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« La théorie, c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c’est quand

tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi. »

Albert Einstein
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Classiquement, la recherche scientifique en biologie utilise des modéles biologiques,
cellulaires ou animaux, qui miment la pathologie étudiée pour en déterminer I'étiologie et les
mécanismes sous-jacents. Le biomimétisme s’appuie sur I'étude de mécanismes naturels pour en
copier les caractéristiques et c’est aujourd’hui une nouvelle branche de la recherche chimique
[1]. L'application du biomimétisme a la recherche médicale est de plus en plus répandue et
consiste a étudier des organismes capables de se préserver naturellement face a des situations
ou I'homme développerait une pathologie [2]. Afin d’étudier les phénotypes de ces organismes,
I’étude du génome (i.e. ensemble des genes) et du transcriptome (i.e. ensemble des transcrits
exprimés) est courante. Cependant, le protéome (i.e. ensemble des protéines exprimées) est plus
proche du phénotype [3], comparé au génome et ou transcriptome, ce qui en fait une cible de
choix pour mieux appréhender les adaptations physiologiques. Grace a la spectrométrie de
masse, le protéome est caractérisé en identifiant et en quantifiant jusqu’a plusieurs de milliers de
protéines, dans des échantillons trés complexes [4]. Cette technologie a énormément évolué ces

dernieres années avec des appareils toujours plus résolutifs, sensibles et précis [5].

Le cycle saisonnier de l'ours brun est caractérisé par une hibernation de 5 a 7 mois
pendant laquelle, malgré une immobilisation prolongée et un jeline total, il est capable de se
protéger de I'atrophie musculaire, de problemes circulatoires, cardiaques, vasculaires et osseux
[6]. Ainsi I’étude de la physiologie de I'ours brun hibernant pourrait ouvrir la voie a des solutions
thérapeutiques contre de nombreuses pathologies humaines [7], notamment pour lutter contre

I'atrophie humaine (voir « Contexte et Problématique biologique », page 55). Nous avons donc
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fait le choix d’explorer et de caractériser les adaptations de |'ours brun grace a des stratégies par

spectrométrie de masse.

Ce manuscrit s’articule en deux parties. Dans la premiére partie, sera présentée un état
de I'art des stratégies de protéomique qualitative et quantitative. L'ensemble des étapes clefs
sera abordé, de la préparation d’échantillons, en passant par I'analyse par spectrométrie de

masse et le traitement des données, jusqu’a I'interprétation biologique des résultats.

Dans une seconde partie, seront présentés les travaux de cette these. Le premier chapitre
décrira les développements bioinformatiques mis en place pour I'étude par spectrométrie de
masse d’une espéce « exotique » (i.e. dont le génome n’est pas séquencé), comme |'ours brun.
Dans un second chapitre, les résultats obtenus par spectrométrie de masse sur les changements
du protéome musculaire et du protéome du tissu adipeux de l'ours brun, entre la phase
hibernante et active, seront présentés. Par ailleurs, nous avons mis en place une méthode de
dosage de I'adiponectine par LC-SRM et une identification par LC-MS/MS du cargo protéique
d’exosomes sériques et des protéines du liquide céphalo rachidien. Par ailleurs, la spectrométrie
de masse est également une technologie largement exploitée pour étudier les modifications post-
traductionnelles des protéines, comme la phosphorylation, responsables de I'activité, de la durée
de demi-vie et de la localisation des protéines. Nous avons donc mis au point un protocole de
phosphoprotéomique (i.e. identification et localisation des sites de phosphorylation sur une
séquence protéique) pour caractériser les modifications des protéines du muscle squelettique de

I'ours hibernant.
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Récemment, nous avons démontré qu'’il existait des composés actifs dans le sérum d’ours
brun hibernant (et non dans le sérum d’ours brun actif) induisant une réduction de la synthése
protéique et de la protéolyse (de maniéere plus importante) de myotubes humains [8]. Nous avons
analysé par spectrométrie de masse, des myotubes humains exposés au WBS (Winter Bear Serum)
et au SBS (Summer Bear Serum) afin de déterminer les régulations globales du protéome des

cellules musculaires humaines et les résultats sont présentés dans un troisieme chapitre.

Dans un quatrieme chapitre sont développées I'ensemble des stratégies mises en place
afin d’identifier les composés actifs ou de fractionner le contenu du sérum d’ours brun. Tout
d’abord, nous avons comparé les régulations du protéome de myotubes humains exposés a une
molécule « candidate », le beta-hydroxybutyrate, avec les régulations du protéome de myotubes
exposés au WBS. Enfin, des outils biochimiques ont été utilisés et optimisés pour fractionner le

sérum d’ours brun, afin de déterminer les fractions susceptibles de contenir ces composés actifs.

En conclusion, seront présentés les développements réalisés aux différentes étapes d’'une
analyse par spectrométrie de masse, et leur application a I'étude des adaptations de I'ours brun
hibernant (comparé a la phase active) et a l'identification des composés actifs dans le sérum

d’ours brun.
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Partie 1 : Introduction a I'analyse
protéomique

Chapitre 1- Analyse protéomique par spectrométrie de
masse

La protéine est une molécule fonctionnelle définie en 1838 par Berzelius pour I'albumine
et la fibrine [9]. Depuis, l'intérét pour le protéome (i.e. ensemble des protéines exprimées a un
temps donné, dans un tissu, des cellules ou un organelle) n’a cessé de croitre. Représentatif de
I’expression génétique et responsable des réactions biochimiques d’un organisme, les variations
du protéome sont la réponse majeure aux stimuli environnementaux [10]. Il est désormais
courant de I'étudier pour comprendre des adaptations physiologiques ou le développement de

pathologies comme le cancer.

La protéomique vise a identifier, caractériser et quantifier les protéines exprimées dans
un tissu, des cellules ou une organelle a un temps donné. La spectrométrie de masse s’est
imposée dans ce domaine depuis quelques années. Les avancées technologiques dans ce
domaine permettant d’identifier et de quantifier jusqu’a plusieurs milliers de protéines
simultanément. Il existe aujourd’hui trois approches [11], dont la plus représentée est I'approche
« bottom-up » [12]. Celle-ci consiste a analyser les peptides issus de la digestion enzymatique des
protéines sur un couplage de chromatographie liquide et de spectrométrie de masse (LC-MS/MS).
La trypsine est largement utilisée comme enzyme de digestion protéolytique. Du fait d’une haute
spécificité des sites de clivage sur la séquence protéique, elle permet d’avoir une digestion

reproductible produisant des peptides de tailles compatibles (en moyenne une dizaine d’acides
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aminés) avec une bonne efficacité d’ionisation. Les spectres de masse obtenus pour les peptides
sont identifiés via I'utilisation de banques de données, permettant de remonter jusqu’a

I'indentification des protéines dont ils sont issus.

Il existe également une stratégie appelée « top-down » [13] qui consiste a analyser les
protéines entiéres. Les spectres de masse obtenus sont trées complexes puisqu’ils représentent
les différents états de charges des protéines et de leurs fragments. Cette méthode est davantage

adaptée a I'étude d’échantillons peu complexes.

Enfin I'approche « middle-down » [14] est une combinaison des deux approches
présentées ci-dessus. Les informations spectrales sont obtenues avec I'analyse des peptides issus
de la digestion protéique mais avec une enzyme protéolytique générant des peptides de tailles

plus importantes que dans I'approche « bottom-up » (jusqu’a 20kDa).

Dans ce manuscrit, les travaux ont été réalisés par approche « bottom-up » et seules les étapes

de cette stratégie y seront présentées.
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a. Extraction des protéines

Les échantillons biologiques a analyser peuvent étre des plus purifiés comme un anticorps,
jusqu’a un échantillon des plus complexes comme un organisme entier. Les méthodes
d’extraction des protéines tiennent compte de cette complexité. Dans le cas de cellules de
mammiféres, la membrane plasmique est rompue par ajout d’'un tampon de lyse chimique [15],
par application d’'un choc osmotique ou encore par sonication. Dans le cas de tissus, une étape
de broyage mécanique est d’abord nécessaire. Il est essentiel de noter que lors de la phase
d’extraction des protéines, un inhibiteur de protéases doit étre ajouter afin d’éviter la
dégradation des protéines. Dans le cas de la recherche de modifications post-traductionnelles, il
est également crucial de compléter le tampon de lyse avec, dans le cas d’études des

phosphorylations, des inhibiteurs de phosphatases.

Lors de I'étape d’extraction, I'ensemble du contenu des cellules va étre libéré : protéines,
acides nucléiques, lipides, sels, etc. Afin d’isoler les protéines, une étape de précipitation des
protéines est réalisée. La précipitation avec le TCA (acide TriChloroAcétique) et la précipitation
avec des solvants organiques (éthanol, acétone) sont les plus répandues. Cependant, la perte de
protéines est moins importante avec une précipitation a I'acétone comparée a une précipitation
au TCA ou une précipitation avec du méthanol et du chloroforme [16]. De plus, méme si la
précipitation a I'acétone induit des modifications sur les séquences peptidiques [17], elle est facile

a réaliser et aboutit a un culot plus stable et plus facile a solubiliser [18].
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Dans le cas d’échantillons avec des volumes importants (comme des surnageants de
cultures cellulaires), I'utilisation de solvants organiques tels que I’éthanol et I'acétone sont peu
adaptés pour des échantillons de grand volume, puisque 3 a 9 volumes de ces solvants sont
ajoutés, par rapport au volume de I'échantillon [19]. La précipitation avec du phénol démontre

une plus grande efficacité, mais le culot de protéines est difficilement solubilisable [20].

b. Décomplexification du mélange protéique

Un échantillon biologique peut-étre extrémement complexe de par la diversité des
espéces protéiques et de leurs concentrations. La gamme dynamique est source de difficultés
pour les analyses par spectrométrie de masse. Les protéines majoritaires induisent des signaux
MS beaucoup plus importants ce qui empéche la détection des signaux plus faibles des protéines
peu abondantes. C'est I'une des grandes problématiques pour I'étude des fluides biologiques
dont la gamme dynamique est trés importante. Dans le cas du plasma ou du sérum, la gamme
dynamique atteint jusqu’a 12 ordres de grandeur, avec 99% du protéome qui sont représentés
par seulement 20 protéines majoritaires. Plusieurs milliers de protéines sont inclus dans les 1%

restants [21, 22].

Afin de contourner cette contrainte analytique, des solutions sont mises en place dés la
préparation d’échantillons avec, par exemple, [l'utilisation de gels d’acrylamide pour

décomplexifier le mélange protéique ou des méthodes de déplétion en protéines majoritaires.
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Séparation des protéines sur gel d’acrylamide monodimensionnel

Le gel d’acrylamide est une matrice inerte permettant de séparer les protéines selon leurs
tailles via la création de « mailles de gels » composées d’acrylamide et de bis-acrylamide. Grace
a I'ajout de TEtraMéthylEthyléneDiamine (TEMED) et d’Ammonium PerSulfate (APS), les deux

molécules s’associent en un maillage plus ou moins dense selon leurs concentrations.

Avant décomplexification, un tampon est ajouté aux protéines extraites. Il contient des
agents réducteurs permettant une rupture des ponts disulfures ce qui aboutit a la perte de la
conformation tridimensionnelle des protéines. Il contient également des détergents, comme le
Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), qui permet d’ajouter des charges négatives sur I'ensemble de la
séquence protéique avec 1,4 g de SDS fixé par gramme de protéine, soit une charge négative
ajoutée tous les 2 acides aminés en moyenne [23]. Ensuite les échantillons sont incubés a 95°C
pour obtenir des protéines complétement déstructurées (i.e. « linéaires »). Une fois déposées sur
le gel d’acrylamide, I'application d’un champ électrique amenera les protéines a cheminer au
travers des mailles du gel. Plus la séquence d’une protéine sera longue, plus il lui sera difficile

d’évoluer dans le gel. Cette méthode de séparation est appelée « électrophorese » [24].

Dans le cas ou les protéines sont séparées uniquement sur la base de leur masse
moléculaire (i.e. leur taille) il s’agit d’'une migration monodimensionnelle autrement connue sous
le nom de gel 1D ou SDS PaGE. Le gel est composé de deux parties : la partie la plus haute sur
laquelle sont déposés les échantillons est le gel de concentration. Ce dernier a pour fonction de
concentrer les protéines avant I'entrée dans la seconde partie séparative du gel (i.e. le gel de

séparation) (Figure 1).
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Figure 1 : Prise d’image d’une migration sur gel SDS PaGE de protéines musculaires, apres coloration.

Suite a la migration, une étape de fixation est nécessaire afin d’empécher les protéines de
diffuser dans le gel. Celui-ci est plongé dans une solution contenant de I'’éthanol et de I'acide

phosphorique afin de « fixer », de piéger les protéines au sein du gel. Enfin, I'ajout d’un colorant

comme le bleu colloidal permet de visualiser les protéines qui apparaitront comme des « bandes

protéiques » réparties sur la hauteur du gel.

Séparation des protéines sur gel d’acrylamide selon deux dimensions

Pour augmenter le niveau de décomplexification, une séparation supplémentaire selon le
point isoélectrique des protéines est réalisée dans un premier temps. Il s’agit de I'électrophorése
bidimensionnelle ou gel 2D. Lors de la premiéere étape, une bande de gel d’acrylamide est

fonctionnalisée avec 'ajout d’acides et de bases faibles appelés immobilines. Un gradient de pH
est ainsi établi sur toute la longueur de la bande de gel. Les protéines qui y sont ensuite ajoutées

vont se focaliser sur la zone de pH correspondant a leurs pl (point isoélectrique) grace a
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I'application d’un courant électrique. Par la suite une séparation selon le poids moléculaire des

protéines est réalisée comme pour un gel SDS PaGE.

Contrairement a la méthode de migration monodimensionnelle, les espéeces protéiques
trés proches tels que les isoformes ou les protéines modifiées de maniere post-traductionnelles
sont séparées, grace a la séparation selon le pl des protéines. De la méme manieére, il est possible
de différencier des espéces protéiques différentes mais de masse moléculaire proches, ce qui

n’est pas le cas avec une migration sur gel SDS PaGE.

Pour une approche quantitative avec marquage, différents fluorophores sont ajoutés aux
extraits protéiques. Cette technique est appelée 2D-DIGE (2 Dimensions — Dlfferential Gel
Electrophoresis) décrit en page 49. Sachant qu’un spot protéique peut contenir quelques dizaines
de protéines différentes, il est nécessaire d’établir les protéines majoritaires responsables de la
différence de fluorescence entre les deux échantillons. Pour cela I'indice d’abondance protéique
(Protein Abundance Index — PAI) est calculé en divisant le nombre de peptides identifiés par le
nombre de peptides trypsiques théoriques pour une protéine donnée [25]. Plus le PAI est élevé,

plus la protéine est considérée comme majoritaire dans le spot protéique analysé.

L'avantage de cette technique est de pouvoir garder un important niveau de
décomplexification et de faire des mesures quantitatives relatives au niveau protéique sur une
méme matrice (cela élimine certains biais de la préparation d’échantillons pouvant influencer une
approche quantitative). A contrario, I'approche 2D sur gel d’acrylamide est chronophage, et

demande que I'utilisateur soit expérimenté dans ce type de préparations [26].

10
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Décomplexification avec la méthode tube-gel

Depuis 2005, une nouvelle méthode de purification de mélange protéique est étudiée en
utilisant une matrice de gel d’acrylamide mais sans migration électrophorétique : le tube-gel [27].
Les extraits protéiques sont directement ajoutés a la matrice de gel d’acrylamide avant la
solidification de cette matrice. Le tube-gel est ensuite segmenté et les protéines présentes dans
chaque segment sont ensuite digérées au sein du gel pour I'analyse par spectrométrie de masse.
Plus récemment, cette technique a été exploitée pour des approches de protéomique, et a été
comparée avec la méthode de préparation d’échantillons sur un gel SDS PaGE [28]. Le tube gel a
I’'avantage d’étre une préparation compatible avec un grand nombre de détergents. C’'est avant
tout une méthode rapide, dont le nombre réduit d’étapes permet de limiter les pertes
d’échantillon. Il est important de noter que I'utilisation de tube-gel induit une plus grande
proportion de résidus cystéines par des carbamydométhylations comparé au gel SDS PaGE [28].
Selon la complexité de I'échantillon, le niveau d’expérience de I'utilisateur et la volonté de
multiplexer les échantillons, la stratégie analytique pour la préparation d’échantillon est définie

(Table 1).

11
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Table 1 : Tableau comparatif des différentes méthodes de préparation d’échantillon sur des matrices de
gels d’acrylamide.

’néthodes C"Ite,.es Décomplexification gf::;:slz Marquage | Multiplexage
gel 2D-DIGE +++ +++ Avec Oui
gel 2D +++ +++ Sans Non
gel SDS-PaGE (stacking) + ++ Sans Non
gel SDS-PaGE (running) ++ ++ Sans Non
tube-gel ++ + Sans Non

c. L'étude de sérum et de plasma : problématique d’une large gamme dynamique

Le sérum ou le plasma sont les fluides biologiques les plus étudiés. lls peuvent étre
obtenus rapidement, facilement et de maniére non invasive ce qui en fait des échantillons de
choix pour le diagnostic [29]. En spectrométrie de masse, I'étude de ces fluides est un défidl a la
large gamme dynamique des protéines sanguines dont les protéines majoritaires masquent les
signaux des protéines présentes en plus faibles concentrations. C’est la raison pour laquelle de
nombreuses études sont menées dans le but de contourner cette difficulté [30, 31]. La
concentration protéique dans le sérum est de 6 a 8 g/dL et I'albumine en représente la majeure
partie avec une concentration de 3,5 a 5 g/dL [32]. La déplétion de cette protéine représente un
réel enjeu puisqu’elle permettrait de réduire considérablement la gamme dynamique des
échantillons sanguins. Il existe de nombreuses solutions commerciales mais seulement une partie

est présentée dans ce manuscrit.

Basée sur l'immunoaffinité, Proteome Purify 2 permet de retenir I'albumine et les
immunoglobulines G sur des billes dont la surface est fonctionnalisée avec des anticorps. Un autre

systeme appelé Blue Sepharose 6 Fast Flow se base sur I'affinité de la poche hydrophobe de

12
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I’albumine pour une molécule ajoutée sur la surface de billes de sépharose. Le lavage et le retrait
de ces billes va permettre d’éluer les protéines non-affines (i.e. protéines d’intérét) tout en
éliminant I'albumine restée fixée sur les billes. D’autres solutions d’isolement de I'albumine

utilisent son affinité chimique pour les solvants organiques comme I'éthanol [33].

Parmi les solutions commerciales, certaines permettent d’éliminer plusieurs protéines
majoritaires simultanément. Ces méthodes fonctionnent par immunoaffinité avec des anticorps
fixés a une matrice comme les colonnes MARS (déplétant 6-7 ou 14 protéines majoritaires), le
systéme ProteoPrep (déplétant 20 protéines majoritaires) ou les colonnes SepprolgY (déplétant
14 protéines majoritaires). Ces différentes méthodes ont été comparées sur du sérum humain via
la réalisation de gels 2D et ont démontré des bonnes efficacités de déplétion [34]. Cependant, les
méthodes d’immunoaffinité se sont révélées peu sélectives puisqu’un certain nombre de

protéines non-ciblées ont été identifiées dans la part déplétée.

Toutes les méthodes présentées ci-dessus ciblent un nombre restreint de protéines (6 a
20), et bien qu’efficaces elles ne permettent pas une élimination des protéines de concentrations
intermédiaires qui couvrent les signaux des protéines minoritairement représentées. C'est la
raison pour laquelle « l'ultradéplétion » a été récemment développée [35] et cela permettrait
d’éliminer jusqu’a 100 espéces protéiques majoritaires. Brievement, du sang humain est
subdivisé en 7 fractions par chromatographie échangeuse d’ion. Chaque fraction est administrée
a un poulet et les anticorps seront ensuite isolés dans les jaunes de ses ceufs. Les anticorps (IgY)
sont ajoutés sur une colonne grace a laquelle un grand nombre de protéines sanguines humains

pourra étre déplété.

13
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La plupart des techniques sont basées sur I'immunoaffinité et ont été développées sur des
modeéles d’étude « classiques » tels que ’'homme ou la souris. Chez des espéces exotiques, le ou
les épitopes (i.e. site(s) protéique(s) reconnu(s) par I'anticorps) ont pu étre modifié(s) par

I’évolution, ce qui rend la majorité de ces méthodes partiellement ou totalement inefficaces.

En parallele des méthodes de déplétions sans immunoaffinité existent comme le systeme
ProteoMiner [36]. La surface de billes est couverte d’hexapeptides qui fixent la méme proportion
de chaque espeéce. Plus une espéce protéique est présente, plus elle se fixera sur la bille. Des
lavages permettront d’éluer la partie non fixée et de conserver une quantité équivalente de

chaque espece protéique. De cette maniére, la gamme dynamique est largement réduite.

d. Digestion des protéines avec des enzymes protéolytiques

En stratégie « bottom-up », I'analyse par spectrométrie de masse est réalisée sur les
peptides issus de la digestion enzymatique des protéines. L'enzyme protéolytique la plus
courante est la trypsine. |l existe de nombreuses enzymes protéolytiques, mais la trypsine
fonctionne dans des conditions facilement contrblables puisqu’elle ne nécessite qu’une
incubation a 37°C et digére de maniére optimale a pH physiologique. La trypsine utilisée en
laboratoire a été modifiée afin d’étre plus efficace et étre plus résistante a « I'auto-digestion »
[37]. De plus, les sites de clivage sont tres spécifiques et relativement abondants puisqu’elle ne
coupe la séquence protéique qu’apres une lysine ou une arginine, du c6té C-terminal [38]. En
moyenne, les peptides ont une longueur de 14 a 20 acides aminés [39] ce qui est parfaitement
adapté pour une bonne efficacité d’ionisation. Classiquement, I'enzyme est directement ajoutée

aux protéines en solution (dans le cas d’'une digestion en solution) ou sur les pieces de gels

14
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contenant les protéines (spots protéiques de gels 2D ou bandes protéiques de gels SDS PaGE).
Habituellement le ratio trypsine : protéines est compris entre 1:30 et 1:100 [40]. D’autres
enzymes protéolytiques peuvent étre utilisées. Bien qu’elles n’aient pas montré des avantages
aussi importants que ceux de la trypsine [41], l'utilisation combinée d’enzymes permet

d’identifier un plus grand nombre de protéines [42].

Lors la digestion un exces d’enzyme protéolytique peut aboutir a une « auto-digestion » des
enzymes. Dans ce cas, les signaux de ces peptides sont trés intenses et peuvent empécher la
détection des signaux plus faibles de peptides provenant de I’échantillon. Afin d’éviter ce
phénomeéne, des enzymes protéolytiques immobilisées sont utilisées depuis peu [43]. Les
enzymes sont fixés a une matrice ce qui permet de réaliser une digestion et d’éluer les peptides
de I'échantillon sans la présence de I'enzyme ou de ses peptides. Cependant, produire ces
systemes exige un important niveau d’expertise et il n’y a aucune assurance de reproductibilité.
Une solution est disponible chez MoBiTech GmbH qui commercialise des CRC (Compact Reaction
Column). Il s’agit de colonnes ou la phase stationnaire est fonctionnalisée par des enzymes
protéolytiques greffées. Bien que réutilisables et qu’il y ait un choix entre plusieurs enzymes, le
colit de ces systémes commerciaux est peu compatible avec une utilisation routiniere en

laboratoire.

e. Etude de phosphoprotéomique : nécessité d’un enrichissement en

phosphopeptides

La phosphoprotéomique est un sous-domaine de I'analyse protéomique et s’intéresse

spécifiguement a l'une des modifications post-traductionnelles (PTM) majoritaires: la

15
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phosphorylation. Historiquement, la premiére publication présentant la phosphorylation est une
étude sur la structure de la vitelline en 1906 [44]. Désormais mieux caractérisée, la
phosphorylation est définie comme l'ajout d’'un groupement phosphate (PO?) sur la chaine
latérale polaire de certains résidus. La sérine (S), la thréonine (T) et la tyrosine (Y) sont les résidus
majoritairement ciblés (O-phosphorylation). Au sein d’une cellule, le groupement phosphate est
obtenu, via I’ATP (Adénosine TriPhosphate), et il se fixe sur le groupement OH de certains acides
aminés par une liaison covalente de type ester. Les kinases sont les enzymes responsables de
cette réaction [45]. Al'opposé, les phosphatases sont les enzymes permettant le « détachement »
du groupement phosphate (Figure 2). La phosphorylation est une modification labile et son réle
dans les changements conformationnels et fonctionnels des protéines (via le passage d’un résidu
hydrophobe apolaire en un résidu hydrophile polaire [46] permettent une régulation rapide des
voies de signalisation. Ce mode de régulation est tres rapide et est peu colteux en énergie. En
effet, la synthése d’une protéine de 300 acides aminés revient a consommer 1200 molécules
d’ATP, tandis que la régulation par ajout d’'un groupement phosphate ne consomme qu’un seul

ATP [47].
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Figure 2 : Schématisation de I'ajout et de I’élimination d’un groupement phosphate sur une protéine par
des enzymes spécialisés, kinases et phosphatases, respectivement. Le groupement phosphate est obtenu a
partir d’une molécule d’ATP. L’ajout d’un groupement phosphate permettant a des protéines d’interagir.
lllustration inspirée de Ardito et al., 2017 [45]

Dans une cellule eucaryote, il a été estimé que pres de 30% a 50% des protéines soient
phosphorylées au cours de leurs vies [48, 49]. Il existerait plus de 100.000 sites de
phosphorylations sur le protéome humain [49]. Cependant l'ajout et I’élimination d’un
groupement phosphate sont des mécanismes trés dynamiques, de ce fait seulement 1% des
protéines sont effectivement phosphorylées a un moment donné [50]. Les peptides portant des
phosphorylations présentent des difficultés d’ionisation et leur proportion dans un mélange
peptidique est faible. lls sont donc difficilement analysables par spectrométrie de masse car
difficilement détectables. C’est la raison pour laquelle une étape d’enrichissement en
phosphopeptides, dont le principe est d’éliminer les peptides non-phosphorylés majoritaires, est

nécessaire.
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Il existe de nombreuses méthodes d’enrichissement en phosphopeptides [51] dont les

plus représentées sont schématisées en Figure 3.
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Figure 3 : Schématisation des méthodes d’enrichissement des phosphopeptides

Deux types de chromatographies liquides échangeuses d’ions peuvent étre appliquées
pour réaliser un enrichissement en phosphopeptides. Brievement, la SCX (Strong Cation
Exchange) consiste a utiliser une phase chargée négativement qui va interagir avec les analytes
chargé positivement. Les phosphopeptides, qui ont tendance a étre chargés négativement a
cause des groupements phosphates, seront élués au début du gradient. De la méme maniére, la
SAX (Strong Anion Exchange) consiste a utiliser une phase chargée positivement sur lesquels les

analytes négativement chargés, comme les phosphopeptides, vont étre retenus.

Les méthodes par chromatographies d’affinité, sans fractionnement, IMAC (Immobilized
Metal ion Affinity Chromatography) et MOAC (Metal Oxide Affinity Chromatography) sont les

méthodes d’enrichissement les plus largement utilisées pour des études a grandes échelles. Ces
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techniques fonctionnent avec I'affinité particuliere du groupement phosphate pour les ions
métalliques (IMAC) [52, 53] ou pour les oxydes métalliques (MOAC) [54] comme le titane [55] ou
le fer [56]. Les peptides, via les phosphorylations, sont fixés a la phase stationnaire de la colonne
ou a la surface des billes fonctionnalisées tandis que les peptides non-phosphorylés sont élués.
Dans une seconde élution, I'ajout d’'un tampon entrera en compétition avec l'interaction

phosphopeptides-phase stationnaire et les phosphopeptides seront élués.

Il a été démontré que I'IMAC et le MOAC isolaient des phosphoprotéomes différents [57].
L'IMAC a la capacité de retenir des peptides portant plusieurs phosphorylations tandis que le
MOAC cible majoritairement les peptides ne portant qu’une seule phosphorylation. De plus,
I'IMAC est une méthode moins sélective puisqu’elle peut également interagir avec les acides

aminés acides, et a une plus faible capacité de fixation comparée au MOAC [49].

Les techniques de chromatographies comme la SCX et la SAX (chromatographies
échangeuses d’ions) sont généralement utilisées comme méthodes de préfractionnement avant
une nouvelle étape d’enrichissement sur des systemes de type MOAC ou IMAC. Dans le cas ol un
s’'intéresse aux phosphorylations portées par un acide aminé précis (comme la tyrosine —Y),
I'isolement des phosphopeptides est réalisé par immunoaffinité avec des anticorps spécifiques
(i.e. immunoprécipitation). L'utilisation d’anticorps est particulierement appliquée a I'étude des
phosphotyrosines dont la proportion est particulierement faible comparée a la proportion de

phosphosérines, par exemple [58].
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La chromatographie liquide est une méthode de décomplexification utilisant les propriétés
physicochimiques des peptides a analyser. lls vont interagir avec la phase stationnaire et grace a
une régulation de la composition de la phase mobile, ils sont élués progressivement. L’ajout d’un
(1D-LC) ou de plusieurs (MDLC - MultiDimensional Liquid Chromatography) [59]
chromatographies liquides, en amont d’un systeme ESI-MS/MS, permet d’augmenter la

couverture du protéome en augmentant le nombre de peptides identifiés [60].

a. La chromatographie en phase inverse

En protéomique, la chromatographie en phase inverse est la plus couramment utilisée. La
phase stationnaire apolaire, constituée de silice greffée avec des chaines d’atomes de carbones.
Pour I'analyse par spectrométrie de masse, par stratégie bottom-up, des chaines de 18 atomes
de carbone (C18) sont généralement utilisés. La phase stationnaire retient les peptides selon leur
hydrophobicité. La phase mobile utilisée est composée de deux solutions d’eau acidifiée et d’un
solvant organique (classiquement I'acétonitrile) acidifié. Les proportions de ces deux solutions
composant la phase mobile sont volontairement changées au cours du temps, est appelé le
« gradient chromatographique ». En augmentant graduellement le taux d’acétonitrile, les
peptides hydrophobes sont élués : les peptides les plus hydrophobes sont élués lorsque la
proportion d’acétonitrile est la plus importante. La durée du gradient et la vitesse a laquelle le
pourcentage d’acétonitrile acidifié est augmenté (pente) sont des caractéristiques majeures de la
séparation des analytes (Figure 4). Des peptides élués avec un certain pourcentage d’acétonitrile

sont plus ou moins éloignés en temps de rétention, selon la durée accordée pour augmenter le
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pourcentage d’acétonitrile (i.e. la pente). Par ailleurs, la capacité chromatographique de
séparation des peptides est améliorée en augmentant la longueur de la colonne séparative, en
augmentant la pression ou en diminuant la taille des particules composant la phase stationnaire

de la colonne séparative [61].
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Figure 4 : Schématisation de la séparation de deux peptides (notés P1 et P2) selon I'utilisation de deux
gradients chromatographiques de pente plus (bleu) ou moins (jaune) importante. Pour cet exemple le
peptide P1 et le peptide P2 sont élués avec 20% et 30% d’acétonitrile, respectivement. Théoriquement, le
gradient avec la pente la plus importante ne permet pas une bonne séparation chromatographique des
deux peptides puisqu’il y a une co-élution partielle (triangle rouge). En revanche, avec un gradient de pente
plus faible, les deux peptides sont parfaitement séparés chromatographiquement
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En amont de la colonne séparative, il est courant d’associer une colonne de piégeage des
peptides constituée de la méme phase stationnaire que la colonne séparative. Elle permet de
retenir les peptides, tandis que les contaminant diminuant I'efficacité d’ionisation sont éliminés

(comme les sels ou les lipides).

b. La chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La chromatographie d’exclusion stérique (Size Exclusion Chromatography - SEC) est
généralement utilisée pour séparer des protéines [62] (approche « top-down »), et plus rarement
pour séparer des peptides (approche « bottom-up »). Le pouvoir séparatif de ce systéme repose
sur la capacité des analytes a évoluer au sein d’une phase stationnaire aréactive, constituée de
particules sphériques poreuses. Les analytes avec les volumes hydrodynamiques les plus
importants circulent entre les particules et sont élués en premier, tandis que les analytes avec
des volumes hydrodynamiques moins importants traversent la colonne en circulant au travers
des pores des billes ce qui retarde leur élution. Contrairement aux autres méthodes
chromatographiques, la SEC est une méthode dont le pouvoir séparatif est indépendant d’une
guelconque interaction entre la phase stationnaire et les analytes ce qui permet de travailler en

condition native (i.e. condition n’entrainant pas la dénaturation des protéines).

En protéomique, le systéme chromatographique est couplé au spectrometre de masse. Les
spectrometres de masse se composent de trois grandes parties : la source d’ionisation qui permet
d’ioniser les peptides; un ou plusieurs analyseurs permettant de séparer les ions et d’en

déterminer leurs rapports m/z ; et le détecteur qui enregistre les signaux des ions. Dans le cadre
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d’analyse MS/MS, une étape de fragmentation est réalisée dans une cellule de collision. Selon
I'architecture du systéme, les applications divergent. |l a été choisi de présenter dans ce manuscrit

les architectures les plus communes a une analyse par stratégie « bottom-up ».

a. Les sources d’ionisation ESI et MALDI

Les peptides issus de la digestion protéolytique sont ionisés grace a des sources d’ionisation.
En protéomique, seules les sources de type MALDI et ESI sont utilisées puisqu’elles sont
considérées comme des sources d’ionisation douces, c’est-a-dire n’engendrant pas de

destruction des peptides. L'ionisation est caractérisée par une désolvatation des peptides et

I'attribution d’une ou plusieurs charges (Figure 5).

— =2kvolts L[ 7 )
] |
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-.. peptide ol

Explosion de Coulomb 7.
charge

Figure 5 : Schématisation de I’ionisation des peptides en source ESI (A) et en source MALDI (B)

Source d’ionisation MALDI

La source MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) [63] n’est pas couplée au
systéme chromatographique. L'échantillon, dans une matrice acidifiée, est directement déposé
sur une cible métallique qui va étre frappée par des impulsions lasers produisant essentiellement

des ions simplement chargés (Figure 5B). Ce type d’ionisation est directement applicable a des
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tissus et permet donc de garder la localisation tissulaire des protéines identifiés : il s’agit de

I'imagerie MALDI [64].

