK1 in the development and maintenance of resistance to insulin
action on glucose disposal in muscle.

As we found that miR-148b increase in muscle during inactivity transition could be
positively related to changes in fasting insulinemia and HOMA-IR, exploration of larger
cohort will allow to fully characterize the impact on muscle insulin sensitivity and whole
body metabolic parameters. Interestingly, as only transition toward inactive status but not
transition from inactive to active status, modified muscle expression of miR-148b, we also
showed that only overexpression of miR-148b had an effect on insulin pathway. This suggests
that distinct pathways are involved in transitions toward or from physical active status, and
that muscle answers to these changes involved distinct actors [6]. It also will be of major
relevance to explore the transcriptional regulation of miR-148b, to study the factors that
regulate its expression, and to fully identify its targets gene and biological action in the

muscle tissue.

CONCLUSIONS
Our data support the global hypothesis that early phase of transition toward inactivity results

in muscle miR-148b content increase leading to specific acute change in muscle metabolism,
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and could participate in the whole body insulin sensitivity degradation, before chronic

disorders installation when inactive behaviours persist.

METHODS

Subjects and study protocol

The protocol and main outcomes of LIPOX are detailed elsewhere [6]. Briefly, twenty-four
men who were free of any chronic known diseases and weight stable for at least 3 months
before enrolment were included in the study and divided into two groups (n = 12) according
to their active/inactive status: active and inactive participants. Inactive men were submitted to
2 months of moderate physical training at current recommendations, i.e. three 60-min
supervises sessions/wk at 50% VOzpeak (peak oxygen uptake) on a cycle ergometer and one
additional session in free-living conditions during week-ends. Active men were submitted to 1
month of detraining, ie. suspension of all structured physical activities and reduction of
spontaneous activities of daily living (Figure 1A). The VOzpeak was measured before and after
intervention on a cycle ergometer. The diet was regularly adjusted by a nutritionist to
maintain subject energy balance. Written consent was obtained from each subject prior
involvement in the study. The study was approved by the Institutional Review Board of
Alsace-1. Characteristics of participants are summarized in table 1. Muscle biopsies were

available for 15 participants (7 active and 8 inactive).

Animals and experimental design
Twenty-seven male 5 weeks old C57BL/6 mice were housed at standard conditions (22°C,
12/12h dark light cycle, food and water ad libitum). All experimental procedures were

accepted by local ethic committee (Ethic Committee Neurosciences- Lyon CELYNE,
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protocol C2EA42-11-10-0501-003) and performed in accordance to relevant national and

European legislation, throughout the experiments.

After a week of initial acclimatization, mice were randomly affected to one of the 4
experimental groups (Figure 1B): no exercise (SED, n=6), exercise (EX, n=7), exercise
followed by 2-weeks detraining (WL2, n=7) and exercise followed by 4-weeks detraining
(WL4, n=7). Mice were housed in individual cage equipped with a 15cm radius voluntary
running wheel outfitted with a BC800 bicycle computer (Sigma GmbH, Neustadt, Germany).
Wheel rotation numbers were recorded daily to calculate running distance (km/day).
Cessation of voluntary exercise was obtained by locking wheels in WL2 and WL4 cages at 18
weeks of age. In all groups, body weight (g) and food intake (g/day) were measured twice a

week.

Culture of Skeletal Muscle Cells

For human primary myotubes, rectus abdominis or gluteus maximus muscle biopsies were
taken from healthy lean subjects during planned surgery (n=6, M/F=3/3, age=58.5+4.4,
BMI=24.5+2.0). All patients gave their written consent after being informed of the nature,
purpose and possible risks of the study. The experimental protocol (DIOMEDE) was
approved by the Ethical Committees SUD EST IV (Agreement 12/111) and performed
according to the French legislation (Huriet’s Law). The myoblasts were purified and

differentiated into myotubes according to the procedure previously described in detail [26].

Modulation of miR-148b expression in Human primary muscle cells
Inhibition of miR-148b expression was performed using microRNA inhibitor (hsa-miR-148b-

3p miRCURY LNA microRNA inhibitor, 5 -fluorescein labeled) and compared to control
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(Negative control A miRCURY LNA™ microRNA inhibitor control, Snmol, 5°-fluorescein
labeled) from Exiqon (Vedbak, Denmark). Fully differentiated myotubes (7 days) were
transfected for 48h with 100 pmols of microRNA inhibitor using the Hiperfect transfection
reagent (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol.

miR-148b overexpression was performed using micro-RNA expression plasmid (HmiR0185-
MRO4, precursor miRNA expression clone for has-mir-148b) and compared to control
(CmiR0001-MR04, miRNA scrambled control clone for pEZX-MR04) from GeneCopoeia
(Labomics, Nivelles, Belgium). Fully differentiated myotubes (7 days) were transfected for
48h with 2 pg micro-RNA expression plasmid using the Exgen500 transfection reagent
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) according to the manufacturer’s protocol.

For insulin signalling assays, myotubes were serum starved for one night before insulin

stimulation (10 or 100 pM) for 10 minutes.

RNA isolation

RNA from -80°C frozen human serum (500pL), -80°C frozen gastrocnemius lateralis mouse
muscle, and human primary myotubes were isolated using the Tri Reagent (Sigma, St Quentin
Fallavier, France). RNA from the -80°C frozen vastus lateralis human muscle biopsies were
extracted using the mirVana miRNA Isolation Kit protocol (Life Technologies, Saint Aubin,

France).

Global Serum microRNA Profiling

Global serum miRNA profiling was performed at baseline for active (n=6) and inactive (n=4)
participants of the LIPOX protocol, using TagMan Human miRNA Arrays (Life technology,
Saint Aubin, France) according to the manufacturer’s protocol (supplemental data 1). The

amplification was performed in Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System, in
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384 well plates. The amplification curves were analyzed using the RQ Manager software
(Applied Biosystems). All assays were inspected for distinct melting curves and the Tm was
checked to be within known specifications for the assay. Only miRNAs detected with Ct<37
were included in the data analysis. Using Vandesompele ef al. method [27] the most stably
expressed control microRNAs were listed. Among them, we selected miR-301la as
endogenous standard control to normalize data, as it was not differentially expressed among
our conditions, ie. between groups or with intervention. Comparisons between groups were
made by using the Wilcoxon test (p<0.05) on normalized data, to select the differentially

expressed miRNAs.

Individual quantification of miRNAs by qRT-PCR

To quantify miR-148b, total RNA from serum and muscle biopsies were extracted as
described above. 1 pl total serum RNA and 50 ng total muscle RNA were reverse transcribed
in 15 pl reactions using the TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (4366596, Life
technology, Saint Aubin, France). cDNA was diluted 16x and assayed in 20 ul PCR reactions
using TagqMan Universal PCR Master Mix (4324018, Life technology, Saint Aubin, France)
and a Rotor-GeneTM 6000 (Qiagen, Courtaboeuf, France). miRNA probes used were hsa-
mir148b-3p (000471, MI0000811) and hsa-mir-301a-3p (000528, MIMAT0000688) from
Life technology (Saint Aubin, France). Relative expression of microRNA expression was

calculated by 2°(-"ACt") method, where ACt was calculated as Ctmir-Ctmir3o1a.

Protein expression analyses by Western-blotting
Cells were lysed in lysis buffer (PBS, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% Nonidet
NP40, 5 mmol/l EDTA, 1 mmol/l Na3VO4, 20 mmol/l NaF, 1 mmol/l dithiothreitol, protease

inhibitors). Mice muscle biopsies were lysed in tissue lysis buffer (NaCl, 0.1% SDS, 0.5%
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sodium deoxycholate, 1% NP40-igepal, 50 mM Tris, Cocktail inhibitor protease) (Sigma, St
Quentin Fallavier, France).

10 pg of total protein extracts were loaded of 10% SDS PAGE, transfered to PVDF
membrane and immunoblotted with: monoclonal antibodies against phospo-Ser*”® PKB (Cell
Signaling); PKB (pan) (Cell Signaling); phospho-Thr?%?/Tyr?*! p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell
Signaling); p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell Signaling); N-RAS (Santa Cruz Biotechnology); a-
Tubulin (Sigma-Aldrich); or polyclonal antibodies against ROCK1 (Santa Cruz
Biotechnology). Goat anti-mouse and goat anti-rabbit conjugated IgG were from Bio-Rad

(Marnes-la-Coquette, France).

Statistical analysis of biological samples

Data are presented as mean (+ SEM). Selection of a endogenous control miRNA to normalize
PCR data from serum was performed using Vandesompele method and using R software [28].
Others statistical analyses were performed using SAS 9.3 software (SAS Institute Inc., Cary,
NC). Wilcoxon tests were used to test differences between groups at baseline in TagMan
Human miRNA Arrays data. Wilcoxon tests were also used to test differences between mice
groups.

Analyses on individual RT-qPCR and cells experiments data were done using mixed linear
models, taking into account repeated individual data over time, with groups and interventions
as fixed effects and individuals as random effect. Post-hoc Tukey tests were used to test
baseline between-group differences and the effects of interventions in each group. Regression
analyses were used to test associations between selected miRNA expression level and

metabolic parameters.
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ABBREVIATIONS

AEE Activity energy exprenditure

BMI Body mass index

EX exercise

FFM Fat free mass

FM Fat mass

HOMA-IR Homeostasis Model Assessment — Insulin resistance
MOSPA Monica optional study of physical activity

miRNA microRNA

PCR Polymerase chain reaction

PI3K/PKB/Akt Phosphoinositide 3-kinase

MAPK Mitogen-activated protein kinases

NRAS Neuroblastoma RAS Viral (V-Ras) Oncogene Homolog
RNA Ribonucleic acid

ROCKI1 Rho-Associated, Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1
RT-PCR Real-time PCR

SEM standard error of the mean

SED no exercise

VOzpeak maximal oxygen consumption

WL2 exercise followed by 2-weeks detraining

WLA4 exercise followed by 4-weeks detrained
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FIGURES

Figure 1. Timeline experiments. Grey blocks represent periods where A) men were active
and B) mice had access to wheels, and white blocks where A) men were inactive and B)
wheels have been locked. A) Active men followed detraining during 4 weeks, while inactive
men followed 8-weeks of training. B) Compared to non-exercise (SED), exercise mice (EX)
continue running throughout the experiment, while the exercise followed by 2-weeks (WL2)

and 4-weeks (WL4) detrained mice stop running at 18 weeks of age.

Figure 2. Increase of miR-148b muscle expression with inactivity transition. Muscle
expression of miR-148b in A) active (n=6) and inactive (n=6) men before and after one month
of detraining and two months of training at current recommendations; B) in SED (n=6), EX
(n=7), WL2 (n=7) and WL4 (n=7) mice assessed by qRT-PCR. * P<0.05 vs active or EX

mice; T P<0.05 vs active lean. Values are means + SEM.

Figure 3. NRAS and ROCK1 are miR-148b target genes in human primary cells. Human
primary differentiated myotubes were transfected with inhibitor against miR-148b (I) or
control inhibitor (Ci), as well as miR-148b plasmid expression (P) or control plasmid (Cp),
and content in NRAS and ROCKI1 proteins was assessed by western-blotting. Results are
presented as fold change vs control after miR-148b inhibition or overexpression. * P<0.05 vs

Control. Values are means + SEM for n=6 experiments.

Figure 4. Increase of miR-148b in muscle cell alters insulin response. Human primary
myotubes were transfected with inhibitor against miR-148b (I) or control inhibitor (Ci), as

well as miR-148b plasmid expression (P) or control plasmid (Cp), and phosphorylation of
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PKB and MAPK in response to 10uM and 100pM insulin was assessed by western-blotting.
Results are presented as fold change in NRAS (A-B) and ROCK1 (C-D) proteins after
inhibition (A-C) or overexpression (B-D). * P<0.05 vs Control. Values are means + SEM for

n=6 experiments.

Figure 5. Consequences of miR-148b changes in detraining transition. A) Mouse
Gastrocnemius content in NRAS and ROCK]1 proteins in EX (n=7) and WL2 (n=6) animals
assessed by western-blotting. * P<0.05 vs EX mice. Values are means + SEM. B)
Relationships between the changes in fasting insulinemia (ng/mL) and the changes in muscle

miR-148b content during sedentary (n=6) or active transition (n=6).
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Table 1. Characteristics of the participants before and after interventions on physical activity’

Active men Inactive men
Intervention Detraining Training
Before After Before After
n=9 n=7 n=7 n=7
Anthropometric measures
Age (years) 24.9+0.8 25.0+0.7
BW (kg 71.3x14 70.2+1.7 78.7+1.1 78.4+1.1
BMI (kg/m?) 22.1+0.3 22.4+0.3 23.8+0.3 23.6+0.3
FFM (kg) 60.4+1.2 58.4+1.4* 61.6+0.8 61.5+0.7
Physical activity outcomes
VO3 peak (ml.min" kg ") 49.4+1.0 46.2+0.9 39.9+0.7t 43.5+0.9*
AEE (Kj/d/kg) 83.7+3.7 74.3+3.2* 33.0+2.8t 52.5+3.8*

’Abbreviations: AEE, activity energy expenditure, BMI, body mass index; BW, body weight; VOzpea, peak
oxygen uptake. All values are means + SEMs. * P<0.05 compared with baseline, 1 P<0.01 compared with active

men at baseline

Table 2. Characteristics of mice by week 18 prior interventions on physical activity and at sacrifice’

SED EX WL2 WL4
Variables n=6 n=7 n=7 n=7
At week 18
BW (g) 27.0+0.7 269+08 27.7+09 272=x07
Mean running distance from week 15 to i 5665+ 262 5473+ 473 5815 + 814
18 (m/day)
Food intake (g/day) 3.5+0.1* 4.1+0.1 3.9+0.1 4.1+0.1
At sacrifice
BW (g) 287+06 29.0+05 285+1.1 302+09
Mean running distance from week 18 to
22 (m/day) - 4144 + 407 - -
Gastrocnemius lateralis/BW (Jo) 147.7+24 153034 150.0+2.3 150.0+3.9

'Running distance and food intake were recorded per cage, which contained one mouse.
Abbreviations: BW, body weight; EX, exercise; WL2, exercise followed by 2-weeks detraining;
WL4, exercise followed by 4-weeks detraining, SED, no exercise. All values are means + SEMs. *

P<0.05 compared with running mice (EX, WL2 and WL4).

Table 3. List of differentially expressed circulating miRNAs between active and inactive group before

intervention.
miRNAs fold pvalue
has-miR-155 75.57 0.011
hsa-miR-128 4.00 0.033
hsa-miR-142-5p 12.16 0.019
hsa-miR-148b 4.65 0.027
hsa-miR-151-3p 325.79 0.019
hsa-miR-152 7.21 0.033
hsa-miR-16-1* 10.97 0.025
hsa-miR-199b-5p 4.79 0.025
hsa-miR-19a 3.42 0.033
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hsa-miR-21 2.83 0.033
hsa-miR-223 2.33 0.033
hsa-miR-27a 2.99 0.033
hsa-miR-324-3p 22.67 0.011
hsa-miR-33a* 3.12 0.019
hsa-miR-345 23.00 0.033
hsa-miR-424* 8.91 0.043
hsa-miR-505 2.97 0.025
hsa-miR-590-5p 3.32 0.019
hsa-miR-601 39.87 0.027
hsa-miR-660 6.47 0.033
hsa-miR-661 19.68 0.025
hsa-miR-744 8.37 0.019
hsa-miR-769-5p 5.69 0.011
hsa-miR-9* 23.09 0.019
hsa-miR-93 3.60 0.033
hsa-miR-942 56.24 0.019

TFold: changes in miRNAs expression in inactive

group compared to active group

SUPPLEMENTAL DATA

S1. References of TLDA products.

Type Name Reference
Array TagMan Human miRNA Array A + B 4400238
Mix TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG 4324018
Mix TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, 200 Reactions 4366596
Mix TagMan PreAmp Master Mix Kit 4384267
Primers Megaplex PreAmp Primers, Human Pool Set v2.0 4400927
Primers Megaplex RT Primers, Human Pool Set v2.0 4400928
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Les effets bénéfiques de l'activité physique sur la santé sont un fait établi
depuis longtemps mais concernaient jusqu’a présent surtout les effets de l’exercice.
Au-dela des effets sur le métabolisme musculaire ou énergétique global, l’activité
physique a également des effets métaboliques systémiques, cardiovasculaires, anti-
inflammatoires ou encore antioxydants, mettant en évidence l'implication d’autres
tissus que le muscle. Les effets bénéfiques de l’activité physique, et déléteres de
I'inactivité physique, ayant des effets a ’échelle corps entier et impliquant de facon
coordonnée plusieurs organes, suggere l’existence dun dialogue inter-organe
également appelé cross-talk, permettant l'intégration au niveau global des signaux
positifs ou négatifs issus de l’activité physique.

Dans ce travail de theése, je me suis ainsi intéressée a un panel large
d’activité physique, incluant l’exercice mais également I’activité physique
quotidienne au sens large. J’ai ainsi examiné les effets de l’activité et inactivité
physique modérée et inactivité extréme sur le métabolisme du foie, et du muscle et

sur deux acteurs du cross-talk, ’adiponectine et les microARNSs.

A. Activité /inactivité physique et sensibilité a l'insuline

Les effets de la pratique réguliére d’activité physique sur la sensibilité globale
de l'organisme a l'insuline sont bien établis. Elle est associée avec l'expression et
l’activité de nombreuses protéines clés du métabolisme dans le muscle squelettique,
telles que PGC-la et 'AMPK (Goodyear 2000). A l'inverse, l'inactivité physique
sévere induite dans les études de bed-rest conduit au développement dune
résistance a l'insuline dans les tissus sensibles a l'insuline, notamment le muscle
(Mikines et al. 1989), puis généralisée a I’échelle du corps entier (Bergouignan et al.
2011).

Au cours de cette thése, nous avons eu lopportunité d’étudier l’effet de
difféerents niveaux d’activité, de l'inactivité extréme dans le protocole de bed-rest a
modérée dans le protocole LIPOX, et l'activité physique de type aérobie et de
résistance en contre-mesure du bed-rest, et de type aérobie et l’activité physique
quotidienne dans '’é¢tude LIPOX, sur l'insulinémie chez des sujets en bonne santé,
dans des conditions ou la balance énergétique des sujets a été maintenue stable.

Comme attendu, l'entrainement physique de type aérobie réalisé sur 8
semaines dans le protocole LIPOX a diminué l'insulinémie a jeun et l'indice HOMA-

IR, témoignant d’une amélioration de la sensibilité a linsuline chez les sujets
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initialement inactifs. Et a 'inverse, 'alitement prolongé et le désentrainement sur 4
semaines ont augmenté linsulinémie a jeun et l'indice HOMA-IR, mettant en
évidence une altération de la sensibilité a linsuline. De plus l’exercice en contre-
mesure du bed-rest a permis de prévenir au moins partiellement le développement
de la résistance a l'insuline.

Dans ce contexte, j’ai examiné 'implication potentielle de deux acteurs, dans
ces effets de l'activité physique sur la sensibilité a linsuline : 'adiponectine et les

microARNSs.

1. Implication de Uadiponectine dans les effets de [lactivité/inactivité

physique sur linsuline

L’adiponectine est une hormone du tissu adipeux inversement associée avec
l'obésité, pouvant corriger partiellement la résistance a l'insuline associée a ’obésité
(Yamauchi et al. 2001), et offrir une prévention vis-a-vis du diabéte de type 2
(Yamauchi et al. 2003a). On peut supposer que les effets insulino-sensibilisateurs
de l'activité physique pourraient ainsi impliquer 1’adiponectine, un acteur du cross-
talk.

Les effets de l’activité physique sur l'adiponectine présentent cependant des
résultats contradictoires dans la littérature. Ainsi, il a été montré que l’exercice
augmente, diminue ou ne change pas les concentrations circulantes d’adiponectine
(Simpson and Singh 2008; Bouassida et al. 2010; Golbidi and Laher 2014;
Hayashino et al. 2014). Comme nous l'avons présenté dans lintroduction, les
variations de masse grasse induites par l'entrainement physique lors des
interventions peuvent empécher ou primer sur leffet per se de l’exercice sur les
concentrations plasmatiques d’adiponectine. Dans cette thése, nous avons examiné,
indépendamment des effets de l'exercice sur le poids corporel et la masse grasse
que nous avons maintenus stables, les effets d'un changement du niveau d’activité,
entrainement et désentrainement, sur ’adiponectine plasmatique chez des adultes
de sexe masculin normo-pondérés et en surpoids. Dans ces conditions controlées,
nous avons pu montrer que les concentrations d’adiponectine diminuaient avec
l'entrainement physique de type aérobie de 8 semaines et augmentaient avec le
désentrainement de 4 semaines. Ces résultats sont renforcés par le fait que malgré
un IMC similaire et une plus faible masse grasse, les sujets actifs présentaient des
taux circulants d’adiponectine inférieurs a leur homologue inactifs ; méme si

l'adiponectine plasmatique, inversement corrélée a la masse grasse dans la
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littérature (Arita et al. 1999), était comme attendu plus basse chez les sujets
inactifs en surpoids en comparaison de leur homologue inactifs normo-pondérés.
Quelques études montrent, de facon concordante avec nos résultats, une
diminution des taux plasmatiques d’adiponectine avec l’entrainement de type
aérobie (Van Berendoncks et al. 2011) ou en résistance (Ibanez et al. 2010). D’aprés
les niveaux d’expression de 'adiponectine dans le tissu adipeux et musculaire, nos
résultats ne semblent pas étre expliqués par des variations dans la synthése
d’adiponectine. De facon similaire, les quelques rares études qui ont examiné
l'expression du geéne d’adiponectine en réponse a lactivité physique induite ne
montrent pas de variation ou une augmentation de l’expression du geéne
d’adiponectine associée a une perte de masse grasse (Polak et al. 2006; Lee et al.

2011).

La clairance de l’adiponectine secondaire a la captation par les organes
périphériques représente un autre mécanisme potentiel susceptible de contribuer
aux changements de concentrations de ’'adiponectine dans la circulation.

La clairance de l'adiponectine semble dépendre de l’activité de 1’adiponectine,
avec une clairance plus rapide lorsque l’adiponectine est plus fortement active
(Halberg et al. 2009). L’adiponectine est présente sous difféerentes formes
multimériques dans la circulation (du fait de ses modifications post-
translationnelles) : une forme trimérique LMW, une forme héxamérique MMW et
une forme multimérique HMW (Schraw et al. 2008) ; cette derniére étant considérée
comme la forme la plus active avec une association plus forte avec la sensibilité a
I'insuline que les concentrations d’adiponectine totale (Hara et al. 2006). Il a de fait
été montré que l'exercice affecte la clairance de l'adiponectine et augmente la
captation de 'adiponectine par les tissus oxydatifs avec un effet préférentiel pour la
forme HMW (Rutkowski et al. 2014). De facon intéressante dans une étude
randomisée comparant les effets d’une perte de poids induite par ’entrainement en
endurance, ou par controle du régime alimentaire, et les effets de l'entrainement
par endurance sans perte de poids chez des hommes en léger surpoids (Auerbach et
al. 2013), alors que ladiponectine totale ne varie pas dans ces difféerentes
interventions, il y a une modification dans la distribution multimérique de
l’adiponectine dans les groupes entrainés. Indépendamment de 'amplitude de la
perte de poids, l'entrainement par endurance était associé avec une modification en

faveur de la forme LMW et une diminution de 21% du ratio HMW /LMW, suggérant
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également une clairance augmentée de la forme active. Dans notre étude, nous
avons mesurée les difféerentes formes d’adiponectine circulante en réponse a
l'entrainement et le désentrainement, a l'aide de différents kits ELISA. De facon
similaire a 1’étude d’Auerbach et al. (2013), nous montrons que la distribution
multimérique de l'adiponectine circulante est modifiée avec le niveau d’activite,
l'adiponectine HMW étant en revanche la seule forme variant selon les groupes et
en réponse a lintervention et expliquant ainsi les variations de concentrations
plasmatiques d’adiponectine totale induites par les interventions.

La captation de l’adiponectine peut aussi dépendre de la masse musculaire,
comme une étude précédente a montré que l'expression des récepteurs adipoR1 et
adipoR2 étaient positivement associée avec le masse musculaire lors d’un protocole
de stimulation du muscle chez la souris (Goto et al. 2013). Cependant, I'expression
des récepteurs a 'adiponectine dans le muscle dans notre étude n’était pas associée

avec la masse musculaire.

La diminution d’adiponectine en réponse a l’exercice, de facon concomitante
avec une diminution des niveaux plasmatiques d’insuline a jeun, et de 'oxydation
lipidique totale (p<0,01), dans notre étude et celle d’Ibanez et al. (2010), peut
sembler contre-intuitive étant donné que l'adiponectine augmente la sensibilité a
I'insuline et l'oxydation des lipides, et qu’elle est globalement associée avec des
effets bénéfiques pour la santé. Ces résultats peuvent s’expliquer par une
augmentation de la sensibilité a l’adiponectine, notamment dans le muscle
squelettique.

Il a été montré que des patients présentant une altération chronique du coeur
et une trés faible capacité cardiorespiratoire avaient des concentrations
plasmatiques élevées d’adiponectine associées a une résistance a ’adiponectine au
niveau du muscle squelettique (Van Berendoncks et al. 2010). Dans le muscle,
l'expression du géne d’adipoR1 chez ces patients est notamment diminuée et
associée fortement avec la capacité maximale d’exercice (Van Berendoncks et al.
2011). De plus, 4 mois d’entrainement combinant exercice en endurance et en
résistance chez ces patients, ont diminué les concentrations plasmatiques
d’adiponectine, et ont normalisé I'expression musculaire du récepteur adipoR1 et de
génes effecteurs de 'adiponectine (Van Berendoncks et al. 2011). Par ailleurs, l’effet
insulino-sensibilisateur de l’adiponectine en réponse a l’exercice chez des souris
rendues obéses par un régime hypercalorique est, en partie, expliqué par

l'augmentation de l’expression des récepteurs adipoR1 et adipoR2 (Farias et al.
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2012; Marinho et al. 2012) et de son effecteur ’APPL1 (Mao et al. 2006; Marinho et
al. 2012). Dans notre étude, la relation inverse entre les concentrations
plasmatiques d’insuline a jeun avec les niveaux d’expression musculaires des deux
récepteurs et d’APPL1 supporte ainsi une augmentation de la sensibilité a
l'adiponectine avec l'exercice. De facon intéressante nous avons également trouvé
des associations positives entre les récepteurs de l'adiponectine AdipoR1 et
AdipoR2, APPL1 et la capacité cardiorespiratoire (VO2max).