Source d’ionisation ESI

La source ESI (Electro Spray lonization) [65] est a linterface entre le systéme de
chromatographie et le spectrometre de masse. En sortie de la colonne séparative, un capillaire va
conduire les peptides jusqu’a une aiguille métallique sur laquelle une haute tension (2 a 5kVolts)
est appliquée. Cela va engendrer une explosion de Coulomb grace a laquelle des gouttelettes
chargées contenant les peptides vont étre produites. Au fur et a mesure, le diamétre de ces

gouttelettes va diminuer jusqu’a ce qu’il ne reste que les peptides polychargés (Figure 5A).

b. Les analyseurs

Les ions néoformés sont filtrés par des systemes de focalisation composés de séries de
lentilles ou de multipbles et dirigés vers I'analyseur. L'analyseur a pour role de déterminer le
rapport masse sur charge des ions (m/z) et en protéomique il s’agit principalement d’un
qguadripéle (Q), d’un temps de vol (TOF), d’'une trappe ionique (IT), d’un analyseur a transformée

de Fourrier (FT-ICR) ou d’une trappe orbitale (Orbitrap).

Les analyseurs sont définis selon quatre grandes caractéristiques :

v' La gamme de masse : c’est l'intervalle entre le rapport m/z le plus petit et le rapport m/z
le plus grand dans lequel I'analyseur peut détecter les ions.
v La résolution : elle détermine la capacité de I'analyseur a différencier deux ions aux

rapports m/z proches.
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v La sensibilité : elle correspond a la plus petite quantité qui est analysable. Sachant que la
plupart des analyses protéomiques sont réalisés sur des échantillons dont la gamme
dynamique est de plusieurs ordres de magnitude, une bonne sensibilité est indispensable.

v’ La précision de masse : elle est définie comme I'erreur faite sur la mesure du rapport m/z.
Plus la précision de masse sera élevée, plus il sera possible de différencier des espéces
protéiques de séquences proches (comme les isoformes). Ce dernier critéere est a

connaitre car il est utilisé pour I'identification des peptides.

Pour I’étape d’identification des peptides, la masse obtenue par I'analyseur est utilisée. Cette
information est extraite du rapport m/z aprés avoir déterminer la charge de I'ion (z). Lors de
I’analyse, pour chaque ion, un massif isotopique est obtenu. Il représente les pics des différentes
formes de I'ion selon I'incorporation de différents isotopes dans la séquence peptidique. Le pic
monoisotopique représente la forme de I'ion sans aucune incorporation d’isotopes lourds. Grace
a linterprétation du massif isotopique, il est possible de déterminer le nombre de charges
présentes sur le peptide. Sachant que la différence de masse entre les pics du massif est de 1Da,
si 'ion ne porte qu’une charge, la différence de masse entre les pics est de 1. En revanche, s’il y a
2 charges sur le peptide, les pics seront séparés par une différence de 0,5 m/z (Am =1;z=2)
(Figure 6). Cette interprétation d’un profil isotopique est appelée une déconvolution et plus un

analyseur est résolutif, plus il sera possible de définir avec précision le massif isotopique.
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Figure 6 : Schématisation de deux massifs isotopiques pour lesquels le nombre de charge a été déterminé.
La différence de rapport m/z (A m/z) entre les pics du massif isotopique est de 1 et de 0.5, dans le panel du
haut et le panel du bas, respectivement. Sachant que la différence de masse (m) entre les pics est égal a 1
et que cette différence de masse divisée par le nombre de charge (z) donne le A m/z, il a été déterminé que
le nombre de charge était de 1 et 2, respectivement.

Dans les travaux de ce manuscrit, seuls les analyseurs de type quadripdle, temps de vol et trappe

orbitale sont utilisés et sont décrits ici.

Quadripdle (Q)

Le quadripble, ou quadrupolle, se compose de quatre électrodes cylindriques connectées
deux a deux. Un potentiel électrique est appliqué de telle sorte que deux électrodes adjacentes
aient des potentiels opposés. Le champ électrique au sein du quadripole induit I'accélération et
I'oscillation des ions autour de I’axe central dont I'amplitude corréle avec leurs masses et a leurs
charges. Les ions résonnants ont une vitesse plus élevée et maintiennent une trajectoire peu
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oscillante ce qui leurs permet de traverser I'analyseur [66]. En revanche, les ions non-résonnants,
dont la vitesse est plus faible, sortiront de la trajectoire centrale pour impacter les électrodes

(Figure 7).

lon résonnant

lon
non-résonnant

Figure 7 : Schématisation du trajet d’un ion résonnant (vert) et d’un ion non-résonnant (rouge) au sein d’un
quadripdle.

Temps de vol (Time-Of-Flight - TOF)

Ce type d’analyseur est composé d’un tube de vol, soumis a un vide poussé de I'ordre de
107 mbar, a I'entrée duquel les ions sont accélérés sous I'effet d’une impulsion électrique [67].
Par la suite, ils parcourent le tube de vol grace a I'énergie cinétique acquise et sont séparés selon
leurs masses. En effet, les ions avec un rapport m/z faible traversent le tube rapidement,
contrairement aux ions avec des rapports m/z plus grands. Le rapport m/z d’un ion est déterminé

a partir de la durée qu’il a mis pour traverser le tube de vol.

Des ions de méme rapport m/z peuvent avoir des énergies cinétiques différentes ce qui

entraine leur séparation pendant la traversée du tube de vol. La résolution de I’'analyseur est alors
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diminuée. Pour y faire face, il est désormais courant de placer un réflecteur a la fin du tube de vol
[68]. Il s’agit d’une série de lentilles au sein de laquelle les ions les plus rapides entrent plus
profondément que les ions avec une énergie cinétique plus faible. De cette maniére, lesions d’un
méme rapport m/z quittent le réflecteur en méme temps et ont donc la méme durée de vol

(Figure 8).

accélérateur

réflecteur
@ [
@ @)
détecteur

Figure 8 : Représentation de I'utilisation d’un réflecteur pour des ions de méme rapport m/z mais avec une
énergie cinétique élevée (vert) ou faible (jaune).

Trappe Orbitale

La trappe orbitale [69, 70] (commercialisée sous le nom Orbitrap™ par la société Thermo
Fisher Scientific) est composée d’une électrode centrale en fuseau et de deux électrodes externes
sur lesquelles est appliqué un champ électrique (Figure 9). Les ions sont introduits
tangentiellement a I’électrode centrale apres avoir été accumulés dans une trappe linéaire (C-
trap). Le champ électrique induit une oscillation harmonique des ions avec un mouvement
linéaire suivant |’électrode centrale [71], ainsi qu’une rotation autour de celle-ci. Grace a la
transformée de Fourrier, le mouvement oscillatoire axial est interprété en fréquence d’oscillation

axiale des ions qui définit le rapport m/z des ions analysés.
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Figure 9 : Représentation de la détection des signaux ioniques au sein d’une trappe orbitale aprés
accumulation des ions dans une C-trap. [72]

Les instruments hybrides

Les instruments hybrides sont constitués de plusieurs analyseurs permettant de combiner
les propriétés de chacun et de fragmenter les peptides pour les analyses en mode MS/MS. Dans
un premier temps, en mode MS, I'analyseur a pour rdle de focaliser les ions intacts jusqu’au
second analyseur. Dans un second temps, en mode MS/MS, le premier analyseur sélectionne une
partie des ions et les focalisent jusqu’au second analyseur ou ils seront fragmentés. Il est courant
gue le premier analyseur soit un quadrip0le, couplé a un TOF (Q-TOF), a une trappe orbitale (Q-

Orbitrap™) ou a deux autres quadripdles (QQQ).

Les spectromeétres de masse de type Q-TOF sont répandus en protéomique a haut débit

[73]. lls ont I'avantage d’étre trés résolutif (jusqu’a 60.000 de résolution), d’avoir une grande
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vitesse de balayage (de 25Hz, soit 25 spectres par seconde) et d’avoir une précision de masse

inférieur a 5 ppm.

Les spectrométres de masse de type Q-Orbitrap™ sont également trés répandus. Grace a
la C-Trap, les ions sont regroupés avant d’étre analysés par I’Orbitrap™. Ainsi la résolution
atteinte est de 140.000 a 200 m/z. Par ailleurs, la précision de masse (< 5 ppm), la sensibilité et la
large gamme dynamique analysable (plus de 4 ordres de grandeur) en font un instrument de choix

pour les analyses quantitatives a haut débit.

Les instruments de type triple-quadrip6les sont principalement utilisés pour des analyses
ciblées quantitatives en mode SRM (Selected Reaction Monitoring). Brievement, le premier
qguadripble permet la sélection d’un ion parent (ou précurseur) qui sera ensuite fragmenté dans
le second quadripdle. Le troisieme quadripble permettra la sélection d’un ion fragment qui sera

alors envoyé dans le détecteur. La stratégie SRM est développée plus en détail en page 101.

c. Les détecteurs

Le détecteur enregistre les signaux des ions et les transforme en des signaux électriques
qui vont étre amplifiés et digitalisés en valeur numérique par un systéme électronique. Deux

modes de fonctionnement sont majoritairement représentés en protéomique :

v/ Détection par courant induit: les ions produisent un signal interprétable par la
transformée de Fourrier, sans étre dégradés. |l s’agit du principe de fonctionnement d’une

trappe orbitale (voir page 28).
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v Détection par multiplicateur d’électron : fonctionnant sur le méme principe, il peut s’agir
d’un channeltron [74] ou d’un électromultiplicateur a dynodes discrétes [75]. Les ions
percutent une surface semi-conductrice libérant des électrons. Ces derniers percutent
eux-mémes une nouvelle surface ce qui produit des électrons secondaires, et ainsi de
suite. De cette manieére, le signal est amplifié et un signal électrique est produit. Plus le
signal électrique est important, plus le peptide analysé a un signal intense. lls sont utilisés

sur les spectrométres de masse de type Q-TOF ou QQQ.

d. Les modes de fragmentation

Pour une analyse par spectrométrie de masse en mode MS/MS, les ions appelés
« précurseurs » sont fragmentés pour produire des ions « fragments ». Ces derniers vont fournir
une nouvelle information qui permettra d’avoir une identification plus robuste. Il existe différents
modes de fragmentation chacun produisant des ions fragments spécifiques déterminés selon la
nomenclature de Biemann (Figure 10). Les ions de types a, b et c contiennent la partie N-terminale

; et lesions x, y et z contiennent la partie C-terminale.
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Figure 10 : Nomenclature de Biemann déterminant le type de fragments obtenus [76]

Collision Induced Dissociation (CID)

Ce mode de fragmentation est le plus répandu en protéomique car il est le plus adapté a
la fragmentation de peptides trypsiques. Les ions précurseurs sont amenés jusqu’a une cellule de
collision au sein de laquelle se trouve un gaz inerte comme |’azote, I'argon ou I’'hélium. Une fois
accélérés, les ions précurseurs entrent en collision avec les molécules de gaz entrainant la
délocalisation d’un proton [77]. Pour les peptides trypsiques, ces électrons sont situés en position
N-terminale. En suivant la théorie du proton mobile, les mouvements de ces électrons entrainent
la rupture de liaisons amides. Les ions produits sont de types b ou y. Les peptides monochargés
sont difficilement fragmentés car 'énergie cinétique, apportée par I'accélération des ions, est

trop faible pour induire un déplacement du proton le long du squelette peptidique.
Higher energy Collisional Dissociation (HCD)

Ce terme est utilisé par la société Thermo Fisher Scientific et il décrit un mode de
fragmentation similaire a la fragmentation par CID. En réalité, les ions sont fortement accélérés

en mode HCD ce qui induit une fragmentation des ions qui entrent en collision avec les molécules
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du gaz inerte. L’énergie interne est fournie par un nombre de collision réduit, comparé a la
fragmentation en mode CID, ce qui permet de conserver les marquages isotopiques ou les

modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation [78].

Electron Capture Dissociation (ECD)

Au sein de la cellule de collision, des électrons sont émis et capturés par les ions
précurseurs ce qui induit la fragmentation sans redistribution des charges portées par les ions
[79]. Autrement dit, il n’y a pas de redistribution de I'énergie vibrationnelle intramoléculaire. Ce
mode de fragmentation est indépendant de la séquence de l'ion et il préserve davantage les
modifications post-traductionnelles (comme la phosphorylation) puisque la fragmentation se fait
sur le squelette peptidique, contrairement mode CID ou la fragmentation peut atteindre les

chaines latérales des acides aminés. Les ions fragments produits sont de types z et c.

Electron Transfer Dissociation (ETD)

Cette méthode se rapproche de la méthode ECD. Les ions entrent dans une cellule de
collision au sein de laquelle des électrons sont capturés par les ions précurseurs [80]. Les électrons
proviennent d’anions présentant de faibles affinités pour leurs électrons. Ensuite, la
fragmentation se déroule de la méme maniere que par ECD. Les ions fragments obtenus sont de

types z et c.

Comparaison des méthodes de fragmentation

Dans le tableau suivant les 3 méthodes de fragmentation ci-dessus sont comparés (Table 2):
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Table 2 :Tableau comparatif des modes de fragmentation

CID HCD ECD ETD

nombre de charges répondant le mieux 2 2 >2 >2
conservation des PTM non oui oui oui

types d'ions produits b/y b/y z/c z/c

Une digestion enzymatique des protéines avec la trypsine produit des peptides dont la
taille permet, en moyenne, la fixation de 2 charges. De ce fait, le mode CID ou le mode HCD sont
les plus adaptés pour la fragmentation de ces derniers, alors que les modes ECD et ETD sont plus

avantageux pour la fragmentation de peptides portant au moins 3 charges.

Dans le cas de phosphopeptides, le nombre de charges positive par peptide est réduit. Or,
en spectrométrie de masse, les analyses sont globalement réalisées en mode positif. Cela signifie
que les especes peptidiques filtrées et amenées jusqu’a I'analyseur sont positivement chargés.
Dans le cas de phosphopeptides, les groupements phosphates apportent des charges négatives
aux peptides. De ce fait, le nombre de charges positives portées par un phosphopeptide est moins
important, comparé au nombre porté par le méme peptide sans phosphorylation. Il est possible
d’augmenter le nombre de charges par peptide en ajoutant des réactifs supercharging (comme
le m-NBA) [81] dans les solvants chromatographiques permettant une meilleure détection des
phosphopeptides. Cette méthode a déja été éprouvée dans le cas d'une étude de

phosphoprotéomique avec une fragmentation en mode ETD [82].

e. Les modes d’acquisition

Il existe différents modes d’acquisition qui sont choisis selon la stratégie sélectionnée pour

répondre a la question biologique.
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Analyse protéomique non-ciblée

i.  Data Dependent Acquisition (DDA)

Apres analyse en mode MS des ions, un certain nombre de précurseurs sont sélectionnés.
Les N plus intenses (aussi appelés « TOP N ») du spectre MS sont isolés pour étre fragmentés pour
une analyse en mode MS/MS (Figure 11). Cette méthode est appelée « acquisition dépendante
des données », puisque le choix des ions pour I'analyse MS/MS dépend des données acquises en

mode MS.
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Spectre MS/MS

® Intensité
.
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® |
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Fragmentation ‘ | ’ |
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Figure 11 : Schématisation d'une acquisition réalisée en mode DDA sur un TOP 3. Les 3 ions les plus intenses
détectés en MS sont sélectionnés, séquentiellement isolés puis fragmentés. Pour chaque peptide, un
spectre MIS/MS est acquis pour I’'ensemble des fragments obtenus a partir du peptide sélectionné.

Afin de s’assurer que les ions précurseurs sélectionnés ne soient pas toujours les mémes,
il est possible de paramétrer un temps d’exclusion dynamique selon lequel un ion déja
sélectionné ne le sera plus durant une durée déterminée. De cette maniere, les précurseurs moins
intenses qui co-éluent pourront étre analysés a leur tour. La complexité élevée de I'échantillon
ainsi que les co-élutions empéchent une fragmentation de tous les ions avec le mode DDA. Afin

d’augmenter le nombre d’ions sélectionnés pour une analyse en mode MS/MS il est courant

35



|| Partie 1 — Chapitre 1 : Analyse protéomique par spectrométrie de masse

d’ajouter une étape de décomplexification ou de fractionnement de I’échantillon lors de la

préparation de I’échantillon.

ii.  Data Independent Acquisition (DIA)

Ce mode d’acquisition a été développé en 2004 pour contourner la limitation de
I'utilisation du mode DDA [83]. Il n’y a pas de sélection des précurseurs, la fragmentation est

réalisée sur I'ensemble des ions inclus dans une fenétre de masse définie.
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Intensite Fragmentation
A »
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Fragmentation
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Figure 12 : Schématisation d'une acquisition réalisée en mode DIA avec une fenétre d’isolation de 25Da.Les
ions précurseurs détectés dans chacune des fenétres d’isolation sont séquentiellement isolés puis
fragmentés. Pour chaque fenétre d’isolation, un spectre MS/MS est acquis pour I'ensemble des fragments
obtenus.

Ce type d’analyse est généralement combinée avec une analyse en mode DDA réalisée
auparavant. Elle permet de construire une librairie spectrale qui servira a l'identification des
peptides. La publication de ces librairies spectrales sur des banques de données spécialisées
permet, dans certains cas, de se passer d’'une analyse en mode DDA. Bien que prometteur pour
les approches quantitatives, I'interprétation des données en mode DIA est encore problématique.
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En effet, comme tous les ions précurseurs sont fragmentés simultanément, I'attribution des

signaux des ions fragments est difficile et nécessite une validation rigoureuse des données.

Dans ce manuscrit, I'ensemble des données ont été acquises en mode DDA.

En analyse protéomique ciblée

i.  Single Reaction Monitoring (SRM)

Ce mode d’acquisition est appelé SRM [84] (Single Reaction Monitoring) ou MRM (Multiple
Reaction Monitoring) utilisé sur des spectrometres de masse hybrides de type triple quadripéle
(QQQ). Ce mode permet d’analyser des transitions ion précurseur — ion fragment dans une
approche quantitative ciblée (Figure 13). Les ions précurseurs et les ions fragments sont choisis
avant l'analyse. Le premier quadripdle va permettre d’isoler un ion précurseur avant de le
focaliser vers le second quadrip6le ou la fragmentation a lieu. Arrivés dans le troisieme
guadripole, un des ions fragments est focalisé jusqu’au détecteur. Généralement, 3 a 5 peptides
protéotypiques (i.e. dont la séquence est unique a la protéine ciblée) sont choisis pour chaque

protéine ciblée et entre 3 et 6 transitions sont ciblées pour chaque peptide.

Qi1 Q2 Q3
= — — — ' I
20— 0 =i e
% — — —— |
g 9 Orbitrap™
200 @ = .t = N |
~ — — \/ |

Figure 13 : Schématisation des modes d’acquisition SRM/MRM (panel du haut) et PRM (panel du bas).
L’acquisition en mode SRM/MRM réalisée sur des spectrométres de masse de type QQQ : les fragments
obtenus a partir d’un peptide sélectionné sont séquentiellement analysés en MS/MS. Une acquisition en
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mode PRM réalisée sur des spectrométres de masse de type Q-OrbitrapTM : les fragments obtenus a partir
d’un peptide sélectionné sont simultanément analysés en MS/MS.

ii.  Parallel Reaction Monitoring (PRM)

Contrairement a la méthode SRM, la méthode PRM permet la détection simultanée de
fragments inclus dans une méme fenétre m/z. Cette méthode est réalisée sur un spectrometre
de masse dont le troisieme analyseur est un TOF ou une trappe orbitale [85] (Figure 13). L'intérét
de la PRM, par rapport a la SRM, est que le nombre de transitions suivies par peptides n’est pas
limité. Ainsi la quantification est réalisée sur un plus grand nombre de transition, la rendant plus
spécifique et plus robuste. En contrepartie, la méthode est moins sensible du fait que I’'ensemble

des fragments sont analysés simultanément, contrairement a I'acquisition en mode SRM.

38



|| Partie 1 — Chapitre 2 : identification, quantification et interprétation biologique

Chapitre 2 - Identification, quantification et interprétation
biologique



|| Partie 1 — Chapitre 2 : identification, quantification et interprétation biologique

Chapitre 2 - Identification, quantification et interprétation
biologique

a. ldentification par empreinte de fragments peptidiques

Lors d’une analyse MS/MS, les informations obtenues sont des spectres MS (pour les ions
précurseurs) et des spectres MS/MS (pour les ions fragments), représentant les intensités des
signaux en fonction de lagamme de masse (m/z) de I'analyseur. L'interprétation des rapports m/z
permet de déduire les masses des ions. Ces données de masse expérimentales sont ensuite
comparées a des données théoriques provenant de la digestion in silico d’'une banque de données
de séquences protéiques [86]. Plus un peptide est identifié avec un grand nombre de fragments,
plus l'identification est considérée robuste. Cette stratégie est appelée « identification par
empreinte de fragments peptidiques ». La digestion in silico de la banque de données, ainsi que
la comparaison des données, sont réalisées par un algorithme de recherche comme Mascot [87]
ou Andromeda [88] (intégré a MaxQuant). L’algorithme tient compte de I'’enzyme utilisée pour la
digestion des protéines, de la précision de masse de I'analyseur et du mode de fragmentation
(pour prédire le type d’ions fragments obtenus). Par la suite, la correspondance entres les masses

des données théoriques et expérimentales est réalisée (Figure 14).
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Banque de donnees :
Spectres MS et MS/MS séquences protéiques

m/z |

Données expérimentales
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Figure 14 : Schématisation du processus d’identification par comparaison des masses mesurées sur les
spectres MS et MIS/MS, avec les masses théoriques obtenues par digestion in silico de la banque de données
de séquences protéiques.

Au cours de la recherche de correspondance, il est possible de tenir compte d’éventuelles
modifications sur les peptides (PTM ou modifications induites par la préparation d’échantillons).
En tenant compte de ces éventuelles modifications, de nouvelles masses sont calculées pour
chaque peptide, issu de la digestion in silico. Lorsqu’une correspondance entre la masse
théorique d’une séquence peptide et un spectre expérimental (PSM — Peptide Spectrum Match)
est établie, un score est attribué. Il reflete la probabilité P que I’attribution soit due au hasard.
Avec Mascot, le score est égal a -10*log(P), ainsi, plus le score est élevé, plus I'assignation est

robuste.

Dans le cas de PTM, comme la phosphorylation, un score supplémentaire (appelé PTM

Score) représente la probabilité de bonne localisation de la modification par le résidu auquel elle
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a été assignée. Ce score a une valeur entre 0 et 1 : plus il est proche de 1, plus la probabilité que
la PTM se trouve sur le résidu sélectionné est grande [89]. Classiquement, la validation des sites
modifiés se fait avec un PTM Score supérieur ou égal a 0,75 (soit au moins 75% de probabilité de

la bonne localisation de la PTM).

b. Choix de la banque de données protéiques

Le choix de la banque de données protéiques est I'un des points critiques du processus

d’identification des protéines. Elles sont construites a partie de bases de données génomiques.

La banque de données UniProt regroupe deux banques différentes :

v Swiss-Prot [90] est une banque de données protéiques, utilisée largement comme banque
de référence pour les études de protéomiques. L’'ensemble des annotations protéiques
qui y figurent sont revues et validées manuellement.

v' TrEMBL [90] est une banque de données protéiques ou les annotations sont faites

automatiquement et sans aucune validation.

Il existe également la banque de données protéiques NCBI (National Center for Biotechnology
Information) [91]. Cette derniere est moins plébiscitée car un certain nombre d’entrées
protéiques sont redondantes. Les annotations protéiques sont issues de transferts d’informations

de plusieurs autres banques de données protéiques (Swiss-Prot, RefSeq...).

RefSeq (Reference Sequence) [92] est une banque de données protéiques et nucléotidiques,
plus rarement utilisée. Les données protéiques sont issues de l'interprétation des données

génomiques. Cependant, il existe une forte redondance au niveau protéique et cela en dépit des
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différents tests qualités. Une partie des données protéiques sont curées manuellement (entrées
avec le préfixe NP) tandis que d’autres sont issues de prédictions automatiques (entrées avec le

préfixe XP).

c. Validation des identifications

Afin de valider les identifications protéiques, il est possible de s’appuyer sur le score
donner par I'algorithme de recherche mais également d’utiliser une méthode évaluant le taux de
faux-positifs (FDR — False Discovery Rate) appelée méthode target-decoy. Pour ce calcul, il est
nécessaire d’intégrer des séquences leurres (appelées « decoys ») dans la banque originale
(« targets »). Ces séquences sont construites a partir des séquences targets de la banque de

données selon différentes manieres [93] (Figure 15) :

v' Méthode « reverse » : la séquence en acides aminés du peptide est inversée. Cette
méthode présente |'avantage d’étre facilement reproductible et de conserver la masse
entre la séquence target et decoy.

v' Méthode « shuffled » : les acides aminés de la séquence sont aléatoirement repositionnés
dans la séquence peptidique. L'inconvénient c’est que cela peut aboutir a une séquence
identique a celle d’'un peptide provenant d’'une protéine target.

v' Méthode « randomized »: une nouvelle séquence est construite en gardant les
proportions d’acides aminés présente dans la banque de données protéiques des

séquences targets.
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Séquence target A B C D E F .
Séquence « reversed » . F'E D C B A

Séquence « shuffled » C E . B F A D

Séquence « randomized» B . F . D C .

Figure 15 : Schématisation des différentes méthodes de production de séquences decoys a partir d’une
méme séquence peptidique issue de la banque de données (« target »).

Il n"existe pas de méthode universelle pour produire les séquences decoy, cependant
certains critéeres comme une méme distribution en acides aminés et des longueurs identiques,
entre séquences decoy et séquences target, sont fortement recommandées. Par ailleurs, il est

conseillé d’avoir des nombres de séquences decoy et target équivalents.
Dans ce manuscrit, les séquences decoys sont produites par la méthode « reversed ».

Les entrées decoy identifiées représentent la proportion d’assignations aléatoires (i.e.
faux-positifs) présentes dans I'ensemble des identifications peptidiques. Le taux de ces

« fausses » identifications (FDR) est calculé comme suit :

Nombre de decoy

FDR (%) = 100

(Nombre de target + nombre de decoy) i

Les identifications peptidiques et protéiques, sont classées grace a leurs scores, puis filtrées
jusqu’a l'obtention d’un FDR inférieur au seuil d’acceptation fixé (généralement 1%). Il est
généralement appliqué au niveau peptidique et au niveau protéique. Cette étape est réalisée par

différents logiciels comme Proline, Scaffold ou Andromeda.
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a. L'empreinte de fragments peptidiques

Les especes non-séquencées représentent une difficulté a étudier car les banques de
données comptent peu de séquences protéiques. Cependant, il est possible de réaliser des
identifications par empreinte de fragments peptidiques en utilisant une banque de données
protéiques a partir de séquences protéiques d’une ou de plusieurs espéces. Ainsi, les peptides
identifiés seront ceux dont la séquence est strictement conservée entre les especes et pourront
servir a 'identification des protéines de I'espece non-séquencée étudiée. Cette approche peut

étre combinée a une stratégie par séquencage De Novo.

b. Séquengage De Novo

Cette stratégie utilise les informations des spectres de fragmentation (spectre MS/MS) qui
permettent de reconstituer une partie de la séquence du peptide analysé (« tag ») [94]. Lors de
la fragmentation de I'ion précurseur, plusieurs fragments différents sont obtenus et détectés par
le spectrométre de masse. La différence de masse entre deux pics monoisotopiques consécutifs
correspond a la masse d’un acide aminé, ce qui permet de reconstituer la séquence du peptide

(Figure 16).
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Figure 16 : Schématisation du spectre MS/MS obtenu pour les fragments issus du peptide GLSVPK (A) et
nomenclature de fragmentation de Biemann appliquée a ce peptide (B).

Cette méthode nécessite des spectres MS/MS de bonne qualité, c’est-a-dire aillant
suffisamment de pics de fragmentation et dont le rapport signal/bruit est important. Le logiciel
Recover permet de ne conserver que les spectres répondant a ces exigences [95]. Il permet de
filtrer les spectres selon le nombre de pics utiles (UPN — Useful Peak Number), ce qui correspond
au nombre de pics dépassant un seuil d’intensité (E). Ce seuil est un multiple de I'intensité du
bruit de fond qui correspond a la médiane des intensités de tous les pics du spectre MS/MS. Il est
également possible d’éliminer les spectres déja assignés par la recherche classique, ce qui permet

de limiter I'espace de recherche.

Etant donné la complexité des spectres, plusieurs séquences tags peuvent correspondre
a un méme spectre MS/MS. Le logiciel PepNovo [96] permet, via des scores, de filtrer les résultats

obtenus afin de conserver le tag le plus probable.
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La derniere étape de cette stratégie d’identification est de comparer les séquences tags
obtenues avec les séquences protéiques d’une banque de données. Contrairement a I'approche
d’identification par empreinte de fragments peptidiques, la comparaison est faite sur la base des
séquences peptidiques, grace au logiciel MS BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [97]. Cette
recherche est permissive aux erreurs de masse puisque les séquences peptidiques peuvent étre
légeérement différentes entre |'espéce étudiée et I'espéce phylogénétiquement proche
sélectionnée. En effet, I’évolution engendre parfois des mutations. Le logiciel MS BLAST est donc

utilisé pour rechercher des séquences similaires mais pas forcément identiques.
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En protéomique, il est possible de mettre en place des stratégies de quantification des

protéines selon la problématique posée (Figure 17).

Problématique

Quantification globale Quantification ciblée
- Sans marquage
Avec marquage | | 2D convenjclonnelle |<f « Label-free »
\.\\ |
o
Marquage métabollique Marquage chimique eXtraction des Comptage
(SILAC) (ICAT, TMT, 2D-DIGE) Coura&tlsc;j 1ons de spectres SRM/PRM

Figure 17 : Stratégies quantitatives en protéomique

a. Stratégie de quantification globale

Ce type de stratégie est appliquée dans le cas d’études exploratoires, ou aucun a priori
n‘est posé avant I'analyse protéomique. Elle permet de quantifier plusieurs centaines, voire
plusieurs milliers de protéines, simultanément. La mesure quantitative n’est pas une mesure
absolue mais une mesure relative entre les différentes conditions comparées. Ces données
permettent de mettre en évidence des régulations en abondance protéiques, aboutissant a des
hypothéses sur les adaptations mises en place entre les conditions. Généralement les résultats
sont validés par des mesures complémentaires comme des Western-Blot, des dosages

enzymatiques ou chimiques, des tests fonctionnels...
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Il est possible de réaliser ce type de quantification avec ou sans marquage.

Quantification globale avec marquage

Les protéines ou les peptides sont marqués, grace a des isotopes stables, avant ou apres
I’étape d’extraction des protéines. Certaines de ces méthodes sont compatibles avec un
multiplexage si les différents échantillons sont marqués avec différents isotopes stables. Bien que
les isotopes soient différents, les propriétés physicochimiques des peptides sont comparables
(temps de rétention, efficacité d’ionisation et fragmentation), mais ont des masses différentes

selon I'isotope incorporé.

Plusieurs stratégies de marquage se différencient en fonction du type de marquage et de

I’étape a laquelle il est réalisé, comme présenté succinctement ci-dessous :

v" Le marquage métabolique : le plus représentatif est le marquage SILAC (Stable Isotope
Labeling by Amino Acids in Cell culture) [98]. |l consiste a marquer les protéines deés |I'étape
de la culture cellulaire, en ajoutant un acide aminé marqué avec un isotope stable
différent pour chaque condition. De cette maniére, les protéines nouvellement
synthétisées sont porteuses de ce marquage. Tous les extraits protéiques sont mélangés
en équiquantité avant de poursuivre la préparation d’échantillon pour I'analyse en
spectrométrie de masse. Cette méthode n’est compatible qu’avec des cultures cellulaires
et le nombre d’échantillons par comparaison est limité a 3: un échantillon sans

incorporation de marquage et deux échantillons marqués avec I'arginine (13C6-15N4) et
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la lysine (13C6-15N2), respectivement [99]. L'incorporation précoce du marquage est un

atout pour limiter les biais techniques.

Le marquage chimique : cette méthode est basée sur la modification chimique de groupes
réactifs des peptides par des isotopes stables. Plusieurs méthodes existent : ICAT (/sotope Coded
Affinity Tag), TMT (Tandem Mass Tags) ... Parmi ces méthodes il y a également le marquage
chimique en gel 2D-DIGE (Figure 18). Les extraits protéiques a comparer sont marqués a la cyanine
5 et a la cyanine 3, permettant un multiplexage [100]. La cyanine 2 est ajoutée a un échantillon
référence constitué de quantités équivalentes de tous les échantillons. Cet échantillon de
référence est déposé sur I'ensemble des gels. Lors du traitement des données de fluorescence, il
permet le réalignement des différentes images et une normalisation des intensités de
fluorescence entre tous les gels. Une mesure de fluorescence est faite pour chaque longueur
d’onde des trois cyanines sur tous les gels et une mesure densitométrique est réalisée pour
chaque spot protéique. Un test statistique détermine les spots protéiques différentiels, i.e. dont
les intensités de fluorescence pour la cyanine 5 et la cyanine 3 sont statistiquement différentes.
Toutes ces étapes d’alignement d’images et de mesure densitométrique sont réalisées par des
logiciels de type SameSpot ou DeCyder [101] mais nécessitent un important travail manuel. Les
spots protéiques différentiels sont ensuite excisés pour identifier les protéines en spectrométrie

de masse.
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2D-DIGE
2 Dimensions — Dlfferential Gel Electrophoresis
Extraits
protéiques
Sample 1 Sample 2 Sample n
Cy5 Cy3 Cy2

Ajout de
fluorophores ’ ’
Condition1 Condition2  Tous les éch.

Référence }

\

MW 10-100kDa

Excision des spots
protéiques différentiels
(détermination par

densitomeétrie) Sample 1 Sample 2

Mandal et al., 2009

Figure 18 :Schématisation de I'approche 2D-DIGE, Cy5 = cyanine 5 (bleu), Cy3 = cyanine 3 (rouge), Cy2 =
cyanine 2 (jaune)

Quantification globale sans marquage (méthode « label-free »)

La quantification sans marquage (« label-free » [102]) est une technique ou I'abondance des
protéines est déduite de I'abondance des peptides trypsiques. Ces méthodes sont plus
simplement réalisables que celles utilisant un marquage. Les échantillons sont analysés les uns
apres les autres sur le systeme et comparés pour obtenir des valeurs de quantification protéique
relatives. L'avantage majeur d’une méthode sans marquage est le fait que le nombre
d’échantillon analysable n’est pas limité contrairement a la méthode avec marquage.

L'information quantitative peut étre obtenue selon deux méthodes :
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v Par extraction des courants d’ions (XIC) [103] : I'intensité du signal sur les spectres MS1

est considérée comme représentative de I'abondance du peptide (Figure 19).
L'information quantitative est obtenue par intégration de I'aire sous la courbe. Les
systémes doivent étre de haute résolution pour permettre de différencier les courants
d’ions des peptides élués a des temps de rétention proches. De nombreuses solutions
logicielles sont disponibles pour le traitement de données en mode d’acquisition DDA, ces

travaux ont été réalisés avec le logiciel MaxQuant.