Nous avons par ailleurs trouvé des corrélations entre les changements du
niveau d’expression musculaire (ARN) des récepteurs a l’adiponectine, AdipoR1 et
AdipoR2, et ceux des geénes PRKAA2 (protein kinase, AMP-activated, alpha 2
catalytic subunit), CPT1 (Carnitine palmitotransférase 1), PGCla et SPTLC1 (Serine
palmitoyltransferase, long chain base subunit 1) (p<0,05), en réponse a la
modulation du niveau d’activité physique (résultats non présentés dans le papier
soumis). Une partie des effets bénéfiques de l’adiponectine s’expliquant par
lactivation de I'’AMPK dans le muscle, la corrélation entre les changements
d’expression de PRKAA2, qui est une isoforme de la sous-unité catalytique de
’AMPK, et ceux des récepteurs dans le muscle suggére ainsi une plus grande
activation de la voie AMPK par l’adiponectine en réponse a l’activité physique. De
plus, l'activation de I’AMPK stimule, via l'inhibition d’ACC, CPT1 qui favorise
l'oxydation des acides gras dans le muscle et le foie (Lafontan and Viguerie 2006).
Dans notre étude, l'amélioration de la sensibilité a l’adiponectine, en réponse a
l'exercice, est également suggérée par les corrélations entre les récepteurs a
l'adiponectine et PGCla (p<0,001), un facteur de transcription impliqué dans le
métabolisme des acides gras, et avec SPTLC1 (p<0,05) impliqué dans la voie des
sphingolipides et des céramides, via l’activation de I'’AMPK par l'adiponectine
(Holland et al. 2011). Ces résultats supportent également l’hypothése d’une
amélioration de la sensibilité a l’adiponectine avec l'exercice. L’analyse des
échantillons de LIPOX étant rétrospective et en l'absence de matériel tissulaire
suffisant, nous n’avons pas pu confirmer ces résultats au niveau de l’expression

protéique de ces effecteurs de la signalisation de ’adiponectine.

L’ensemble de ces résultats suggere que l'activité physique diminue les taux
circulants d’adiponectine totale, principalement par une diminution de sa forme
active HMW, probablement du fait d'une augmentation de sa clairance et de la

sensibilité musculaire a 'adiponectine, qui pourrait contribuer a une augmentation
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de la sensibilité a linsuline au niveau du muscle squelettique. A l'inverse leffet
insulino-résistant de linactivité physique peut ainsi impliquer une résistance a
I’'adiponectine musculaire. Cette étude sur I’adiponectine, une hormone sécrétée par
le tissu adipeux, souligne son role potentiel d’acteur du cross-talk dans les effets de
lactivité et inactivité physique sur la santé, notamment sur l'insuline. Ceci doit

cependant étre vérifié par des études complémentaires notamment protéomiques.

2.  Implication des microARNs dans les effets de linactivité physique sur

Uinsuline

La caractérisation d’évéenements moléculaires clés se produisant dans le
muscle squelettique pendant les stades précoces de transition de lactivité vers
I'inactivité comme le développement de la résistance a linsuline est d’'un intérét
majeur. Parmi les nombreux facteurs musculaires qui sont régulés par lactivité
physique, outre ’adiponectine, notre étude s’est également intéressée a I'implication
des microARNs, dimportants régulateurs de l'expression des génes, dans les
mécanismes sous-jacents de l’activité physique et inactivité, principalement au

niveau musculaire.

L’étude rétrospective des échantillons du protocole LIPOX ou les niveaux
d’activité physique sont bien caractérisés et la balance énergétique a été maintenue
stable a montré des différences dans les niveaux circulants de certains microARNSs.
Parmi ceux-ci, nous avons focalisé notre étude sur miR-148b, un microARN dont
certaines des cibles prédites ou validées sont impliquées dans des voies de
signalisation associées a l'insuline (sécrétion, transduction du signal, etc...).

Ainsi, dans cette étude, nous avons montré que l'inactivité physique induite
augmente l’expression de miR-148b dans le muscle chez 'homme (4 semaines de
désentrainement) et la souris (2 ou 4 semaine d’arrét de l'exercice spontané), alors
que l’entrainement physique (8 semaines d’exercice aérobie chez ’'homme) n’induit
pas de diminution de miR-148b dans le muscle. De facon similaire a l'inactivité
modérée, I'immobilisation du muscle peut également augmenter l'expression de
miR-148b comme observé dans le muscle soléaire chez des rats aprés 7 jours de
suspension par l'arriére-train (McCarthy et al. 2009). En revanche, il faut noter que
Rezen et al. (2014) ont observé une diminution de l'expression de miR-148b dans le
muscle chez des sujets adultes de sexe masculin suite a un protocole de type bed-

rest de 10 jours. Cette discordance de résultats peut s’expliquer soit par des
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différences d’intensité de l'inactivité physique qui est plus sévere dans le bed-rest,
soit par des différences dans la durée des protocoles (10 jours contre 28 jours dans
notre protocole). En fait, nos modéles refletent plus les comportements inactifs de la
vie de tous les jours par comparaison aux conditions expérimentales extrémes d'un
bed-rest. De plus l'intensité n’é¢tant pas la méme, les altérations induites dans le
protocole de bed-rest peuvent étre plus avancées, les voies de régulation de
l'expression des génes alors mises en jeu n’étant peut-€tre plus les mémes.

L’exploration in vitro dans des myotubes humains différenciés, montre que la
modulation de l'activité de miR-148b, soit par surexpression de miR-148b soit par
répression de son activité, induit des changements dans l'expression protéique de
deux cibles NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) et ROCK1 (Rho-
Associated, Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1), deux protéines dont
I'implication dans les voies de linsuline et du glucose a été montrée dans de
nombreux types de cancers (Cimino et al. 2013; Zhao et al. 2013; Wang et al.
2015b). La surexpression de miR-148b diminue ainsi les niveaux d’expression
protéiques de ces deux cibles dans des cellules musculaires différenciées, alors que
I'inhibition de mir-148b induit des effets opposés. De facon intéressante, nous
avons montré que seule la surexpression de miR-148b dans ce modéle avait un effet
sur la réponse a linsuline dans les myotubes humains différenciés. En effet, la
phosphorylation de la protéine kinase B Akt/PKB est altérée de facon concomitante
avec la diminution des protéines NRAS et ROCK1 induite par la surexpression de
mir-148b. En revanche, bien que les protéines NRAS et ROCK1 soient augmentées
par linhibition de miR-148b, la phosphorylation d’Akt/PKB n’est pas stimulée.
Bischoff et al. (2015) ont également montré que miR-148b affectait la voie PISK-Akt
en diminuant l'expression du récepteur ErbB3.

Dans la lignée de ces résultats, nous avons montré que les protéines NRAS et
ROCK1 étaient diminuées lors de l'arrét de l’exercice spontané chez la souris, de
facon concomitante avec 'augmentation de miR-148b. De facon intéressante, Lee et
al. (2009) ont montré qu’une déficience en protéine ROCK1 conduit a une
résistance a linsuline en altérant la signalisation de l’insuline dans le muscle
squelettique de souris. De plus, le role important de ROCK1 comme régulateur
positif de l’action de l'insuline sur le transport du glucose a été montré dans les
adipocytes et les cellules musculaires (Chun et al. 2012). Par ailleurs, Chun et al.
(2011) ont montré une altération de l’activité de ROCK1 en réponse a linsuline

dans le muscle de sujets obéses avec un diabéte de type 2, sans changement des
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niveaux protéiques de ROCK1, soulignant le role de ROCK1 dans le développement
et le maintien de la résistance a l'insuline, induisant un défaut d’utilisation du
glucose par le muscle.

Dans cette étude, nous avons également montré que l'augmentation de
l'expression de miR-148b dans le muscle pendant la transition vers linactivité
semble étre positivement associée au changement de linsulinémie a jeun et l'indice
HOMA-IR. Les données disponibles supportant cette hypothése étant réduites,
l'exploration d’une cohorte plus large est nécessaire pour mieux caractériser
I'implication de miR-148b sur la sensibilité a I'insuline a I’échelle du corps entier.

Nos données supportent I'’hypothése globale que la phase précoce de
transition vers l'inactivité physique provoque une augmentation de l’expression de
miR-148b dans le muscle induisant des changements spécifiques aigus dans le
métabolisme musculaire, et pourrait alors participer a la dégradation de la
sensibilité a l'insuline au niveau du corps entier puis a l'installation de désordres

métaboliques lorsque les comportements inactifs persistent.

Nous avons vu que différents niveaux d’activité, de linactivité extréme a
lactivité physique modérée, peuvent moduler linsulinémie. L’ensemble des
résultats obtenus dans ces différentes études montre que les effets de l’activité et
inactivité physique sur l'insuline impliquent des acteurs au niveau du muscle, les
microARNs, mais également le tissu adipeux qui par la sécrétion d’adiponectine
intervient dans la médiation de ces effets. Les microARNs pouvant étre sécrétés
dans la circulation, on peut supposer que certains participent également a la
communication entre les organes permettant une synchronisation des effets a
I’échelle corps entier.

Nous avons choisi d’examiner plus en détail I'implication de miR-148b dans
les meécanismes associés a l’activité et linactivité physique, mais d’autres
microARNs présentaient également des associations entre leurs niveaux circulants
et des parameétres liés a l’activité physique, tels que miR-21, miR-133a, miR-26a
avec la dépense énergétique liée a l'activité physique, ou miR-21 et miR-133a avec
l'oxydation du palmitate. Ces associations avec d’autres parameétres liés a ’'activité
physique suggerent que ces microARNs peuvent également avoir un roéle dans la
réponse au niveau d’activité physique. Ces trois microARNs sont notamment
connus pour étre des myomiRs, des microARNs spécifiques du muscle (Zacharewicz
et al. 2013). Des études ont ainsi montré l'implication de miR-26a et miR-133a

dans les mécanismes anaboliques du muscle (Drummond et al. 2008) et
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I'implication de miR-21 dans le développement cérébral et neuronal en réponse a
l'exercice, via l’activation de la voie des voies de signalisation PTEN/(Liu et al. 2012;
Miao et al. 2015). L’association des taux circulants de miR-21 avec 'oxydation du
palmitate est également appuyée par des études qui ont montré son role dans le
meétabolisme des lipides (Yang et al. 2015).

Au-dela du role de miR-148b dans la voie de signalisation de l'insuline,
d’autres microARNs peuvent donc ainsi étre impliqués dans les mécanismes mis en
place en réponse au niveau d’activité physique, des pistes qui nécessitent donc

d’étre approfondies.

B. Activité /inactivité physique, oxydation lipidique et lipides circulants

L’inactivité physique est associée au développement dune hyperlipidémie
caractérisée par une augmentation des triglycérides plasmatiques (HHS 1996;
Bergouignan et al. 2013). Par ailleurs, il été montré que des sujets considérés
comme actifs avaient une meilleure capacité a oxyder les graisses exogénes apres
un repas que leurs homologues sédentaires (Stubbs et al. 1995).

Dans cette thése, nous avons eu l'opportunité d’avoir accés a des protocoles
ou la balance énergétique des sujets a été maintenue stable, permettant d’étudier
leffet de différents niveaux d’activité sur les niveaux circulants des lipides chez des
sujets en bonne santé, indépendamment des effets que peut avoir l’activité ou
I'inactivité physique sur les stocks de tissu adipeux. Dans ces circonstances, les
résultats de l’étude LIPOX qui ont fait l'objet dune précédente publication
(Bergouignan et al. 2013) ont permis de montrer une modification de la cinétique
des triglycérides en réponse a un repas lors des interventions sur le niveau
d’activité physique, suggérant un impact de celui-ci sur le devenir des acides gras
alimentaires.

En accord avec la littérature, dans le protocole LIPOX, les sujets inactifs
présentaient des taux plasmatiques de triglycérides a jeun plus élevés que leurs
homologues actifs. Aprés ingestion d'un repas test, les sujets inactifs présentaient
également des taux circulants de triglycérides plus élevés et une moindre oxydation
lipidique du palmitate et de loléate (Bergouignan et al. 2013). En paralléle,
l'expression génique de la lipoproteiné lipase LPL, du récepteur CD36 (Collagen type
I receptor, thrombospondin receptor), du transporteur FATP1 (Fatty acid transport

protein 1) et de mtGAPT (Mitochondrial glycerol-3-phosphate acyltransferase) était
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diminuée dans le muscle vastus lateralis des sujets inactifs en comparaison des
sujets actifs, indiquant une diminution de la captation des lipides par le muscle et
une diminution de la capacité a oxyder les lipides avec l'inactivité (Bergouignan et
al. 2013). Les deux types d’intervention, entrainement et désentrainement, ont
induit des effets opposés sur ['utilisation des lipides totaux, mais seule la
diminution de loxydation totale des lipides par le désentrainement était
significative, principalement expliquée par un changement dans l'oxydation des
lipides exogénes. Enfin, le désentrainement a également augmenté l'apparition des
acides gras dans les chylomicrons et les acides gras non estérifiées NEFA suggérant
une diminution de la clairance et de la captation des acides gras par les tissus
périphériques lors de l'inactivité (Bergouignan et al. 2013).