Condition A Condition B
Analyse MS
x1 x3
Intensité , Intensité ,
Int. x3
Int.p - -
» Temps de » Temps de
rétention rétention

Figure 19 : Représentation schématique de la méthode de quantification sans marquage par XIC.

MaxQuant est un logiciel utilisant les données brutes pour aboutir a I'identification
et a la quantification des protéines et des peptides. Dans un premier temps, I'algorithme
Andromeda [88] identifie les peptides par stratégie d’empreintes de fragments
peptidiques aprés avoir aligné les temps de rétention et les rapports m/z entre les
différentes analyses. La quantification est ensuite réalisée par I'algorithme LFQ (Label-Free

Quantification). 1l est possible de prendre en compte un préfractionnement de
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I’échantillon. Les signaux des peptides provenant d’une méme protéine et répartis sur
plusieurs fractions sont alors « regroupés » pour obtenir une quantification de la protéine
sur I'ensemble des fractions analysées. L'utilisation des informations MS pour la
guantification permet de dépasser la limitation de sous-échantillonnage rencontrée avec
la méthode de comptage de spectres (voir ci-dessous). Lorsqu’un peptide est identifié, a
un temps de rétention et un rapport m/z donné, il est possible de reporter cette
information dans les autres analyses méme si ce pic n’a pas été sélectionné pour étre

analysé en MS/MS. Il s’agit de I'option « Match between runs » [104].

v' Par comptage des spectres : cette méthode repose sur I’hypothése que plus un peptide
est abondant, plus il est sélectionné pour |'étape de fragmentation et plusil y a de spectres
MS/MS [105]. C'est la raison pour laquelle cette méthode est également appelée
« quantification MS2 ». Le nombre de spectres MS2 obtenus est donc représentatif de la
guantité du peptide, et donc de la protéine dont il est issu. Cependant, les protéines ayant
de longues séquences généerent un plus grand nombre de peptides et donc un plus grand
nombre de spectres. Pour tenir compte de ce parametre, un indice est calculé pour chaque
protéine : le NSAF (Normalized Spectral Abundance Factor). |l correspond au rapport du
nombre de spectres acquis (SpC) en fonction de la taille de la protéine (L), le tout divisé
par la somme des SpC/L de toutes les protéines. Ainsi il est possible de comparer
I’ensemble des protéines de I'échantillon et pas seulement une méme protéine entre
toutes les analyses. Cette méthode nécessite un temps d’exclusion dynamique réduit afin
que les peptides soient suffisamment sélectionnés pour détecter des différences

significatives. Une des limitations majeures est le phénoméne de sous-échantillonnage :
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les peptides peu intenses ne sont pas systématiquement sélectionnés dans toutes les
analyses, malgré leur présence dans I’échantillon. A tort, il serait conclu que le peptide, et

dans certains cas la protéine, est absent de I’échantillon.

Dans le cas d’approches quantitatives sans marquage, le nombre d’échantillons analysables
peut étre important ce qui implique la nécessité d’avoir des systémes LC-MS/MS robustes au
cours du temps. La mise en place de « controles qualité » est indispensable pour s’assurer de la
stabilité du systeme chromatographique et du spectrometre de masse. Au cours de ces travaux,

deux méthodes ont été utilisées :

- Les peptides iRT (indexed Retention Time) : les temps de rétention de ces peptides, ainsi
gue leurs intensités, sont suivis tout au long des analyses. Il est possible de sélectionner
des peptides endogenes [106] ou d’utiliser 11 peptides synthétiques ajoutés en méme
guantité dans tous les échantillons.

- Lanalyse récurrente d’un échantillon de référence : des quantités équivalentes de tous
les échantillons sont mélangées pour former un échantillon « pool » qui est préparé
comme les échantillons. Cet échantillon de référence est analysé régulierement, tout au
long du temps des analyses des échantillons. Les variations de temps de rétention des

peptides et d’intensité sont calculées afin de suivre la stabilité du systéme.

b. Stratégie de quantification ciblée

La plus représentative des méthodes de quantification ciblée est la méthode SRM. Il s’agit
de I'analyse exclusive d’une combinaison de peptides donnés. La précision et la force de cette

technique reposent sur I'utilisation de standards internes qui sont des peptides marqués avec des
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isotopes stables. Théoriguement, ces peptides ont des temps de rétentions et des efficacités
d’ionisation identiques aux peptides endogenes ciblés. Pour les peptides standard, I'intensité du
signal MS obtenue est représentative de la quantité de ces peptides. Pour les peptides
endogenes, I'intensité du signal est comparée a celles des peptides standards pour en déduire la

guantité initialement présente dans I’échantillon.

Cette approche quantitative est réalisée grace au logiciel Skyline [107]. Dans un premier
temps, les peptides et protéines sont identifiés par une approche classique pour constituer la
librairie spectrale. Elle contient les séquences des peptides identifiés, leurs temps de rétention et
leurs masses. L'utilisateur fournit ensuite la liste des séquences peptidiques a chercher et Skyline
recherche ces séquences dans la librairie et extrait le courant d’ions a la masse de ces peptides a
partir des données brutes. Un « idot product » est calculé (valeur comprise entre 0 et 1), et plus
cet indice est élevé, plus la distribution isotopique expérimentale est proche de la distribution

théorique prédite par le logiciel. Chaque intégration est vérifiable et ajustable manuellement.

Indépendamment de la méthode de quantification choisie, toutes les valeurs quantitatives
obtenues sont généralement utilisées pour des calculs statistiques pour mettre en évidence les

protéines différentiellement abondantes entre les conditions comparées.
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L’inactivité physique, associée a une mauvaise alimentation, est aujourd’hui la quatrieme
cause de mortalité dans le monde [108]. Puisque les muscles représentent environ 40% de la
masse corporelle chez 'homme, et sont essentiels au maintien de la santé (e.g. locomotion,
production de chaleur, métabolisme), leur atrophie est une des conséquences les plus déléteres
de l'inactivité physique. L’atrophie musculaire est caractérisée par la perte de masse, de force et
de mobilité musculaire. Elle est observée en situation de microgravité [109], d’immobilisation
prolongée [110], lors du vieillissement [111] ou en association avec certaines maladies comme le
cancer [112] ou le SIDA (Syndrome d’'ImmunoDéficience Acquise) [113]. La connaissance sur les
mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents de I'atrophie musculaire est en continuelle
progression grace a des études menées sur des modeles humains ou murins d’atrophie
musculaire [114]. Cependant, nous ne disposons toujours pas de thérapie efficace (que ce soit
sous la forme de programmes nutritionnels, d’exercices physiques, ou en faisant appel a des

traitements médicamenteux) pour sa prévention et son traitement.

Parmi les « symptomes » déclenchés par des voyages spatiaux, on retrouve |’atrophie
musculaire [109], la perte de masse et de densité osseuse [115-120], des déréglements du
systéme neurophysiologique (connu sous le nom de « mal de I'espace » [121, 122]) et la
redistribution des fluides préférentiellement dans la partie supérieure du corps [123, 124]. La
perte musculaire et osseuse est induite par un manque de charge sur la structure musculo-

squelettique [116, 119, 125, 126]. L'atrophie musculaire touche essentiellement les muscles
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posturaux [127, 128] et les membres inférieurs [129]. Il a été démontré que la balance protéique
musculaire était déséquilibrée avec notamment une diminution de la synthése protéique [126].
Cela pourrait participer a la perte de masse musculaire de 10 a 20% observée lors de courts
voyages spatiaux et pouvant atteindre plus de 50% pour de plus longs vols et sans mise en place
de contremesures [115]. Dans de telles conditions, la santé des astronautes se détériore de

maniere importante et limite la durée des vols.

Pour limiter la perte musculaire, des contremesures sont mises en place comme des
programmes nutritionnels, des exercices physigues ou encore une modification de
I’environnement en créant une gravité artificielle [130]. Une complémentation en antioxydants a
déja démontré une efficacité a stimuler la synthése protéique et donc a préserver la masse
musculaire de rats suspendus [131]. De plus, une alimentation complémentée en protéines [132,
133] ou en acides aminés [134] est notamment utilisée pour prévenir la sarcopénie (i.e. atrophie
musculaire due au vieillissement). L'efficacité de ces programmes nutritionnels pour limiter la
perte musculaire reste partielle. Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour, par
exemple, déterminer le type de protéines/acides aminés a ingérer ainsi que la quantité et la durée
de la supplémentation. Les programmes d’exercices physiques proposés aux astronautes [135],
gu'’ils soient aérobiques ou résistifs, ont déja démontré une efficacité partielle limitant la perte
musculaire induite par microgravité [136]. Cependant, il reste a déterminer la nature, la durée et
la fréquence des différents exercices physiques permettant la meilleure protection possible
contre I'atrophie musculaire. Enfin la création d’une gravité artificielle (force centrifuge de 0.5 a
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1g) semble efficace pour prévenir I'atrophie musculaire [137, 138]. Néanmoins, il est encore
nécessaire de déterminer la durée sur laquelle les astronautes seraient soumis a la gravité

artificielle pour maximiser la préservation musculaire.

Pour conclure, de nombreuses contremesures ont été envisagées, testées et ont montré
des résultats prometteurs pour limiter le développement de I'atrophie musculaire en situation de
microgravité. Cependant, des études supplémentaires sont encore nécessaires pour établir des
protocoles et aboutir a une plus grande efficacité [130]. Pour aller plus loin, s’inspirer
d’organismes ayant les capacités naturelles de lutter contre I'atrophie musculaire dans des
conditions pourtant favorables a son développement pourrait permettre de découvrir des
solutions thérapeutiques ou préventives innovantes. C'est notamment le cas des animaux

hibernants.

L’hibernation est une stratégie adaptative adoptée par de nombreuses especes pour
survivre aux conditions hivernales difficiles, i.e. la baisse importante des températures et la
diminution de la disponibilité en ressources alimentaires [139, 140]. Durant cette période de
plusieurs mois, les organismes présentent une dépression métabolique importantes (jusqu’a 2-
4% du taux métabolique basal en période active), combinée a une diminution de la température
corporelle (seulement 2 a 10°C) et a une réduction du rythme cardiaque et respiratoire [139]. De

plus, les mammiféeres hibernants sont immobilisés sur de longues périodes, sans manger, pouvant
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étre entrecoupées de phase de réveil [141]. Toutes ces caractéristiques permettent aux

hibernants d’économiser de I'énergie.

L'ours hibernant fait figure d’exception. En effet, lors de son hibernation de 5 a 7 mois, il
ne présente aucune phase de réveil. De plus, sa température corporelle est proche de celle de la
période estivale avec une réduction de seulement 2 a 5°C [142]. Par ailleurs, le taux métabolique
est réduit de 75% [143]. Malgré des conditions extrémes d’immobilisation et de jeine prolongé,
I'ours brun hibernant a la capacité unique de préserver sa masse [144] et sa force musculaire
[145]. Il représente donc un modeéle de choix pour étudier les mécanismes permettant de lutter
contre I'atrophie musculaire. A ce jour, les mécanismes sous-jacents de |'épargne protéique

musculaire chez I'ours ne sont toujours pas compris.

Nous avons décidé d’explorer plusieurs mécanismes susceptibles de participer a la
préservation musculaire de l'ours brun, ce qui pourrait aboutir, sur le long terme, a une

transposition éventuelle a 'homme :

» Durant 'hibernation, a I’échelle de I'organisme entier, il est connu que les substrats
énergétiques préférentiels sont les lipides, au détriment du glucose. Nous avons
donc choisi de nous focaliser sur le métabolisme des substrats énergétiques dans le
muscle de l'ours brun hibernant, afin de mettre en évidence les adaptations
énergétiques a I'hibernation spécifiques du muscle.

» L’équilibre de la balance protéique (i.e. équilibre entre synthése et dégradation

protéique) est maintenu dans le muscle durant I’hibernation. En effet, il a été
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démontré que la synthése et la dégradation des protéines musculaires étaient
fortement diminuées pendant I’hibernation de I'ours brun [146]. Nous avons donc
fait le choix d’explorer également ce mécanisme sur des échantillons musculaires
d’ours bruns.

» Le stress oxydant est connu pour induire des dommages sur les protéines
musculaires, pouvant ainsi conduire a la dégradation de ces dernieres. Une
limitation du stress oxydant pourrait en effet étre I'un des mécanismes participant
a la préservation des protéines musculaires en période d’hibernation. Nous avons
donc choisi d’examiner également la régulation du stress oxydant dans le muscle
squelettique de I'ours brun.

» Durant I'hibernation, la dépression métabolique impacte également le systéme
nerveux central (SNC) [147]. Par ailleurs, il a déja été démontré que I'hibernation
était caractérisée par une neuroprotection du SNC, avec par exemple une limitation
des dommages cérébraux chez des écureuils [148]. Le liquide cérébro-spinal (LCS)
est directement en contact avec le systéme nerveux central et sa composition
protéique est a 80% similaire a la composition sanguine [149, 150]. Caractériser le
LCS chez I'ours brun hibernant vs I'ours actif pourrait mettre en évidence des
régulations impliquées dans la neuroprotection ou le métabolisme énergétique. De
plus, étant donné la similarité de la composition protéique avec le systéme sanguin,
cela permettrait d’identifier une partie des protéines sériques.

» En 2012, une équipe a étudié I'implication du systeme nerveux central dans la

préservation musculaire chez I'ours brun hibernant. Il a été observé qu’aprés
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dénervation (i.e. condition atrophiante), la perte musculaire observée chez I'ours

brun hibernant était moins importante, comparé a la condition active [REF — Lin

2012]. Le systeme nerveux central ne semble donc pas impliqué au premier plan,

et I’"hypothése de I'existence de composés circulants participant a la protection

musculaire peut étre proposée. Nous avons choisi d’étudier la composition du

sérum de I'ours brun hibernant, et ce sur différents plans :

Les hormones sont des molécules circulantes pouvant agir sur la synthése
et la dégradation des protéines, et donc indirectement sur l'intégrité
musculaire [151]. Par exemple, les glucocorticoides (comme le cortisol)
stimulent la dégradation des protéines musculaires, tandis que les
hormones comme la ghréline, IGF-1 (Insuline-like Growth Factor-1) et
I'adiponectine stimule la synthése. Notre intérét s’est donc porté sur le
niveau d’hormones circulantes chez I'ours brun hibernant.

Dans le systeme circulant, il existe également des vésicules extracellulaires
(comme les exosomes) constituées de lipides, d’acides nucléiques et de
protéines [152]. Elles sont produites par invagination de la membrane
cellulaire et leur composition, dont le cargo protéique, est donc
représentatif de la cellule. Ainsi, caractériser le cargo protéique de
vésicules extracellulaires, provenant du sérum d’ours hibernant,
permettrait de mieux appréhender les régulations physiologiques de I'ours

brun.
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Afin d’explorer ces mécanismes, nous avons développé des stratégies de protéomique
guantitative par spectrométrie de masse. Pour explorer le protéome de maniére approfondie,
nous avons mis en place des stratégies quantitatives complémentaires (SDS PaGE-XIC et 2D-DIGE-
MS). Nous avons également développé un protocole d’enrichissement en phosphopeptides pour
une analyse phosphoprotéomique ainsi qu’'une méthode SRM (Single Reaction Monitoring) pour
doser I'adiponectine circulante. En paralléle, des approches d’indentification par spectrométrie
de masse ont été mises en place pour I'étude du LCS et d’exosomes sériques. Enfin, la recherche
des composés actifs dans le sérum d’ours hibernant a été débuté par I'analyse des régulations du
protéome de myotubes humains traités avec des sera complémenté en molécules candidates
comme le beta-hydroxybutyrate. Dans un méme temps, différents protocoles ont été optimisés

afin de digérer, fractionner ou dépléter le sérum d’ours brun.

L'ensemble des stratégies développées, ainsi que les résultats obtenus sont présentés

dans la partie « Résultats » de ce manuscrit.
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Chapitre 1 - Développements bioinformatiques pour I'étude
d’espéces « exotiques » par spectrométrie de masse

Collaborations :

e L’équipe bioinformatique du LSMBO, avec les Drs. Patrick Guterl et Alexandre Burel.

e Drs Jean-Pol Frippiat (Université de Lorraine, Laboratoire Stress, IMmunité, Pathogenes,
Vandoeuvre-lés-Nancy, France) et Laurence Vico (Université Jean Monnet, INSERM, Santé
Ingénierie Biologie St Etienne, Laboratoire de Biologie des Tissus Ostéoarticulaires , St
Etienne, France)

e DrJérémy Terrien (Museum National d’Histoire Naturelle, CNRS, Brunoy, France)
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Chapitre 1 - Développements bioinformatiques pour I'étude
d’espéces « exotiques » par spectrométrie de masse

Les développements présentés dans ce chapitre ont été réalisés en collaboration avec I'équipe
bioinformatique du laboratoire (Dr P. Guterl et A. Burel), ainsi que les informaticiens en charge de

la base de données neXtProt.

Aprés une analyse de protéomique quantitative globale par LC-MS/MS ou 2D-DIGE-MS, la
guantité de données produites est trés importante ce qui peut rendre difficile I'interprétation
biologique. Pour dépasser cette difficulté et accélérer cette étape, nous avons développé des
solutions logicielles nous permettant (i) de trouver la protéine humaine homologue d’une
protéine d’une espéce « exotique », (ii) de mettre en évidence les fonctions biologiques dans
lesquelles sont impliquées les protéines différentiellement exprimées entre deux conditions, (iii)
de visualiser les variations d’abondance protéique sur les cartes du métabolisme et des voies de
signalisation de la base de données KEGG et (iv) de déterminer I’origine tissulaire des protéines
identifiées. Par ailleurs, identifier les protéines a partir de données MS/MS est dépendant de la
gualité de la banque de données de séquences protéiques utilisée. Pour I'analyse d’échantillons
d’especes « exotiques », I'utilisation d’une banque « classique », issue par exemple de la base de
données UniProtkB [153], n’est souvent pas réalisable car elle ne contient pas ou trop
d’informations. Pour I'étude par spectrométrie de masse de la physiologie de I'ours brun, nous
proposons une alternative consistant a créer une banque de données protéiques a partir de

données d’assemblage du génome contenues dans la banque de données RefSeq [92].
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Afin d’interpréter les rdles biologiques des protéines identifiées a partir de données de
spectrométrie de masse, les annotations fonctionnelles de la base de données Gene Ontology
sont généralement utilisées. Dans le cas d’une espéece « exotique », c’est-a-dire dont le génome
n’est pas séquencé ou pour laquelle il n’existe pas ou peu d’annotations fonctionnelles, cette
étape n’est pas réalisable. En effet, bien que la base de données Gene Ontology soit documentée
pour 4.467 espéces, seulement 6 especes de mammiféres sont renseignées avec plus de 14.000
produits de genes annotés. Afin de palier a cette difficulté, les annotations de protéines
homologues, généralement homo sapiens sapiens, sont utilisées. Les protéines homologues sont
des protéines dont les séquences sont trés similaires puisqu’elles sont les produits de génes
provenant d’un gene ancestral commun [154]. Pour déterminer la séquence protéique
homologue humaine (données théoriques) correspondant a la séquence d’une protéine de
I'espéce « exotique » (données expérimentales), I'algorithme FASTA (EMBL-EBI) est requis [155].
Une séquence protéique, de I'espéce exotique, est alignée avec plusieurs protéines de la banque
de données et chaque comparaison est caractérisée par un score, un pourcentage de similarité
et d’identité. Seule la correspondance ayant le score le plus élevé est considérée comme protéine

homologue.

Au laboratoire, nous avons implémenté I'utilisation de I'algorithme FASTA v36 [156, 157] sur
une plateforme Galaxy [158]. La recherche de protéines homologues, a partir d’une large liste de
protéines, peut ainsi étre réalisée dans une banque de données protéiques restreinte a une
taxonomie choisie (pourvues d’annotations fonctionnelles dans la base de données Gene

Ontology pour la majorité des protéines) ou dans un fichier fasta fourni par I'utilisateur. Les

63



|| Partie 2 — Chapitre 1 : Développements bioinformatiques pour I'étude d’especes « exotiques »
par spectrométrie de masse

annotations fonctionnelles des protéines homologues identifiées seront ensuite recherchées

pour poursuivre le traitement bioinformatique des données.

Pour décrire un systeme biologique de maniére structurée, un vocabulaire controlé a été
établi depuis quelques années par le consortium Gene Ontology (GO) [159] avec 3 types
d’annotations fonctionnelles des protéines : la fonction moléculaire de la protéine (FM), le
processus biologique (PB) dans lequel la protéine est impliquée et sa localisation subcellulaire
(CC) [160]. Ces annotations regroupent un ensemble de termes diversifiés qui définissent plus
précisément les roles biologiques des protéines étudiées. Ces termes GO sont réguliéerement
revus manuellement par des bioinformaticiens du consortium GO, afin de limiter la redondance,
de changer les relations entre les termes et d’ajouter ou de supprimer des termes pour une
protéine donnée [161]. L'utilisation de cette banque de données permet donc de décrire de

maniére simple et structurée un modeéle biologique.

Afin de définir les réles biologiques et les fonctions dans lesquelles les protéines
identifiées sont impliquées, nous avons établi un algorithme capable d’extraire les termes GO de
la base de données Gene Ontology a partir d’'une longue liste de protéines. Cet algorithme a été
implémenté dans la suite logicielle MSDA [95] et sur notre plateforme Galaxy. Ces informations
peuvent ensuite étre analysées de maniere statistique avec un calcul d’enrichissement en

annotations fonctionnelles.
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Pour mettre en évidence les fonctions biologiques les plus représentées par une liste de
protéines données (par exemple un ensemble de protéines différentiellement exprimées), les
annotations fonctionnelles sont tout d’abord extraites (voir page 64). La fréquence de
I'occurrence d’une fonction biologique donnée dans le jeu de données est comparée a la
fréquence d’occurrence de cette méme fonction dans la banque de données regroupant
I’ensemble des annotations fonctionnelles connues pour I'espéce considérée. Nous utilisons pour
cela les algorithmes du site David (https://david.ncifcrf.gov/). Or, jusqu’a il y a peu, ces calculs
étaient effectués en ligne sans mise a jour de la base de données d’annotations fonctionnelles.
C’est une limitation que nous avons dépassée en utilisant I'algorithme EASE David [162] (version
des algorithmes du site David fonctionnant en local), et en générant a la demande une banque
de données GO mise a jour. La fréquence d’occurrence d’une annotation fonctionnelle entre les
données expérimentales et les données théoriques est statistiquement évaluée par un test de
Fisher (teste I'égalité des variances) et un test de Benjamini-Hochberg (augmente les p-values en
fonction du nombre de p-values et du taux de p-values non-significatives). Grace a cela, un score
est attribué a chaque annotation fonctionnelle. Par la suite, nous calculons un facteur

d’enrichissement (FE) pour chague annotation fonctionnelle :

Nombre de protéines dans une catégorie GO Dans la banque de

données GO

Nombre de protéines avec I'annotation « X »
Facteur d’Enrichissement (FE) _
de I'annotation « X » -

" Nombre de protéines dans une catégorie GO ' Dans le jeu de

données

Nombre de protéines avec I'annotation « X »
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Les tests statistiques et le facteur d’enrichissement (FE) sont représentatifs de I'importance
avec laquelle une fonction biologique donnée est statistiquement tres représentée pour une liste
de protéines données. S’il s’agit de protéines différentiellement exprimées, cela révele les

fonctions les plus régulées entre les conditions comparées.

Pour interpréter le réle d’une protéine dans une voie métabolique et/ou une cascade de
signalisation, il est possible de localiser cette protéine sur les cartes du métabolisme et des voies
de signalisation de la base de données KEGG [163]. Pour cela, nous avons reproduit certains
algorithmes, disponibles sur le site de la base de données KEGG (https://www.genome.jp/kegg),
en les implémentant sur notre plateforme Galaxy. La procédure en 3 étapes est la suivante : (i)
identification des cartes de la base de données KEGG sur lesquelles des protéines sont identifiées,
(ii) récupération des cartes d’intérét et (iii) visualisation des protéines sur les cartes isolées (Figure
20) (avec un code couleur reflétant la différence statistique et le facteur de changement

d’abondance de la protéine [FC]).
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Figure 20 : visualisation des abondances de la liste de protéines données selon la p-value et le facteur de
changement d’abondance de la protéine (FC) selon un code couleur jaune, bleu, vert ou rouge. La
signification de chaque code couleur est détaillée dans la partie gauche de la figure et un exemple de

visualisation est présentée en partie droite.

Sur notre plateforme Galaxy, 'utilisateur indique les seuils a prendre en compte pour la p-

value, le FC ou les deux. Il est également possible de réaliser une simple localisation sans prendre

en compte la p-value ou le FC. Ce type de visualisation permet d’appréhender de maniére précise

et simple les régulations biologiques mises en place entre les différentes conditions. Cet

algorithme a été utilisé sur un grand nombre des projets présentés dans cette these.
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NeXtProt est une base de données du SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) regroupant de
nombreuses annotations fonctionnelles des protéines humaines [164]. Ces annotations sont
issues notamment des banques de données UniProtKB/SwissProt, Peptide Atlas [165] et Human
Protein Atlas [166], et sont manuellement vérifiées et catégorisées selon la qualité de
I'information. Les protéines dont les informations sont de trés bonne qualité sont annotées
« Gold », et celles de moins bonne qualité sont annotées « Silver ». Les protéines classées dans la
catégorie « Bronze » ne présentent pas une qualité d’information suffisante pour étre ajoutées a
la base de données neXtProt [164]. Parmi les informations contenues dans cette base de données,
les localisations tissulaires des protéines et des ARNm sont disponibles. Nous avons pu bénéficier
de ces informations dans le cadre d’un projet visant a explorer les effets d’un voyage spatial de
30 jours sur le fémur de souris males C57BL/6. Lors des voyages spatiaux, les organismes des
astronautes sont atteints de pertes osseuses, de pertes musculaires, de dérégulations
métaboliques et de dérégulations du systeme immunitaire [123]. Afin de mieux appréhender les
effets des voyages spatiaux sur le systéeme immunitaire humoral, et plus précisément le
développement des lymphocytes B, les protéomes de fémurs de souris ont été comparés entre
trois groupes : (i) apres 30 jours de voyage spatial (groupe de vol), ou (ii) aprés 30 jours de voyage
spatial suivis d’'une semaine de récupération sur Terre (groupe de récupération), ou (iii) resté sur
Terre (groupe contréle). Par spectrométrie de masse, 3254 protéines ont été identifiées dont
3063 ont été quantifiées de maniere robuste. Or les fémurs de souris contenaient encore la

moelle osseuse. Nous avons donc voulu déterminer I'origine des protéines, a savoir si elles
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provenaient de I'os ou de la moelle osseuse. Pour cela nous avons bénéficié de I'aide de I'équipe
bioinformatique de neXtProt afin de développer un algorithme capable d’extraire la liste des
protéines et ARNm connus pour étre exprimés dans chacun de ces tissus, facilitant ainsi
I'interprétation biologique de nos résultats. L’algorithme développé est aujourd’hui implémenté

sur notre plateforme Galaxy.

Les localisations tissulaires ont été extraites, de la base de données neXtProt, pour pres de
79% des protéines quantifiées (soit 2425 protéines), dont 2331 provenaient de la moelle osseuse,

et 94 de I'os exclusivement (Figure 21).

Bilan des protéines identifiees, quantifiées et des annotations
fonctionnelles extraites de neXtProt
protéines quantifiées

protéines pour lesquelles 3063

une localisation tissulaire
a été obtenue 2425

/|
VAR

protéines avec la ‘
localisation tissulaire : 2331
moelle osseuse et os
l 94
M protéines avec la
localisation tissulaire : os

seulement 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
nombre de protéines

Figure 21 : localisations tissulaires (moelle osseuse et os, ou os seulement) obtenues pour 79% des protéines
quantifiées apreés analyse LC-MSMS de fémurs de souris.

Parmi les protéines quantifiées, un certain nombre de protéines étaient différentielles entre
les groupes dont des protéines impliquées dans le développement des cellules immunitaires. Les

variations d’abondance protéique entre le groupe de récupération et les deux autres groupes

69



|| Partie 2 — Chapitre 1 : Développements bioinformatiques pour I'étude d’especes « exotiques »
par spectrométrie de masse

(groupe controle et groupe de vol) étaient en accord avec une diminution du développement des
cellules immunitaires aprés une semaine de récupération sur Terre. Ces résultats ont été
confirmés par une réduction du nombre de ces cellules dans la rate (-41%) et dans la moelle
osseuse (-61%). Cependant, cela ne semble pas étre di a un phénomene d’apoptose cellulaire
puisque les facteurs d’apoptose identifiés n’étaient pas plus exprimés dans le groupe de
récupération. Apres un voyage spatial de 30 jours suivis d’'une semaine de récupération sur Terre,
le développement des cellules immunitaires B est donc perturbé. Il sera intéressant d’évaluer le

temps nécessaire pour limiter les risques d’infections des astronautes aprés leur retour sur Terre.

Par ailleurs, les abondances des peptides des immunoglobulines étaient plus importantes
dans le groupe de vol comparé au groupe contrdle et au groupe de récupération, suggérant la
mise en place d’une réponse immunitaire liée a une infection contractée par les souris durant le
vol. La réponse immunitaire innée n’est donc pas réprimée lors des vols spatiaux. De plus, le
niveau d’expression de la protéine C5 (médiateur majeur de la réponse inflammatoire) était
moins important dans les groupes de vol et de récupération, comparés au groupe controle,
démontrant que les vols spatiaux impactent de maniere négative la réponse inflammatoire, et ce
méme aprés une semaine de récupération sur Terre. Enfin, les niveaux d’expression de protéines
impliquées dans des processus de synthese des protéines étaient significativement diminués dans
les groupes de vol et de récupération, comparés au groupe controle, démontrant que la synthése
des protéines osseuses est réduite durant les vols spatiaux et qu’une récupération d’'une semaine

n’est pas suffisante pour restaurer cette fonction.
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L’ensemble de ces résultats a été valorisé dans une publication en 2018 présentée en annexe
[167], en collaboration avec le Centre National d’Etude Spatial (CNES), Jean-Pol Frippiat

(Université de Lorraine) et Laurence Vico (Université de St Etienne).

Pour les espéces séquencées, les identifications sont réalisées par comparaison des données
expérimentales (spectres MS et MS/MS) avec une banque de données de séquences protéiques
classiguement constituée a partir de la base de données UniProtKB/SwissProt (voir page 41). Dans
le cas d’'une espéce non-séquencée, les bases de données « classiques » peuvent étre utilisées
mais ne contiennent généralement qu’un tres faible nombre de séquences protéiques. Par
exemple, pour 'ours brun (Taxonomie 9644, URSAR) seulement 7 protéines sont renseignées
dans la base de données SwissProt, ce qui est clairement insuffisant pour produire une banque
de données. En comparaison, les protéomes de 'lhomme (Taxonomie 9606, HUMAN) ou de la
souris (Taxonomie 10090, MOUSE) comptent respectivement 20.432 et 17.026 séquences
protéiques dans la base de données SwissProt. Pour interpréter les informations obtenues par
spectrométrie de masse lors de I'analyse d’échantillons d’'une espéce « exotique », il est possible
d’utiliser une banque contenant les séquences protéiques d’une espéce phylogénétiquement
proche de I'espéce étudiée. La nouvelle solution que nous avons développée au laboratoire est
de construire une banque de données de séquences protéiques a partir de données d’assemblage
du génome issues de la base de données RefSeq (NCBI, https://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/)

[92]. Le génome de I'ours brun (Ursus arctos horribilis) a en effet été mis en ligne le 20 Septembre
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2018. A partir de ces données, les séquences complétes des protéines sont prédites par des
algorithmes. Des séquences partielles sont également ajoutées a partir de prédictions faites par
des laboratoires, ou issues d’une prédiction automatique a partir d’'une séquence de génome
incompléte [168]. Les séquences partielles ajoutées sont souvent identiques aux séquences
complétes prédites automatiquement ce qui entraine la présence d’une forte redondance dans
le protéome issu de la base de données RefSeq. Nous avons mis en place (i) la génération d’une
banque de données du protéome complet pour une taxonomie choisie a partir de la base de
données RefSeq et (ii) la suppression de la redondance contenue dans cette banque de données.
Ainsi nous obtenons une banque de données protéiques pour des espéces non représentées dans

les banques « classiques » et ce en éliminant la redondance des séquences protéiques.

Afin d’évaluer les apports de |'utilisation d’'une banque de données protéiques issue de la base
de données RefSeq, comparée a une banque de données « classique », les protéines identifiées
apres une analyse par spectrométrie de masse de muscle d’ours brun ont été comparées. Des
extraits protéiques de muscle squelettique d’un ours brun hibernant (échantillon « hiver ») et
d’un ours actif (échantillon « été »), aprés préfractionnement en 35 bandes protéiques sur gel
SDS PaGE, ont été analysés par LC-MS/MS. Les identifications protéiques ont été réalisées en
interrogeant une banque de données protéiques générée a partir de la base de données RefSeq
(taxonomie : 116960, Ursus arctos horribilis, RefSeq, 33.139 entrées) et une banque de données
générée a partir de la base de données Uniprot (taxonomie : 9632, Ursidae, SwissProt et TrEmbl,

63.385 entrée).
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90.5% des protéines identifiées dans I’échantillon « hiver » (Figure 22A) et 90.7% des
protéines dans I’échantillon « été » (Figure 22B) ont été communément identifiées en utilisant la
banque de données issue de RefSeq et la banque de données issue de UniProt, démontrant que
le protéome identifié était tres similaire entre 'utilisation de I'une ou de I'autre des banques de
données.

A B
Uniprot Uniprot

(échantillon hiver) (échantillon été)

RefSeq RefSeq

(échantillon hiver) (échantillon été)

Figure 22 : Recouvrement entre les identifications protéiques obtenues en utilisant la banque UniProt (bleu)
ou de la banque RefSeq (rose) pour les protéines identifiées sur les deux échantillons (A), sur I'échantillon
hiver (B) ou I'échantillon été (C).

Par ailleurs, le nombre de peptides identifiés par protéine pour I'utilisation des deux banques
de données, RefSeq et Uniprot, a été comparé pour I'échantillon « hiver ». 1621 protéines ont été
identifiées avec le méme nombre de peptides, indépendamment de la banque utilisée. En
revanche, 410 protéines ont été identifiées avec un plus grand nombre de peptides en utilisant la
banque de données RefSeq et 374 protéines avec un plus grand nombre de peptides en utilisant
la banque de données UniProt. Il est important de noter que la banque de données protéiques
issue de RefSeq est une banque de données spécifique a I'espece étudiée, contrairement a la

banque de données issue de UniProt qui contient les séquences protéiques de plusieurs
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taxonomies. Des séquences protéiques provenant de différentes especes peuvent étre trés
similaires, voire identiques. De ce fait, les protéines identifiées avec I'utilisation de la banque de
données issue de UniProt sont plus susceptibles d’étre identifiées avec un seul peptide unique.
De plus, les identifications protéiques obtenues avec I’utilisation de la banque de données RefSeq
peuvent alors étre considérées comme plus représentatives du protéome de I'espéce étudiée et

sera donc a privilégier a I'avenir.

Enfin, dans une approche de protéomique quantitative, les protéines quantifiées avec
seulement un peptide unique ne sont généralement pas conservées. En effet, la quantification
d’une protéine basée sur l'intensité d’un seul peptide n’est pas suffisamment robuste pour
représenter 'abondance de cette protéine. Or, 660 protéines ont été identifiées avec un seul
peptide avec les deux bases de données, dont 91 protéines uniquement avec I'utilisation de la
banque de données issue de RefSeq et 170 protéines uniquement avec |'utilisation de la banque
de données issue de UniProt. Aux vues de ces résultats il semble que l'utilisation de la banque de
données issue de RefSeq permette d’obtenir un moins grand nombre de protéines identifiées
avec un seul peptide et sera a privilégier pour une analyse quantitative par spectrométrie de

masse d’une espece « exotique », comme 'ours brun.

Notre algorithme a déja été utilisé dans le cadre d’une étude des régulations d’abondance des
protéines hépatiques de lémuriens (microcebus murinus) qui était le sujet de mon stage de
Master. Ce projet a été réalisé en collaboration avec le Dr J. Terrien du Museum National

d’Histoire Naturelle (UMR CNRS/MNHN 7179, Brunoy).
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Chaque année, la saison hivernale du microcebe peut étre divisée en deux phases au cours
desquelles la physiologie du Iémurien évolue : durant la premiére phase (phase obésogene) le
poids de I'animal augmente avec une insulinémie et une tolérance au glucose normales. Dans la
seconde phase (phase diabétogeéne), I'animal perd du poids, une hyperinsulinémie et une
intolérance au glucose se mettent en place, suggérant I’établissement d’un état insulino-résistant
[169]. Cependant, sur le long terme, aucune pathologie ne se développe ce qui fait de ce [émurien
un bon modele d’obésité réversible. Le foie est un organe clef du métabolisme glucidique et une
dérégulation du fonctionnement hépatique a été observé chez des personnes diabétiques [170].
Etant donné que le microcébe ne développe pas de diabéte malgré les dérégulations de la phase
diabétogene, déterminer les adaptations hépatiques, mises en place entre les deux phases
hivernales du microcebe, pourrait ouvrir la voie a de nouvelles solutions thérapeutiques contre
le diabete chez I’'homme. Pour cela, une analyse de protéomique différentielle entre la phase
diabétogene et la phase obésogene a été réalisée sur des extraits de protéines hépatiques. Etant
donné I'absence de séquences protéiques dans les bases de données « classiques » (e.g. 15
protéines dans la base de données SwissProt), les protéines ont été identifiées en utilisant une
banque de données protéiques générée a partir de la base de données RefSeq grace a I'algorithme
présenté ci-dessus (taxonomie : 30608, 39.712 entrées, Janvier 2019). 4964 protéines ont été
identifiées, dont 4522 protéines ont été quantifiées (avec plus d’'un peptide unique). L'analyse

bioinformatique des données est en cours de réalisation.
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L'ajout d’un groupement phosphate (i.e. phosphorylation) sur la séquence d’une protéine
peut réguler sa durée de demi-vie, sa localisation et son activité (voir page 16). La localisation des
évenements de phosphorylations sur les protéines par spectrométrie de masse (i.e.

phosphoprotéomique) permet donc de mieux caractériser les régulations du protéome.

Cependant, il reste a déterminer si la phosphorylation identifiée sur un acide aminé donné,
posséde un réle fonctionnel connu. Pour cela, il est possible de se référer aux informations
contenues des bases de données comme HPRD [171] (https://www.hprd.org), PhosphoELM [172]
(http://phospho.elm.eu.org), PHOSIDA [173] (http://www.phosida.de) ou PhosphoSite Plus [174]
(https://www.phosphosite.org). Cette derniére a été créée en 2003 et les effets sur les
conformations des protéines (e.g. pour I’hydrolase phénylalanine [175]) et sur les interactions
protéine-protéine [176], par exemple, induits par une phosphorylation sont référencés. Les
informations sont compilées a partir de publications et sont automatiquement comparées aux
informations des bases de données protéiques comme UniProt ou RefSeq avant d’étre vérifiées
manuellement [174]. La base de données PhosphoSite Plus est renseignée pour 18 especes
('homme et la souris majoritairement), mais pas pour des espéeces exotiques comme |'ours brun.
De ce fait, pour interpréter les roles biologiques des évenements de phosphorylations identifiés
chez une espece exotique comme l'ours brun, il est nécessaire d’utiliser (avec prudence) les
informations de la base de données PhosphoSite Plus renseignées pour ’lhomme. Nous sommes
en train de développer une procédure fonctionnant en 4 étapes (Figure 23) : (i) déterminer la

protéine homologue humaine de la protéine d’ours brun identifiée grace I'algorithme Fasta v36
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(voir page 63), (ii) aligner les séquences de la protéine ours et de la protéine homologue humaine
grace a l'algorithme Clustal W [177], (iii) vérifier si le site de phosphorylation identifié sur la
protéine d’ours brun correspond a un site de phosphorylation sur la protéine homologue humaine
et s’il est renseigné dans la base de donnée PhosphoSite Plus, avant (iv) d’extraire les informations
connues pour ce site de phosphorylation pour la protéine homologue humaine et d’utiliser ces
informations pour comprendre les régulations induites par phosphorylation sur la protéine d’ours

brun.

Fastav36 Clustal W
Analyse
phosphoprotéomique Détermination protéine Alignement des séquences
homologue humaine
Détermination des sites de ‘QO
phosphorylation sur la protéine d’ours Protéine ours 0‘-9
N
]
513 528
o
§ AVVKSPEAVKAPHEVK. ..
Q
(‘f 517
513 | 528 A
.AVVKSPEAVKAPHFVK,.. | s —) $
517 N 4 &
Protéine humaine N
526 | 541
...AVAKSPEAVKAPPFVK...
— PhosphoSite Plus 530
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regulatlons induites par Récupération des informations pour le site de
le site de phosphorylation de la protéine homologue humaine
phos phorylatlon Protein Information Site Table m Cancer Conse
Report des ir)form’ations surla Effects on Modified Protein Triggered By Le site de phosphorylation est-il renseigné pour la
protéine d'ours activity, induced T185-p, Y187-p protéine homologue humaine dans la base de
enzymatic activity, induced $29-p,T185-p, Y187-p, données PhosphoSite Plus ?
intracellular localization T185-p, Y187-p, S246-p '
molecular association, regulation S29-p,T185-p, Y187-p,
phosphorylation T185-p, Y187-p
protein conformation T185-p, Y187-p , T190-p
protein degradation T185-p, Y187-p OUI NON

Figure 23 : Schématisation de la procédure pour déterminer les effets d’un site de phosphorylations identifié
par spectrométrie de masse sur une protéine d’ours brun. Dans un premier temps, la protéine homologue
humaine est déterminée (algorithme Fasta 36), puis les séquences des protéines sont alignées (algorithme
Clustal W). Si le site de phosphorylation identifiée sur la protéine d’ours brun correspond a un site de
phosphorylation sur la protéine homologue humaine, et s’il est renseigné dans la base de données
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PhosphoSitePlus, ces informations seront extraites permettant de comprendre les régulations induites par
ce site de phosphorylation sur la protéine d’ours brun.

A I'heure actuelle, la validation de cette méthode n’est pas encore terminée et nécessite

encore des développements.
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Chapitre 2-— Développement de stratégies analytiques
appliquées a I'étude d’échantillon d’ours brun

Nous avons tout d’abord voulu explorer les régulations du protéome musculaire et du tissu
adipeux chez l'ours brun hibernant, comparé a l'ours brun actif. Pour cela, des stratégies
guantitatives complémentaires par spectrométrie de masse (SDS PaGE-XIC et 2D-DIGE-MS) ont

été mises en place.

Par ailleurs, le dosage d’hormones circulantes n’aillant pu aboutir avec I'utilisation de la
méthode ELISA, une méthode de microLC-SRM a été développée permettant de quantifier

I’'adiponectine circulante dans le sérum d’ours brun.

En parallele, I'étude par spectrométrie de masse a été appliquée pour caractériser le cargo
protéique d’exosomes sériques, mais également pour identifier les protéines présentes dans le

liquide céphalo-rachidien (LCR) de I'ours brun.

De plus, les modifications post-traductionnelles (et plus précisément la phosphorylation) sont
connues pour réguler 'activité, la localisation cellulaire ou encore la durée de demi-vie des
protéines. Caractériser les changements dans le phosphoprotéome musculaire (i.e. identification
des sites de phosphorylations des protéines) pourrait aboutir a une meilleure appréhension des
mécanismes impliqués dans la préservation musculaire chez I'ours brun. Nous avons alors mis en
place des développements dans la préparation d’échantillons musculaires pour une analyse de

phosphoprotéomique.
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Etudier les changements du protéome dans le muscle squelettique de I'ours brun
hibernant vs actif, permettrait de mieux appréhender les régulations mises en place pour
préserver son intégrité musculaire (masse et force). Durant I’hibernation, il a été démontré que
le métabolisme des carbohydrates était minoritaire pour I'ours noir hibernant [178]. Par ailleurs,
le niveau d’expression des génes liés au catabolisme lipidique était inchangé entre la phase
hibernante et la phase active de I'ours noir américain [179], tandis qu’une seconde étude a mis
en évidence une augmentation de I'expression des génes liés au catabolisme des acides gras dans
le muscle squelettique de I’ours noir japonais, ainsi qu’une diminution de I'expression des genes

liés a la glycolyse, la lipogenése et le catabolisme des acides aminés [180].

L'analyse par spectrométrie de masse est aujourd’hui largement considérée pour
caractériser le protéome [181]. Les extraits protéiques d’un tissu présentent un important niveau
de complexité di au nombre d’especes protéiques et aux différentes concentrations de chacune
de ces espéces [182]. Afin de dépasser cette contrainte et d’augmenter la couverture du
protéome, il est possible de mettre en place une ou plusieurs étapes de décomplexification lors
de la préparation de I’échantillon protéique. Dans ce but, nous avons choisi d’appliquer une
premiere méthode de décomplexification en 5 bandes protéiques sur gel SDS PaGE avant une
guantification des protéines par spectrométrie de masse (stratégie SDS PaGE-XIC). En parallele,
les échantillons ont été plus largement décomplexifiés avec une séparation en deux dimensions
(stratégie 2D-DIGE) et les spots protéiques présentant une intensité significativement différente

entre la phase hibernante et la phase active (étape de quantification) ont été excisés. Les
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protéines ont été identifiées par spectrométrie de masse (stratégie 2D-DIGE-MS). Cette double

approche quantitative complémentaire a été appliquée a I'’étude du muscle squelettique et du

tissu adipeux de I'ours brun, en comparant la phase hibernante a la phase active (Figure 24).

—
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Figure 24 : Schématisation de la stratégie analytique mise en place pour bénéficier de la complémentarité
de la stratégie quantitative 2D-DIGE-MS et de la stratégie SDS PaGE-XIC, pour la détermination des
protéines différentiellement abondantes entre la période hivernale (hibernation) et la période estivale
(phase active) pour le muscle squelettique et le tissu adipeux chez I'ours brun.

Grace a l'interprétation des données obtenues par spectrométrie de masse sur le muscle
squelettique de I'ours brun, nous avons déterminé les fonctions biologiques dans lesquelles les

protéines différentielles étaient impliquées (Figure 25).
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Nombre de protéines

Figure 25 : Résultat du calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles sur les protéines musculaires
différentiellement exprimées entre la phase hibernante et la phase active. ECM : Matrice ExtraCellulaire ;
Hyp : réponse a I’Hypoxie ; Ox. Stress : réponse au stress oxydant. Les bulles colorées en noir sont liées au

ECMremodeling
100 f ' )
Metabolism (other) Mitochondrial
unction
%0 @ "o
| Catabolicprocess O'
60 O Muscle structure  Nucleotidg
Carbohydr & contraction metab.
40 {1 metab. O
Ox. D © protein metab.
‘ Hyp. ~€V- °Immune response
20 1} e Lipid metab
A 0
Cell cycl
0 Transcnp tion/ mRNA stability
0 10 20 30 40

Nombre d’annotations fonctionnelles

enrichies

métabolisme musculaire des substrats énergétiques.

régulation du métabolisme et de la réponse au stress oxydant. Nous avons donc choisi de nous

focaliser sur ces fonctions et les résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

Parmi les 15 fonctions majoritairement régulées, nous avons mis en évidence une
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a. Analyse du protéome du muscle squelettique de I'ours brun hibernant comparé

a I'ours actif

Matériels et méthodes

Les protocoles de préparation d’échantillons et le traitement des données sont
disponibles dans la partie « Methods » de la publication « Metabolic reprogramming involving

glycolysis in the hibernating brown bear skeletal muscle » (page 146 a 166) [183].

Résultats et interprétation des analyses LC-MS/MS obtenues sur le muscle squelettique

®,

% Controles qualités: suivi des temps de rétention (peptides) et des intensités MS

(protéines) pour les injections répétées de I’échantillon de référence

Un échantillon de référence a été constitué a partir de quantités de protéines équivalentes
de I'ensemble des extraits protéiques individuellement analysés. Cet échantillon a été traité
comme les extraits protéiques individuels et a été analysé régulierement sur I'ensemble de la
durée des analyses des échantillons. Les temps de rétention de 11 peptides de la protéine GAPDH
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase), une protéine de ménage, identifiés dans au
moins 8 des 10 analyses de I’échantillon de référence, ont été suivis (Figure 26). Le coefficient de
variation médian des temps de rétention calculé de 3.3%, a démontré une excellente stabilité de

notre systeme chromatographique.
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Suivi des temps de rétention de 11 peptides de la GAPDH pour I'échantillon
de référence
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Figure 26 : Suivi des temps de rétention de 11 peptides issus de la digestion enzymatique de la protéine
GAPDH dans les analyses de I'échantillon de référence.

Par ailleurs, le coefficient de variation médian sur les intensités LFQ (Label-Free
Quantification) de I'ensemble des protéines quantifiées dans au moins 8 analyses de I’échantillon
de référence a été évalué a 25%, démontrant la reproductibilité de la détermination des

abondances protéiques.

¢+ Résultats de la stratégie SDS PaGE-XIC pour I’analyse du protéome du muscle squelettique

Les 5 bandes protéiques issues de la décomplexification sur gel SDS PaGE de chaque
échantillon ont été analysées par LC-MS/MS. 725 protéines ont été identifiés dont 538 protéines
ont été quantifiées. 383 protéines présentant des mesures d’intensités reproductibles entre les
réplicas de préparation et les réplicas d’injection ont été conservées, dont 146 protéines

musculaires étaient différentiellement exprimées entre la phase hibernante et la phase active. 67
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protéines différentielles présentaient une abondance plus faible en phase hibernante qu’en

phase active et 79 protéines présentaient une abondance plus élevée en phase hibernante.

¢+ Résultats de la stratégie 2D-DIGE-MS pour I'analyse du protéome du muscle squelettique

Sur I'ensemble des gels 2D-DIGE, 28 spots protéiques ont été quantifiés avec des intensités
de fluorescence statistiguement différentes entre la phase hibernante et la phase active. Seuls 9
des spots protéiques différentiels présentaient une intensité moins importante durant la phase
hibernante comparée a la phase active. Aprés excision, I’analyse LC-MS/MS des spots différentiels
a permis d’identifier 62 protéines dont 47 protéines ont été définies comme protéines
majoritaires. Les protéines majoritaires sont les protéines identifiées avec un plus grand nombre
de peptides comparé a I'ensemble des protéines identifiées dans le spot. Le nombre de peptides
théoriques attendus a également était pris en compte pour déterminer les protéines
majoritaires : plus la protéine a été identifié avec une grande proportion de peptides, comparé

au nombre de peptides théoriques, plus la protéine est considérée comme majoritaire.

*

+» Résultats des deux approches quantitatives pour I'analyse du muscle squelettique

Seulement 8 protéines différentielles ont été communément identifiées entre les deux
stratégies avec des différences d’abondance entre la phase hibernante et la phase active
identiques entre les deux approches, démontrant la complémentarité et la robustesse des deux

approches quantitatives.
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Apres un calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles a partir des protéines
différentielles obtenues avec les deux stratégies, 15 fonctions biologiques majoritairement

régulées entre la phase hibernante et la phase active ont été mises en évidence (Figure 25).

Résultats 1 : Régulations du métabolisme énergétique dans le muscle squelettique de
I’ours brun hibernant

Dans un premier temps, nous avons choisi de nous focaliser sur les régulations protéiques
impliquées dans le métabolisme musculaire des substrats énergétiques. Les voies métaboliques
et les voies de signalisation dans lesquelles étaient impliquées des protéines différentielles ont
été visualisées sur les cartes de la base de données KEGG grace a l'algorithme présenté en page
66. La majorité des protéines dont les abondances étaient moins importantes en phase
hibernante étaient impliquées dans les voies d’oxydation des substrats lipidiques (beta-oxydation
des lipides), du cycle de Krebs et de la respiration mitochondriale, suggérant une diminution de
I’oxydation des lipides durant I’hibernation. Bien que I'oxydation des substrats lipidiques reste
préférentielle, la glycolyse (consommation des carbohydrates) semble également maintenue
dans le muscle squelettique des ours hibernants. Le glucose, alimentant la glycolyse, pourrait
provenir du foie ou le glucose serait obtenu grace a la néoglucogenése. Or il a été démontré que
I’expression de génes de protéines impliquées dans la néoglucogenese était augmentée dans le
foie d’ours hibernants [184] suggérant une augmentation de la néoglucogenése hépatique. Le
glucose pourrait également étre obtenu a partir des réserves de glycogéne musculaire, qui sont
plus importantes dans le muscle squelettique des ours hibernants comparées aux réserves dans

le muscle d’ours actif [183].
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Il a été démontré que le contenu en glycogene des muscles squelettiques de souris était
plus élevé aprés une alimentation riche en acides gras omega 3, comme I'acide
docosahexaénoique (DHA) [185]. De plus, un régime riche en DHA induit 'augmentation de
I'expression de genes impliqués dans I'absorption de glucose dans le muscle squelettique des
souris [186]. Or chez I'ours brun hibernant, le niveau de DHA circulant est plus élevé, comparé au
niveau chez I'ours brun actif. Sachant qu’une alimentation riche en DHA protége contre la perte
musculaire, il est probable que les acides gras omega 3 (DHA) soient impliqués dans la

préservation musculaire de I'ours brun durant I’hibernation.

Résultats 2 : Régulations du stress oxydant dans le muscle squelettique de I’ours brun
hibernant

D’autre part, I'exploitation des données obtenues par spectrométrie de masse (Figure 25),
combinée a des mesures complémentaires, ont mis en évidence des régulations impliquées dans
la réponse au stress oxydant. Succinctement, par RT-gPCR, il a été démontré que I'expression des
transcrits des protéines CIRBP et RBM3 (i.e. génes dont I'expression est induite en réponse a une
hypothermie modérée) était plus importante lors de I’hibernation et cela pourrait permettre de
limiter le stress oxydant dans le muscle squelettique de I’ours hibernant. Par ailleurs, 'abondance
de protéines de la chaine de transfert d’électrons mitochondriale est significativement diminuée
dans le muscle des ours hibernants, ce qui pourrait favoriser la diminution de la production de
ROS (especes réactives de |'oxygene). De plus, I'expression d’enzymes antioxydantes, de
protéines du systéme glutathion et de protéines HSP était augmentée dans le muscle squelettique
d’ours brun hibernant, ce qui pourrait procurer une protection accrue contre les effets déléteres

des radicaux libres. Les dommages oxydatifs sur les lipides et I’ADN ne sont pas significativement
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plus importants dans les échantillons d’ours hibernants. En revanche, les dommages oxydatifs sur
les protéines sont significativement plus importants pour les échantillons d’ours hibernants ce qui
pourrait étre dii a une réduction de I'élimination des protéines durant I'hibernation. Enfin,
I’expression de la protéine NRF2 (un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress
oxydant en régulant I'expression d’enzymes antioxydantes) était significativement plus
importante dans les échantillons provenant d’ours bruns hibernants. L'ensemble de ces
mécanismes permettrait de diminuer le stress oxydant dans le muscle squelettique de I'ours brun
hibernant. Or, il a déja été démontré que le stress oxydant est directement responsable d’une
inhibition de la synthése protéique ainsi que d’'une augmentation de la protéolyse dans les
muscles squelettiques, ce qui favoriserait le développement de I'atrophie musculaire [187]. De ce
fait, en diminuant le stress oxydant, 'intégrité des protéines musculaires serait préservée
permettant le maintien des muscles squelettiques de I'ours brun durant I’hibernation. Ces
résultats ont fait 'objet d’une rédaction d’article sur la réponse au stress oxydant du muscle
squelettique de l'ours brun hibernant qui est en cours de révision dans le journal Antioxidants

(pages 167 a 183).

Conclusions pour I’analyse du muscle squelettique de I'ours hibernant

L'analyse par spectrométrie de masse du protéome du muscle squelettique de I'ours brun
hibernant et de I'ours brun actif par une double approche quantitative, a permis d’obtenir une
couverture du protéome plus importante que par I'emploi d’'une seule des deux méthodes
guantitatives. De plus, la similarité des régulations d’abondances des protéines communément
identifiées et quantifiées entre I'approche SDS PaGE-XIC et I'approche 2D-DIGE-MS démontre la
robustesse de notre stratégie analytique. Ainsi, nous avons mieux caractérisé les régulations
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métaboliques mises en place (maintien de la glycolyse et diminution de la lipolyse), et la réponse

au stress oxydant dans le muscle squelettique de I'ours brun durant I’hibernation.

Perspectives : régulation de la balance protéique dans le muscle squelettique de I’ours
brun hibernant

Les données obtenues par spectrométrie de masse sur le muscle squelettique de I'ours
brun vont également étre exploitées afin de déterminer les régulations de protéines impliquées
dans la balance protéique (i.e. synthese et dégradation des protéines). L'objectif est de
déterminer si la balance protéique est régulée de telle sorte a ce que la masse musculaire de
I'ours brun soit préservée grace a une préservation du contenu protéique. Ces résultats seront

valorisés par la rédaction d’une publication.

b. Analyse du protéome du tissu adipeux de I'ours brun hibernant comparé a l'ours

actif

Le métabolisme du tissu adipeux de I'ours hibernant a été peu caractérisé. Il a néanmoins
été démontré chez I'ours noir japonais que I'expression des genes liés a la glycolyse, la lipogenése

et le catabolisme des acides aminés était significativement diminués dans le tissu adipeux [180].

Dans le paragraphe précédent, nous avons présenté les résultats obtenus sur le protéome
musculaire de l'ours brun grace a l'utilisation d’'une double approche combinant une stratégie
SDS PaGE-XIC et une stratégie 2D-DIGE-MS. De la méme maniere, nous avons appliqué cette
stratégie analytique pour caractériser le protéome du tissu adipeux d’ours brun hibernants et
actifs (n=6). Les protocoles de préparation d’échantillons et d’analyse des données sont

identiques a ceux mis en place dans I'analyse du muscle squelettique de I'ours brun [183].
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Résultats et interprétation des analyses LC-MS/MS obtenues sur le tissu adipeux

s+ Controles qualités: suivi des temps de rétention (peptides) et des intensités MS

(protéines) pour les injections répétées de I’échantillon de référence

Un échantillon de référence a été constitué a partir de quantités de protéines équivalentes
de I'ensemble des extraits protéiques individuellement analysés. Cet échantillon a été traité
comme les extraits protéiques individuels et a été analysé régulierement sur I'ensemble de la
durée des analyses des échantillons. Les temps de rétention de 9 peptides de la protéine beta-
actine, une protéine de ménage, identifiés dans au moins 7 des 9 analyses de I'échantillon de
référence, ont été suivis (Figure 27). Le coefficient de variation médian des temps de rétention a

été calculé a 2.1%, démontrant une excellente stabilité de notre systéme chromatographique.
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Suivi du temps d'élution de 9 peptides de |a protéine beta-actine

B DSYVGDEAQSKR AGFAGDDAPR QEYDESGPSIVHR
B GYSFTTTAER IWHHTFYNELR W EITALAPSTMK
B AVFPSIVGRPR B VAPEEHPVLITEAPLNPK B TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR

temps d'élution (minutes)
o

Figure 27 : Suivi des temps de rétention de 9 peptides issus de la digestion enzymatique de la protéine beta-
actine dans les analyses de I'échantillon de référence

Par ailleurs, le coefficient de variation médian sur les intensités LFQ (Label-Free
Quantification) de I'ensemble des protéines quantifiées dans au moins 7 analyses de I’échantillon
de référence a été évalué a 23.1%, démontrant la reproductibilité de la détermination des

abondances protéiques.

¢ Résultats de la stratégie SDS PaGE-XIC pour I'analyse du protéome du tissu adipeux

Le traitement de ces données a été réalisé avec le logiciel MaxQuant (constitué des
algorithmes Andromeda et MaxLFQ) avec des paramétres identiques a ceux présentés dans la
publication Chazarin et al., 2019 (pages 146 a 166). 1306 protéines ont été identifiées sur
I'ensemble des 5 bandes protéiques obtenues sur gel SDS PaGE, 717 protéines ont été quantifiées
de maniére robuste. Les cas des protéines présentes dans une condition et absentes de la seconde
condition ont été conservées (i.e. « cas présent/absent) : 21 protéines absentes de la condition

« active » et 14 protéines absentes de la condition « hibernante ». Les protéines différentielles
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entre les deux conditions ont été statistiguement mises en évidence sur la base des médianes des
intensités LFQ (Label-Free Quantification) des triplicats d’injection. Aprés validation de la
distribution des données selon une loi normale (Shapiro test ; p-value > 0.01) ; de I'égalité des
variances (Bartlett test ; p-value > 0.01) et d’une différence significative des valeurs d’intensités
médianes entre les deux conditions (T-test apparié ; p-value < 0.05), 173 protéines différentielles

ont été identifiées entre la phase hibernante et la phase active (dont 35 cas présent/absent).

®,

+» Résultats de la stratégie 2D-DIGE-MS pour I'analyse du protéome du tissu adipeux

L'analyse densitométrique des gels 2D-DIGE a mis en évidence 44 spots protéiques
différentiels (Bartlett test : p-value > 0.01 ; Shapiro test : p-value >0.01 et T-test : p-value < 0.05)
(Figure 28) entre la phase hibernante et la phase active, qui ont été excisés pour une analyse LC-
MS/MS. Les protéines ont été identifiées grace au logiciel Mascot et les identifications protéiques
ont été validées grace au logiciel Proline. Les parametres utilisés pour ces deux logiciels sont
identiques a ceux présentés dans la publication Chazarin et al., 2019 (pages 146 a 166). 103
protéines ont été identifiées sur I'ensemble des spots protéiques, dont 32 protéines ont été

déterminées comme majoritaires avec la stratégie présentée en page 85.
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Figure 28 : Spots protéiques différentiels obtenus pour I'analyse 2D-DIGE du tissu adipeux de l'ours brun.
Les tests statistiques des valeurs de densitométrie ont permis de mettre en évidence les spots protéiques
différentiels T-test, p-value < 0.05.

+» Résultats des deux approches quantitatives pour I'analyse du tissu adipeux

La majorité des protéines (93%) a été identifiée uniquement avec I'une ou l'autre des
stratégies, confirmant la complémentarité de cette double approche. 258 protéines

différentielles ont été identifiées, dont 18 protéines communes aux deux stratégies (Figure 29).
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Stratégie Stratégie
SDS PaGE-XIC 2D-DIGE-MS

Figure 29 : Taux de recouvrement pour les protéines différentielles identifiées entre I'approche SDS PaGE-
XIC et 2D-DIGE-MS

16 des 18 protéines différentielles communes ont été quantifiés avec des facteurs de
changement en abondance protéiques (FC) similaires entre les deux approches quantitatives

(Table 3), démontrant la robustesse de la stratégie analytique.

Table 3 : Tableau récapitulatif des protéines différentielles communes a la stratégie SDS PaGE-XIC et a la
stratégie 2D-DIGE-MS, et des facteurs de changement en abondance protéique (FC). Dans la premiere
colonne sont inscrits les identifiants des protéines d’ours et la derniére colonne affirme (« Oui ») ou réfute
(« Non ») la similarité des FC obtenus par les deux stratégies.

SDS PaGE-XIC 2D-DIGE-MS
FC winter/summer| FC winter/summer]| régulation similaire
D2H6L9 2.377 2.915 Oui
D2H7B7 2.320 3.433 Oui
D2H814 3.019 3.667 Oui
D2H8Q9 -1.709 2.504 Non
D2HHZ6 2.326 3.340 Oui
D2HMB80 2.116 2.915 Oui
D2HR59 3.737 3.327 Oui
D2I061 1.511 3.943 Oui
D2I1F1 1.420 2.296 Oui
D21266 1.786 6.304 Oui
G1LB18 1.949 1.822 Oui
GiLQL3 -1.422 3.943 Non
G1LRBO 2.257 2.406 Oui
G1LVM5 1.582 1.667 Oui
G1M424 2.599 3.069 Oui
G1M910 1.686 2.403 Oui
G1MAP8 1.890 3.433 Oui
G1MGY6 1.838 3.493 Oui
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Pour les protéines dont les FC sont différents entre les deux stratégies (D2H8Q9 et
G1LQL3) il a été constaté dans la base de données neXtProt que les protéines homologues
humaines (PRELP et HNRNPL, respectivement) pouvaient porter des modifications post-
traductionnelles (PTM) comme la glycosylation, la phosphorylation, I'acétylation et la
méthylation. Cela pourrait induire des changements de potentiels isoélectriques ou de poids
moléculaires de ces protéines, répartissant ces protéines sur différents spots protéiques dont des
spots non-différentiels. Ainsi, une partie de ces protéines n’aurait pas été prise en compte dans

la quantification par la stratégie 2D-DIGE-MS.

L’extraction des termes Gene Ontology pour 'ensemble des protéines différentielles a
permis de réaliser un calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles mettant en évidence
16 fonctions biologiques régulées (Figure 30). Nous avons choisi de nous focaliser sur les
différences d’abondance de protéines impliquées dans le métabolisme énergétique

(consommation de substrats lipidiques ou de carbohydrates) ou dans la lipolyse.
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Figure 30: Résultats du calcul d'enrichissement en annotations fonctionnelles sur les protéines
différentiellement exprimées dans le tissu adipeux, entre la phase hibernante et la phase active. ECM :
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matrice extracellulaire, Immune response : réponse immunitaire; Protein metab.: métabolisme
protéique ; Catabolic process : processus catabolique ; Lipid metab. : métabolisme lipidique ; Cell cycle :
cycle cellulaire ; Apopt. : apoptose ; Hyp. : réponse a I’hypoxie ; C. : métabolisme des carbohydrates ; T. :
transport ; H. : hématopoiése ; * : métabolisme des nucléotides, réponse au stress oxydant, transcription,
métabolisme des acides aminés et régulation de la stabilité des ARNm.

33 protéines impliquées dans le métabolisme énergétique du tissu adipeux ont été
identifiées (Figure 31). Dans le détail, 7 protéines différentielles impliquées dans la glycolyse ont
été quantifiées avec les deux stratégies avec des facteurs de changement d’abondance (FC) en
accord avec une augmentation de I'expression de ces protéines durant la phase hibernante. Par
ailleurs, 3 protéines différentielles impliquées dans la consommation de substrats lipidiques ont
été quantifiées avec des abondance plus importantes en phase hibernante. Ces résultats
démontrent que les régulations du métabolisme musculaire observées précédemment semblent

spécifiques au muscle squelettique de I'ours brun.
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Figure 31 : Régulations des abondances de protéines impliquées dans le métabolisme énergétique du tissu
adipeux, avec la combinaison des deux stratégies analytiques. Les protéines dont I'abondance est
augmentée durant la phase hibernante, comparée a la phase active, sont représentées par des encadrés
rouge. Les protéines détectées mais dont le changement d’abondance n’était pas significatif sont
représentées par des encadrés noir. Enfin, les encadrés blancs représentent des protéines qui n’ont pas été
détectées par I'une ou I'autre des stratégies analytiques.

14 protéines impliquées dans la lipolyse ont été identifiées en combinant les résultats

obtenus avec la stratégie SDS PaGE-XIC et la stratégie 2D-DIGE-MS. Parmi les protéines
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identifiées, 11 protéines différentielles ont été identifiées entre la phase hibernante et la phase
active, dont 7 protéines (PLIN1, PRKAR2A, MGL, GNAS1, FABP4, ADIPOQ et GNAI3) avec des
facteurs de changement d’abondance (FC) plus importants entre la phase hibernante comparées
a la phase active (FC compris entre +2.3 et +5.6) et 4 protéines (APOA1, RBP4, PPP1CA et
PPP2R1A) avec des FC moins importants en phase hibernante comparée a la phase active (FC

compris entre -1.3 et -1.7) (Figure 32).
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Figure 32 : Régulations des abondances de protéines impliquées dans la lipolyse du tissu adipeux, avec la
combinaison des deux stratégies analytiques. Les protéines dont I'abondance est diminuée durant la phase
hibernante, comparée a la phase active, sont représentées par des encadrés vert, tandis que les protéines
dont I'abondance est augmentée sont représentées par des encadrés rouge. Les protéines détectées mais
dont le changement d’abondance n’était pas significatif sont représentées par des encadrés noir. Enfin, les
encadrés blancs représentent des protéines qui n’ont pas été détectées par I'une ou I'autre des stratégies
analytiques.

Il a été démontré qu’en période d’hibernation, la source énergétique majeure du

métabolisme est la consommation de substrats lipidiques pour I'ours noir [178], ce qui suggere
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une augmentation de la lipolyse dans le tissu adipeux. Dans nos résultats, nous constatons
effectivement une augmentation de I'abondance de protéines impliquées dans la lipolyse du tissu
adipeux, durant I’hibernation de I'ours brun suggérant une libération plus importante d’acides
gras libres dans le systeme sanguin. Nous avons réalisé un dosage des acides gras libres sur le
sérum d’individus prélevés en phase hibernante et en phase active et montrant une concentration
moyenne 4 fois plus élevée dans le sérum d’ours hibernant (0.36 mmol/L + 0.12) que dans le
sérum d’ours actif (0.09 mmol/L £0.07). Ces résultats sont en accord avec une augmentation de

la libération d’acides gras libres par le tissu adipeux, via la lipolyse.