Dans la continuité de ces résultats, l'inactivité physique sévére induite dans
le protocole de bed-rest a également augmenté les triglycérides dans la circulation,
de facon concomitante avec une diminution de ’expression musculaire des génes de
transporteurs d’acides gras dans le muscle et les mitochondries, i.e. respectivement
FAT/CD36 et CPT1, supportant ’hypothése d’une diminution de la captation des
acides gras par le muscle. Cette altération était associée avec une diminution de la
capacité oxydative du muscle et de l'oxydation lipidique totale. L’association que
nous avons montré, dans le protocole de bed-rest, entre les changements dans les
taux plasmatiques de triglycérides et ANGPTL3, un acteur hépatique du
meétabolisme lipidique, indique qu’une inhibition de la LPL dans le foie par
I'inactivité physique pourrait également impacter directement le métabolisme
hépatique des lipides. L’activité de la LPL dans le muscle et le foie n’a cependant
pas été mesurée dans ce protocole, ce qui limite nos conclusions sur les causes

exactes de ’hypertriglycéridémie de nos sujets.

C. Inactivité physique et stockage ectopique

Les complications de 'obésité sont associées a la répartition anatomique de
l'exceés de graisse plus qu’au simple indice de masse corporelle. En effet, les lipides
peuvent s’accumuler dans des tissus non classiquement associés au stockage des
lipides, phénoméne appelé stockage de graisse ectopique qui peut participer aux
complications de I'obésité via des phénoménes de Ilipotoxicité ou de
dysfonctionnement des organes (Miranda et al. 2005; Despres and Lemieux 2006).

D’un point de vue mécanistique, lorsque la balance énergétique est positive,

expliquée soit par une prise alimentaire excessive soit par l'inactivité physique, ou
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les deux combinés, si le stockage de graisse a lieu dans le tissu adipeux sous-
cutané qui est insulino-sensible, les fonctions métaboliques sont peu altérées et il y
a un moindre risque de développement du syndrome métabolique (Figure 31). En
revanche, l'absence ou l’altération du tissu adipeux sous-cutané, ainsi que des
conditions d’insulino-résistance associée a une incapacité a stocker l'exces
d’énergie, favorise le dépot ectopique du surplus d’acides gras, présents dans la
circulation, dans différentes tissus tels que le cceur, le foie, le pancréas, le muscle
squelettique ou le tissu adipeux viscéral (Despres and Lemieux 2006). Les
mécanismes des conséquences délétéres de ces dépodts ectopiques impliquent

I’hypertrophie, 'inflammation et la fibrose des tissus (Britton and Fox 2011).

Pas de stockage
Obésité sous-cutanée ectopigne
Tissu adipeux « sain »

Absence de
Profil symptome
} métabolique  clinique du
4 normal ¥ syndrome
A Prise alimentaire métabolique
N Activité physique
Balance
énergétique
positive
Présence de
Profil symptomes
métabolique } cliniques du
altéré syndrome
métabolique
Obésité viscérale
Tissu adipeux
dysfonctionnel

Sotckage graisse
Altération : ectopique
+ meétabolisme AGL
+  Sécrétion adipokines

Figure 31. Principe du stockage ectopique des graisses. Lors d’'une balance énergétique
positive l'excédent énergétique est stocké sous forme lipidique soit dans le tissu adipeux
sous-cutané sain, soit dans le tissu adipeux viscéral et de facon ectopique dans d’autres
tissus périphériques quand le tissu adipeux est altéré.

D’apres Despres and Lemieux (2006)

Les raisons pour lesquelles l'excés de lipides est déposé dans des tissus
ectopiques plutot que dans le tissu adipeux sont incomplétement comprises. L'une
des hypothéses est 'inextensibilité du tissu adipeux. Nous faisons ’hypothése que
lactivité physique en modulant la capacité a oxyder les acides gras, notamment au

niveau du muscle, est un deuxiéme mécanisme clef. Dans le foie, quand l'apport de
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lipides dépasse la capacité adaptative du métabolisme, ils sont redirigés vers des
voies meétaboliques non oxydatives, induisant une accumulation intracellulaire de
dérivés lipidiques toxiques, et des lésions hépatocellulaires surviennent (NAFLD).
Bien qu’il soit admis que l'inactivité physique joue un role dans le développement
des maladies métaboliques, son impact sur le métabolisme hépatique et dans le
développement de NAFLD ne sont pas encore bien définies. Dans cette thése, nous
avons eu l'opportunité unique d’é¢tudier les effets d'une inactivité extréme induite
dans un protocole de bed-rest, sur les marqueurs hépatiques de stades sévéres de
NAFLD dans des conditions ou la balance énergétique des sujets a été maintenue
stable. De plus, nous avons examiné leffet protecteur de l'exercice physique,
combinant exercice de type aérobie et en résistance, en contre-mesure du bed-rest,
sur les changements de marqueurs hépatiques de NAFLD.

Dans cette étude, nous avons montré, dans des conditions de controle de la
balance énergétique, que l'induction d’une inactivité physique sévére augmente les
marqueurs hépatiques associés avec la stéatose hépatique, stéatohépatite et
d’autres stades encore plus séveres de NAFLD. Ces résultats supportent les
observations faites dans des études transversales montrant une plus grande
prévalence de NAFLD chez des hommes normo-pondérés sédentaires que leurs
homologues physiquement actifs (Rector and Thyfault 2011). Ceci est également
cohérent avec les études réalisées dans des modeéles murins montrant que la
transition d’un état actif a sédentaire induit une augmentation du risque de
stéatose hépatique de facon concomitante a une accumulation d’intermédiaires
lipogénes, une diminution de l'oxydation des lipides dans le foie et dune
hypertriglycéridémie, des symptomes associés avec les NAFLD (Zderic and Hamilton
2006; Rector et al. 2008).

Aprés deux mois de bed-rest, les transaminases (AST et ALT) sont
augmentées dans la circulation tout en restant dans des gammes de concentrations
normales. De facon similaire, des taux élevés mais normaux ont été observés chez
de nombreux patients avec des NAFLD et sont associés avec des risques plus élevés
de développement de désordres métaboliques et de diabétes (Burgert et al. 2006;
Preiss and Sattar 2008). Bien que des taux é€levés de transaminases soient
couramment utilisées pour détecter la présence de NAFLD (Harrison et al. 2008), ils
représentent un mauvais indicateur de NASH quand ils sont utilisés seuls. Nous les
avons ainsi examinés en combinaison avec d’autres marqueurs plus spécifiques de
stéatohépatite, les fragments de cytokératine 18 (CK18). Suite a la mort cellulaire

apoptotique d’hépatocytes altérés, les fragments de CK18 clivés par la caspase, la
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protéine majeure des filaments intermédiaire dans le foie, sont sécrétés dans la
circulation. L’activité apoptotique du foie étant associée a la stéatohépatite, mais
pas a la stéatose hépatique isolée, les niveaux de fragments de CK18 dans la
circulation permettent de différencier les stades de NAFLD (Anty et al. 2010). Nous
avons montré que l'inactivité physique induite augmente CK18 et que la moitié de
nos sujets contrdles atteignent les valeurs limites proposées pour la détection de
NASH (Feldstein et al. 2009). Ces résultats, en plus de 'augmentation de l'indice
AAC (indice combiné de AST, ALT et CK18) chez les sujets controles, suggerent le
début dun développement de NAFLD en conditions d’inactivité physique.
L’augmentation plus modérée d’ANGPTL3, indique que, dans nos conditions
expérimentales, des stades plus séveres de NAFLD ne sont pas atteints. Cette étude
étant rétrospective, ces résultats n’ont pas pu étre vérifiés par biopsies invasives du
foie ou par imagerie non invasive du gras hépatique. L’exploration des cytokines
pro-inflammatoires circulantes aurait également pu apporter des informations sur
l'inflammation pouvant participer au développement d’une stéato-héptatite.
Hojbjerre et al. (2011) ont notamment montré une augmentation des protéines pro-
inflammatoires C-réactive, IL-6, IL-10, MCP-1 et le TNFa chez patients insulino-
résistants apres 10 jours de bed-rest. De plus, l'’é¢tude de Rudwill et al. (2013), a
montré une augmentation de la visfatine dans un protocole de bed-rest dans des
conditions similaires de balance énergétique stable a notre étude. La visfatine, qui
est positivement associée a 1IL-6 et la protéine C-réactive, semble étre sécrétée par
les macrophages infiltrant le tissu adipeux viscéral. Dans ce protocole, les auteurs
n’ont pas montré de changement de masse grasse totale mais une modification de
la répartition de la masse grasse (7% augmentation TA viscéral et pas de
changement TA total).

Il est important de souligner quun stockage ectopique de la graisse a été
noté de facon similaire dans la moelle osseuse (Trudel et al. 2009) et le muscle
squelettique (Bergouignan et al. 2009) lors d’expérimentations de bed-rest. En
association avec nos résultats, ces données suggerent que le stockage ectopique des
graisses pourrait refléter une réponse générale au bed-rest.

En paralléle, nous avons montré que le programme d’entrainement
combinant exercice aérobie et en résistance, en contre-mesure du bed-rest, prévient
en partie l'augmentation des marqueurs hépatiques induits par linactivité
physique. Des études précédentes ont montré que des exercices aérobies d’intensité

modérée améliorent les concentrations d’ALT chez des patients atteints de NAFLD
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(Hickman et al. 2004) et diminuent le stockage ectopique dans le foie (Johnson et
al. 2009) et linflammation (Keating et al. 2012). Chacun des types d’exercice,
aérobie ou en résistance, pratiqué indépendamment ont amélioré le contenu
lipidique intrahépatique, la sensibilité a l'insuline méme en l'absence de perte de
poids chez des adolescents obéses (Hallsworth et al. 2011). De facon cohérente avec
nos résultats, un entrainement physique de type aérobie a également permis de
diminuer CK18 chez des patients obéses (Fealy et al. 2012) et ANGPTL3 chez des

patients atteints de maladies des artéres coronaires (Beck et al. 2012).

Dans cette étude nous avons montré une corrélation positive entre AST et
triglycérides, comme il a déja été précédemment observé chez des patients obéses,
suggérant l'implication du stockage ectopique lipidique dans les altérations du
meétabolisme du foie en conditions d’inactivité physique. Il est finalement important
de noter que ce ne sont pas seulement les indices combinés incluant les marqueurs
hépatiques qui ont augmenté pendant le bed-rest mais également l'indice CHA qui
prend en compte dans son calcul la sensibilité a linsuline. De plus, les
changements dans les deux indices de NAFLD, CHA et AAC, étaient positivement
associés avec l'augmentation des triglycérides circulants. L’ensemble de ces
résultats suggerent une relation entre sensibilité a 'insuline, le stockage ectopique
des lipides et le métabolisme hépatique en condition d’inactivité physique. L’é¢tude
de Bergouignan et al. (2013), souligne le fait que linactivité physique induite
conduit au développement d’'une résistance a l'insuline et une hypertriglycéridémie
de facon concomitante avec une réduction de la captation et de l'oxydation des
lipides par le muscle. La compréhension de la chronologie sous-jacente de ces
différentes altérations meétaboliques et leur relation de cause a effets pourrait
permettre une meilleure compréhension de la mise en place de ces mécanismes
sous-jacents dans le développement des maladies hépatiques notamment en
réponse aux comportements sédentaires. En effet, il n’est pas clairement établi quel
mécanisme, de l'insulino-résistance ou de l’hypertriglycéridémie, est impliqué en

premier puis induit ’autre.

D. Activité et inactivité physique : effets indépendants

Dans l'é¢tude sur le bed-rest, nous avons montré que lentrainement
combinant exercice aérobique et résistif empéchait le développement de la

résistance a linsuline induite par le bed-rest, mais pas le développement de
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I’hypertriglycéridémie, la diminution de l'oxydation des acides gras exogeénes et
total, la diminution de la captation des acides gras par le muscle, la diminution de
la capacité oxydative et I’'accumulation de gras dans le muscle squelettique. Les
effets de l'inactivité physique semblent ainsi plus importants que ceux de l’exercice
et suggeérent que ces deux comportements ne sont pas miroirs I'un de l'autre. Des
études de populations récentes ont suggéré que l'effet délétére des comportements
sédentaires sur la santé meétabolique est indépendant de la pratique d’exercice
d’intensité modérée. La prévention partielle induite par l’activité, observée dans le
bed-rest, des effets négatifs induits par l'inactivité extréme peut étre expliquée par
l’'absence d’activité physique d’intensité faible, par exemple marcher, prendre
l'escalier, mais aussi tout mouvement quotidien du corps et le simple tonus
postural, chez nos sujets de bed-rest du groupe exercice.

De facon intéressante, dans I’é¢tude LIPOX, les effets de l'inactivité physique
sur les fonctions métaboliques, comme l'insulino-sensibilité ou l'oxydation des
lipides, sont également plus forts que ceux induits par l'entrainement malgré une
durée d’intervention double. De plus, seule la transition vers l'inactivité physique,
mais pas vers lactivité physique, a modifié 'expression tissulaire de miR-148b, et
seule la surexpression de miR-148b dans l’exploration in vitro a eu un effet sur la
voie de l'insuline. L’ensemble des résultats obtenus dans I’étude LIPOX suggére que
des voies distinctes sont impliquées dans la transition depuis ou vers le statut actif,
et que les réponses musculaires a ces changements impliquent des acteurs
difféerentes. Certains travaux récents suggerent, entre autres, que les mécanismes
biologiques sous-tendant les effets de l'activité physique et de la sédentarité (au
sens temps passé assis) pourraient étre distincts, impliquant des génes distincts
(Simonen et al. 2003). On peut supposer au vu de nos résultats que de facon
similaire les voies impliquées dans l'inactivité physique ne sont pas limage en

miroir de l'activité physique et qu’elles peuvent étre différentes.

E. Les microARNSs circulants : des biomarqueurs du niveau d’activité physique ?

Plusieurs études ont montré que les microARNs étaient présents dans les
fluides corporels et que leur concentration dans la circulation était associée a
certaines pathologies (Kanaan et al. 2012; Prabu et al. 2015; Romaine et al. 2015).
Dés lors, leur utilisation en tant que biomarqueur circulant des performances
physiques a été proposée et certaines études ont ainsi montré que l’expression de
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certains microARNs était associée avec la capacité cardiorespiratoire (Baggish et al.
2011; Bye et al. 2013) et que l’exercice induisait des variations dans les taux
circulants de certains microARNs. Dans cette thése, nous avons voulu ainsi
initialement déterminer si un ou des microARNs, seul ou en combinaison,
pouvaient €tre utilisés comme des biomarqueurs du niveau d’activité physique.

L’¢tude exhaustive des microARNs par des puces dédiées dans I’étude LIPOX
a permis d’identifier plusieurs microARNs différentiellement exprimés avec le niveau
d’activité initial des sujets et/ou avec la modulation du niveau d’activité physique.
Comme pour les puces a ADN, il est nécessaire ensuite de valider ces mesures de
taux circulants de microARNs par quantification individuelle et sur des populations
plus larges. Les quantifications individuelles ont montré des différences avec
I'exploration par puce. Ceci peut s’expliquer soit par la présence de faux positifs liée
a la technique d’analyse par puce, soit par le sous-échantillonnage des sujets de
l'étude utilisé pour cette analyse transcriptomique. Par ailleurs, les résultats de
quantification individuelle pour les microARNs sélectionnés étaient également
différents entre les protocoles, malgré l'utilisation d’un microARN endogéne de
controle. Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par des différences de
préparation du plasma, mais aussi la présence ou labsence d’hémolyse,
l'expression de certains microARNs pouvant étre sensible a ce phénomeéne
(Kirschner et al. 2011), des différences liées aux caractéristiques propres des
populations (certains sérums provenant de sujets néozélandais) ou aux limites
techniques de la quantification des microARNs dans la circulation.

D’une part, il existe de nombreux kits et protocoles d’extraction d’ARN dont
loptimisation est encore nécessaire et fait 1'objet de publications (Spornraft et al.
2014). D’autre part la concentration d’ARN acellulaire dans les échantillons
plasmatique étant marginale, la quantification par la technologie TagMan est peut-
étre limite pour détecter des différences entre deux échantillons, et de la méme
facon que pour l'extraction les avancées technologiques de quantification peuvent
améliorer I’¢tude des microARNs dans le plasma (Zhang et al. 2015).

Lorsque nous avons examiné l’expression des microARNs identifiés par les
puces dans le sérum d’autres sujets, nous n’avons pas pu ainsi classer
objectivement les sujets selon leur niveau d’activité physique sur la base des seuls
niveaux circulants de ces microARNs. Dés lors, dans les conditions d'extraction, de
quantification et de normalisation utilisées au cours de cette thése, ils n’ont pas pu
servir de biomarqueurs absolus pour caractériser le niveau d’activité physique d'un

individu, contrairement a certains microARNs qui permettent de détecter le statut
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diabétique (Prabu et al. 2015) ou cancéreux (Kanaan et al. 2012). Il est possible que
cela devienne possible grace au développement de méthodes plus précises telles que
l’'analyse des échantillons par la technique droplet permettant d’utiliser moins
d’échantillons et de détecter des quantités plus faibles de microARNSs, ce qui est tres
intéressant dans le cadre de I'’é¢tude des microARNs circulants (Zhang et al. 2015).
L’utilisation des puces TLDA a également une limite car elles ne contiennent qu’une
petite partie des microARNs décrits et validés, certains microARNs comme
biomarqueurs potentiels du niveau d’activité physique ont ainsi pu ne pas étre
identifiés ici. Le développement d’autres puces, comme les GeneChip miRNA 4.0
Array de chez Affimetrix qui contiennent un plus grand nombre de microARNs
identifiés et dont la technologie est également plus précise, di a 'absence d’étape
de préamplification qui est une source d’erreur, peuvent pallier aux limites

rencontrées dans cette thése.

Bien que les niveaux circulants de ces microARNs n’aient pas pu servir de
biomarqueurs absolus du niveau d’activité physique, les niveaux d’expression de
certains microARNs étaient associés a des parameétres liés a l’activité physique.
Nous avons ainsi trouvé une association positive entre les niveaux circulants de
miR-148b et miR-21 et la capacité cardiorespiratoire, des résultats inverses a ceux
de ’étude de Bye et al. (2013). Dans notre étude, nous avons préalablement montreé
que les taux circulants de ces deux microARNs sont associés avec la masse grasse
des suyjets, et nous avons donc ajusté nos analyses sur la masse grasse des sujets,
ce qui peut peut-étre expliquer les différences avec 1’étude de Bye et al. (2013). 11
faut noter que les niveaux circulants de ces microARNs sont également associés a la
dépense énergétique liee a l'activité physique suggérant ainsi que ces microARNs
sont bien impliqués dans les effets de ’activité physique.

Malgré l’association positive entre le niveau dexpression de miR-148b et
miR-21, et des parametres de l’activité physique, les taux circulants de ces deux
microARNs peuvent également refléter d’autres états physiologiques. En effet, miR-
148b est surexprimé dans la circulation dans des états physiopathologiques
notamment cancéreux tels que le cancer du foie (Wang et al. 2015a) et le cancer des
poumons (Ghasemkhani et al. 2015), ou encore dans la néphropathie a IgA (Serino
et al. 2015) ; et le niveau d’expression de miR-21 dans la circulation est plus élevé
dans de nombreux cancers comme les gliomes ([lhan-Mutlu et al. 2012), le cancer

colorectal (Menendez et al. 2013) ou le cancer du sein (Liu et al. 2015b). Des
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niveaux d’expression élevés de ces deux microARNs dans la circulation ne seraient
donc peut-étre pas uniquement le reflet d'un niveau élevé d’activité physique,
associé a des capacités physiques plus élevées, mais pourraient témoigner d’'un état
physiopathologique particulier comme la présence ou le risque de cancer.

Ainsi, l'utilisation des microARNs circulants en tant que biomarqueurs du
niveau d’activité physique représente un intérét majeur en terme de santé publique
mais les résultats obtenus dans cette thése mis a la lueur de la littérature,
notamment l’association des niveaux circulants de ces microARNs avec d’autres
états physiologiques ou pathologiques, mettent en avant les limites de ce type
d’approche pour appréhender le niveau d’activité physique, méritant de plus amples

explorations.
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Figure 32. Implication de I’adiponectine et de miR-148b dans les mécanismes sous-
jacents des altérations métaboliques induites par I’inactivité physique. Les résultats de
ce travail ont permis de mettre en évidence que linactivité physique induisait une
augmentation de l'expression de miR-148b dans le muscle, une augmentation de
I’adiponectine plasmatique et le développement d’'une résistance musculaire a ’'adiponectine
participant au développement d'une résistance a linsuline. En paralleéle, l'inactivité
physique augmente les triglycérides plasmatiques et induit un stockage ectopique des
lipides au niveau du foie. NAFLD, stéatose hépatique non alcoolique ; NEFA, acides gras non
estérifiés ; VLDL, lipoprotéines de trés basse densité.
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Le niveau habituel d’activité physique est un facteur essentiel a la fois dans
le développement et la prévention des pathologies chroniques. Actuellement, les
recommandations d’activité physique de ’'OMS sont principalement centrées sur les
activités physiques d’intensité modérée a trés intense principalement liées a
l'exercice, mais ne prennent pas ou peu en compte l'activité physique quotidienne
non liée a ’'exercice. Afin de mieux comprendre les relations entre ’état de santé des
individus et l’activité et inactivité physique, il est nécessaire de comprendre les
mécanismes impliqués dans ces difféerents niveaux d’activité et leurs effets
respectifs sur la santé.

Nous avons montré que les effets de l’activité et inactivité physique
impliquent d’autres tissus que le muscle, notamment le foie et le tissu adipeux,
respectivement bénéfiques et déléteres, a 1’échelle du corps entier, et que
I'importance de ces effets difféere selon l'intensité de l’activité physique. Linactivité
physique altére ainsi le métabolisme énergétique au niveau de ces trois organes,
induisant notamment une diminution de la sensibilité a linsuline, une
hypertriglycéridémie, une diminution de l'oxydation des lipides, et des altérations
pouvant induire un stockage ectopique des graisses (Figure 32). De plus, nous
avons montré 'implication de 'adiponectine et des microARNs dans les mécanismes
sous-jacents des effets de l’activité et inactivité physique sur le muscle.

Les résultats obtenus dans le bed-rest concernent exclusivement des femmes
adultes normo-pondérées en bonne santé. Des études complémentaires étendues
notamment a d’autres populations sont nécessaires et la mise au point dune
prévention efficace contre le développement de NAFLD reste a développer,
combinant notamment des approches nutritionnelles et physiques. D’autre part,
connaitre le contenu lipidique du foie dans des protocoles similaires serait tres
utile, soit a 'aide de biopsies du foie ou par de nouvelles approches non invasives
comme des séquences IRM permettant de mesurer les acides gras intracellulaires.

La compréhension des effets de Dactivité physique sur l’adiponectine,
suggérant notamment une action sensibilisatrice a l’adiponectine nécessite
d’étudier le devenir de l'adiponectine, notamment sa clairance. Il se pourrait

également que l’action de l’activité physique sur ladiponectine ne soit pas
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exclusivement musculaire, mais également hépatique, le foie étant son autre tissu
cible principal. L’analyse conjointe de l’adiponectine dans le foie, le muscle ou le
tissu adipeux pourrait permettre de compléter les connaissances quant au devenir
de l'adiponectine. De plus, il serait intéressant d’é¢tudier linduction du signal de
l'adiponectine dans les tissus cibles au niveau protéique, ce qui n’a pu étre fait
dans cette étude. L’activité physique et l'adiponectine induisant l’activation de
AMPK, il serait intéressant de confirmer l'augmentation de la sensibilité a
l'adiponectine par l’activité physique et montrer limplication de 1’adiponectine
notamment au niveau de cette voie.

L’implication de miR-148b dans la transition du statut actif vers le statut
inactif a été montrée dans un désentrainement de 4 semaines. Il serait intéressant
d’étudier la cinétique de l'’expression de miR-148b dans le muscle pour connaitre
son implication dans les différentes phases de l'inactivité, en aigu et sur le long
terme afin de comprendre son implication dans ’adaptation du muscle a l'inactivité
prolongée et dans comportements inactifs plus développés, ie. la sédentarité. Il
serait également d’intérét majeur d’explorer la régulation transcriptionnelle de miR-
148b, pour étudier les facteurs qui régulent son expression et d’identifier
intégralement ses cibles et actions biologiques dans le muscle.