L’adiponectine (ADIPOQ), une hormone protéique synthétisée dans le tissu adipeux [188],
a été retrouvée 2.8 fois plus exprimée dans le tissu adipeux de I'ours brun hibernant que celui de
I'ours en période active, par I'approche SDS PaGE-XIC. L’adiponectine est capable d’inhiber la
lipolyse dans les adipocytes [189] et d’augmenter |'oxydation des acides gras dans le muscle
squelettique (via une augmentation de la sensibilité a I'insuline) [190]. De plus, il semble que
I'adiponectine régule le maintien ou la perte de masse musculaire, selon la concentration a
laquelle elle est présente [191]. Il serait donc intéressant, de doser la concentration
d’adiponectine dans le sérum (i.e. adiponectinémie) de I'ours hibernant et de I'ours actif afin de
mieux comprendre dans quelle mesure cette hormone pourrait participer a la régulation du
métabolisme et du maintien de la masse musculaire. Pour cela, une méthode de quantification
de I'adiponectine par spectrométrie de masse, avec une méthode LC-SRM, sera développée (page

101).
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Conclusions pour I'analyse du tissu adipeux de I’ours hibernant

L'analyse par spectrométrie de masse du protéome du tissu adipeux de I'ours brun
hibernant et de I'ours brun actif par une double approche quantitative, a permis d’obtenir une
couverture du protéome plus importante que par I'emploi d’'une seule des deux méthodes
guantitatives. De plus, la similarité des régulations d’abondances des protéines communément
identifiées et quantifiées entre I'approche SDS PaGE-XIC et I'approche 2D-DIGE-MS démontre la
robustesse de notre stratégie analytique. Par ailleurs, les régulations observées dans le tissu
adipeux ne reproduisent pas celles mises en évidence pour le muscle squelettique, démontrant
gue ces dernieres sont bien spécifiques. Les résultats obtenus pour le tissu adipeux seront

approfondis dans les mois a venir et seront valorisés dans une publication.
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Contexte

Lors de la caractérisation du protéome du tissu adipeux de I'ours brun par la double approche
guantitative (résultats présentés ci-dessus), il a été mis en évidence que I'abondance de
I’'adiponectine, une hormone protéique, était plus importante durant I’hibernation comparée a la
phase active. L’adiponectine est une hormone produite majoritairement par le tissu adipeux [188]
et dont le niveau d’expression est intrinséquement lié a la masse corporelle d’un individu. En
effet, chez ’homme, il a été constaté que la concentration sanguine en adiponectine était moins
importante chez des sujets obéses [192]. Or, avant I'hibernation, les ours entrent dans une phase
d’hyperphagie entrainant une importante prise de poids [193], puis lors de I'hibernation, leurs
masses corporelles diminuent progressivement jusqu’a 40% de perte [194] dont la majeure partie
est du tissu adipeux. De plus, la concentration plasmatique d’adiponectine est plus élevée pour
des hommes pratiquant un jeGine de longue durée [195]. Par ailleurs, I'adiponectine est impliqué
dans le maintien de la température corporelle, comme cela a été démontré chez des souris dont
la température corporelle ne pouvait pas étre maintenue en inhibant I'expression du géne de
I'adiponectine [196]. Cette hormone pourrait également étre en partie responsable du maintien
de la température corporelle chez I'ours brun hibernant. Enfin, I'adiponectine est une hormone
capable de sensibiliser I'organisme a l'insuline endogene [197] et d’augmenter I'oxydation des
acides gras dans le muscle squelettique (via une augmentation de la sensibilité a I'insuline) [190].

Il est donc possible que la concentration d’adiponectine dans le sang soit largement régulée par
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le cycle saisonnier de I'ours brun, avec une concentration plus importante pendant I’hibernation

comparé a la phase active.

Le niveau d’adiponectine circulante a déja été mesuré en concentration plus importante dans
le sérum de grizzly captifs [198] et dans le sérum d’ours noir américain [199] par méthode ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Cependant, par spectrométrie de masse (stratégie SRM),
les protéines de faible concentration (comme I’adiponectine) peuvent étre quantifiées de
maniére plus sensible et avec une spécificité supérieure, puisque la quantification de la protéine
est réalisée sur plusieurs peptides, contrairement a la méthode ELISA ou la quantification est
basée sur la détection d’un seul épitope. Enfin, une trés bonne corrélation a été observée entre
la méthode SRM et des méthodes de quantifications reconnues (comme le dosage ELISA par
exemple [200]). Une méthode d’analyse microLC-SRM a donc été développée pour quantifier le
niveau d’adiponectine circulante dans le sérum d’ours brun. Dans ce paragraphe, seul le
développement de la méthode est présenté tandis que les mesures d’adiponectinémie sur des

sera d’ours bruns hibernants et actifs seront réalisées dans les mois a venir.

Matériels et méthodes: construction de la librairie spectrale, préparation des

échantillons et optimisation des parameétres d’acquisition en microLC-SRM

e Sélection des peptides protéotypiques de I’adiponectine

Les peptides sélectionnés étaient protéotypiques, c’est-a-dire que leurs séquences n’ont
été identifiées que pour I'adiponectine, sur I'ensemble des protéines de la base de données

UniProt de I'ours brun. Par ailleurs, leurs séquences n’incluaient ni site de clivage spécifique a la

trypsine, ni résidus méthionines ou cystéines. Les mémes séquences peptidiques ont été

102



|| Publication 1

identifiées pour la protéine humaine homologue et en consultant la base de données PeptideAtlas
[165] il a été constaté que ces peptides étaient facilement détectables, avec un ESS supérieur a
0.33 (Empirical Suitability Score). Finalement, 5 peptides protéotypiques de I'adiponectine de
'espéce Ursus arctos arctos ont été sélectionnés pour I'analyse microLC-SRM :
GDTGETGVTGVEGPR ; GEPGESAYVYR ; IFYNLONHYDGTTGK ; SAFSVGLESR et VTVPNVPIR. Les
peptides ont été synthétisés avec une marquage isotopique en C-terminal : les lysines (K) ont été
remplacées par des lysines marquées (K*; U-13C6, U-15N2) et les arginines (R) ont été

remplacées par des arginines marquées (R* ; U-13C6, U-15N4) (société JPT).

e Construction de la librairie spectrale a partir des peptides marqués synthétisés

Des échantillons de référence contenant 5, 15 ou 25 fmol de chaque peptide marqué ont été
analysés pour construire la librairie spectrale. lls ont été analysés sur un systeme UPLC
(NanoAcquity, Waters) couplé a un Q-Exactive Plus (Thermo Scientific), avec débit de 450nl/min,
un gradient d’élution de 1 a 35% de solution acétonitrile, 0.1% acide formique ; sur 40 minutes.
Les parametres du spectrometre de masse étaient identiques a ceux décrits en page 131 a
I’exception de la résolution MS qui a été augmentée a 140.000 (m/z 200). L'identification des
peptides a été réalisée grace au logiciel Mascot (Matrix Science) contre a une banque de données
ne contenant que la séquence de I'adiponectine de I'ours brun issue de la banque de données
UniProt. Les paramétres de recherche étaient les suivants: un site de clivage manqué au
maximum, modification fixe: carbamydométhylation des résidus cystéines, modifications
variables : oxydation des résidus méthionine, marquage : 13C(6) 15N(2) (K) et 13C(6) 15N(4) (R),

tolérance MS: 5 ppm et tolérance MS/MS : 0.07 Da. Les fichiers obtenus ont été chargés et
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analysés grace au logiciel Skyline (Sciex) et ont constitué la librairie spectrale qui a été utilisée par
la suite pour déterminer les transitions a suivre (fragments a analyser pour chaque peptide) en
comparant I'ordre relatif des intensités obtenu entre les transitions de chaque peptide marqué

synthétisé avec celui obtenu pour les peptides endogénes.

e Préparation des échantillons de sérum d’ours brun pour I’analyse microLC-SRM

Les concentrations protéiques d’un sérum d’ours brun hibernant et d’'une sérum d’ours brun
actif ont été déterminées par dosage colorimétrique BCA (Bio-rad Protein Assay, Bio-Rad). 2mg
de protéines sériques ont été conditionnés dans un tampon 8M Urée, 0.1IM ammonium
bicarbonate. Aprés I'ajout d’un agent réducteur (DTT, 12mM) et d’un agent alkylant (IAM 40mM),
les protéines ont été digérées en solution avec de la trypsine sur la nuit a 37°C (ratio trypsine :
protéines de 1 : 100). La digestion a été interrompue par ajout d’acide formique et le produit de
digestion (peptides) a été concentré par extraction sur phase solide (Solid Phase Extraction, Sep-
Pack 100mg). Les peptides ont été élués dans un volume de 600uL d’une solution contenant 60%
ACN, 0.1% acide formique. Apres évaporation
des solvants, les peptides ont été solubilisés avec une solution aqueuse contenant 2% ACN, 0.1%
acide formique. Les analyses microLC-SRM ont été réalisées sur 2uL d’échantillon (soit 3ug de
peptides sériques). Les peptides ont été chargés sur une colonne d’enrichissement (Zorbax, C18,
1mmx17mm, 5um ; Waters) a un débit de 50uL/min (100% H20, 0.1% AF) durant 3 minutes.
Ensuite les analytes ont été séparés sur une colonne séparative (Zorbax 300, C18,
0.3mm*150mm, 3.5um ; Waters), maintenue a 35°C, avec un gradient 2-50% sur 130minutes. Le

TSQ Vantage (Thermo Scientific) a opéré en mode positif avec une pression de 1.5 mTorr pour le
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gaz de collision (azote) et les résolutions du premier et du troisieme quadripdle ont été fixées a

0.7Da.

e Détermination des temps de rétention des peptides marqués synthétisés par analyse

microLC-MS/MS

Afin de déterminer les temps de rétention de chaque peptide, un échantillon de référence
contenant 800fmol de chaque peptide marqué a été analysé sur le systeme microLC-SRM
présenté ci-dessus. Aprés traitement des données grace au logiciel Skyline, une fenétre d’isolation

de 10 minutes autour du temps de rétention a été sélectionnée pour chaque peptide.

e Détermination des transitions a suivre grace a I’analyse de I’échantillon de référence

dans la matrice, sur le systéme microLC-SRM

Un échantillon constitué de 3ug de peptides théoriques obtenus a partir des extraits
protéiques du sérum d’ours blanc et de 800fmol de peptides marqués a été analysé sur le systeme
microLC-SRM comme décrit ci-dessus. 6 transitions ont été suivies dans une fenétre de temps de
10 minutes autour des temps de rétention déterminés auparavant. Aprés traitement des données
grace au logiciel Skyline, 4 transitions ont été conservées par peptides selon les critéres suivants :
les signaux de ces transitions ne sont pas interférés par d’autres signaux et I'ordre relatif des

intensités de ces transitions est similaire a celui obtenu sur la librairie spectrale.
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e Détermination de I’énergie de collision optimale pour chaque transition grace a

I’analyse de I’échantillon de référence dans la matrice, sur le systéme microLC-SRM

Grace au logiciel Skyline, une méthode a été obtenue pour tester 5 énergies de collision :
différence de 2V entre deux énergies de collision testées (appelé « pas ») et avec deux « pas »

autour de I’énergie de collision optimale déterminée automatiquement par Skyline.

Résultats : détection de 4 peptides endogéenes de I’adiponectine dans le sérum de I'ours
brun

Grace aux optimisations mises en place (détermination de la fenétre d’isolation, sélection
des transitions a suivre et optimisation de I'énergie de collision), 4 peptides endogénes de
I’adiponectine ont été détectés dans le sérum de I'ours brun hibernant et dans le sérum de I'ours
brun actif par microLC-SRM. Pour chaque peptide, 4 transitions ont été suivies et I'ordre relatif
de ces transitions a été respecté entre I'échantillon de référence seul ou ajouté a la matrice (i.e.

peptides issus de la digestion des protéines sériques) (Figure 33).
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Figure 33 : Détection des 4 peptides de [I'adiponectine ( IFYNLQNHYDGTTGK; SAFSVGLESR;
GDTGETGVTGVEGPR et VTVPNVPIR) endogénes dans le sérum d’ours brun hibernant (panel du haut) ou
synthétisés (panel du bas) par microLC-SRM. Pour chaque peptide, 4 transitions ont été suivies
(représentées par les différentes courbes de couleur sur chaque fenétre). L’ordre et les intensités relatives
des transitions étaient similaires pour un méme peptide endogéne et sa forme synthétique marquée.

L'analyse du sérum d’ours hibernant et du sérum d’ours actif a été réalisée avec notre
méthode, afin de nous assurer que nous pouvions quantifier I'adiponectine, et ce
indépendamment des éventuelles changement de concentration. Or les résultats préliminaires
obtenus sont équivalents pour les deux sera, démontrant que cette méthode pourra étre
appliquée a I'étude d’une cohorte d’échantillons sériques provenant d’ours brun hibernant et

actif.
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Conclusion : la quantification de I'adiponectine pourra étre réalisée dans le sérum de
I’ours bun par microLC-SRM

Grace a la spectrométrie de masse, une méthode microLC-SRM a permis de détecter 4
peptides protéotypiques de I'adiponectine de I'ours brun. Avant d’appliquer cette méthode a
I’étude d’une cohorte d’échantillons, il sera nécessaire de déterminer la LOD (Limit Of Detection)
et la LOQ (Limit Of Quantification) de chaque peptide. La LOD détermine la quantité de peptides
marqués la plus faible pouvant étre détectée par analyse microLC-SRM. La LOQ détermine la
qguantité la plus faible de chaque peptide pour laquelle I'intensité par analyse microLC-SRM
répond de maniére linéaire, comparée a des concentrations plus importantes. A I'avenir, cette
méthode permettra de quantifier I'adiponectine dans le sérum d’ours hibernant ou le sérum
d’ours actif sur une cohorte d’échantillons. Il sera alors possible d’évaluer si la concentration en

adiponectine est régulée entre ces deux situations.
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Contexte

Les vésicules extracellulaires (EV, Extracellular Vesicles) sont des vésicules circulant dans le
systeme sanguin. Le contenu de ces vésicules est appelé cargo et il est constitué d’acides
nucléiques, de lipides et de protéines. Depuis plusieurs années, il y a un regain d’intérét a étudier
les EV comme transporteurs de molécules actives, comme dans le cas du cancer du sein ou il a
été démontré que les EV sécrétées par des cellules métastatiques du cancer du sein contenaient
un microARN (miR-200) capable d’étre absorbé et d’induire un comportement métastasique sur
des cellules en culture [201]. D’autre part, les exosomes (sous-classe des EVs) permettent
également de réguler la concentration intracellulaire, comme dans le cas de myotubes traités a
la dexaméthasone (facteur d’induction de l'atrophie musculaire) ou il a été montré que
I'abondance en microARNs (miR-182 et miR-23a) était plus importante dans les exosomes

permettant d’en réduire la concentration intracellulaire [202, 203].

Nous avons souhaité caractériser par spectrométrie de masse le cargo protéique d’exosomes
isolés a partir de sérum d’ours brun afin d’en déterminer les éventuels réles sur les adaptations a
I’hibernation. Dans les paragraphes suivants sont présentés les résultats préliminaires obtenus
pour deux méthodes d’isolement des exosomes sériques a partir d’'un méme échantillon d’ours

brun.

Actuellement il existe deux méthodes d’isolement d’exosomes a partir d’échantillons

sériques : par ultracentrifugation (UC) et par SEC (Size Exclusion Chromatography). Le principe de
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SEC est présenté en page 22. Il existe peu d’études ayant comparé ces deux méthodes d’isolement
a partir d’échantillons sériques. L'isolement d’exosomes par SEC permettrait d’obtenir un
meilleur rendement que lisolement d’exosomes par UC, cependant les fractions obtenues
pourraient étre fortement contaminées par les protéines sériques majoritaires et les
lipoprotéines [204, 205]. Nous avons voulu déterminer la méthode d’isolement d’exosomes la
plus adaptée, entre I'UC et la SEC, pour une analyse du cargo protéique des exosomes d’ours brun

par spectrométrie de masse.

Matériels et méthodes

e Description et préparation des échantillons

= Isolement des exosomes sériques d’ours brun par SEC et analyse des extraits

protéiques par spectrométrie de masse

A partir de 0.5mL de sérum d’ours brun, 24 fractions SEC ont été collectées, dans un tampon
PBS, par nos collaborateurs. Cette méthode a été réalisée a 4 reprises afin d’obtenir des réplicas
techniques. Une analyse NTA (Nanoparticules Tracker Analysis), a été réalisée sur chacun des
réplicas de chaque fractions SEC afin de déterminer les fractions susceptibles de contenir les
exosomes. Apres I'analyse NTA, les fractions 8 a 12 ont été sélectionnées pour I'analyse par
spectrométrie de masse car elles semblaient contenir une concentration plus importantes de
particules sériques, comparées aux autres fractions SEC (les résultats de I'analyse NTA sur les 24

fractions ne sont pas montrés ici) (Figure 34).
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Analyse NTA sur les fractions SEC (6 a 12) obtenues
aprés fractionnement du sérum d’ours brun
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Figure 34 : Analyse NTA (Nanoparticules Tracker Analysis) des fractions SEC 6 a 12 afin de déterminer les
fractions SEC susceptibles de contenir les exosomes isolés a parti du sérum d'ours brun. L'encadré vert
représentent les 5 fractions SEC sélectionnées (fractions 8 a 12) pour I’analyse par spectrométrie de masse.

Apres réception des échantillons au laboratoire, un réplica de chacune des 5 fractions SEC
(fractions 8 a 12) a été utilisé pour I'analyse par spectrométrie de masse. Un tampon de lyse RIPA
(SIGMA [SDS 0,1%, NaCl 150mM, sodium deoxycholate 0,5%, Triton x100 1%, Tris 50mM pH8]) a
été ajouté pour déstabiliser les membranes des exosomes et libérer le cargo exosomal. Les cargos
ont été isolés des résidus membranaires par centrifugation (5.000g, 12 minutes, 4°C). Les
protéines ont été concentrées par précipitation avec 9 volumes d’acétone froid (-20°C) sur la nuit.
Le culot protéique a été isolé par centrifugation (5.000g, 12 minutes, 4°C) et solubilisé dans un
tampon constitué de 8M urée et de 0.1m ammonium bicarbonate. La concentration protéique de

chaque fraction SEC a été déterminée par dosage colorimétrique de type RC-DC (RC-DC Protein
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Assay, SIGMA). La totalité de I'extrait protéique d’une fraction a été décomplexifié sur deux
bandes protéiques (2mm de hauteur pour chaque bande) par électrophorése sur un gel SDS PaGE.
Aprés excision des bandes protéiques, un agent réducteur (DTT) et un agent alkylant (IAM) ont
été ajoutés avant une digestion trypsique (ratio trypsine : protéines a 1 : 50) sur la nuit, a 37°C.

Les peptides issus de la digestion ont été extraits des bandes de gels.

= Isolement des exosomes sériques d’ours brun par ultracentrifugation (UC) et analyse

des extraits protéiques par spectrométrie de masse

A partir de 12 mL de sérum d’ours brun, 1 fraction contenant les EVs a été isolée et reprise
dans un tampon PBS par nos collaborateurs. Apres réception, les protéines ont été extraites et
isolées avec la méme méthode que celle présentée pour les exosomes isolés par SEC. Les extraits
protéiques ont été repris dans un tampon Laemmli (SDS a 2 %, Tris pH 6,8 10mM, EDTA 1mM et
glycérol 10%). La concentration protéique a été déterminée par dosage colorimétrique de type
RC-DC (RC-DC Protein Assay, SIGMA). 30ug des extraits protéiques ont été décomplexifiés en dix
bandes protéiques par électrophorese sur gel SDS PaGE. Apres excision des bandes protéiques,
un agent réducteur (DTT) et un agent alkylant (IAM) ont été ajoutés avant une digestion trypsique
(ratio trypsine : protéines a 1 : 50) sur la nuit, a 37°C. Les peptides issus de la digestion ont été

extraits des bandes de gels.

e Analyses LC-MS/MS des extraits protéiques d’exosomes sériques d’ours brun

Pour I'extrait protéique d’exosomes sériques isolés par UC, 300ng théoriques de peptides ont

été analysés sur un systeme UPLC NanoAcquity (Waters) couplé a un Q-Exactive Plus (description
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du systeme en page 131). Les peptides ont été élués de la colonne séparative avec un gradient de

1 a 35% d’acétonitrile sur 40 minutes.

Pour les extraits protéiques de chaque fraction SEC, 200ng théoriques de peptides ont été
analysés sur un systéme UPLC (NanoElute, Bruker Daltonics) couplé a un TimsTOF Pro (Bruker
Daltonics). Les peptides ont été concentrés sur une colonne de concentration (nanoEase, C18,
20mm*180um, 5um, 100A) avec une pression constante de 217.5bars sur une durée de 3
minutes. Les peptides ont ensuite été élués de la colonne séparative Aurora (lonOpticks, C18,
250mm*75um, 16um) maintenue a 50°C, avec un gradient de 2% a 40% d’acétonitrile acidifié
(0.1% d’acide formique) sur une durée de 63 minutes, a un débit de 0.4uL/min. Les spectres MS

et MS/MS ont été acquis sur une gamme de masse de 100m/z a 1.700m/z.

e Identification des protéines

Pour les analyses de l'extrait protéique issu de l'isolement par UC, l'identification des
protéines a été réalisée grace a I'algorithme Andromeda implémenté dans MaxQuant (version
1.5.8.3), contre une banque de données de séquences protéiques téléchargée a partir de la base
de données UniprotKB via la suite logicielle MSDA (Taxonomie 9632, Ursidae, 13 Nov. 2017,
36.896 entrées). Les contaminants communs du fichier contaminants.fasta inclus dans MaxQuant
ont été ajoutés et les séquences protéiques decoy ont été automatiquement générées par le
logiciel. Les tolérances pour la premiere recherche MS et la recherche principale ont été
respectivement fixées a 20ppm et 4.5ppm. La tolérance sur la recherche MS/MS a été fixée a
40ppm et le nombre maximal de sites de clivages manqués a 1. La carbamidométhylation des

résidus cystéines a été considérée comme modification fixe, et I'oxydation des résidus
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méthionines et I'acétylation de I'extrémité protéique N-ter en modifications variables. Les
identifications ont été validées avec une valeur seuil de FDR de 1% pour les peptides (longueur
de séquence minimale de 7 acides aminés) et les protéines. L’option de report des identifications
MS d’une analyse a l'autre (« match between runs ») a été paramétrée avec une fenétre de temps

de rétention de 1.5 minutes apres réalignement.

Pour les analyses des extraits protéiques issus de I'isolement par SEC, les données brutes ont
été automatiquement converties en mgf (mascot generic files) par le logiciel Compass Data
Analysis (version 5.2) implémenté dans le systeme contrélant le TimsTOF. Les protéines ont été
identifiées grace au logiciel Mascot (Matrix Science) contre une banque de séquences protéiques
créée sur la suite logicielle MSDA a partir de la base de données UniProtKB (Taxonomie 9632,
Ursidae, 01 Avril 2019, 63.385 entrées) et contenant les séquences protéiques decoy. Les
séquences de la trypsine et des contaminants usuels ont été ajoutées. Des tolérances de 15 ppm
et de 0.05 Da ont été fixées pour les recherches MS et MS/MS, respectivement ; et un site de
clivage manqué au maximum. Les modifications fixes et variables considérées ont été les mémes
gue ci-dessus. Les identifications ont été validées grace au logiciel Proline avec un seuil FDR placé
a 1% pour les protéines et les peptides (longueur minimale des séquences peptidiques de 7 acides

aminés, score minimum de 25).

Les protéines humaines homologues des protéines d’ours brun identifiées ont été
déterminées grace a l'algorithme Fasta v36 implémenté sur notre Galaxy (développement

présenté en page 63).

114



|| Publication 1

Identification par spectrométrie de masse des protéines du cargo des exosomes sériques
d’ours brun isolés par UC et par SEC

546 et 513 protéines homologues humaines ont été identifiées a partir des exosomes isolés
dans le sérum d’ours brun par UC et par SEC, respectivement. Les deux méthodes d’isolement
permettent d’identifier un nombre équivalent de protéines exosomales. Cependant, seulement
37% des protéines ont été communément identifiées entre les deux stratégies d’isolement (287
protéines sur un total de 772 protéines uniques) (Figure 35), montrant que différents protéomes
sont isolés selon la méthode d’isolement choisie, ce qui ne permet pas de distinguer I'une des

méthodes.

SEC

Figure 35 : Recouvrement entre les protéines homologues humaines identifiées a partir des exosomes isolés
par UC (bleu) et des exosomes isolés par SEC (rouge).

Les nombres de protéines identifiées dans chacune des 5 fractions SEC étaient similaires.
Par ailleurs, 145 protéines ont été communément identifiées sur I'’ensemble des fractions (soit
28%, 145/513) et le nombre de protéines identifiées uniquement dans I'une des 5 fractions était
compris entre 3 et 86 protéines, montrant que les protéomes identifiés dans chaque fraction sont

légerement différents.

115



|| Publication 1

Apres l'isolement des exosomes par SEC du sérum d’ours brun, les fractions ont été
analysées par NTA permettant de confirmer la présence d’EVs dans chacune des fractions
sélectionnées. Cependant, ce type d’analyse est insuffisant pour différencier les exosomes des
autres types de EVs, comme les lipoprotéines qui sont généralement co-isolées avec les exosomes
par SEC [204, 205]. Afin de déterminer les fractions au sein desquelles les exosomes et les
lipoprotéines ont été isolés, la présence de protéines de la famille tétraspanine et de
I'apolipoprotéine B, marqueurs des membranes des exosomes et des lipoprotéines
respectivement, ont été recherchées [205], ont été recherchés. Les protéines CD81 et CD9, de la
famille des tétraspanines, ont été identifiées dans la fraction 9 seulement, alors que
I'apolipoprotéine B a été identifiée dans I'ensemble des fractions, a I'exception de la fraction 8.
Ces résultats suggérent un co-isolement de lipoprotéines dans la majorité des fractions, tandis
gue les exosomes seraient majoritairement présents dans la fraction 9. Une contamination par
des lipoprotéines pourrait expliquer que le protéome identifié aprés isolement des exosomes par
SEC soit si différent du protéome identifié par isolement par UC qui serait alors plus représentatif
du cargo exosomal. En effet, il est possible qu’une grande partie des protéines identifiées dans
les fractions SEC soit en réalité des lipoprotéines qui n’ont pas été isolées par UC. Par ailleurs, il
est important de noter que les marqueurs des exosomes sont des protéines membranaires dont
la détection par spectrométrie de masse est souvent difficile sans étape d’isolement ou
d’enrichissement des protéines membranaires, ou |'utilisation d’un tampon contenant des agents
chaotropes, des fortes concentrations de détergents ou de solvants organiques [206]. Une
analyse par microscopie électronique permettra de différencier et de quantifier les différents

types d’EV dans les fractions SEC.
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Conclusion : différentes méthodes d’isolement des exosomes permettent d’identifier
des protéomes différents

Grace a une analyse par spectrométrie de masse, nous avons démontré qu’il existait une
différence entre le protéome d’exosomes isolés par SEC et celui d’exosomes isolés par UC. Nos
résultats ont également démontré une possible contamination des exosomes isolés par SEC par
des lipoprotéines. Tant que cette hypothése n’est pas vérifiée par microscopie électronique, il
n’est pas possible de déterminer la meilleure méthode d’isolement d’exosomes (ayant un bon

rendement et étant la plus spécifique) a partir du sérum d’ours brun.
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Contexte

Le LCR (Liquide Céphalo-Rachidien) est le liquide dans lequel baigne le cerveau et la moelle
épiniere (i.e. le systéme nerveux central, SNC). La concentration protéique du LCR est faible et sa
composition protéique est provient a 80% du plasma [207]. Les régulations de composition du
LCR sont représentatifs des régulations du systémes nerveux central et c’est la raison pour
laquelle la recherches de biomarqueurs de maladies neurodégénératives par spectrométrie de
masse dans le LCR est aujourd’hui largement répandu [150]. De plus, le SNC contréle

I’'homéostasie énergétique comme la thermorégulation de I'organisme [208].

Par ailleurs, il a été démontré que lors de I'hibernation, le SNC pouvait jouer un réle
central, notamment via la mise en place d’une neuroprotection limitant le nombre de cellules
cérébrales mortes aprés une blessure chez le spermophile hibernant mais pas chez le spermophile
actif [209]. Cela nous laisse supposer qu’il pourrait y avoir des régulateurs exprimés au niveau du
systéme nerveux central chez I'ours hibernant, et qui induiraient des changements dans la
composition protéique du LCR. Pour cela il sera possible de mettre en place une analyse de
protéomique différentielle par spectrométrie de masse d’échantillons de LCR prélevés sur des
individus hibernants ou actifs. Ici, nous présentons la stratégie analytique appliquée pour

caractériser le protéome du LCR d’ours brun.

Matériel et méthodes

Nous avons obtenu des échantillons de liquide céphalo-rachidien (LCR), prélevés sur deux

ours bruns captifs par les vétérinaires d’un parc animalier. Les protéines ont été concentrées par
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ultrafiltration sur un filtre de seuil de poids moléculaires (Molecular Weight Cut-Off) de 5kDa
(Millipore) avec une centrifugation a 15.000g a 4°C. Les échantillons ont été centrifugés une
premiere fois durant 30 minutes. Afin d’éliminer les sels restants et de conditionner les protéines
dans un tampon compatible avec une décomplexification sur gel SDS PaGE, 450uL d’une solution
SDS 2%, Tris 10mM pH 6.8, EDTA 1mM et 10% glycérol, contenant des inhibiteurs de protéases
(Thermo Scientific), ont été ajoutés. Les échantillons ont été a nouveau centrifugés (15.000g,
température ambiante, 30 minutes) jusqu’a obtenir un volume final de 75uL. Les concentrations
protéiques de chaque échantillon ont été déterminé par dosage colorimétrique DC (RC-DC Biorad
protein assay). 80ug de protéines ont ensuite été solubilisés dans un tampon Laemmli avant une
séparation électrophorétique sur gel SDS PaGE. Au final, 26 bandes protéiques de 2mm ont été
excisées pour chaque échantillon. L'alkylation, la réduction, la digestion protéolytique des

protéines sur gel et I’extraction des peptides ont été réalisées.

Un volume de 3pL d’extrait peptidique a été analysé selon l'intensité de la banque
protéique sur le gel SDS PaGE. Les peptides ont été analysés sur un systéme chromatographique
NanoAcquity (Waters) couplé a un Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Les peptides ont d’abord
été chargés sur une colonne d’enrichissement (C18 180umx20mm, 5um ; Waters) a un débit de
5uL/min (99% H20, 0.1% AF ; 1% ACN, 0.1% AF) durant 3 minutes. Ensuite les analytes ont été
séparés sur une colonne séparative (BEH130 C18 75um*250mm, 1.7um ; Waters), maintenue a
60°C. L’élution des peptides a été réalisée en augmentant graduellement le pourcentage du
solvant chromatographique (contenant de I'acétonitrile pur avec 0.1% AF), de 1% a 35% sur une
durée de 40 minutes, a un débit constant de 450nL/min. Les parameétres d’acquisition du Q-

Exactive Plus étaient identiques a ceux présentés en page 131.
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L'identification des protéines a été réalisée grace au logiciel Mascot (Matrix Science). La
suite logicielle MSDA [95] a été utilisée pour générer une banque de données protéiques
contenant les séquences des protéines d’ours (taxonomie 9632, Ursidae, Aolt 2017, 37.013
entrées), a partir de la base de données UniProtkKB. Les séquences decoy ont été
automatiquement ajoutées ainsi que la séquence protéique de la trypsine et des contaminants
communs. Les parameétres de recherche ont été définis comme suit : un site de clivage manqué
au maximum, carbamydomeéthylation des résidus cystéines en modification fixe, oxydation des
résidus méthionine en modification variable, tolérance MS de 5ppm et tolérance MS/MS de
0.07Da. L'ensemble des identifications obtenues a été validé avec le logiciel Proline en fixant un
seuil de FDR a 1% au niveau peptidique et protéique, et un ion score supérieur a 25. Les protéines
homologues humaines des protéines d’ours identifiées ont été déterminées grace au logiciel

Fasta v36 implémenté sur plateforme Galaxy (présenté en page 63).

Résultats et interprétations

1179 et 1227 protéines homologues humaines ont été identifiées pour le premier et le
second échantillon, respectivement. Prés de 58 % des protéines homologues humaines ont été

communément identifiées entre les deux échantillons (Figure 36).
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LCR1 LCR1

Figure 36 : Protéines homologues humaines identifiées aprés analyse par spectrométrie de masse de deux
échantillons de LCR d’ours buns.

Il estimportant que noter que ces échantillons provenaient de deux individus, euthanasiés
a des périodes différentes et I'un des échantillons (LCR 1) était fortement hémolysé, pouvant

expliquer les différences entre les deux listes des protéines identifiées.

En 1992, I'équipe de Kondo et Kondo a découvert 4 protéines dans le plasma de tamias :
HP20, HP25, HP27 et HP55. Les trois premiéres protéines s’associeraient dans le foie pour former
le complexe HP20c, avant d’étre transporté dans la circulation sanguine ou la protéine HP55
s’ajoute au complexe HP20c pour former un nouveau complexe HPc [210]. Ces protéines
possedent des domaines semblables a ceux du collagéne, a I'exception de la protéine HP55 qui
est homologue a la protéine humaine a 1-antitrypsine. En 2006, la méme équipe a démontré que
la concentration sanguine des protéines HP20, 25 et 27 était trés diminuée durant la phase
hibernante, comparé a la phase active, et trées augmentée dans le LCR [211]. De plus, I'injection
d’anticorps dirigés contre le complexe HP20c dans le LCR des tamias hibernant, induit un réveil

des animaux contrairement au groupe contréle [210]. Nous avons donc recherché les protéines
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homologue humaines des protéines HP20, HP25, HP27 et HP55 dont I'abondance était plus
importante dans le LCR des tamias hibernants [211]. Ces protéines sont disponibles dans la base
de données TrEmbl (a I'exception de la protéine HP55) ce qui nous a permis de déterminer les
protéines humaines homologues. A noter que la séquence de la protéine HP25 renseignée ne
compte que 14 acides aminés ne permettant pas de réaliser un BLAST. Pour les protéines HP20
et HP27, une méme protéine homologue humaine a été identifiées (collagéne alpha 1) et nous
avons considéré la protéine alpha-1-antitrypsine comme homologue humaine de la protéine
HP55 (donnée issue de la littérature). Dans nos données, ces deux protéines homologues
humaines ont été identifiées pour les deux échantillons de LCR d’ours brun. Nous pouvons donc
supposer que notre méthode a permis d’identifier des protéines dont I'abondance est
significativement régulée durant la phase hibernante. Dans le cadre d’une analyse de
protéomique différentielle entre des échantillons de LCR d’ours bruns hibernants et d’ours bruns

actifs, il sera intéressant alors de déterminer les variations d’abondance de ces protéines.