Enfin, il serait intéressant d’explorer le développement des altérations
meétaboliques au niveau cellulaire et a l'échelle du corps entier en réponse a
différents niveau d’inactivité physique, ou les comportements sédentaires (temps
passé assis) et inactifs seraient caractérisés et définis, permettant ainsi de mieux
comprendre le role indépendant de ces comportements ; et ce dans des protocoles
de type time-course ou l'on suit le développement de ces altérations dans le temps
pour comprendre la relation entre hyperinsulinémie et hyperlipidémie en réponse a
I'inactivité physique, ces deux mécanismes se développant simultanément ou l'un

induisant 'autre.
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Annexe 1. Ligne de code du programme de sélection de microARNSs stables.
Adapté de (Vandesompele et al. 2002)
filnavn="Nom_table.csv" # substitute your own file name

x=scan(pucenorm?2)

k=x[1] # number of genes
x=x[-1]

n=length(x)/(k+1) # number of samples
da=matrix(x,(k+1),,byrow=T)

gr=da[k+1,] # group identifier
da=da[1l:k,] # pcr values

m=1

medgr=c(gr[1])

for (i in 2:n){
a=sum(medgr==grlil)
if (a==0){

m=m+]1
medgr=c(medgr,grl[i])
}

}  # on exit m is the number of groups and medgr are the group labels
medgen=c(1:k) # all genes are included in the analysis
y1l=log(da) # log of pcr values

y=yl[medgen,gr==(medgr[1])]

for (i in 2:m){

y=cbind(y,y1[medgen,gr==(medgr]i])])

} # data rearranged according to group

ngr=rep(0,m) # number of samples in each group
for (i in 1:m){

ngrli]=sum/(gr==(medgrli]))

}

grny=rep(c(l:m),ngr) # group labels for data iny

n=sum/(ngr)

mei=apply(y,1,mean)
mej=apply(y,2,mean)
me=mean(mej)

# Estimates of the variances when group label is not considered
a=rep(0,k)

for (i in 1:k){

alil=sum((y[i,]-mej-mei[i]+me)"2)/(n-1)}

b=sum(a)

varnogroup=

(a-b/(k*k-k))/(1-2/k)

# Estimates of variances for the m groups and k genes

meigr=matrix(rep(0,k*m),k,m)

for (j in 1:m){
meigr[,jl=apply(y[,grny==j],1,mean)
H

megr=rep(0,m)
for (j in 1:m){
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megr[j]=mean(meigrl[,j])

}

g7y
for (j in 1:n){
}g[,J']=y[,j]-meigr[,grny[i]]-mejU]+megr[grny[i]]

vargroupall=matrix(rep(0,m*k),m,k)
for (j in 1:m){

a=rep(0,k)

for (iin 1:k){
alil=sum((g[i,grny==j)"2)/ (ngrjl- 1}
b=sum(a)
vargroupall[j,]=(a-b/(k*k-k))/(1-2/k)
H

varmin=vargroupall

for (i in 1:m){

z=y[,grny==i

for (j in 1:k){

varpair=rep(0,k)

for (j1 in 1:k){
varpairl[jl]=var(z[j,]-z[j1,])}
varmin(i,j|=min(varpair[varpair>0])/4

b
vargroupall=ifelse(vargroupall<0,varmin,vargroupall)

# Variances have been estimated and corrected if negative values were encountered
# quality measure for each gene is calculated

dif=meigr
mli=apply(dif,1,mean)
mlj=apply(dif,2,mean)
ml=mean(m1li)

for (iin 1:k){

for (j in 1:m){
dif[i,j]=dif[i,j]-m1i[i]-m1j[j]+m1
H

va=vargroupall
for (j in 1:m){

va[j,|=valj,]/ngr(j]}

tau=sum/(dif*dif) / (m-1)*(k-1))-mean(va)
tau=ifelse(tau<0,0,tau)
dnew=dif*tau/(tau+t(va))
vanew=t(vattau*va/(tau+va))

gqm=abs(dnew)+sqrt(vanew)
gmaal=apply(qm,1,mean)

cbind(c(1:k),qmaal) # gene number and quality measure
cbind(c(1:k)[order(qmaal)],gmaal[order(gmaal)]) # gene number and quality measure in

increasing order

# We now look for the best combination of the gene with the smallest
# value of the quality measure and one more gene
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b=order(gmaal)[1]
qmaaldob=rep(0,k)
gmaaldob[b]=gmaal[b]*sqrt(k/(k-1))

for (j in c(1:Kk)[-b]){

a=c(b,j)

al=dnewl|a,]
a2=apply(al,2,mean)*sqrt(k/(k-2))
bl=vanew]|a,]
b2=apply(b1l,2,mean)/2
gmaaldobl[j]=mean(abs(a2)+sqrt(b2))
H

cbind(c(1:k),gmaaldob) # gene number and quality measure using best
# gene from before and one more gene

cbind(c(1:k)[order(qmaaldob)],qmaaldob[order(qmaaldob)])
# gene number and quality measure in increasing order using best
# gene from before and one more gene

Modification du script probléme avec la gestion des données (valeurs manquantes)
library(SLqPCR)

# Ajustement de la fonction geomMean, appelée ici geomMean1

geomMean 1<-function (relData, na.rm = FALSE)

{ if (lis.numeric(relData) && !is.complex(relData) && !is.logical(relData)) {
warning("argument is not numeric or logical: returning NA")
return(as.numeric(NA))

H
if (any(relData < O, na.rm=TRUE)) ## Cette ligne a été modifiée car il ne gérait pas
les NA : ajout de na.rm = TRUE
stop("'x' contains negative value(s)")
if (na.rm)
relData <- relData[lis.na(relData)]
return(prod(relData)”(1/length(relData)))
§

# Ajustement de la fonction selectHKgenes, appelée ici selectHKgenes1 dans laquelle
geomMean a été remplacée par geomMean1

selectHKgenes1l<-function (relData, method = "Vandesompele", minNrHK = 2, geneSymbol,
trace = TRUE, na.rm = FALSE)
{
if (lis.matrix(relData) & l!is.data.frame(relData))
stop("'relData' needs to be of class matrix or data.frame")
n <- ncol(relData)
if (n < 3)
stop("you need data from at least 3 genes")
if (minNrHK >= n)
stop("minNrHK' must be smaller than 'ncol(relData)")
if (minNrHK < 2) {
warning("minNrHK' is set to 2")
minNrHK <- 2
H
if (length(geneSymbol) != n)
stop("'geneSymbol' has wrong length")
281



if (method == "Vandesompele") {
V <- numeric(n - minNrHK)
names(V) <- paste(((n - 1):minNrHK), "/", (n:(minNrHK +
1)), sep = ")
meanM <- numeric(n - minNrHK + 1)
names(meanM) <- as.character(n:minNrHK)
R <- character(n)
names(R) <- as.character(c(rep(l, minNrHK), (minNrHK +
1):length(R)))
for (i in n:minNrHK) {
M <- geneStabM(relData, na.rm = na.rm)
names(M) <- geneSymbol
ind <- which.max(M)
meanM|n - i + 1] <- mean(na.omit(M))
if (i == minNrHK)
R[1:minNrHK] <- geneSymbol
else R[i] <- geneSymbol[ind]
if (i>2){
NF.old <- apply(relData, 1, ggcomMeanl, na.rm = na.rm)
NF.new <- apply(relData], -ind], 1, geomMeanl, na.rm = na.rm)
Vin -1+ 1] <- sd(log2(NF.new/NF.old), na.rm = TRUE)
}
if (trace) {

cat("####### ##H#H# HHHHHAHHHAHHHAHHHHHHH B S R R HHH \n")
cat("Step ", n-i+ 1, ":\n")
cat("gene expression stability values M:\n")
print(sort(M))
cat("average expression stability M:\t", meanM|n -
i+1],"\n)
if (i>2)¢
cat("gene with lowest stability (largest M value):\t",
geneSymbol[ind], "\n")
cat("Pairwise variation, (',i-1,"/", i,
“:\t", V[n -i+ 1], "\n")
H
}

relData <- relData], -ind]
geneSymbol <- geneSymbol[-ind]
H
return(list(ranking = R, variation = V, meanM = meanM))
H
else {
stop("specified method not yet implemented")

} i
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Abstract

Several omics technologies are underway worldwide with an aim to unravel the pathophysi-
ology of a complex phenotype such as type 2 diabetes mellitus (T2DM). While recent stud-
ies imply a clinically relevant and potential biomarker role of circulatory miRNAs in the
etiology of T2DM, there is lack of data on this aspect in Indians—an ethnic population char-
acterized to represent ‘Asian Indian phenotype’ known to be more prone to develop T2DM
and cardiovascular disease than Europeans. We performed global serum miRNA profiling
and the validation of candidate miRNAs by gRT-PCR in a cohort of subjects comprised of
normal glucose tolerance (NGT), impaired glucose tolerance (IGT) and patients with T2DM.
Our study revealed 4 differentially expressed miRNAs (miR-128, miR-130b-3p, miR-374a-
5p, miR-423-5p) in subjects with IGT and T2DM patients compared to control subjects.
They were positively or negatively correlated to cholesterol levels, HbA;c, HOMA-IR and
fasting insulin. Interestingly, circulating level of miR-128 and miR-130b-3p were also altered
in serum of diet-induced diabetic mice compared to control animals. Among the altered cir-
culating miRNAs, miR-128 had never been described in previous studies/populations and
appeared to be a ‘New Lead’ in Indians. It was positively correlated with cholesterol both in
prediabetic subjects and in diet-induced diabetic mice, suggesting that its increased level
might be associated with the development of dyslipedemia associated with T2DM. Our find-
ings imply directionality towards biomarker potential of miRNAs in the prevention/diagnosis/
treatment outcomes of diabetes.
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Introduction

South Asia forms one of the epicenters of the global diabetes epidemic. Over the past couple of
decades, there has been a worrying increase in the prevalence rates of type 2 diabetes mellitus
(T2DM) in the region and India in particular. The higher prevalence of diabetes in South
Asians is least explained by traditionally measured risk factors. Insulin resistance and abnor-
malities of insulin secretion in pancreatic 3-cells are the main defects that lead to T2DM. The
so called “Asian Indian Phenotype” refers to certain unique clinical and biochemical abnormal-
ities in Indians which include increased insulin resistance, greater abdominal adiposity i.e.,
higher waist circamference despite lower body mass index and T2DM occurring at a younger
age than Caucasians [1,2]. South Asians are also characterized by a unique metabolic profile
with higher insulin levels [3], a greater degree of insulin resistance [4] and a higher prevalence
of diabetes [5]. Insulin resistance has been demonstrated in Asian Indians even during adoles-
cence [6]and hyperinsulinemia seems to be present in Asian Indians even at birth [7]. More re-
cent studies do imply that South Asians may have an early decline in f3-cell functions as well
(8,9,2].

Given the predicted explosion in the number of cases of prediabetes and T2DM worldwide
and in India, continued research is essential, particularly in the newer areas such as application
of microRNA (miRNA) technologies. MiRNAs are a class of evolutionally conserved non-cod-
ing RNAs of 19-22 nucleotides and function as negative regulators of gene expression [10]. Im-
portant roles of miRNAs have emerged in the control of metabolic pathways involved in lipid
metabolism, adipocyte differentiation and pancreas development, energy homeostasis, glucose-
stimulated insulin secretion and inflammation [11-16]. Recently, significant amounts of miR-
NAs have been found not only intracellularly, but in extracellular human body fluids (e.g;
serum, plasma, saliva, urine, tears, amniotic fluids and milk) [17-19]. They are remarkably sta-
ble despite high extracellular RNAse activities. Extracellular miRNAs are enclosed in small
membranous vesicles (e.g.; in exosomes, shedding vesicles, apoptotic bodies) or associated
with, or packaged within high-density lipoprotein, or associated with RNA-binding proteins (e.
g high-density lipoprotein, Argonaute 2 and nucleophosmin 1) [20-22]. Levels of miRNAs in
the serum of humans have been shown to be stable, reproducible, consistent amongst healthy
individuals and change during pathophysiology, allowing them to be of potential value as bio-
markers of disease [23]. Recently, novel circulatory miRNA signatures have been studied and
shown associated not only with the disease but also the severity of diseases such as various can-
cers, liver and cardiovascular diseases [24,25]. Whereas several studies have evaluated the role
of miRNAs in cancer, much less is known in the field of diabetes. Differentially expressed circu-
latory miRNA signature characteristic of T2DM have been reported from recent studies out-
side the India based on the analysis of small group of subjects [26-33]. From these studies, it is
expected that the identification of potential-specific biomarkers of miRNAs may help predict
or detect the development and progression of diabetes and its complications at an early stage,
and therefore allow timely intervention. However, there is lack of clinically relevant data on the
potential of circulatory miRNAs in Indians, who are highly insulin resistant and more prone to
develop T2DM and cardiovascular disease than Europeans [5]. While the health burden of
T2DM is somehow associated with obesity as a co-morbidity in Caucasians, metabolic risk fac-
tors are either higher in Asian Indians independent of obesity or operate at a lower BMI thresh-
old. Therefore, this study is aimed to identify circulating miRNAs that could be differentially
expressed in subjects with prediabetes and patients with T2DM and to dissect out their poten-
tial biomarkers role in association with clinical parameters/conventional risk factors of T2DM.
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Research Design and Methods
Recruitment of the Study Subjects

Subjects with NGT (Normal Glucose Tolerance, n = 49), subjects with IGT (Impaired Glucose
Tolerance, n = 47) and patients with Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM, n = 49) were recruited
from Dr.Mohans’ Diabetes Specialities Centre, Chennai and from the on-going epidemilogical
studies. The study was conducted according to the principles of Declaration of Helsinki and ap-
propriate approval by the Institutional Ethics Committee of the Madras Diabetes Research
Foundation. Ethics Committee approved written informed consent was obtained from all
study subjects. NGT, IGT and T2DM were defined using World Health Organization consult-
ing group criteria. Those who were confirmed by oral glucose tolerance test to have 2-hour
plasma glucose value 11.1 mmol/L (200 mg/dL) or more based on World Health Organization
consulting group criteria were diagnosed as diabetic patients. Those with 2-hour post glucose
value >7.8 mmol/L (140 mg/dL) and <11.1 mmol/L (200 mg/dL) were diagnosed as subjects
with IGT, and those with 2-hour post glucose value of less than 7.8 mmol/L (140 mg/dL) as
subjects with NGT. To rule out the medication effects, all our T2DM subjects are of newly
diagnosed nature.

Anthropometric Measurements

Anthropometric measurements including height, weight and waist circumstance were obtained
using standardized techniques. Height was noted with a tape measured to the nearest centime-
ter. Weight was measured with traditional spring balance that was kept on a firm horizontal
surface. The body mass index (BMI) was calculated using the formula, weight (kg)/height (m)”.
Waist circumference was measured using a non stretchable fiber measuring tape. Blood pres-
sure was recorded from the right arm of study subjects when they were relaxed and in sitting
position to the nearest 2mm Hg with a mercury sphygmomanometer (Diamond Deluxe BP ap-
paratus, Pune, India). Two reading were taken 5 min apart and the mean of the two was taken
as the blood pressure.

Biochemical Parameter Investigations

Fasting plasma glucose (glucose oxidase-peroxidase method), serum cholesterol (cholesterol
oxidase-peroxidase-amidopyrine method), serum triglycerides (glycerol phosphate oxidase-
peroxidase-amidopyrine method) and HDL cholesterol (direct method-polyethylene glycol-
pretreated enzymes) were measured using Hitachi-912 Autoanalyser (Hitachi, Mannheim,
Germany). The intra and inter assay co-efficient of variation for the biochemical assays were
<5%. Low-density lipoprotein (LDL) cholesterol was calculated using Friedewald formula.
Glycated hemoglobin (HbAlc) was estimated by high-pressure liquid chromatography using
the variant analyzer (Bio-Rad, Hercules, Calif., USA). Serum Insulin was estimated using en-
zyme-linked immunosorbent assay (Calbiotech, CA). The intra-assay and the inter-assay coef-
ficients of variation for insulin assay was <10%. Insulin resistance was calculated using the
homeostasis assessment model (HOMA-IR) using the formula: {fasting insulin (u[U/mL) x
fasting glucose (mmol/L)} / 22.5.

Circulating RNA Extraction and Purification

Fasting serum sample (from 5 ml of blood) was obtained by standard venepuncture using
VacutainerPlus Plastic Serum and SST Tubes (Becton-Dickinson, Franklin, lakes, NJ). The sep-
aration of the serum was performed by centrifugation at 4,000 rpm for 10 min, followed by
12000 rpm for 15 min to completely remove cell debris. Total RNA was isolated from 0.25 ml
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Table 1. Clinical and biochemical characteristics of the subjects involved in the study.

Parameters

Males/females

Age(years)

BMI(kg/m2)

Fasting plasma glucose (mg/dl)
2 hr plasma glucose (mg/dl)
HbA1c (%)

HOMA-IR

Serum Cholesterol (mg/dl)
Serum Triglycerides (mg/dl)
HDL cholesterol (mg/dl)

LDL cholesterol (mg/dl)

VLDL (mg/dl)

Fasting Insulin (pIU/ml)

Systolic blood pressure (mmHg)
Diastolic blood pressure (mmHg)
Waist circumference (cm)

All the value represents mean and + standard deviation

*p<0.05 compared control
ND, not determined

doi:10.1371/journal.pone.0128372.1001

Whole cohort Subgroup of subjects used to select candidate
miRNAs

NGT IGT T2DM NGT IGT T2DM
(n = 49) (n = 47) (n =49) (n=12) (n=12) (n=12)
(26/23) (23/24) (25/24) (6/6) (6/6) (5/7)
443+6.9 441+7.0 444 +8.1 38.5+3.0 41.2+4.0 40.2+5.0
245+26 249+29 25.7+3.5 283.1+2.0 239+1.0 26.7+1.0
85+ 11 105+ 18 * 146 + 34* 83+7.0 101+7.0* 150 £ 27 *
96 + 21 166 + 18* 269 + 63* 89+ 24 160 + 20 * 264 £ 61 *
56+04 6.3 +0.8* 7.8 +1.6* 52+0.5 6.0+ 0.5 79++1.0*%
2:0:+1 1 3.5+1.4* 6.3 £ 1.8* 1.5+0.4 27£1.0 5.0+3.0*
170+ 24 187 £ 35 185 + 52 168 + 29 185 + 39 185 + 52
97 + 38 148 + 76 136 + 62 119+ 65 134 + 69 148 + 67
41.2+£9.0 40 5.0 37170 41+9.0 41+10 40+8.0
111 +£22 117 £ 32 121 £ 46 107 £ 26 117 £33 115+ 44
19+7.6 30+ 16 25+13 24 +13 27+ 14 29+ 13
76+2.0 11+4.0 13+6.7 9.6+4.6 134+46* 17.8+4.0
117 +£9.0 121 £12 124+ 12 123 £ 20 124 + 12 126 + 16
78 +10 82+5.0 81+7.0 80+ 10 80+8.0 84+9
87.1+x1.21 93.8 + 1.60* 92.3 + 1.38* 87.3+84 93.5+10.9 * 92.3+£9.6 *

of serum using Qiagen miRNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) for RNA collection and pu-
rification according to the manufacturer's protocol. Total RNA was controlled using Nanodrop
2000 UV spectrophotometer and stored at -80°C until use.

Global Serum microRNA Profiling

Global serum miRNA profiling was done in a discovery cohort comprised of 12 individuals
each of NGT, IGT and T2DM (Table 1). To assess hemolysis two microRNAs were used. One
that is expressed in red blood cells (miRNA-451), and one that is relatively stable in serum and
plasma and not affected by hemolysis (miRNA-23a). The ratio between these two miRNAs cor-
relates to degree of hemolysis. In our experience samples with ratios above 8.0 will have an in-
creased risk of being affected by hemolysis. We validated that our samples had lower ratios and
were not affected by hemolysis. Due to the low levels of microRNAs and potentially high levels
of inhibitors in samples derived from serum/plasma which also differs from sample to sample,
Exiqon protocol (www.exiqon.com/serum-plasma-guidelines) recommends using RNA
amounts based on starting volume rather than RNA quantity. 8 uL of eluted human plasma/
serum RNA in a 40 pL RT reaction generally give a good signal with maximal miRNA detection
in miRNA PCR panels [34]. Therefore in our study, 8 ul RNA was reverse transcribed in 40pl
reactions using the miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR cDNA synthesis kit. An
RNA spike-in control (Sp6) was added to the reverse transcription step. This control is used to
confirm that the reverse transcription and amplification occurs with equal efficiency in all sam-
ples. cDNA was diluted 50x and assayed in 10 pl PCR reactions according to the protocol for
miRCURY LNAUniversal RT microRNA PCR; each microRNA was assayed once by qPCR on
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the microRNA Ready-to-Use PCR (miRCURY LNA microRNA Human panel I Exiqon). Neg-
ative controls excluding template from the reverse transcription reaction was performed and
profiled like the samples. The amplification was performed in a LightCycler 480 Real-Time
PCR System (Roche) in 384 well plates. The amplification curves were analyzed using the
Roche LC software, both for determination of Cp (by the 2nd derivative method) and for melt-
ing curve analysis. Amplification efficiency was calculated using algorithms similar to the Lin-
Reg software. All assays were inspected for distinct melting curves and the Tm was checked to
be within known specifications for the assay. Furthermore assays must be detected with 5 Cp’s
less than the negative control, and with Cp<37 to be included in the data analysis. Data that
did not pass these criteria were omitted from any further analysis. Using NormFinder the best
normalization procedure was found to be the average of assays detected in all samples. All data
were normalized to the average of assays detected in all samples (average—assay Cp). Compari-
son between groups were made by using the student t-test (p<0.05) on normalized data, to se-
lect the differentially expressed miRNAs.

Validation of candidate miRNAs by individual gRT-PCR

miRNAs short listed as differentially expressed from the discovery set were revalidated in a
larger cohort comprising of 145 individuals (50% men, 50% women) with NGT (n = 49), IGT
(n=47) and T2DM (n = 49) by individual PCR assays. Total RNA from serum was extracted
as described above and used for qRT-PCR by using the Universal miRCURY LNA microRNA
PCR, Polyadenylation and cDNA synthesis kit IT and the miRCURY LNA microRNA PCR sys-
tem, Exilent SYBR green master mix, from Exiqon, on ABI 7000 Applied Biosystems thermo-
cycler. Relative expression of microRNA expression was calculated by 2 C'PeltaCt) ethod. We
evaluated a suitable number of reference miRNAs, based on the increased expression stability
[28]. However, we were unable to identify stable miRNAs that did not discriminate between
male and female or that were not correlated with metabolic parameters, or that was not previ-
ously identified as relevant for the pathology in previous studies. This could be explained partly
by the fact that inside the same group, women and men might differed in their level of choles-
terol and triglycerides (S1 Table). Thus, in this study, data were normalised on the volume of
total RNA that was used for qRT-PCR (i.e.; a fixed volume of 8 pl).

Statistical Methods

Statistical analyses were performed with the SPSS statistical software (SPSS V12.0, Inc., Chi-
cago, IL), and the R Statistical Software (http://www.r-project.org/). ANOVA and/or paired ¢-
tests were performed to study differences on quantitative variables between groups.

Bioinformatic Analysis

Cellular pathway determination for each miRNA was done by using DIANA-miRPath (http://
diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r = site/index) which predicted
target genes.

Animals Maintenance, Preclinical Characterization and miRNA Profiling

Male C57BL/6] mice, 10-12 weeks old (body weight, 18-22 g) were obtained from Sri Venka-
teswara Enterprises (Bangalore) and maintained at 22+1°C under a 12-h light-dark cycle (lights
on from 6:00 AM to 6:00 PM). All experiments were performed in accordance with regulations
specified by the Committee for the Purpose of Control and Supervision on Experiments on An-
imals (CPCSEA), Government of India and approval by the Institutional Animal Ethical
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Committee (IAEC) of the Madras Diabetes Research Foundation Chennai. Food (Nutrilab,
Bangalore) and water were given ad libitum to the animals. High fat diet (57%) was procured
from the National Institute of Nutrition, Hyderabad, India. After acclimatization, basal fasting
plasma/serum biochemical markers were estimated. Mice were randomly divided into two
groups i.e., mice fed with normal pellet diet (NPD; n = 5) and mice fed with high fat diet (HFD;
n = 6), with similar average body weight and plasma glucose on day 0. All groups were fed with
respective diet and water ad libitum for 6 months. All biochemical and preclinical measure-
ments were done as per the standard procedures (S2 Table). At the end of the protocol, HFD
fed animals were characterized as glucose-intolerant and insulin-resistant by OGTT (Oral Glu-
cose Tolerance Test) and I'TT (Insulin Tolerance Test), respectively. Serum samples (0.25 ml)
were used to quantify candidate miRNA by qRT-PCR as previously described.

Results

In this study, we have analysed the expression of circulating microRNAs in serum of 145 non
obese subjects (50% males and 50% females) suffering from T2DM (n = 49) compared with
controls (n = 49) or pre-diabetic subjects (n = 47). As shown on Table 1, both prediabetics
(IGT) and patients with type 2 diabetes (T2DM) had poor glycemic control as reflected by sig-
nificant higher fasting plasma glucose and 2 hr plasma glucose and higher HbA . values com-
pared with controls. Subjects with prediabetes and patients with type 2 diabetes exhibited
significantly higher insulin resistance as revealed by HOMA-IR estimation. The lipid levels and
blood pressure did not significantly differ among the 3 groups.

Profiling of Circulating miRNA

Serum miRNA profiling was first performed on a subgroup of 36 subjects from the 145 subjects
(50% males and 50% females). T2DM and IGT patients of this identification sample only dif-
fered clinically from control subjects in fasting glucose and 2 hr plasma glucose and in fasting
insulin. Both T2DM and IGT patients had significantly higher waist circumference than the
control group of subjects (Table 1). The global serum miRNA profiling (miRCURY LNA
microRNA Human panel I V3-Exiqon) detected an average of ~159 miRNAs per sample of
which 112 miRNAs were detected in all groups. As shown on S1 Fig, the majority of the 112
miRNAs were expressed in a similar way and hierarchical clustering of the data did not permit
to discriminate between the 3 groups. Statistical data analysis revealed that the mean expres-
sion level of 9 miRNAs (i.e.; miR-128, miR-99b-5p, miR-130b-3p, miR-142-3p, miR-374a-5p,
miR-423-5p, miR-484, miR-629-5p, let-7d-3p) was significantly different (student -test
p<0.05) across the studied groups (Table 2). Two miRNAs (i.e.; miR-128 and miR-99b-5p)
had increased circulating concentrations both in prediabetic subjects and patients with type 2
diabetes compared to control subjects (Table 2).

All the 9 miRNAs differentially expressed among the discovery groups were analysed by
quantitative RT-PCR using the whole cohort of 145 individuals (Fig 1) containing 50% men
and 50% women. As shown on Fig 1, altered expressions of miR-128 and miR-423-5p in pre-
diabetic patients compared to controls were confirmed with high significance (p<0.05). In ad-
dition, miR-374a-5p and miR-130b-3p were altered in the same direction in the whole group
of patients suffering from T2DM than in discovery group, compared to the control group of
subjects, and miR-130b-3p was only affected in the T2DM group. Altered expressions of miR-
629a-5p, let-7d-3p, miR-142-3p and miR-484 were not confirmed in the whole cohort
(p<0.05).

Then miRNA expressions were analysed in women and men independently (Fig 2). Altered
expressions of miR-128 in pre-diabetic state vs control was found significant in the group of
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Table 2. List of differentially expressed circulating miRNAs in the identification group.