Par la suite, la visualisation des protéines homologues humaines sur les cartes de la base
de données KEGG (algorithme présenté en page 66) a permis d’identifier des protéines impliquées
dans 6 systémes synaptiques: 5, 8, 9, 11, 15 et 21 protéines ont été identifiées dans le
fonctionnement des synapses GABAergiques, sérotoninergiques, glutamatergiques,
cholinergiques, dopaminergiques et adrénergiques, respectivement. Ces systéemes synaptiques
sont impliqués dans la régulation de fonctions comme la contraction musculaire, I'éveil ou le
sommeil, la fréquence cardiaque ou la température corporelle. Dans le cas de I'ours hibernant,

étudier ces systemes synaptiques pourrait permettre de mieux appréhender les régulations mises
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en place dans le SNC lors de I'hibernation, qui pourraient étre impliqués dans la régulation de la

température corporelle ou encore dans la régulation du sommeil.

Conclusion

Nous avons mis en place une méthode de préparation d’échantillon permettant de
caractériser le protéome du LCR de I'ours brun. Il nous a été possible d’identifier des protéines
homologues humaines de protéines identifiées spécifiguement dans le plasma et le LCR des
tamias hibernants, montrant que notre méthode pourrait identifier des marqueurs protéiques de
I’"hibernation dans le LCR d’ours brun. Par ailleurs, des protéines impliquées dans 6 systéemes
synaptiques et régulant I’'hnoméostasie de I'organisme ont été identifiées et pourraient permettre
de mieux appréhender les mécanismes régulés au niveau du SNC, lors de I'hibernation de I'ours
brun. Cette méthode d’analyse par spectrométrie de masse pourrait étre appliquée a une
approche de protéomique différentielle quantitative sur des échantillons de LCR d’ours bruns

actifs et hibernants.
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Le lancement de ce projet a bénéficié des conseils judicieux de Christine Schaeffer et Justine
Schneider du LSMBO, et le protocole initial d’enrichissement en phosphopeptides nous a été
transmis par le laboratoire de Proteomique et Spectrométrie de masse des biomolécules de

I'Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale de Toulouse.

Contexte

Les PTM (Post-Translational Modifications) sont largement impliquées dans la régulation des
voies de signalisation. Aprés la production et la maturation des protéines, des enzymes
spécialisées sont capables de modifier chimiquement certains résidus de la séquence protéique.
La phosphorylation est la PTM considérée comme « l'interrupteur moléculaire » le plus
important. Par ailleurs, il a déja été montré que le niveau de phosphorylation de facteurs de
transcription [212] et de protéines [213] étaient liées a la régulation de la masse musculaire et au
développement de la sarcopénie (i.e. atrophie musculaire liée a I'age). Identifier les sites de
phosphorylations des protéines, permettraient de mieux appréhender les mécanismes mis en
place dans la préservation du muscle squelettique durant I’hibernation de I'ours brun. Nous avons
donc choisi de développer une méthode de phosphoprotéomique afin de d’identifier les sites

phosphorylations sur les protéines musculaires de I'ours brun.

Stratégie analytique

Afin d’utiliser une méthode reproductible, efficace pour [|‘enrichissement des

phosphopeptides et facile a réaliser, nous avons optimisé différentes étapes d’un protocole
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d’enrichissement en phosphopeptides a partir de peptides trypsiques issus de la digestion

d’extraits protéiques de muscle squelettique d’un ours brun (Figure 37).
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Figure 37 :

Schématisation du protocole d'enrichissement en phosphopeptides avec une partie des
optimisations réalisées. La stratégie finalement sélectionnée apres les tests (fleches bleues) est présentée
par les fleches jaunes. * : I’élution des phosphopeptides fixés sur les billes TiO2 a par la suite était réalisée
par centrifugation (page 140).

Matériels et méthodes

Extraction des protéines a partir de biopsies musculaires d’ours brun

L’échantillon sélectionné pour les optimisations du protocole de phosphoprotéomique est

une biopsie musculaire d’ours brun provenant d’un parc zoologique. Le tissu congelé a été divisé

en plusieurs parties qui ont été broyées de maniére mécanique, a froid et a sec, avec des billes

d’acier (MMA400, Retsch). Des cycles de 30 secondes avec une fréquence de 30 Hertz ont été

réalisés jusqu’a I'obtention d’une poudre homogene. Les protéines ont été extraites en ajoutant
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un tampon de lyse de 6M Urée, 0.1M bicarbonate d’ammonium, 2% CHAPS, des inhibiteurs de
protéases (cOmplete Ultra tablets, Mini, EDTA-free ; Roche) et des inhibiteurs de phosphatases
(phosphatase cocktail inhibitor 2 et 3 ; SIGMA). Le volume de tampon de lyse ajouté (en pL)
correspond a dix fois la masse de tissus broyé (en mg). Aprés une incubation de 30 minutes a
37°C, les échantillons ont été soniqués a la sonde, sur glace, avec 3 cycles de 10 secondes, avec
10% d’amplitude. Les échantillons ont été centrifugés 5 minutes a 13.000g et le surnageant

contenant les protéines a été conservé.

Précipitation et reprise des protéines musculaires

Les échantillons ont été incubés avec 6 volumes d’acétone froid, a -20°C, pour la nuit. Aprés
une centrifugation a 5000g, durant 5 minutes a 4°C, le surnageant a été éliminé. Les protéines
contenues dans le culot, ont été reprises dans un tampon 8M urée, 0.1M ammonium bicarbonate.
Il a été supposé que 10% de la masse du tissu broyé correspondait a la quantité de protéines
extraites, ce qui a permis d’ajouter un volume de tampon suffisant pour obtenir une
concentration protéique finale proche de 10ug/uL. Les extraits protéiques ont ensuite été
soniqués a 15000g pendant 10 minutes pour culoter les derniers débris cellulaires. Le surnageant
contenant les protéines a été conservé et la concentration en protéine a été déterminée par
dosage colorimétrique, compatible avec des agents réducteurs et des détergents (RC-DC™
Protein Assay ; Bio-Rad). Les concentrations protéiques obtenues ont été comparées entre les
échantillons grace aux profils électrophorétiques obtenus sur gel SDS PaGE. 30ug de protéines
pour chaque échantillon ont été préparés dans un tampon de type Laemmli avant d’étre chauffés
5 minutes a 95°C, sous agitation. La migration électrophorétique a été réalisée en deux étapes :

dans un premier temps un voltage constant de 50 volts a été appliqué durant 20 minutes, puis un
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voltage constant de 150 volts jusqu’a ce gu’a ce que le front de migration atteigne le bas du gel.
Les protéines ont été fixées dans le gel en incubant les gels 15 minutes dans une solution 50%
éthanol, 3% acide phosphorique. Les gels ont été colorés sur la nuit, au bleu colloidal, sur la nuit.
Les profils électrophorétiques (i.e. intensité et présence des bandes protéiques) étaient similaires

pour I'ensemble des échantillons permettant d’affirmer la justesse du dosage réalisé.

Réduction, alkylation et digestion des protéines en solution

Le volume d’extrait protéique équivalent a 250 ou 500ug de protéines musculaires a été
complété a 200uL avec un tampon 8M urée, 0.1M ammonium bicarbonate. La réduction des
protéines a été réalisée en ajoutant du dithiothréitol (DTT) 700mM (30 minutes a 37°C), suivie de
I'alkylation des protéines avec de l'iodoacétamide (IAM) 700mM (1 heure, a l'obscurité, a
température ambiante). 1.5mL d’'ammonium bicarbonate 0.1M a été ajouté pour atteindre une
concentration finale de 1M urée. La trypsine dissoute dans de 'ammonium bicarbonate 25mM a
été ajoutée au mélange protéique avec un ratio protéines : trypsine égal a 1:50. Une incubation
a 37°C pour la nuit a été réalisée. La digestion a été interrompue par acidification du mélange
protéique avec 5uL d’acide formique (AF). Les peptides trypsiques ont été extraits sur un systeme
SPE (Solid Phase Extraction) contenant 100mg de phase stationnaire C18 (Sep-Pack C18
cartridges, 1cc, 100mg ; Waters). Les cartouches SPE ont été conditionnées avant d’y déposer
I’échantillon. Apres deux lavages, les peptides ont été élués avec 600uL d’une solution acqueuse
contenant 60% d’acétonitrile (ACN), 0.1% d’acide formique (AF). Enfin le solvant a été
complétement évaporé et les peptides ont été repris dans un tampon d’équilibration (80% ACN,
5% acide trifluoroacétique (TFA), 1M acide glycolique) pour avoir une concentration peptidique

théorique de 1pg/uL. Les phosphopeptides standards lights (i.e. phosphopeptides synthétisés
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avec un marquage avec des isotopes légers) ont été ajoutés a une proportion de 1.6 fmol de

peptides standard pour 1ug de peptides trypsiques.

Conditionnement des billes de dioxyde de titane

Le tampon d’équilibration (80% ACN, 5% TFA, 1M acide glycolique) a été ajouté, aux billes de
dioxyde de titane (TiO2), a un volume suffisant pour obtenir une concentration de 1pug/uL de billes
TiO2. Aprés une incubation de 30 minutes sous agitation, le mélange de billes a été centrifugé (1

minute, 1.600g) et le surnageant a été éliminé.

Enrichissement en phosphopeptides

Les peptides trypsiques ont été incubés avec les billes de dioxyde de titane (TiO2)
conditionnées (ratio billes TiO2 : peptides de 1:6) durant 20 minutes, sous agitation. Aprés
centrifugation, le surnageant n’a pas été conservé tandis que les billes TiO2 ont été reprises dans
un tampon de lavage (60% ACN, 1% TFA). Un systéme de filtration composé d’'une membrane C18

(Empore C18, Thermo) insérée dans un cone de pipette a été constitué pour chaque échantillon.
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Figure 38 : Schématisation du systeme d'élution des phosphopeptides sur un céne de pipette dans lequel
est insérée une membrane C18. Les billes TiO2 sont retenues sur la membrane tandis que les peptides et
les solvants sont élués.

Aprés conditionnement, les mélanges peptides/billes TiO2 ont été déposés sur ces filtres
(schématisation en Figure 38) et une pression a été appliquée avec une seringue jusqu’a ce que
la solution soit totalement éliminée. Un premier tampon d’élution (5% hydroxyde d’ammonium
[NH40H]) a été ajouté aux billes et élué aprés 5 minutes d’incubation. Une seconde élution avec
le premier tampon d’élution a été réalisée. De la méme maniére, les phosphopeptides ont été
élués avec un second tampon d’élution (25% ACN, 10% NH40H). Les éluats ont été rassemblés et
les phosphopeptides standard heavy (i.e. phosphopeptides synthétisés avec un marquage avec
des isotopes lourds) ont été ajoutés en méme quantité que les phosphopeptides standards light.
La comparaison des intensités obtenues pour les peptides standard entre la forme heavy et la
forme light permettront d’évaluer 'efficacité de I'enrichissement : si l'intensité de la forme heavy
est proche de l'intensité de la forme light, alors I'enrichissement est jugée efficace. Les solvants
ont été évaporés et les peptides ont été repris avec une solution agqueuse contenant 2% ACN,

0.1% AF.
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Séparation par chromatographie liquide

Les peptides ont d’abord été chargés sur une colonne d’enrichissement (C18 180umx20mm,
5um ; Waters) a un débit de 5uL/min (99% H20, 0.1% AF ; 1% ACN, 0.1% AF) durant 3 minutes.
Ensuite les analytes ont été séparés sur une colonne séparative (BEH130 C18 75um*250mm,
1.7um; Waters), maintenue a 60°C. Trois gradients chromatographiques ont été testés:
augmentation graduelle de la proportion de solution B (100% acétonitrile, 0.1% AF), de 1% a 32%,
sur une durée de 65, 105 ou 135 minutes. Par la suite, le pourcentage de solution B a été
rapidement augmenté jusqu’a 90%, en 6 minutes, afin de nettoyer le systéme
chromatographique. Enfin, le systeme a été rééquilibré en diminuant le pourcentage de la
solution B a 1% sur une durée de 19 minutes. Le débit appliqué a été de 450nL/min pour les
systemes UPLC (NanoAcquity, Waters) couplés au TTOF 5600 ou au Q-Exactive Plus, et a été de

400nL/min sur le couplage avec le Q-Exactive HF-X.

Parameétres d’acquisition : TTOF 5600, Q-Exactive Plus et Q-Exactive HF-X

Les acquisitions par spectrométrie de masse ont été réalisées en mode positif, et les spectres

MS/MS ont été obtenus pour les 10 peptides les plus intenses (DDA TOP 10).
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Table 4 : Paramétres d'acquisition mis en place pour I'analyse des phosphopeptides sur le Q-Exactive Plus
et le Q-Exactive HF-X (Thermo Scientific) et sur le TTOF5600 (AbSciex)

Q-Exactive Plus | Q-Exactive HF-X | TTOF5600
(Thermo Scientific) | (Thermo Scientific)| (AbSciex)
, . 70.000 120.000 =30.000
Résolution
(200 m/2) (200 m/2) (722 m/2)
Gamme de masse (m/z) 300-1.800 375-1.500 400- 1.250
MS AGC (nbions) 3E+06 3E+06
Maximum injection time (ms) 50 60
TOPN 10 10 50
NCE (eV) 27 27 10
17.500 15.000 =~ 17.000
MS/MS Résoluti(?n (200 m/z) (200 m/z) (892 m/z)
AGC (nbions) 1E+05 1E+05
Maximum injection time (ms) 100 60

Identification des protéines

Les protéines ont été identifiées grace au logiciel Mascot (Matrix Science) contre une banque
de séquences protéiques créée sur la suite logicielle MSDA a partir de la base de données
UniProtKB (Taxonomie 9632, Ursidae, 31 Mars 2018, 37.293 entrées) et contenant les séquences
protéiques decoy. Les séquences de la trypsine et des contaminants usuels ont été ajoutées. Les
tolérances ont été fixées a 5, 5 et 10 ppm pour les recherches MS sur les analyses obtenues sur
le Q-Exactive Plus, le Q-Exactive HF-X et le TTOF5600, respectivement. Les tolérances ont été
fixées a 0.03, 0.05 et 0.05 Da pour les recherches MS sur les analyses obtenues sur le Q-Exactive
Plus, le Q-Exactive HF-X et le TTOF5600, respectivement. Un site de clivage manqué au maximum
a été autorisé. La carbamydométhylation des résidus cystéines a été déterminée comme
modification fixe. Les modifications variables considérées ont été les suivantes : acétylation des
N-termini des protéines, phosphorylation des résidus sérine, tyrosine et théronine, oxidation des

résidus méthionines et les marquages isotopiques des peptides standards (13C(6)15N(4) et

131



|| Publication 1

13C(6)15N(2)). Les identifications ont été validées grace au logiciel Proline avec un seuil FDR placé
a 1% pour les protéines et a 0.5% pour les peptides (longueur minimale des séquences

peptidiques de 7 acides aminés).

Résultats des tests d’optimisation du protocole de phosphoprotéomique appliqué a

I’enrichissement de peptides phosphorylés du muscle squelettique de I’ours brun
Test 1 — Reproductibilité et efficacité de la méthode d’enrichissements

L'enrichissement réalisé manuellement peut induire des difficultés de reproductibilité. Nous
avons donc évalué la reproductibilité de trois enrichissements en phosphopeptides, a partir d’'un
méme échantillon, réalisés en parallele sur 250ug de peptides trypsiques et analysés sur un
systeme UPLC (NanoAcquity, Waters) couplé a un TTOF 5600 (AbSciex) avec un gradient de 65,

105 et 135 minutes.

Les phosphopeptides identifiés entre les trois enrichissements pour chacun des gradients
chromatographiques testés ont été comparés (Figure 39). Il est important de noter que cette
comparaison se base sur la séquence peptidique, indépendamment du ou des sites de
phosphorylation(s) identifié(s). Autrement dit, si une séquence peptidique a été identifiée deux
fois mais avec des localisations ou un nombre de sites de phosphorylation différents, la séquence

peptidique ne sera prise en compte qu’une seule fois pour cette comparaison.
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65min 105min
Enrichissement 1 Enrichissement 2

Enrichissement 1 Enrichissement 2

TOTAL 378 (B) TOTAL 468

Enrichissement 3 Enrichissement 3

(A)

135min

Enrichissement 1 Enrichissement 2

(C) TOTAL 449

Enrichissement 3

Figure 39 : Recouvrement des séquences des phosphopeptides identifiés pour un gradient de 65 minutes
(A), de 105 minutes (B) ou de 135 minutes (C), avec trois enrichissements en phosphopeptides réalisés en

paralléle sur 250ug de peptides.

51.6, 50.2 et 45.4% des séquences des phosphopeptides ont été communément identifiés

entre les trois enrichissements pour le gradient chromatographique de 65, 105 et 135 minutes,

respectivement. Ce qui démontre que les phosphopeptides identifiés sont en grande partie les

mémes entre les trois enrichissements et que notre méthode manuelle d’enrichissement en

phosphopeptides est assez reproductible.

Pour poursuivre, les proportions d’acides aminés identifiés avec des phosphorylations ont

été comparées pour les phosphopeptides dont les sites de phosphorylations ont été identifiés
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avec PTM score supérieur a 0.75 (ce score représente la probabilité que la phosphorylation soit
effectivement présent sur le résidu identifié — voir page 40). Sur I'ensemble des résidus
phosphorylés identifiés, 79%, 19% et 2% des phosphorylations étaient portées par des résidus

sérines, thréonines et tyrosines, respectivement (Figure 40).

Proportion des localisations des phosphorylations sur les 3 acides aminés : S, T & Y

100% 2.66 o
17.98 19,96 ' 2.58
80% ' 18.16
. Phospho(Y)
60%
D\c 0
40% 79.36 . Phospho(T)
’ 79.26
20%
Phospho(S
0% pho(S)
Enr. 1
Enr.2
Enr. 3

Enrichissement

Figure 40 : Proportion phosphotyrosines (phospho(Y); vert foncé) ; de phosphothréonines (phospho(T);

vert medium) et de phosphosérines (phospho(S) ; vert clair), identifiés avec un PTM score > 0.75, apres
enrichissement de 250ug de peptides, avec un ratio 1:6.

En comparaison, les proportions étaient de 86.4%, 11.8% et 1.8% de phosphosérines,
phosphothréonines et phosphotyrosines identifiées a partir d’extraits peptidiques de cellules
Hela enrichis en phosphopeptides en combinant SCX (principe décrit en page 18) et MOAC sur
billes TiO2 [214]. De ce fait, les proportions obtenues avec notre méthode sont cohérentes avec
ce qu’il peut étre attendu et permettent d’affirmer que notre méthode d’enrichissement en
phosphopeptides est satisfaisante de ce point de vue. Par ailleurs, il est important de noter que

des résultats similaires ont été observés pour les 3 enrichissements réalisés en parallele,
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démontrant une nouvelle fois la reproductibilité de notre méthode d’enrichissement en

phosphopeptides.

L’enrichissement de type MOAC avec des billes TiO2 favorise I’enrichissement de peptides
monophosphorylés, alors que les peptides portant plusieurs phosphorylations sont plus
difficilement conservés. Dans nos données, les proportions de phosphopeptides identifiés (PTM
score >0.75) avec une, deux ou trois phosphorylations ont été respectivement de 83%, 13% et
2%, et ce de maniére reproductible pour les gradients de 65, 105 et 135minutes. Notre méthode
d’enrichissement semble donc permettre un enrichissement des phosphopeptides
monophosphorylés comme attendu, ce qui a permis de définitivement valider notre protocole

d’enrichissement en phosphopeptides.

Test 2 — Choix du gradient NanoLC : 65, 105 ou 135 minutes d’élution

Le gradient chromatographique permet la décomplexification d’'un mélange peptidique
complexe et un plus grand nombre de peptides et de protéines peuvent alors étre identifiés. Nous
avons donc évalué |'efficacité de trois gradients chromatographiques a identifier le plus grand
nombre de phosphoprotéines et de phosphopeptides. Pour chaque gradient le pourcentage
d’acétonitrile acidifié (0.1% acide formique) a été augmenté de 1% a 32% sur une durée de 65,
105 ou 135 minutes. L’analyse par spectrométrie de masse (Q-Exactive Plus, Thermo Scientific) a
été réalisée a partir de 1/5°™ d’un échantillon obtenu aprés un enrichissement en
phosphopeptides sur 250ug de protéines musculaires digérées a la trypsine. Les résultats obtenus

ici sont la combinaison de 3 enrichissements réalisés en parallele.
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Apres traitement des analyses LC-MS/MS, I'évaluation des différents gradients a été réalisée

en comparant les nombres de peptides et phosphopeptides identifiés (Figure 41) :

Le nombre de peptides identifiés avec et/ou sans phosphorylation(s). 1233, 1576, 1567
peptides ont été identifiés avec le gradient de 65, 105 et 135 minutes, respectivement.
Les gradients de 105 et 135 minutes ont permis d’identifier un plus grand nombre de
peptides, comparé au gradient de 65 minutes.

Le nombre de phosphopeptides identifiés portant au moins un groupement phosphate.
721, 973 et 901 phosphopeptides ont été identifiés avec le gradient de 65, 105 et 135
minutes, respectivement. Une nouvelle fois, les gradients de 105 et 135 minutes ont
permis d’identifier un plus grand nombre de phosphopeptides, comparé au gradient de
65 minutes.

Le nombre de phosphopeptides identifiés avec des sites de localisation validés (i.e. les
phosphopeptides dont les phosphorylations étaient localisées avec un PTM score
supérieur a 0.75 (soit 75% de probabilité de bonne localisation des sites de
phosphorylations)). 393, 486, 482 phosphopeptides ont été respectivement validés avec
le gradient de 65, 105 et 135 minutes. Comme précédemment, le gradient de 65 minutes
n'a pas permis d’obtenir des résultats équivalent a ceux obtenus avec les gradients de 105

minutes et de 135 minutes.
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Nombre de peptidesidentifiés selon le gradient chromatographique utilisé

1576 1567
1600

1400 1233
1200 Peptide non-phospho.
973 901
Peptide phospho.
800 721 666
603 m Peptide avec validation

600 >12 203 486 482 site phospho.

400 B Total des peptides id.
200

0

65 minutes 105 minutes 135 minutes

Nombre de peptides
g

Gradient chromatographique

Figure 41 : Récapitulatif des peptides identifiés avec un gradient de 65, 105 ou 135 minutes. 4 catégories
de peptides sont représentées : peptides identifiés sans phosphorylation (gris), peptides identifiés avec au
moins une phosphorylation (phosphopeptides - jaune), phosphopeptides avec validation PTM score > 0.75
(ocre), ensemble des peptides identifiés (peptides phosphorylés ou non - rouge).

Sur I'ensemble de ces résultats, le gradient de 65 minutes n’a pas permis d’égaler le nombre
de phosphopeptides d’identifiés par I'utilisation du gradient de 105 et 135 minutes. Les gradients
de 105 minutes et 135 minutes, permettent d’identifier des nombres équivalents de peptides et
phosphopeptides, ne permettant pas de distinguer des bénéfices a I'utilisation de I'un des deux

gradients.

Les nombres de protéines et phosphoprotéines identifiées avec 'utilisation des gradients de

65, 105 et 135 minutes ont également été comparés (Figure 42) :

- Le nombre total de protéines et phosphoprotéines identifiées. 256, 294 et 288
(phospho)protéines ont été respectivement identifiées avec les gradients de 65, 105 et
135 minutes. Un plus grand nombre de protéines a été identifié avec |'utilisation des

gradients de 105 et 135 minutes, comparés au gradient de 65 minutes.
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- Le nombre de protéines identifiées avec et sans phosphorylation : cela inclut les protéines
identifiées dans une forme non-phosphorylée ET dans une forme phosphorylée. 66, 84 et
78 protéines ont été identifiées respectivement avec les gradients de 65, 105 et 135
minutes respectivement. Le gradient de 105 minutes a permis d’identifier un plus grand
nombre de ces protéines, comparé au gradient de 65 minutes et au gradient de 135
minutes.

- Le nombre de protéines identifiées seulement sous forme phosphorylée (avec au moins
une phosphorylation). 112, 124 et 116 phosphoprotéines ont été identifiées
respectivement avec les gradients 65, 105 et 135 minutes. Des nombres équivalents de

phosphoprotéines ont été identifiées avec I'utilisation des 3 gradients.

Nombre de protéines identifiées selon le gradient chromatographique

300

S
:E 78 86 94 Protéines non-
o hosph
£ 200 prospho
<]
e 66 84 78 Protéines id avec et
g 100 sans phospho.
£
112
CZD 124 116 Protéines phospho.
0
65 minyt
es .
Gradi 105 minytes 135 mj
lent chromatographiqUe nutes

Figure 42 : Récapitulatif des identifications protéiques obtenues avec un gradient de 65, 105 ou 135
minutes. 3 catégories de protéines sont représentées : protéines identifiées sans phosphorylation (gris),
protéines identifiées avec et sans phosphorylation (rose), protéines identifiées avec au moins une
phosphorylation (jaune).

Les résultats obtenus au niveau peptidique et protéique ont démontré que le gradient de 65

minutes ne permettait pas d’obtenir un nombre d’identifications semblables a ceux obtenus avec
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I'utilisation des gradients de 105 et 135 minutes. Ce gradient ne sera donc pas conservé pour la
suite des analyses. Par ailleurs, augmenter la durée du gradient de 105 a 135 minutes ne semble
pas permettre d’augmenter les nombres de (phospho)protéines et de (phospho)peptides
identifiés. Le nombre de peptides identifiés est directement lié a la capacité séparative du
systéme chromatographique. Or, il a déja été démontré qu’a un débit donné, la capacité
séparative était améliorée, jusqu’a une certaine limite, en augmentant la durée du gradient. Par
exemple, a un débit de 0.4 mL/min (proche du débit utilisé ici qui était de 0.45mL/min), la capacité
séparative maximale est atteinte avec une durée de gradient de 120 minutes [61]. Nos résultats
sont donc en accord avec ces données puisqu’augmenter la durée de gradient de n’a
effectivement pas permis d’augmenter le nombre d’identifications : cela pourrait étre d{ au fait
gue la capacité séparative maximale avait déja été atteinte avec le gradient de 105 minutes et ne
pouvait donc pas étre améliorée en augmentant la durée du gradient a 135 minutes. De ce fait,

le gradient de 105 minutes sera sélectionné pour la suite des analyses.

Test 3 — Choix de la méthode d’élution des phosphopeptides

Jusqu’a présent, les peptides ont été élués des billes de dioxyde de titane en filtrant le
mélange billes/peptides directement sur une membrane C18 (méthode « F » pour filtration). Par
cette méthode, la quantité de billes TiO2 déposée sur le filtre produit une contrepression
importante sur le piston de la seringue et il devient alors tres difficile pour I'utilisateur d’appliquer
une force contraire a cette contrepression pour éluer les phosphopeptides a travers le filtre. Une
nouvelle méthode d’élution a donc été évaluée, plus simple d’utilisation, ou les peptides,
initialement fixés sur les billes TiO2, sont isolés par centrifugation (méthode « C» pour

centrifugation). Avec la centrifugation, les billes TiO2 sont rassemblées dans le culot, tandis que
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les phosphopeptides libérés des billes restent dans le surnageant. Apres avoir réalisé toutes les

étapes d’élution, I'ensemble des surnageants est filtré a la seringue sur la membrane C18,

permettant d’éliminer d’éventuelles billes TiO2 encore présentes (Figure 43).

Passage sur filtre —» Lavages - »
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Figure 43 : Schématisation des étapes d'enrichissement selon 2 méthodes : élution par passage direct sur

filtre (haut) ou élution par centrifugation, avant filtration sur filtre (bas).

Afin de comparer les deux méthodes d’élution, les enrichissements ont été réalisés sur

500ug de peptides trypsiques. La totalité des fractions enrichies en phosphopeptides a

analysée sur le systeme NanolLC - Q-Exactive Plus, avec un gradient de 105 minutes.

-
—+
-

Les

enrichissements ont été réalisés en duplicat afin d’évaluer la reproductibilité d’enrichissement

pour les deux méthodes.
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Les nombres de peptides, phosphopeptides et phosphopeptides avec PTM score > 0.75
identifiés entre les duplicats, et les méthodes d’élution des phosphopeptides, étaient similaires

(Figure 44A). Dans le détail :

- Nombre de peptides identifiés : 2149, 1942 avec la méthode « F » et 1972, 1947 avec la
méthode « C »

- Nombre de phosphopeptides identifiés : 1144, 1098 avec la méthode « F » et 911, 926
avec la méthode « C »

- Nombre de phosphopeptides identifiés avec un PTM score > 0.75 : 719, 699 avec la

méthode « F » et 582, 587 avec la méthode « C ».

Avec la méthode «C», en moyenne, 18.1% de phosphopeptides et 17.5% de
phosphopeptides avec un PTM score < 0.75 ont été identifiés en moins, en comparaison avec
I'utilisation de la méthode « F ». La méthode « C » permet donc d’identifier un moins grand
nombre de phosphopeptides mais étant donné la possibilité de réaliser une préparation a haut
débit avec la méthode « C » et le niveau de perte limité (par rapport a la méthode « F »), cette

méthode pourra étre utilisée par la suite.

De plus, les nombres totaux de protéines identifiées (phosphoprotéines et protéines non-
phosphorylées) étaient équivalents entre les duplicats d’'une méme méthode (464 et 444
protéines identifiées pour les duplicats de la méthode « F », et 408 et 453 protéines identifiées
pour les duplicats de la méthode « C »), et de la méme maniére pour les phosphoprotéines
identifiées (332 et 331 phosphoprotéines identifiées pour les duplicats de la méthode « F » et 281

et 287 phosphoprotéines identifiées pour les duplicats de la méthode « C ») (Figure 44B). Cela
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démontre que l'utilisation de la méthode « C » semble aussi reproductible que la méthode « F »,
bien que le nombre d’identifications protéiques obtenues soit Iégerement inférieur. Par ailleurs,
70% des protéines et 63% des phosphoprotéines sont communément identifiées avec I'utilisation

des deux méthodes d’élution des phosphopeptides (résultats non présentés).

Peptides identifiés selon le protocole Protéines identifiées selon le protocole
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Figure 44 : Identifications au niveau peptidique (ensemble des peptides, peptides phosphorylés et
phosphopeptides avec un PTM score >0.75 — panel de gauche) et au niveau protéique (ensemble des
protéines et phosphoprotéines — panel de droite), apres élution des phosphopeptides sur filtre (F1 et F2) ou
par centrifugation (C1 et C2).

Les résultats d’identifications au niveau peptidique et au niveau protéique avec I'utilisation
de la méthode « C » sont légérement inférieurs a ceux obtenus avec I'utilisation de la méthode
« F ». Cela pourrait étre d{ au fait qu’une partie des phosphopeptides ait été retenue au milieu
des billes TiO2 et n’aient donc pas été récupérés dans le surnageant. Cependant, |'objectif de
I'ensemble de ces optimisations est de réaliser une analyse différentielle du phosphoprotéome

musculaire d’ours bruns hibernants vs actifs sur un grand nombre d’échantillons. Etant donné que
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les résultats de I'utilisation de la méthode « C » ne sont que légérement inférieurs a ceux obtenus
avec l'utilisation de la méthode « F » et étant donné la facilité d’appliquer de la méthode « C »
c’est cette derniére qui sera conservée pour la suite des analyses. Par la suite il sera également
intéressant de comparer les résultats obtenus avec notre méthode d’enrichissement manuelle,
avec un enrichissement en phosphopeptides réalisé de maniére automatisée comme la
plateforme Bravo AssayMAP (Agilent) présente depuis peu au laboratoire. Cette plateforme
permet de réaliser, de maniére automatisée, un enrichissement en phosphopeptides. Il a déja été
démontré que ce systéme permettait de réaliser des enrichissements en phosphopeptides, issus
de la digestion d’extrait protéique de cellules cancéreuses humaines, avec une bonne sélectivité
: 90% de peptides identifiés étaient des phosphopeptides [215]. Par ailleurs, ce résultat a été
constaté sur des triplicats démontrant une méthode d’enrichissement automatique robuste
[215]. De ce fait, utiliser cette plateforme pour I'enrichissement en phosphopeptides a parti
d’échantillons d’ours brun pourrait permettre d’assurer une excellente reproductibilité et donc

de pouvoir, par la suite, réaliser une analyse de phosphoprotéomique quantitative.

Test 4 — Augmentation du temps d’incubation pour I’élution

L'une des étapes clefs de I'étape d’enrichissement en phosphopeptides est I'élution des
phosphopeptides fixés sur les billes TiO2. Dans les protocoles précédemment présentés, les
mélanges peptides/billes ont été incubés avec le tampon d’élution pour une durée de 5 minutes.
Nous avons voulu évaluer si augmenter le temps d’incubation a 15 minutes permettait d’identifier
un plus grand nombre de phosphopeptides. Pour cela, un enrichissement en phosphopeptides a
été réalisé sur 250ug de peptides et 1/5 de la fraction enrichie a été analysé sur le systéme

chromatographique UPLC (NanoAcquity, Waters) couplé a un Q-Exactive HFX (Thermo Scientific),
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avec un gradient de 105 minutes. Avec une incubation de 15 minutes, les nombres de
phosphopeptides identifiés ont été augmentés de 5% pour les phosphopeptides identifiés et de
14% pour les phosphopeptides identifiés avec un PTM score > 0.75, comparé a une incubation de
5 minutes (résultats non présentés). Augmenter le temps d’incubation de 5 a 15 minutes permet
d’augmenter légérement le nombre de phosphopeptides et de phosphopeptides avec PTM score
> 0.75. Par la suite, un temps d’incubation sera augmenté a 15 minutes pour les prochaines

analyses.

Conclusions : optimisation d’un protocole de phosphoprotéomique pour I’analyse du
phosphoprotéome du muscle squelettique de I’ours brun par LC-MS/MS

Dans le but de comparer le phosphoprotéome du muscle squelettique des ours bruns
hibernants et des ours bruns actifs, différentes étapes du protocole de phosphoprotéomique, de
I’enrichissement en phosphopeptides a I'analyse LC-MS/MS, ont été optimisées. Grace aux
optimisations mises en place, nous avons établi un protocole d’enrichissement en
phosphopeptides avec des billes TiO2 a partir d’extraits protéiques musculaires d’ours brun
digérés a la trypsine. Ce protocole s’est révélé reproductible et facilement applicable a la

préparation de plusieurs échantillons avec les parameétres suivants :

v" LUenrichissement sera réalisé avec un ratio peptides: billes TiO2 de 1: 6 avec une
incubation de 15 minutes pour |'élution des phosphopeptides.

v Les phosphopeptides seront élués des billes grace a une centrifugation qui les isolera dans
le surnageant.

v La durée du gradient chromatographique utilisé sera de 105 minutes.
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A I'avenir, cette méthode sera appliquée a I’étude du phosphoprotéome musculaire de I'ours
brun avec des échantillons provenant d’ours brun hibernants et d’ours bruns actifs afin de mettre

en évidence des changements du phosphoprotéome entre ces deux conditions.
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Abstract

Background: In mammals, the hibernating state is characterized by biochemical adjustments, which include
metabolic rate depression and a shift in the primary fuel oxidized from carbohydrates to lipids. A number of studies
of hibernating species report an upregulation of the levels and/or activity of lipid oxidizing enzymes in muscles
during torpor, with a concomitant downregulation for glycolytic enzymes. However, other studies provide
contrasting data about the regulation of fuel utilization in skeletal muscles during hibernation. Bears hibernate with
only moderate hypothermia but with a drop in metabolic rate down to ~ 25% of basal metabolism. To gain
insights into how fuel metabolism is regulated in hibernating bear skeletal muscles, we examined the vastus
lateralis proteome and other changes elicited in brown bears during hibernation.

Results: We show that bear muscle metabolic reorganization is in line with a suppression of ATP turnover.
Regulation of muscle enzyme expression and activity, as well as of circulating metabolite profiles, highlighted a
preference for lipid substrates during hibernation, although the data suggested that muscular lipid oxidation levels
decreased due to metabolic rate depression. Our data also supported maintenance of muscle glycolysis that could
be fuelled from liver gluconeogenesis and mobilization of muscle glycogen stores. During hibernation, our data
also suggest that carbohydrate metabolism in bear muscle, as well as protein sparing, could be controlled, in part,
by actions of n-3 polyunsaturated fatty acids like docosahexaenoic acid.

Conclusions: Our work shows that molecular mechanisms in hibernating bear skeletal muscle, which appear
consistent with a hypometabolic state, likely contribute to energy and protein savings. Maintenance of glycolysis
could help to sustain muscle functionality for situations such as an unexpected exit from hibernation that would
require a rapid increase in ATP production for muscle contraction. The molecular data we report here for skeletal
muscles of bears hibernating at near normal body temperature represent a signature of muscle preservation
despite atrophying conditions.

Keywords: Hibernation, Brown bears, Skeletal muscle, Omics, Enzymology, Glycolysis, Lipid oxidation, Metabolism
shift
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Background

Hibernation has evolved in a variety of mammalian
species as an adaptive strategy to survive harsh winter
environmental conditions, including seasonal cold am-
bient temperatures and food shortages [1, 2]. Hiber-
nation/torpor expression implies trade-offs — on one
hand physiological costs such as reduced memory re-
tention, reduced immunocompetence and accumula-
tion of sleep debt, and on the other hand, the major
benefit of substantial fuel/energy conservation [3]. To
save energy during the prolonged period of winter
fasting, hibernators rely essentially on decreased
metabolic rates over extended periods of deep torpor
characterized by physical inactivity, reductions of
heart and breathing rates and decreased body
temperature [1]. Within this framework, the hiberna-
tion of bears represents an extreme phenotype that
can last for up to 6-7 months [4] during which in-
active animals do not eat, drink, urinate, defecate, or
exhibit arousal episodes [5, 6]. Many aspects of bear
physiology remain to be elucidated, including how
their metabolism is regulated to enable them to en-
dure such prolonged hibernation periods.

An average reduction in metabolic rate to 4.4% of nor-
mal basal rates and a decrease in body temperature down
to about 6 °C have been calculated from the data available
for 50-80 species of mammals that hibernate [2]. Relation-
ships between reduced metabolic rate during hibernation
and the body size and body temperature of hibernators
have been nicely discussed elsewhere [7-9]. Metabolic rate
and body temperature are clearly linked, but the dramatic
reduction of metabolic rate has also been attributed to an
active inhibition of many metabolic activities in a number
of species [7-9]. However, the relative contributions of
passive thermal effects (the so-called Arrhenius effect)
versus active enzyme inhibition to metabolic suppression
may differ among hibernators. Unlike the small mammal
hibernators, such as rodents and bats of less than 10 kg
[2], hibernating bears (family Ursidae; 80-100 kg [2]),
maintain high body temperatures (32-35°C), and the
75% decrease in bear metabolic rate that has been re-
corded is essentially achieved via active metabolic in-
hibition, independent of body temperature [5, 10, 11].
During hibernation, bears rely solely on body fuel re-
serves. Fat storage is increased prior to hibernation;
e.g. Swedish brown bears (Ursus arctos) achieve this
by notably overeating carbohydrate-rich berries [12].
Energy requirements are then met mainly through
mobilization and oxidation of lipid fuels, bears losing
22-25% of body mass over the hibernating season [5,
13] with only a moderate loss of muscle protein [14,
15]. Accordingly, respiratory quotient (RQ) values as
low as 0.62 to 0.73 have been recorded during den-
ning [16]. However, the molecular mechanisms that
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are involved in organ/tissue metabolic adjustments
have not yet been fully elucidated.

Skeletal muscle has a relatively low resting metabolic
rate [17], but because it can account for as much as 40%
of total body mass in humans [18], muscle is a major
determinant of resting energy expenditure [19]. In
addition, it has been reported that biochemical charac-
teristics of skeletal muscle (i.e. in terms of enzymatic
activities) are an important determinant of human
whole-body metabolic rate and substrate oxidation [20].
Therefore, it could be proposed for hibernators that, as
for the whole body, the metabolic fuel preference of
skeletal muscle during hibernation is also lipids, whereas
glucose oxidation is reduced. However, contrasting data
exist about the regulation of fuel metabolism during
hibernation, not only between small and large hiberna-
tors, but also between different studies of the same small
mammal species. Whereas no coordinated transcrip-
tional changes for genes involved in lipid catabolism has
been recorded for the muscle of American black bears
(Ursus americanus) [21], an increase in fatty acid oxida-
tion during hibernation is supported by the upregulation
of genes and proteins related to fatty acid catabolism in
the muscle of hibernating thirteen-lined ground squirrels
(Ictidomys tridecemlineatus) [22-25] and arctic ground
squirrels (Urocitellus parryii) [26], as well as the muscle
of Asiatic black bears (Ursus thibetanus) [27]. Concern-
ing glucose metabolism, most of the available data sup-
port a decrease in muscle glycolysis during hibernation.
Indeed, the recent application of transcriptomics tech-
nology has highlighted a coordinated under-expression
of genes involved in glycolysis in skeletal muscles of
both ground squirrels (L. tridecemlineatus, U. parryii) as
well as U. thibetanus during hibernation [25-28]. In
addition, it has been reported that protein and/or
activity levels of hexokinase in muscle of Richardson’s
ground squirrels (Urocitellus richardsonii) [29] and of
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase in jerboa
(Jaculus orientalis) [30] are reduced during hibernation.
Consistently, proteomics analysis has shown diminished
levels of glycolytic-related proteins in the muscle of
winter thirteen-lined ground squirrels [22, 23]. More-
over, the kinetic characteristics of phosphofructokinase
and fructose-1,6-bisphosphate aldolase at low tempera-
tures could also be involved in suppressing glycolysis
during hibernation, as suggested for the golden-mantled
ground squirrel (Callospermophilus lateralis) [31, 32].
Finally, the link between muscle glycolysis and the tri-
carboxylic acid cycle appears to be disrupted during hi-
bernation; for example, the mRNA and protein levels of
PDK isozyme 4 (PDK4), which is known to inhibit pyru-
vate dehydrogenase (PDH) [33], are increased during
hibernation in skeletal muscles of I tridecemlineatus
[34]. Conversely, other studies of this same species have
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reported results that may indicate maintenance of
muscle glycolysis during hibernation. For example,
carbohydrate-responsive  element  binding  protein
(ChREBP), a transcription factor activated by glucose
metabolites, is more active in muscles of torpid squirrels
[35]. Moreover, some kinetic features of muscle pyruvate
kinase [36], the limited PDH regulation via phosphoryl-
ation [37], and the post-translational phosphorylation
state of phosphoglucomutase (PGM1) [23] may also
favour muscle glycolysis during hibernation.

The aim of the present study was to apply quantitative
proteomics and biochemistry to brown bear skeletal
muscle to test the hypothesis that changes in enzyme
abundance and activity correspond to the expected de-
crease in metabolic rate and to determine if they could
help to identify muscle fuel preferences (i.e. oxidation of
lipid versus carbohydrate substrates). The results show
that changes in enzyme activities do indeed appear to be
relevant targets to gain insights into the biochemical
mechanisms involved in metabolism suppression during
hibernation. The metabolic reprogramming in muscles
of hibernating brown bears does involve glycolysis
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although lipids remain the preferred fuels but with their
rate of oxidation being reduced due to metabolic rate
depression. Such regulations favour energy savings and
the maintenance of muscle proteins in bears hibernating
at a core body temperature that remains close to that of
the summer-active period.

Results

Bear muscle proteome is dramatically changed during
hibernation

From label-free quantitative proteomics data (XIC), stat-
istical analysis highlighted significant seasonal effects in
the abundance of 146 muscle proteins, 67 of them being
decreased and 79 increased in hibernating versus active
bears (Fig. 1a, see also Additional file 1: Table SI).

Using two-dimensional difference in-gel electrophor-
esis (2D-DIGE), gel image analysis highlighted 28
protein spots (Additional file 3: Figure S1) exhibiting dif-
ferential (p <0.05) intensity in hibernating versus active
bears (Additional file 2: Table S2). More precisely, the
intensity of nine of these protein spots was lower in
hibernating than active bears, whereas the reverse was
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Fig. 1 Overview of bear muscle proteomic response to hibernation. Changes in the proteome of brown bear vastus lateralis muscle between
active (summer) and hibernating (winter) periods (N =7 per season) are shown as heatmaps of differentially expressed proteins that were
produced by hierarchical clustering from the MS1 quantitative-based (panel @) and 2D-DIGE-based (panel b) analyses. Signal values between
animals from the two seasons were successfully discriminated (green, black and red boxes represent downregulated, intermediate and
upregulated proteins, respectively). Functional annotation analysis from differential proteins revealed enriched Gene Ontology terms, which
allowed determination of broad functions significantly affected by hibernation (panel ; filled circles represent the broad functions depicted by
proteins that are discussed in this paper). Detailed protein abundances and fold changes are given in Additional file 1: Table S1 and Additional
file 2: Table S2. AA: amino acid metabolism; Dev.: development & differentiation; ECM: extracellular matrix; Hyp.: response to hypoxia; Ox. Stress:
response to oxidative stress
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observed for the remaining 19 spots (Fig. 1b). Mass
spectrometry allowed 62 different proteins to be identi-
fied in these 28 protein spots, including 47 proteins that
were considered as ‘major proteins’ (i.e. more abundant
in given spots; see Methods section) and thus purport-
edly responsible for the changes in protein spot inten-
sities (Additional file 2: Table S2).

Importantly, the overlap of quantitative data between
the two proteomics approaches was highly consistent, as
all of the eight commonly identified proteins exhibited

very similar seasonal effects (Additional file 2: Table S2).
From a merged list of differentially-expressed proteins
coming from the two proteomics approaches, functional
annotation analysis revealed that differences between
hibernating and active bears involved mostly proteins
known to play roles in muscle metabolism in a broad
sense and in structural remodelling (Fig. 1c). Based on
these data, we decided to focus our attention and extend
the analysis for a more in-depth examination of muscle
fuel metabolism.
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Bear muscle proteomics highlights the regulation of fuel
metabolism during hibernation

We achieved a nearly comprehensive detection of the
muscle proteins involved in lipid oxidation, glycolysis, and
major ATP production (mitochondrial respiratory chain)
and consumption (e.g. ion pumping Na'/K* and Ca'
ATPases) processes. The data supporting the changes de-
scribed below are presented in Fig. 2 and Additional file 1:
Table S1 and Additional file 2: Table S2.

Regarding muscle lipid metabolism, the expression
levels of only two proteins remained essentially un-
changed in winter versus summer bears, namely fatty
acid translocase (CD36) and mitochondrial carnitine/
acylcarnitine carrier protein (SLC25A20). Fatty acid
binding protein 3 (FABP3) was detected in two different
protein spots on 2D-DIGE gels, one exhibiting signifi-
cantly lower (1.3 times) and the other higher (1.2 times)
intensity in hibernating versus active bears. All other
proteins involved in fatty acid beta-oxidation were found
at significantly lower levels during hibernation, including
long chain fatty acid-CoA ligase 1 (ACSL1; 2.2 times),
carnitine O-palmitoyltransferases 1 (CPT1B; 3.4 times)
and 2 (CPT2; 1.2 times), short/branched chain specific
acyl-CoA  dehydrogenase (ACADSB; 1.5 times),
enoyl-CoA delta isomerases 1 (ECI1; 1.5 times) and 2
(ECI2; not detectable in winter), trifunctional enzyme
subunit alpha (HADHA; 1.3 times) and beta (HADHB;
1.4 times), 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2
(HSD17B10; 1.6 times), enoyl-CoA hydratase (ECHSI;
1.5 times), hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HADH; 1.4
times), 3-ketoacyl-CoA thiolase (ACAA2; 1.5 times), and
acetyl-CoA acetyltransferase (ACAT1; 1.6 times).

Similarly, all the proteins of the tricarboxylic acid cycle
were downregulated in hibernating bear muscle, includ-
ing citrate synthase (CS; 1.5 times), aconitate hydratase
(ACO2; 1.5 times), isocitrate dehydrogenase (IDH2; 1.4
times) and isocitrate dehydrogenase subunits alpha,
(IDH3A; 1.8 times), beta (IDH3B; 1.7 times) and gamma
(IDHG; 2 times), 2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH;
1.4 times), succinyl-CoA ligase subunits alpha and beta
(SUCA and SUCBI; 1.5 times), fumarate hydratase (FH;
1.5 times), and malate dehydrogenase (MDH2; 1.4
times).

Mitochondrial membrane respiratory chain protein
complexes I to V are each composed of multiple differ-
ent subunits that were similarly downregulated in hiber-
nating bear muscles, including several subunits of
NADH dehydrogenase (NDUFA9, NDUFA10, NDUFB9Y,
NDUFB10, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFSS,
NDUFV1, NDUFV2; 1.4-2.1 times; as well as MT-ND5
not detectable in winter), succinate dehydrogenase
(SDHA and SDHB; 1.3-1.4 times), cytochrome c¢ reduc-
tase (UQCRC2, CYC1 and UQCRFS1; 1.3-1.5 times),
cytochrome c¢ oxidase (COX2 and COX5A; 1.4-2.7
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times), and ATP synthase (ATP5A1, ATP5B, ATP5C1,
ATP5F1, ATP5H and ATP50; 1.2-2.7 times). Six other
NADH dehydrogenase subunits, one other subunit of
cytochrome ¢ reductase, and two other ATP synthase
subunits were detected and also showed a reduced trend
in muscle of hibernating bears, although differences
were not statistically significant. Levels of other proteins
closely related to the mitochondrial respiratory chain
and/or membrane potential were also reduced in winter
bears, including phosphate carrier protein (SLC25A3;
1.9 times), ADP/ATP translocases 1 and 3 (SLC25A4 or
ANT1 and SLC25A6 or ANT3; 1.4-1.7 times), NAD(P)
transhydrogenase (NNT; 2 times), and mitochondrial
carrier homolog 2 (MTCH2; 1.6 times). Finally, the
abundance of mitochondrial creatine kinase was
decreased during hibernation (CKMT2; 1.5 times), as
well as that of voltage-dependent anion-selective chan-
nel proteins 1 and 2 (VDACI and VDAC2; 1.5 times),
whereas voltage-dependent anion-selective channel pro-
tein 3 (VDAC3) remained unchanged.

Glycogen metabolism proteins were regulated during
hibernation, with decreased levels of glycogen synthase
(GYS1; 1.3 times) but increased levels of glycogen
phosphorylase (PYGM and PYGB; 1.2-1.8 times) and
phosphoglucomutase-1 and -2 (PGM1 and PGM2; 1.3-1.4
times).  Concerning  glycolysis, only levels of
ATP-dependent 6-phosphofructokinase (PFKM) remained
stable between winter and summer bears. The levels
of all other proteins were found to increase during hi-
bernation, including those of EH domain-containing pro-
tein 2 (EHD2; 1.6 times), glucose-6-phosphate isomerase
(GPL; 14 times), fructose-bisphosphate aldolase A
(ALDOA; 1.3 times), triosephosphate isomerase (TPI1; 1.2
times), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH; 1.2 times; P = 0.052), phosphoglycerate kinase 1
(PGK1; 1.2 times), phosphoglycerate kinase 2 (PGAM2;
1.4 times), alpha-, beta- and gamma-enolase (ENOA,
ENOB and ENOG; 1.3-1.4 times), and pyruvate kinase
(PKM; 1.3 times). One protein of gluconeogenesis was
detected, namely fructose-1,6-bisphosphatase isozyme
2 (FBP2), with decreased levels (1.2 times) in skeletal
muscle of hibernating animals.

Examining the different pathways of pyruvate metabol-
ism, we observed decreased levels of pyruvate dehydro-
genase E1 component subunits alpha and beta (PDHA1
and PDHB; 1.4 times) in winter versus summer bears,
whereas increased levels were recorded for pyruvate
dehydrogenase kinase isozyme 4 (PDK4; not detectable
during summer) and malic enzyme (ME1; 2 times). The
levels of lactate dehydrogenase A and B chains (LDHA
and LDHB) and of alanine aminotransferase 1 (ALAT1)
were not significantly different between seasons. In
addition, we observed upregulation of cytosolic malate
dehydrogenase (MDHI1; 1.3 times) and aspartate
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aminotransferase (GOT1; 1.3 times) and downregulation
of mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein
(SLC25A11; 1.6 times), calcium-binding mitochondrial
carrier protein Aralar2 (SLC25A13; 1.4 times), and mito-
chondrial aspartate aminotransferase (GOT1; 1.3 times)
in hibernating bears.

The levels of cytosolic creatine kinase were in-
creased during winter (CKM; 1.2 times). Of the main
ion pumps of muscle cells, Na"/K" ATPase was not
detected, but the levels of obscurin were increased
during hibernation (OBSCN; 1.7 times), as were those
of cAMP-dependent protein kinase A (PKA) subunits
(PRKARIA and PRKAR2A; 2.1-2.6 times, and
PRKACA; 1.3 times with P=0.06). The levels of three
isoforms of sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca**
ATPase (SERCA1-3) remained stable between winter
and summer bears.

Bear muscle proteome changes were validated by
quantitative RT-qPCR, western-blot and enzyme activity
assays

Regarding lipid metabolism, the levels of fatty acid translo-
case (CD36) remained unchanged between winter and
summer bears, both at the mRNA and protein levels
(Fig. 3A and Additional file 4: Figure S2). The decrease in
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HADH) protein levels
during winter was not statistically significant. However,
HADH enzymatic activity was significantly reduced in
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hibernating bears, with a similar 1.5-1.7-fold magnitude,
regardless of whether the temperature at which reaction
was carried out was 33°C or 37°C, to mimic the mean
body temperature of bears during winter and summer,
respectively.

Concerning the tricarboxylic acid cycle and mitochon-
drial respiratory chain, significantly decreased protein
levels of citrate synthase (CS; 2 times) and subunits of
mitochondrial complexes I, II, IV and V (1.3-1.7 times)
were observed in the skeletal muscle of hibernating
bears (Fig. 3B and Additional file 4: Figure S2). Consist-
ently, enzymatic activity levels of CS and cytochrome ¢
oxidase (COX, complex IV) were also reduced signifi-
cantly by 1.5-1.9 times during winter, when performing
the reaction at either 33°C and 37°C (Fig. 3C). As a
consequence, the COX/CS activity ratio was not differ-
ent between winter and summer. When activity assays
were performed at 37 °C, the COX/CS activity ratio was
nevertheless significantly lower than when activity assays
were performed at 33 °C (1.4 times for summer samples
and 1.8 times for winter samples).

Concerning glycolysis, pyruvate kinase activity in bear
muscle remained stable across seasons, when measured at
either 33 °C or 37 °C (Fig. 4A). Enzymatic activity levels of
lactate dehydrogenase (LDH), which catalyses pyruvate
conversion to lactate, were found to be increased in hiber-
nating bears, not significantly when the reaction was per-
formed at 33 °C but with a significant 1.8-fold change at
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Fig. 3 Repression of lipid metabolism and mitochondrial oxidative phosphorylation in winter bear muscles. Protein or mRNA expression levels of
fatty acid translocase (CD36), mitochondrial hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase (HADH), citrate synthase (CS) and subunits of the five
oxidative phosphorylation (OXPHOS) complexes (C-I to C-V) were measured using RT-gPCR and/or Western-blot analysis in vastus lateralis muscle
samples from brown bears in summer (white bars) and winter (black bars) (panels A and B; N =8-12 per season). Corresponding blots are shown
in Additional file 4: Figure S2. Maximum enzymatic activities (panels A and C) for HADH, CS and cytochrome c oxidase (COX) were measured at
33°C and 37°C (N=7 per season). Data are expressed as means + sem. Statistical significance is shown for paired student t-tests (* P < 0.05; ** P
< 0.01) or post-hoc Tukey tests that followed type Il ANOVA (values that do not share the same superscript letter are significantly
different; P < 0.05)
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transporter 4 (MCT4 or SLC16A3), and aquaporin 7 (AQP7) were measured using RT-qPCR in bear vastus lateralis muscles (panel B and C; N=8
per season). Data are expressed as means + sem. Statistical significance is shown for paired student t-tests (** P < 0.01) and post-hoc Tukey tests
that followed type Il ANOVA (values that do not share the same superscript letter are significantly different; P < 0.05). Circulating levels of glycerol
were assessed enzymatically in bear plasma using a commercial kit (panel C; N =25 per season) and presented as individual values (circles, those
in red correspond to plasma samples where glycerol was also measured using NMR-based analysis with values being shown in Table 1) along
with the mean + sem (in blue) and median (in green) values

37°C (Fig. 4A). Gene expression levels of membrane lac-
tate transporters (Fig. 4B) were either unchanged between
seasons (monocarboxylate transporter 1, MCT1 or
SLC16A1) or significantly decreased during winter
(monocarboxylate transporter 4, MCT4 or SLC16A3; 2.3
times). Finally, we also oberved a decreased gene expres-
sion of aquaporin 7 (AQP7; 3.2 times) in hibernating bear
muscle, although in the aquaporin family, this isoform ac-
tually has a major role as a glycerol transporter (Fig. 4C).

Bear plasma metabolite profiles are changed during
hibernation

Plasma metabolite measurements assayed via enzymatic
kits and those derived from nuclear magnetic resonance
(NMR) analysis were in good agreement for glucose and
lactate levels (Table 1). Thus, glycaemia tended to be
higher in winter compared to summer, but the difference

did not reach significance. Oppositely, lactate levels were
significantly reduced in hibernating bear plasma (1.4-2
times). Free fatty acid levels were increased during hiber-
nation (2.7 times) (Table 1). Concerning glycerol levels,
the significant decrease (1.3 times) in winter, measured
using NMR-based analysis, was also found using the en-
zymatic kit when considering exactly the same samples
(see Table 1 and the red dots in Fig. 4C). Because the
values were markedly variable among individuals, espe-
cially in summer, we extended the measurement of gly-
cerol levels to 25 bears and still observed no significant
seasonal effect (Table 1 and Fig. 4C). We also observed
significantly higher circulating levels of triacylglycerols
(1.3 times), 3-hydroxybutyrate (1.7 times), betaine (1.4
times), and creatinine (1.5 times) in hibernating bears.
No significant change was recorded for plasma levels of
pyruvate, glycine/sarcosine, and myo-inositol.
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Table 1 Brown bear plasma metabolite profiles
Summer Winter p-value N/season
Plasma metabolite assays using enzymatic methods (kits)
Glucose (mM) 410+ 083 590 = 041 00913 6 =
Free fatty acids (mM) 0.14 + 002 038 + 003 0.0003 7 -
Lactate (mM) 859 + 131 4.28 + 095 0.0125 Z
Glycerol (mM) 0.24 + 004 0.20 + 0.02 03944 25 -
Triacylglycerols (mM) 285 %020 360 £ 0.31 0.0124 6 -
Plasma NMR-based analysis mean VIP
Glucose (au) 1.00 £ 007 1.21 £ 0.05 0.0598 7 173
Unidentified fatty acid (au) 1.00 + 0.15 125+ 0.15 03659 7 219
Lactate (au) 1.00 + 0.09 072 £ 0.08 0.0672 7 170
Glycerol (au) 1.00 + 0.04 0.78 £ 003 0.0059 7 1.05
3-hydroxybutyrate (au) 1.00 + 0.06 1.65 + 0.10 0.0007 Y 1.86
Pyruvate (au) 1.00 +0.10 1.22 £ 0.10 0.2561 7 121
Glycine/sarcosine (au) 1.00 + 0.06 0.82 + 0.04 0.0606 7 1.02
Glutamine (au) 1.00 + 0.06 1.19 £ 0.09 0.1768 7 1.02
Myo-inositol (au) 1.00 £ 0.20 140 + 0.24 0.2155 7 247
Betaine (au) 1.00 = 0.08 137 £ 013 0.0244 7 190
Creatinine (au) 1.00 + 0.06 151 £ 0.15 0.0126 7 138
Plasma liquid chromatography-based analysis of amino acids
Alanine (uM) 5978 + 55.1 4411 317 0.0234 8 =
Glutamine (uM) 4794 + 540 631.1 £313 0.0356 8 .

Data are the means + SEM of indicated individual determinations in hibernating (winter; February) versus active (summer; June) brown bears (Ursus arctos).
Significant differences between summer and winter (p-values < 0.05), are highlighted in bold

Concerning plasma amino acids (Table 1), although the
1.2-fold increase in glutamine levels measured using
NMR-based analysis was not significant, specific measure-
ments using liquid chromatography-based assay indicated
a significant 1.3-fold increase in glutamine levels during
the hibernation period. On the contrary, the levels of
plasma alanine were significantly decreased (1.4 times) in
hibernating bears.

Bear muscle glycogen content and serum fatty acid
concentrations are changed during hibernation

Strikingly, the skeletal muscle glycogen content observed
on electron micrographs was higher in hibernating than
active bears (Fig. 5A). Assaying muscle glycogen content
confirmed this observation, with a significant ~ 3 times
higher level of glycogen in muscle of hibernating bears
compared to summer active animals (Fig. 5B). Because
muscle glycogen rapidly becomes the most important
substrate source to sustain rapid muscle movement dur-
ing physical exercise [38] and summer bears ran for sev-
eral minutes during helicopter darting, we hypothesized
that this could have caused a lower level of glycogen in
their muscle. However, the similar values we measured
in summer captive animals, which did not run prior to
sampling, invalidated this hypothesis and indicated that

the short run of wild summer bears was not sufficient to
provoke significant muscle glycogen depletion.

Lipidomics analysis of polyunsaturated fatty acids
(PUFA) highlighted significantly reduced levels of eicosa-
pentaenoic acid (20:5n-3; EPA; 3.8 times) and increased
levels of docosapentaenoic acid (22:5 n-3; DPA; 2.6
times) and docosahexaenoic acid (22:6 n-3; DHA; 4.7
times) in the serum of hibernating versus active bears
(Fig. 5C).

Discussion

Hibernation is a physiological fasting state where phys-
ical inactivity, metabolic rate depression, and a decrease
in core body temperature allow for effective fuel and en-
ergy savings sufficient to sustain survival over the winter
months. In such a metabolic context, energy supply ap-
pears to come primarily from lipid substrate oxidation,
whereas glucose oxidation is reduced. However, con-
trasting data exist about the utilization of lipid versus
carbohydrate fuels in the muscle of hibernators (see
above in the Introduction section). Our data show that
expression and activity levels of lipid oxidizing enzymes
were lower in hibernating brown bears, whereas the
expression levels of muscle glycolysis enzymes were
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Fig. 5 Muscle glycogen content is increased and serum fatty acid profiles are changed in winter bear muscles. As illustrated on representative
electron micrographs of brown bear vastus lateralis muscle (panel A), intramyofibrillar (green) and especially intermyofibrillar (yellow) glycogen
granules accumulate in skeletal muscle of hibernating bears (lower panel), whereas their presence was largely undetectable in active summer
bears (upper panel) at this magnification level. Glycogen content was measured in bear muscles (panel B; N =7 per group). Circulating levels of
eicosapentaenoic acid (EPA), docosapentaenoic acid (DPA) and docosahexaenoic acid (DHA) were assessed in bear serum (panel C; N=4 serum
mixes per season). Data are expressed as means + sem. Statistical significance is shown for paired student t-tests (* P < 0.05; ** P < 0.02) and post-
hoc Tukey tests that followed one-way ANOVA (values that do not share the same superscript letter are significantly different; P < 0.05)
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higher during hibernation (see Fig. 2 and Additional file
1: Table S1 and Additional file 2: Table S2).

ATP production and consumption are tuned down in
hibernating bear skeletal muscle

As an energy-saving adaptive strategy, hibernation is
characterized by low metabolic rates [2]. As a conse-
quence, metabolic fuel consumption and ATP turnover
should be decreased throughout the body of hibernators,
and in their muscles in particular.

The general decrease in protein abundance of sub-
units of the five complexes of the mitochondrial re-
spiratory chain, measured here in muscles of
hibernating brown bears (Figs. 2 and 3), extends tran-
scriptomics data previously reported in hibernating
American black bears (Ursus americanus) [28]. These
regulations could lead to a reduced capacity for ATP
production in skeletal muscles of hibernating bears,
which could be linked to the reduced energy demand
during the hibernation period.

Since the functional coupling between oxidative phos-
phorylation and the mitochondrial creatine kinase sys-
tem has been previously reported [39], it was not
surprising to see the generally reduced expression levels
of CKMT?2, as well as of associated proteins like the por-
ins VDACI and 2 and ADP/ATP translocases (SLC25A4
and 6). Interestingly, mitochondrial cytochrome c oxi-
dase (COX, complex IV) activity was lower in muscles

of hibernating versus active bears, independent of assay
temperature (Fig. 3). This decreased activity of COX
could be related to the decreased amount of muscle
COX protein during hibernation. These results further
support an overall reduction in muscle ATP synthesis
capacity in hibernating bears.

A decrease in abundance of all proteins of the tricarb-
oxylic acid cycle along with a reduction in citrate syn-
thase (CS) activity levels was also seen in bear skeletal
muscle in the winter, likely reflecting a lower mitochon-
drial content. From samples collected in a given period
(i.e. summer or winter), the assay temperature did not
affect CS nor COX activity levels, which were quantified
as maximal velocity (Vmax). These results are in line with
the fact that the COX to CS activity ratio was not different
between seasons, independent of assay temperature, and
suggest that the intrinsic maximal oxidative capacity of
winter mitochondria does not differ from that of summer
mitochondria. This is consistent with previous results
showing either a modest reduction in the respiration rates
of mitochondria isolated from skeletal muscle of
thirteen-lined ground squirrels during torpor compared
with interbout euthermia [40] or no change in mitochon-
dria from muscles of hibernating versus summer-active
arctic ground squirrels [41]. We observed higher COX/CS
values in bears when assays were performed at 33 °C than
37 °C. At winter body temperature, this could enable skel-
etal muscles to rapidly increase their ATP output
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whenever muscle work is required, e.g. if the integrity of
the hibernaculum is no longer maintained in the middle
of winter and the bear must find a more safe and suitable
den. Altogether, these results indicate that suppression of
bear muscle mitochondrial respiration during hibernation
likely results in a decreased mitochondrial content and
suppressed electron supply to the respiratory chain.

Ton pumping through the Na*/K* and Ca®* ATPases is
a major ATP-consuming process in mammal cells [42].
In muscles of golden-mantled ground squirrels, reduced
levels of Na'/K' ATPase activity during hibernation
were reported to possibly be due to phosphorylation by
cAMP-dependent protein kinase A (PKA) [43]. We did
not detect subunits of the Na'/K" ATPase in either
summer-active or in hibernating bear muscles. However,
we observed increased levels of PKA during the winter
that could potentially be involved in repressing activity
of bear muscle Na'/K" ATPase, and other enzymes that
are sensitive to PKA regulation, during hibernation (Fig.
2). In addition, obscurin (OBSCN) has been shown to
interact with Na*/K* ATPase [44], and, although its abil-
ity to phosphorylate Na*/K* ATPase has not be demon-
strated in vitro, its increased levels in muscle of
hibernating bears make it a possible candidate for modu-
lating ion pump activity. Sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca®" ATPase (SERCA) has also been shown to
be repressed, both in activity and protein levels in skel-
etal muscle of the long-tailed ground squirrel (Urocitel-
lus undulatus) during winter [45]. We found that the
abundance of the three SERCA isoforms did not change
in the muscle of hibernating bears, but we cannot ex-
clude the possibility that SERCA activity could be modu-
lated during hibernation such as by endogenous protein
effectors like sarcolipin, by post-translational modifica-
tions, or in relation with the lipid composition of the
sarcoplasmic reticulum membrane [46, 47].

Reactions of membrane ion pumping systems that
imply ATP consumption are generally connected to
those catalysed by enzymes producing ATP, e.g. creatine
kinase [39]. We observed that cytosolic creatine kinase
(CKM) was only slightly more abundant in skeletal
muscle of hibernating bears and that mitochondrial
CKMT?2 levels were reduced. Whether this could modu-
late creatine/phosphocreatine metabolism remains to be
determined. Connected to the metabolism of creatine is
that of creatinine [48], and increased plasma creatinine
reflects its diminished renal clearance in hibernating
brown bears.

Protein synthesis is also an important process that
consumes ATP [42]. We know that protein synthesis
rates are dramatically decreased in muscles of hiberna-
ting bears [14], thus favouring energy sparing. Because
betaine has positive effects on lean muscle mass [49], its
increased levels in the plasma of hibernating bears may
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possibly contribute to reducing muscle protein loss (i.e.
minimizing atrophy).

Altogether, our data suggest that ATP production and
consumption are turned down in skeletal muscle of hi-
bernating bears, which would help to reduce metabolic
rate, while maintaining metabolic balance. To go further,
future studies should assess and compare skeletal muscle
mitochondrial respiration in hibernating versus summer
active bears and examine muscle fiber and mitochondrial
responses to various energy substrates in more detail.