Groups miRNAs Fold changes
NGT vs IGT hsa-miR-128 1.42
hsa-miR-99b-5p 1.41
IGT vs T2DM hsa-miR-130b-3p 1.4
hsa-miR-142-3p 0.57
hsa-miR-374a-5p 0.58
hsa-miR-423-5p 1.54
hsa-miR-484 1.37
hsa-miR-629-5p 1.84
NGT vs T2DM hsa-let-7d-3p 1.26
hsa-miR-128 1.50
hsa-miR-130b-3p 1.46
hsa-miR-142-3p 0.65

Ct values were used to evaluate differences among the identification group and to select candidate
miRNAs

doi:10.1371/journal.pone.0128372.1002

p value

0.041
0.028

0.035
0.0041
0.039
0.011
0.004
0.030

0.029
0.047
0.049
0.039

women only. On the contrary, altered expression of miR-423-5p was significantly decreased
in the group of men (NGT vs IGT) only. The increase level of miR-374a-5p in the diabetic

hsa-miR-128 hsa-miR-99b-5p hsa-miR-130b-3p
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Fig 1. Circulating miRNA concentration of the 9 selected miRNAs, in the whole cohort of 145
individuals. ** = p values<0.05. Data are expressed as arbitrary units (AU).

doi:10.1371/journal.pone.0128372.g001
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Fig 2. Circulating miRNA concentrations of the 9 selected miRNAs, in the whole cohort of 145
individuals, but considering men (M) and women (F) independently. ** = p values<0.05. Data are
expressed as arbitrary units (AU). Black, control subjects; Grey, pre-diabetic subjects; White,

diabetic patients.

doi:10.1371/journal.pone.0128372.9002

subjects vs controls was found significant in the group of women only. Finally, miR-142-3p
which was not differentially expressed considering the whole cohort (Fig 1), was found differ-
ently expressed when the group of women was analysed independently (NGT vs IGT, Fig 2).

Correlation of miRNAs with Metabolic Parameters

Correlations between the levels of the validated miRNAs with the metabolic parameters were
calculated in the whole cohort of subjects (Table 3). They were positively or negatively correlat-
ed to cholesterol levels, HbA,;, insulin resistance and hyperinsulinemia. MiR-128, which was
increased in prediabetic patients (Fig 1), was positively correlated with serum cholesterol. On
the contrary, miR-423-5p decreased in the serum of prediabetic patients (Fig 1) was negatively
correlated to HDL-cholesterol.

miRNA Target Genes Analysis

Target genes of the 4 validated miRNAs were predicted and significant cellular pathways affect-
ed by these genes were retrieved for each miRNA. Significant KEGG pathways are shown on
Fig 3. There are related to cell cycle, signaling pathways, lipid metabolism, glycan biosynthesis,
brain functions and immune system.

Circulatory miRNA levels in HFD mice vs NPD fed mice

To further corroborate the associations assessed in human, the present study also analyzed by
means of QRT-PCR circulating miRNA concentrations in the plasma of diet-induced diabetic
mice (HFD). In the context of the well-known insulin-resistance effects, high-fat diet led to

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0128372 May 28, 2015 8/14
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Table 3. Correlations between circulating miRNA concentrations and metabolic parameters in the study subjects.

miRNAs
Correlations not adjusted for sex miR-128
miR-423-5p

miR-130b-3p
miR-374a-5p

miR-374a-5p

miR-374a-5p

miR-128

miR-423-5p

Correlations adjusted for sex miR-130b-3p

miR-374a-5p

miR-374a-5p

miR-374a-5p

Metabolic parameters

Serum-cholesterol

HDL-cholesterol

HbA1C
HbA1C

HOMA-IR

Fasting-Insulin

Serum-cholesterol

HDL-cholesterol

HbA1C
HbA1C

HOMA-IR

Fasting-Insulin

Estimate

0.003482

-0.3067

0.1902
0.1745

0.1093

0.04148

0.003594

-0.3052

0.1903
0.1763

0.1082

0.04138

StdErr
0.001333

0.1363

0.04745
0.07149

0.04364

0.01844

0.001323

0.1266

0.04728
0.07174

0.04383

0.01852

tValue

2.61

=2.25

4.01
2.44

2.50

2.25

2.72

-2.41

4.03
2.46

2.47

2.23

Probt
0.0099

0.0260

<.0001
0.0159

0.0134

0.0260

0.0074

0.0172

<.0001
0.0152

0.0147

0.0270

To calculate correlations, Ct values were converted into copy numbers (104((Ct-25)/-3,3)*100) to take into account the logarithmic scale of the data.

doi:10.1371/journal.pone.0128372.t003

achesion
ECM-receptor interaction

Cell cycle Gap junction

Phagosome
EDB signaling pathway

GARH signaling pathway
MTOR signaling pathway

Signaling :ﬁj‘ﬁ":;«\llnq :m.., -

Wit signaing pathway
TGF-beta sgnaling pathway

Caicium signaiing pathway
Heagenog signaling patmway

Giycosaminoglyaan

Fc gamma R-mediated phagocytosis

Neurotrophin signaiing pathway

Phosphatidytinastiol signasng system
blosynthesis

- IW,, i

Cytokine-cytokine receptor interaction

Antigen processing and presentstion

Immunity | s

Autoimmune thyroid disease

o iR

30 mi- 374, iR 4

=

Fig 3. Predicted cellular pathways of the target genes of the significantly altered circulating miRNAs

in serum of pre- and/or diabetic patients vs controls. Only validated miRNAs in the whole cohort

were considered.

doi:10.1371/journal.pone.0128372.9003
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*: p<0.05
**, p<0.01

5 $; p=0.05

Circulating miRNA levels (AU)

mmu-miR-128
mmu-miR-130b-3p

mmu-miR-142-3p

mmu-miR-374a-5p

mmu-miR-423-5p

mmu-miR-484

mmu-miR-629-5p
mmu-miR-99b-5p

mmu-miR-let-7d-3p

Fig 4. Circulating miRNA concentrations of the 9 selected miRNAs identified in the discovery group
quantified in the serum of mice fed with normal pellet diet (NPD; n = 5) or with high fat diet (HFD;
n =6). Data are expressed as arbitrary units (AU). White, NPD mice; Black, HFD.

doi:10.1371/journal.pone.0128372.9004

increased circulating concentrations of miR-128, miR-130b-3p, miR-99b-5p, miR-629a-5p and
miR-let-7d-3p expression in HFD mice compared with NPD fed mice (p<0.05). Conversely,
miR-142-3p was significantly lower in HFD animals compared to control mice (Fig 4) Correla-
tions between the expressions of altered miRs (HFD vs NPD) with the metabolic parameters
were calculated and are shown in Table 4. As in human pre-diabetic subjects, miR-128 was pos-

itively correlated with cholesterol.

Discussion

South Asians are characterized by a unique metabolic profile with higher insulin levels [3], a
greater degree of insulin resistance [4], greater abdominal adiposity i.e., higher waist circumfer-
ence despite lower body mass index [2] and a higher prevalence of diabetes [5]. Insulin resis-

tance has been demonstrated in Asian Indians even during adolescence [6] and

hyperinsulinemia seems to be present in Asian Indians even at birth [7]. It appears that some

Table 4. Correlations between circulating miRNA concentrations and metabolic parameters in mice.

miRNAs

metabolic parameters Estimate StdErr tValue Probt
miR-128 cholesterol -0.0292 0.005164 -5.65 0.0005
miR-484 Glucose -0.01151 0.00478 -2.41 0.04
miR-629-5p Glucose 0,04474 0,01286 3,48 0,007
miR-128 Glucose 0,02141 0,00837 2,56 0,031
miR-130b-3p HbA1c -1.2578 0.4202 -2.99 0.019
miR-99b-5p HbA1c -2.4481 0.463 -5.29 0.001
miR-130b-3p HDL -0.03028 0.00876 -3.46 0.011
miR-99b-5p HOMA_IR 0.1122 0.04224 2.66 0.026
miR-let-7d-3p HOMA_IR 0.02725 0.01108 2.46 0.036
miR-99b-5p TGL 0.02065 0.00898 23 0.047
miR-let-7d-3p TGL 0.005752 0.00214 2.69 0.025
miR-99b-5p VLDL 0.1033 0.04491 2.3 0.047
miR-let-7d-3p VLDL 0.02876 0.0107 2.69 0.025
doi:10.1371/journal.pone.0128372.1004
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0128372 May 28, 2015 10/14
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of the increased propensity for South Asians to develop insulin resistance could be attributable
to greater accumulation of visceral fat [35, 36]. Thus South Asians are at elevated risk for
T2DM, compared with Caucasian and other ethnic groups [2]. As a consequence, circulating
miRNAs previously identified in caucasian diabetic population [26, 28, 33, 37] might not be
relevant for Asian population. Thus, in this study, we have analysed the expression of circulat-
ing miRNAs in serum of non obese Indian subjects suffering from T2DM compared with con-
trols or pre-diabetic subjects. Considering the whole population, this analysis revealed 4
differentially expressed miRNAs (miR-128, miR-130b-3p, miR-374a-5p, miR-423-5p) in sub-
jects with prediabetes and T2DM patients compared to control subjects with normal glucose
tolerance. Our study also highlighted that some miRNAs (miR-128 and miR-374a, miR-142-
3p, let-7d-3p, miR-423-5p) had sex-specific associations with prediabetes or diabetes. For ex-
ample, the expression of miR-128, which was stronly correlated with the level of cholesterol,
was significantly more increased in the serum of pre- and diabetic women and in men. In fact,
for the same BMI and waist circumferences, we found that the groups of control-, pre-diabetic-
and diabetic women enrolled in this study, had significantly more cholesterol than the group of
control, pre-diabetic and diabetic men. In addition, the group of diabetic men was significantly
younger than the group of diabetic women (41.7 + 1.45 vs 47.08 + 1.72; p = 0.02) which could
explain that some miRNAs differentially expressed between controls and diabetics were not
significantly altered in the group of men (i.e.; miR-128; miR-374a, miR-142-3p and let-7d-3p).
However, whatever the considered miRNAs, their variations among the groups were in the
same direction for both men and women (Fig 2).

Among the altered circulating miRNAs identified in this study, miR-128 has never been de-
scribed in previous studies [26-33, 37]. In our study, circulatory miR-128 level was found in-
creased in prediabetic subjects and was confirmed in diet-induced diabetic mice compared to
controls. Interestingly, miR-128 which was positively correlated with cholesterol level in our
Indian population and in the diabetic mice, has been shown to post-transcriptionally inhibit
the cholesterol transporters and play a regulatory role in cholesterol efflux and cholesterol
homeotasis [38]. Moreover, it was demonstrated that miR-128 down-regulated genes involved
in insulin signaling (e.g.; insulin receptor, insulin receptor substrate-1 and phosphatidylinositol
3-kinases regulatory 1) in muscle cells [39]. Taking into consideration of all these data, we sug-
gested that the increased level of circulating miR-128 might be linked to the development of
dyslipedemia associated with T2DM.

Beside its potential predictive value, the profile of circulating miRNAs could also furnish
precious information about the pathophysiology of the disease. Although the precise source of
blood miRNAs is presently unknown, most of them can be produced by a variety of cells, in-
cluding all organs whose functions are altered in T2DM (e.g;; pancreas, liver, adipose tissue
and skaletal muscle). In agreement, the analysis of the biological functions of the target genes
for the 4 differentially expressed miRNAs in pre- and or diabetic subjects, revealed their roles
in signaling pathways (e.g; insulin and PI3K-AKT signaling pathways), cell proliferation, lipid
and glycan metabolism, adipocytokine signaling and immune response. All these functions are
altered in the insulin sensitive tissues of prediabetes and T2DM. More interestingly, this analy-
sis also showed that some of the differentially expressed miRNA target genes were predicted to
regulate brain functions. Recent studies support the concept that T2DM is associated with cog-
nitive dysfunctions and structural brain changes [40]. Indeed, it is well-admitted that brain
plays a key role in normal glucose regulation and in T2DM development and there is evidence
for a brain-centered system that can lower blood glucose via insulin and non-insulin dependent
mechanisms [41]. Among the 4 differentially expressed miRNAs of this study, miR-128 is a
brain enriched miRNA which is highly expressed during neuronal differentiation [42]. It gov-
erns neuronal excitability and motor behavior in mice [43]. Interestingly, miR-128 has been
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shown to be one of the circulatory miRNA biomarkers for detection of mild cognitive im-
pairment [44]. Recently, GWAS (Genome Wide Association Study) for type 2 diabetes in Indi-
ans have identified a new susceptibility locus which harbors the genes that are involved in
neurological processes further suggesting a neurological component in the etiology of T2DM
[45]. Therefore, alteration of circulating miRNA in T2DM might highlight cognitive dysfunc-
tions associated with metabolic diseases.

To conclude, our study is the first of its kind in India to demonstrate altered levels of serum
miRNAs in subjects with IGT and T2DM patients compared to control subjects. Among the al-
tered miRNAs identified in this study, miR-128 has never been described in previous studies/
populations and deserves further in-depth investigations. Unlike GW AS which has limited
clinical intrepretation, circulatory miRNAs might be clinically relevant robust biomarkers. Our
tindings imply directionality towards biomarker potential of miRNAs in the prevention/diag-
nosis/treatment outcomes of diabetes.
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S1 Fig. Cluster and Tree View softwares (ref) were used for hierarchical clustering of nor-
malized miRNA expressions of the 112 miRNA expressed in all subjects (discovery group).
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S1 Table. Metabolic parameters significantly different between men and women in each
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$2 Table. Metabolic parameters of mice fed with normal pellet diet (NPD group) or with
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