Lipid oxidation is reduced, but preferred, in hibernating
bear skeletal muscle

It is commonly recognized that lipids are the main en-
ergy fuel during hibernation. In this situation, triacyl-
glycerols from fat stores are hydrolysed and fatty acids
are released into the blood flow. Accordingly, we found
that the amounts of total free fatty acids and those of
3-hydroxybutyrate were both elevated in the plasma of
hibernating bears, a result consistent with previous stud-
ies [50]. This increased availability of circulating lipid
fuels offers fat-burning tissues, like skeletal muscle, the
possibility to enhance lipid uptake and oxidation,
thereby sparing the much more limited reserves of
glycogen and glucose.

The transport of circulating fatty acids into muscle
cells is facilitated by fatty acid translocase (CD36). Our
findings, that the levels of muscle CD36 mRNA and pro-
tein remained stable in the bears between summer and
winter (Figs. 2 and 3), would suggest that fatty acid entry
into muscle cells is not affected by hibernation, although
we cannot be conclusive on that point. Once in the cells,
fatty acids traffic towards the mitochondria via transport
by fatty acid binding proteins (FABP), especially FABP3 in
muscle. In the muscle of ground squirrels, upregulation of
FABP3 has been reported at both transcript [24, 25] and
protein [23] levels during hibernation. Here we identified
bear FABP3 in two different protein spots on 2D-DIGE
gels, which exhibited a different regulation. This suggests
a post-translational regulation of bear FABP3 during
hibernation; however we were not able to determine the
nature of the post-translational modification at play. To
our knowledge, it is not known whether post-translational
modifications of FABP3 alter its functions. In particular,
we do not know whether such regulation could be linked
to its role in fatty acid trafficking and/or possible role in
stimulating glucose uptake [51] (see below).

Increased expression of several beta-oxidation
enzymes has been reported in the skeletal muscle tissue
of hibernating ground squirrels at both the mRNA [25]
and protein [22, 23] levels. In black bears, muscle data
were available only for the mRNA level and showed ei-
ther no change [21] or an increase [27] in expression of
fatty acid catabolism-related genes during hibernation.
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Opposite to these results, we found that abundance of
all proteins of the beta-oxidation pathway was
decreased in the muscle of brown bears during the hi-
bernation period, except SLC25A20, which remained un-
changed (Figs. 2 and 3). The decreased activity of
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HADH) that we re-
corded in muscles of hibernating bears further supports
a slowing of the beta-oxidation pathway. Such a globally
coordinated downregulation of fatty acid catabolizing
capacity accords well with lowered TCA and respiratory
chain rates proposed above for hibernating bear muscle.
The discrepancy with changes in mRNA levels in black
bear muscles may reflect a drop in translational regula-
tion, rather than an increase in transcription rates, in
line with globally lower protein synthesis rates in hiber-
nating bear muscles [14]. By contrast, the upregulated
expression of beta-oxidation factors in the muscle of
hibernating ground squirrels [22, 23] could be a mech-
anism that helps to sustain a certain level of activity des-
pite very low body temperatures (often near 0°C) while
in hibernation.

Although we argue above for a diminished capacity for
oxidation of fatty acids, we do not question the bear’s
reliance on lipids as the main fuel source for muscle
ATP generation during hibernation. Indeed, as is the
case for hibernating thirteen-lined ground squirrels [34], a
disruption of carbohydrate use for fuelling the TCA cycle
also appears to occur in hibernating bears, as corroborated
by the upregulation of pyruvate dehydrogenase kinase iso-
enzyme 4 (PDK4) and concomitant downregulation of
pyruvate dehydrogenase (PDHA1 and B).

Glycolysis appears to be maintained in hibernating bear
skeletal muscle

During hibernation in animals such as ground squirrels,
contrasting data have been reported concerning muscle
oxidation of glycolytic intermediates. A number of stud-
ies have reported data supporting a decrease in glycolysis
rate with downregulation of several glycolytic enzymes,
at the mRNA [25, 26, 28], protein [22, 23] or activity
[29] levels. Others studies have reported, on the con-
trary, that the post-translational regulation of PDH and
PGM1 would favour glycolysis maintenance during hi-
bernation in thirteen-lined ground squirrels [23, 37]. In
previous studies of hibernating bears, only results at the
mRNA level were available, which showed reduced
expression of several glycolytic genes [27, 28]. Our re-
sults (Figs. 2 and 4) show a global increase in the abun-
dance of all glycolytic enzymes in the skeletal muscle of
hibernating brown bears, except for GLUT4 and hexoki-
nase (that were not detected) and ATP-dependent
6-phosphofructokinase ~ (PFKM; unchanged). Such
adjustments would be in line with a possible increase in
the capacity of hibernating bear muscle for glycolysis, or
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at least its maintenance, if we also consider the
unmodified activity of pyruvate kinase (PKM) that we
observed between seasons. Taking into account the
above-mentioned block in the mitochondrial conversion
of pyruvate to acetyl-CoA, it could be hypothesized that
glycolysis is oriented more toward lactate production in
hibernating brown bear skeletal muscles. Interestingly,
previous data have shown that anaerobic glycolysis is in-
creased in cardiac muscle of ground squirrels during hi-
bernation [52]. Absolute values for LDH activity are
lower when the assay is performed at 33 °C versus 37 °C.
However, the activity of LDH measured at 37 °C in sum-
mer muscles was not significantly different from that of
winter muscles measured at 33 °C. This may reflect a
certain maintenance of LDH activity, which could help
maintain the capacity for anaerobic glycolysis during hi-
bernation. In skeletal muscles, lactate transport across
the plasma membrane is essentially done via monocar-
boxylate transporters 1 and 4 (SLC16A1 and SLC16A3).
Decreased gene expression of SLC16A3 may be another
clue that anaerobic glycolysis is regulated in hibernating
bear muscles. Comparing lactate levels in skeletal mus-
cles of winter and summer bears in future studies will
help to better understand the glycolytic flux during
hibernation.

Hence, our results suggest that glycolytic capacity is
retained in muscle, which could allow a rapid muscle re-
sponse if the bear is disturbed and arouses.

What are the possible sources of glucose during
hibernation in bears?

If glycolytic capacity is retained in skeletal muscle of
hibernating bears, an adequate availability of glycolytic
substrates should be ensured during hibernation.
Accordingly, plasma glucose levels tended to be in-
creased during hibernation in our study and statistical
significance has even been reached in previous studies
[50]. During hibernation, glucose can be derived from
mobilization of glycogen stores and from gluconeogene-
sis that occurs mainly in the liver. The main substrates
for liver gluconeogenesis are glycerol, lactate, and
alanine. Although glycerol is released by white adipose
cells due to lipolysis and although muscle lactate forma-
tion is hypothesized to increase (see above), we found
that plasma levels of glycerol remained unchanged dur-
ing hibernation (Table 1 and Fig. 4) and, as previously
reported [53], circulating lactate levels were lower in hi-
bernating brown bears (Table 1). These results, together
with the upregulation of liver gluconeogenesis-related
genes seen previously in hibernating bears [54], strongly
suggest that the uptake of glycerol and lactate by liver
cells for fuelling the gluconeogenic pathway is sufficient
to not only mask any increased release by peripheral
tissues, but also to even be responsible for decreased
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circulating lactate levels. Alternatively, it could be that
lactate levels were higher in summer-active bears, with
the possible superimposed effect of the short run when
the helicopter approached, as suggested in a previous
study [53]. Concerning alanine, its decreased plasma
levels in hibernating bears (Fig. 2) could be a combin-
ation of its uptake by the liver and a lower formation
rate, due to decreased protein turnover [14]. In this
regard, we also observed that alanine aminotransfer-
ase 1 (ALATI1) levels were reduced in bear muscles
during winter, suggesting that alanine formation is af-
fected during hibernation. Finally, liver gluconeogene-
sis could also be fuelled by amino acids produced
from a certain degree of protein degradation, al-
though atrophy remains limited. Gluconeogenesis can
also be achieved by the kidneys, especially from lac-
tate and glutamine as the main substrates [55]. In-
creased glutamine plasma levels in hibernating bears
could, at least in part, be due to its lesser utilization
by the kidney. This would agree with a reduction of
kidney activity during hibernation [56]. This might
also be related to bear urea nitrogen recycling during
hibernation [57] since glutamine is the major amino
acid in the blood that provides inter-organ transport
of nitrogen (and ammonia).

The regulation of muscle enzymes of glycogen me-
tabolism that we observed here suggests that muscle
glycogen stores are dynamically regulated in hiberna-
ting animals. We actually found higher glycogen
levels in the muscles of brown bears during hiberna-
tion than in summer (Fig. 5), similar to a recent re-
port on American black bears [58], whereas only a
non-significant trend toward such a seasonal change
was observed in hibernating ground squirrels [59].
Although we cannot determine exactly when glyco-
gen deposits are made into muscle, this could pro-
vide an easy source of glucose for muscle glycolysis
during hibernation.

Beneficial effects on health are generally triggered
by n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) and
we suggest they could be extended to the hibernation
state. Indeed, docosahexaenoic acid (DHA) has been
reported to elevate glycogen stores [60] and enhance
the expression of glucose uptake-related genes [61] in
laboratory mouse muscles. DHA also appears to pre-
vent fasting-induced muscle atrophy [60] and fight
against sarcopenia [62], induce muscle protein synthe-
sis [63] and prevent palmitate-induced proteolysis
[64]. In an earlier study, we found no difference in
levels of eicosapentaenoic acid (EPA) in skeletal
muscle tissue of hibernating bears, but its plasma
levels were decreased [65]. We extend these results
here by showing the rise in circulating concentrations
of docosapentaenoic acid (DPA) and DHA in
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hibernating compared to active brown bears (Fig. 5).
Hence, the rise in DHA levels could mediate, at least
in part, several of the bear muscle responses to hiber-
nation that we have reported and discussed in this
study.

Conclusions

The objective of this study was to examine how energy
and fuel metabolism are regulated in the skeletal muscle
of hibernating brown bears. Through quantification of
proteins involved in energy and fuel metabolism and
using assays of enzyme activities, we found that bear
muscle metabolism is dominated by reduced ATP turn-
over, with lipids being the preferred fuels, but their rate
of oxidation being reduced during hibernation due to
and/or contributing to metabolic rate depression. Con-
comitantly, glycolysis appears to be maintained and it
could be fuelled from liver gluconeogenesis and the
mobilization of large muscle glycogen stores, although
we cannot conclude definitely on that point. Such meta-
bolic regulations no doubt favour energy savings while
maintaining hibernating bear muscle proteins, which
may enable bears to react quickly in the case of un-
expected disruption or early arousal from hibernation.
A potential role of n-3 PUFAs could be hypothesized.
To go further in understanding muscle metabolism
during bear hibernation, mitochondria are the next
target to explore using, e.g., high-resolution respirom-
etry and evaluation of the response to various
substrates.

Methods

Bear sample collection

Samples were collected from 37 free-ranging brown
bears (Ursus arctos; 26 females and 11 males) from
Dalarna and Gévleborg counties, Sweden, from 2011 to
2018. The animals were two (23 bears) or three (14
bears) years old. In a given year, the bears were captured
during hibernation (February) and recaptured during
their active period (June). The mean body mass of hiber-
nating (45.9 +2.7 kg) versus summer active (42.9+2.2
kg) bears was not significantly different (paired t-test, p
=0.06). Bear immobilization was performed as previ-
ously described [53, 66]. Blood samples were collected
from the jugular vein within 20 min after darting, either
in tubes containing a clotting activator (Vacuette® Z
serum Sep Clot Activator, Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Austria) or in tubes with spray-coated
K>EDTA (BD Vacutainer®, FisherScientific, Illkirch,
France). Tubes were centrifuged (3000 g, 20 min) within
1 h after sampling and the serum or plasma was immedi-
ately frozen on dry ice until storage at — 80 °C. Biopsies
of the vastus lateralis muscle were collected at the same
time and immediately frozen on dry ice until storage at
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- 80°C. The study was approved by the Swedish Ethical
Committee on Animal Experiment (applications #C212/
9, #C47/9, #C7/12, #C268/12, and #C18/15), the Swed-
ish Environmental Protection Agency (NV-0758-14), and
the Swedish Board of Agriculture (31-11,102/12). All
procedures complied with Swedish laws and regulations.

Additionally, we obtained samples of skeletal muscle tis-
sue (vastus lateralis) from two euthanized captive brown
bears stored and provided by the Norwegian Veterinary
Institute, and from 5 brown bears euthanized at Orsa
Predator Park, Sweden (permit N° Dnr5.8.18-06068/2017).
Upon euthanization, these seven bears were active, i.e. not
hibernating, and are referred to as ‘summer captive’ ani-
mals in this study.

Sample pre-processing for proteomics-based analyses
Frozen muscle bear biopsies (N =7 per season) were pul-
verized using a laboratory ball mill (Mikrodismembrator,
Sartorius). The resulting powders were used for running
complementary proteomics approaches.

Mass spectrometry-based quantitative analysis of bear
muscle proteome

Ground muscle powders were suspended in a buffer
composed of 8 M urea, 2M thiourea, 4% Chaps, 1%
dithiothreitol, 0.05% TLCK and 0.02 to 2 mM protease
inhibitors. These were then sonicated (10s, 135 watts)
on ice, followed by addition of nine volumes of cold
acetone; samples were then kept at —20°C overnight.
Precipitated proteins were pelleted by centrifugation (10
min, 4°C, 14000 g), and after discarding supernatants,
the pellets were vacuum-dried (Speedvac, ThermoFisher
Scientific; Rockford, IL, USA) and then dissolved in a
buffer composed of 8 M urea, 2 M thiourea, 4% Chaps,
0.05% TLCK and 0.02-2 mM protease inhibitors in 30
mM Tris (pH 8.8). Protein concentration in protein
extracts was measured using the Bradford protocol
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). At this stage, one sample
pool, comprising equal amounts of all muscle protein
extracts, was generated for quality assessment of
LC-MS/MS.

Aliquots of 10 pg of bear proteins (individual samples
and sample pool) were precipitated with acetone (9 vol-
umes) during 2h at -20°C. After centrifugation (10
min, 15,000 g), protein pellets were solubilized in sample
buffer (50mM Tris pH6.8, 1mM EDTA, 5%
B-mercaptoethanol, 2.5% SDS, 10% glycerol and 0.1%
Bromophenol blue), and incubated at 95°C for 5 min.
Electrophoresis was performed using polyacrylamide
gels. Sample preparation was performed in duplicate for
each bear muscle extract. After colloidal Coomassie blue
staining (G250, Fluka, Buchs, Switzerland), five protein
bands (2 mm each) were excised from the gels. Proteins
were in-gel reduced and alkylated using an automatic
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pipetting device (MassPrep, Waters) and digested over-
night with trypsin (Promega, Madison, WI, USA) at an
enzyme-to-protein-ratio of 1:100. Peptides were
extracted in 60% acetonitrile/0.1% formic acid in water
for 1h, at 450 rpm on an orbital shaker. Organic solvent
was finally removed in a Speedvac and samples were ad-
justed to 30 pul with 1% acetonitrile containing 0.1% for-
mic acid.

Tryptic peptides (3 pL aliquots) were analysed on a
UPLC-system (nanoAcquity, Waters, Milford, MA,
USA) coupled to a quadrupole-TOF hybrid mass spec-
trometer (maXis 4G; Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Germany). Injection of individual samples was per-
formed in duplicate. The instrument was controlled by
Bruker compass Hystar (v3.2) and OtofControl (Rev3.2).
The solvent system consisted of 0.1% formic acid in
water (solvent A) and 0.1% formic acid in acetonitrile
(solvent B). Each sample was first concentrated/desalted
on a trap column (Symmetry C18, 180 pum x 20 mm,
5 um; Waters) at 1% B at a flow rate of 5 pl/min for 3
min. Afterwards, peptides were eluted from the separ-
ation column (BEH130 C18, 75pm x 250 mm, 1.7 pm;
Waters) maintained at 60°C using a 60 min gradient
from 8 to 35% B at a flow rate of 450 nl/min. The mass
spectrometer was operated in positive mode, with auto-
matic switching between MS and MS/MS scans. The
source temperature was set to 160 °C with a spray volt-
age of —4.5kV and dry gas flow rate of 51/min. External
mass calibration of the Tof (MaXis 4G) was achieved be-
fore each set of analyses using Tuning Mix (Agilent
Technologies, Paolo Alto, USA) in the mass range of
322-2722m/z, and mass correction was achieved by re-
calibration of acquired spectra to the applied lock mass
using hexakis (2,2,3,3,-tetrafluoropropoxy)phosphazine
([M +H]* 922.0098 m/z). The MS acquisition time was
set to 0.4's, and MS/MS acquisition time to a range from
0.05s (intensity >250,000) to 1.25s (intensity < 5000),
and ions were excluded after acquisition of one MS/MS
spectrum with release of exclusion after 0.2 min. Up to
10 most intense multiply charged precursors per MS
scan were isolated, using an isolation window adapted to
the isolated m/z (2-5 m/z), then fragmented using energy
collisional dissociation. The sample pool (quality con-
trol) was repeatedly analyzed throughout the whole dur-
ation of these experiments to enable verification of the
stability of the nanoLC-MS/MS system and reproducibil-
ity of the quantitative measurements.

MS raw data were processed using MaxQuant
(v1.5.3.30) [67]. Peak lists were searched using the decoy
mode (revert) of the Andromeda search engine imple-
mented in MaxQuant against a protein database created
using the MSDA software suite [68]. The database con-
tained bear protein sequences (UniprotKb; Taxonomy
ID: 9632; downloaded in September 2017) to which
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sequences of common contaminants (e.g. trypsin and
keratins) were automatically added via MSDA and Max-
Quant. Regarding search parameters, MS tolerance was
set to 0.07 Da for the first search and 0.006 Da for the
main search. MS/MS tolerance was set to 40 ppm. A
maximum number of two missed cleavages was ac-
cepted, and carbamidomethylation of cysteine residues
was set as fixed modification, while acetylation of pro-
tein N-termini and oxidation of methionine residues
were set as variable modifications. False discovery rates
(FDR) were set to 1% for both peptide spectrum matches
(minimum length of 7 amino acids) and proteins. The
final list of identified proteins did not consider common
contaminants, which were removed. Regarding quantifi-
cation, data normalization and estimation of protein
abundance was performed using the MaxLFQ (label free
quantification) option implemented in MaxQuant [67].
MaxLFQ quantification was applied using a minimal ra-
tio count of two. Both unmodified and modified (acetyl-
ation of protein N-termini and oxidation of methionine
residues) peptides were considered for quantification.
All other MaxQuant parameters were set as default.
After having checked the reproducibility of technical
replicates, their median value was calculated for each in-
dividual sample. Then, only proteins with at least five of
seven values per season (i.e. accepting a maximum of 2
missing values) were retained for further analysis, as well
as “present/absent” cases (i.e. 0 values in the samples
from one of the two seasons). A total of 725 bear muscle
proteins were identified robustly, of which 538 fulfilled
the above-mentioned criteria (Additional file 1: Table
S1). To retain only the proteins with a highly reprodu-
cible quantification, we compared replicate injections
and then replicate preparations of individual samples
and 383 proteins were found to comply with such
stringency.

Regarding quality controls, we considered only pep-
tides detected in at least eight of the ten repeated injec-
tions of the sample mixes. The mean coefficient of
variation (CV) of retention times of the peptides of
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, chosen as a
common housekeeping protein, was 3.3%. In addition,
the median coefficient of variation for LFQ values from
all proteins across repeated injections of sample mixes
was 25%. These different values indicate good stability of
the nanoLC-MS/MS system over the whole duration of
the analyses, and also good reproducibility of protein
abundance determination.

Gel-based quantitative analysis of bear muscle proteome
Ground muscle powders were dissolved in a denaturing
solution (urea 7 M, thiourea 2 M, Chaps 4%, DTT 1%,
protease inhibitors 0.02 to 2mM, TLCK 0.0005%) and
protein extraction was performed by incubation one
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hour at room temperature followed by sonication on ice
(10s., 135 W). Proteins were then acetone-precipitated
overnight at — 20 °C using nine volumes of cold acetone
and pelleted by centrifugation (15 min, 14,000 g, 4 °C).
After vacuum-drying using a Speedvac ThermoFisher
Scientific; Rockford, IL, USA), proteins were dissolved in
a solution composed of 7 M urea, 2M thiourea, 30 mM
Tris (pH 8.5) and 4% Chaps. The pH was then adjusted
to 8.5, and homogenization was completed by sonication
on ice (10s, 135 watts). After removing cell debris by
centrifugation and collection of the supernatant, soluble
protein concentrations were determined using the Brad-
ford protocol (Bio-Rad). For each sample, protein pro-
files were checked on 12% SDS-PAGE acrylamide gels
(10 pg loaded; 50V for 60min and then 100V to
complete migration) using Coomassie brilliant blue
(Sigma Aldrich; St. Louis, MO, USA) staining. The simi-
larity of protein profiles between all samples was then
verified prior to quantitative DIGE analysis.

Protein samples were labelled using a CyDye DIGE
Fluor Minimal Dye Labeling Kit (GE HealthCare,
Uppsala, Sweden). CyDyes were first reconstituted in
anhydrous N,N-dimethylformamide, then 400 pmol of
Cy3 and Cy5 were used to randomly label 50 ug of
protein samples from the different groups, and Cy2
(1.2 nmol/150 pg proteins) was used to label a mixture
of all the samples (25 ug each) that was used as an
internal standard. After incubation in the dark for 30
min on ice, protein labelling was quenched by
addition of 10 mM of lysine stop solution and incuba-
tion in the dark for 10 min on ice.

Prior to 2D gel electrophoresis, the multiplexing of
samples from hibernating and active bears was random-
ized to avoid any bias. Briefly, 50 pg of Cy2, Cy3 and
Cyb5-labelled protein samples were mixed and diluted
with 7M urea, 2 M thiourea, 2% Chaps, 2% DTT, 2%
ampholytes (GE Healthcare), protease inhibitors and a
trace of bromophenol blue. Proteins were then loaded
onto 24 cm pH 3-10 non-linear immobilized pH gradient
strips (IPG Ready strip, Biorad, Hercules, CA, USA), and
left in the dark for passive rehydration over 1h. Active
rehydration was then performed in the dark over 15 h at
50V using a Protean IEF cell (Biorad). Isoelectric focus-
ing was performed using voltage gradient steps (from 0
to 200V over 1h, from 200 to 1000V over 4h, from
1000 to 5000V over 16 h, then 5000V for 7 h; total of
90000Vh). Focused proteins were then reduced by incu-
bation (15 min) of IPG strips in a solution composed of
1% DTT, 6 M urea, 50 mM Tris pH 8.8, 30% glycerol
and 2% SDS. Proteins were alkylated by incubation (15
min) in a solution composed of 2.5% iodoacetamide, 6 M
urea, 50mM Tris pH 8.8, 30% glycerol and 2% SDS.
Electrophoresis was carried out using 12.5% polyacryl-
amide gels (2DGel DALT NF; Serva Electrophoresis
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GmbH, Heidelberg, Germany) and a HPE FlatTop
Tower (Gel Company, CA, USA). Electrophoresis began
with application of 7mA per gel for 30 min followed by
13 mA per gel for 30 min, then 20 mA per gel for 10
min, 40 mA per gel for 4h and, finally, 45 mA per gel
for 40 min.

Following 2D gel electrophoresis, gels were washed
with water and gel images were acquired using an Ettan
DIGE Imager (GE HealthCare) at 100 pm resolution. Gel
images were analysed using the Progenesis Samespots
software (v4.5; Nonlinear Dynamics, Newcastle upon
Tyne, UK). After automatic alignment, the quality of
spot matching was checked and, when necessary, im-
proved by application of minor manual corrections.
After background subtraction and normalization of Cy3
and Cy5 spot volumes to that of corresponding Cy2
spots, the spots highlighted as differential by statistical
analysis were excised. Three to four matched spots were
put together, and proteins were in-gel reduced and alky-
lated using a Massprep Station (Waters, MicroMass,
Manchester, UK) as previously reported [69]. For in-gel
digestion of proteins, 25 uL of a 12.5 ng/L trypsin (Pro-
mega) solution in 25 mM NH,HCO; were added to gel
pieces before incubation for 12 h at 37 °C. The resulting
peptides were extracted using 30 uL of a 60% acetonitrile
(Carlo Erba, Val de Reuil, France) solution containing
formic acid (0.1%). Acetonitrile was removed by vacuum
drying using a Speedvac.

Tryptic peptides were analyzed on a UPLC-system
(nanoAcquity, Waters) coupled to a quadrupole-TOF
hybrid mass spectrometer (maXis 4G; Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Germany), exactly as reported above
for label-free (XIC) MS-based analyses, except from the
elution gradient (t=0min 1% B, t=9 min 35% B, t=10
min, 90% B) and the fact that isolation and fragmenta-
tion was performed here for the 6 most intense multiply
charged ions, with exclusion being set to 1 min.

MS/MS data were analysed using the Mascot™ search
engine (v2.5.1, Matrix Science, London, UK) installed on
a local Spectra were searched against a
target-decoy version of the same bear protein database
that was used for label-free (XIC) MS1-based analyses
(see above), to which sequences of common contami-
nants (e.g. trypsin and keratins) were automatically
added using the MSDA software suite [68]. Mascot
search parameters included a mass tolerance of 10 ppm
in MS and 0.05Da for MS/MS modes, a maximum of
one trypsin missed cleavage allowed, carbamidomethyla-
tion of cysteine residues set as fixed modification, and
oxidation of methionine residues and acetylation of pro-
tein N-termini set as variable modifications. Stringent
filtering criteria were applied using Proline software
(v2.5.1; http://proline.profiproteomics.fr/) to obtain
high-confidence identifications (FDR<1% at both

server.
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protein set and PSM level; and a minimal PSM score of
25). Single-peptide-based protein identifications, as well
as the identification of common contaminants such as
keratin and trypsin, were not considered.

Among the different proteins that were identified in a
given spot, only the major (more abundant) ones were
considered to be responsible for variations of spot inten-
sities. The determination of major proteins was per-
formed following a “peptide counting” strategy: the
higher the number of peptides assigned to a given pro-
tein, the more abundant this protein is. We took into ac-
count the fact that tryptic sites are followed or not by a
proline residue, the possible missed cleavages and the
adequate size of peptides for detection by mass spec-
trometry (i.e., based on our data, peptides of 7 to 32
amino acids. The theoretical number of detectable
tryptic peptides was similar for major and minor pro-
teins in a given gel spot, as their ratio was of 1.0 £ 0.1.
However, major proteins were identified with an experi-
mental number of peptides 4.1 + 1.6 times higher than
minor ones.

Quantitative RT-PCR analyses in bear muscle

Total RNA was isolated from bear muscle (N=8 per
season) using TRIzol reagent (Invitrogen, Courtaboeuf,
France) according to manufacturer’s instructions.
First-strand cDNAs were synthesized from 1 pg of total
RNA using PrimeScript RT kit (Ozyme, Saint Quentin
en Yveline, France) with a mixture of random hexamers
and oligo(dT) primers and treated with 60 units of RNa-
seH (Ozyme). Real-time PCR assays were performed
with Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Courtaboeuf, France).
Different primers were used for fatty acid translocase
(CD36; forward: 5'-CAGACAGTTTTGGATCTTTG-3;
reverse: 5 -CTGGGTTACATTTTCCTTGG-3'), aqua-
porin 7 (AQP-7; forward: 5'-AGATGGTGCGAGAG
TTCCTG-3'; reverse: 5'-TGACTCCGAAGCCAAAACC
C-3’), monocarboxylate transporter 1 (MCT1 or
SLC16A1; forward: 5'-GTTGGTGGCTGCTTGTCAG
G-3; reverse: 5-TTCAAGTTGAAGGCAAGCCC-3')
and monocarboxylate transporter 4 (MCT4 or SLC16A3;
forward: 5'-AGCTCATGCGTGAGTTTGGG-3'; re-
verse: 5'-CCAAAGCGGTTCACGCACAC-3"). The re-
sults were normalized to mRNA levels of TATA box
binding protein (TBP; forward: 5'- AGACCATTG
CACTTCGTGCC-3’; reverse: 5'-CCTGTGCACACCAT
TTTCCC-3") used as a reference gene in each sample.

Western-blot analyses in bear muscle

Proteins were extracted from bear muscle (N = 12 per sea-
son) using ice-cold lysis buffer (Tris-HCl 20 mM, NaCl
138 mM, KCI 2.7 mM, MgCl, 1 mM, glycerol 5%, NP 40
1%, EDTA 5mM, NazVO, 1 mM, NaF 20 mM and DTT
1 mM) supplemented with protease inhibitor cocktail
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(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Homogenization
was performed using a Precellys homogenizer (Bertin In-
struments, Montigny-le-Bretonneux, France) with three
shaking cycles of 30 s at 6800 rpm followed by 5 min at 4 °
C. After centrifugation (15 min, 12,000 g), protein concen-
tration in the supernatant was determined by Bradford
quantification.

Western blotting was performed as previously de-
scribed [70]. After loading 20 pg of total protein into
each well of SDS-PAGE gels, electrophoresis and elec-
troblotting to PVDF membrane were carried out. Mem-
branes were blocked with 4% BSA (Bovine Serum
Albumin, Euromedex, Souffelweyersheim, France) and
then probed with primary antibodies purchased from
Abcam (rabbit anti-CD36: #ab133625; mouse cocktail
anti-OXPHOS [oxidative phosphorylation]: #ab110413;
both used at 1/1000), and Santa Cruz Biotechnology
(rabbit anti-HADH: #s¢292196; goat anti-citrate syn-
thase: #sc242444; both used at 1/1000). Corresponding
secondary HRP antibodies from BioRad (goat anti-rabbit
IgG (H + L)-HRP conjugate: #1721019; goat anti-mouse
IgG (H +L)-HRP conjugate: #1721011; rabbit anti-goat
IgG (H+L)-HRP conjugate: #1721034; all used at 1/
10000) were used for chemiluminescence visualization
(Chemidoc; Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Glycogen content and enzyme activity measurements in
bear muscle

Glycogen content, pyruvate kinase (PK), and lactacte de-
hydrogenase (LDH) activities were quantified in bear
muscle (N=7 per season) using commercial kits
(#MAKO016, #MAKO072 and #MAKO66, respectively)
from Sigma Aldrich. Assays were performed according
to manufacturer’s instructions, using 20, 3 and 0.3 pg of
total protein, respectively.

Citrate synthase (CS) and cytochrome c oxidase
(COX) activities were measured as described previously
[71], using 10 pg of total protein. B-Hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (HAD) activity was measured in the
same homogenates using 10 pg of protein. The reaction
was performed in 1ml of reaction buffer containing
HEPES 20 mM, EGTA 1mM, KCN 1 mM, and NADH
0.15mM, pH=74 at 25°C. Assays were started by the
addition of 0.1 mM acetoacetyl-CoA and the oxidation
of NADH was measured at 340 nm.

Metabolite assays and amino acid measurements in bear
plasma

Levels of metabolites and amino acids were assessed in
bear plasma (N =6-8 per season, except from glycerol
assays performed in N = 25 per season). Plasma free fatty
acids and lactate were determined enzymatically using
kits from Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, UK), and
glycerol, glucose, and triacylglycerol levels were assessed
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using kits from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI,
USA), Sigma Diagnostics (St. Louis, MO, USA) and Bio-
labo SAS (Maizy, France), respectively.

After deproteinization of 250 pL of plasma with sulfo-
salicylic acid (Sigma Diagnostics), circulating amino acid
concentrations were determined by ion-exchange chro-
matography followed by a postcolumn derivatization
with  ninhydrin ~ (Hitachi =~ L8900,  ScienceTec,
Villebon-sur-Yvette, France).

NMR-based analysis of bear plasma metabolome

For "H NMR profiling, 100 uL. of each plasma sample
(N =7 per season) was first evaporated using a vacuum
concentrator (SpeedVac, ThermoFisher Scientific) and
further dissolved in 100 uL of D,O (99.96% minimum;
Eurisotop) and 100uL of 300 mM phosphate buffer
(KH,PO, and K,HPO,; pH 7.06; Fluka). The final analyt-
ical sample (200 puL) contained 10% phosphate buffer
(30 mM) and TSP-d4 (3-(trimethylsilyl)
propionic-2,2,3,3- tetra-d4 acid sodium salt 0.5 mM, 98%
deuterated; Sigma-Aldrich) in D,O was filled in Shigemi
5mm  symmetricall NMR  microtube assembly
(Sigma-Aldrich).

For 2D NMR identification, all the previous samples
were pooled, then evaporated and further dissolved in
600 uL. DO before filling a 5mm NMR tube (Norell,
Eurisotop). DO was used for shimming and locking,
whereas TSP-d, constituted a reference for chemical
shifts (0 ppm) for "H NMR.

One-dimensional '"H NMR experiments (i.e. profiles)
were conducted on a Bruker Avance 500 MHz equipped
with a 5-mm inverse-triple tuned (TXI) 'H/1°C/'°N with
z-gradient coil probe (Bruker Biospin Wissenbourg,
France). For each profile, two standard monodimensional
sequences were acquired. The nuclear overhauser effect
spectroscopy sequence (noesygpprld with water presatura-
tion and gradients) and the Carr-Purecell-Meiboom-Gill
sequence (cpmgprld with water presaturation) were used
with low power irradiation of the water resonance during
the recycle delay of 4 s and the mixing time of 10 ms. For
the cpmgprld sequence the echo time was fixed to 70 ms.
For all the spectra, 512 scans were collected with a 90°
impulsion time of 9.75 us, an acquisition time of 3.3s, a
spectral window of 10,000Hz and 64K data points
zero-filled to 128 K before Fourier transformation with 0.3
Hz line broadening. Spectra were treated with Topspin ver-
sion 3.1. All NMR spectra were recorded at 300 K. For the
identification of metabolites in the pooled sample, we used
the NMR spectrometer at the TGIR NMR Facility
(TGIR-RMN-THC Fr3050 CNRS- Gif/Yvette, France), a
Bruker Avance III 950 MHz equipped with a 5mm TCI
(*H/1°C/™N/*H) cryoprobe with z-gradient coil probe
(Bruker Biospin). For 1D 'H-Spectra, a standard one
dimensional spectroscopy sequence (noesygpprld) was
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used with low power irradiation of the water resonance
during the recycle delay of 4 s and a mixing time of 10 ms.
For each spectrum, eight scans were collected with a 90°
impulsion time of 7.7 ps, an acquisition time of 3.3s, a
spectral window of 10,000Hz and 64K data points
zero-filled to 128 K before Fourier transformation with 0,3
Hz line broadening. All 2D homonuclear (*H-'H Cosy,
'H-'H TOCSY, 'H-'H JRES) and heteronuclear (‘H-'*C
HSQC and HMBC) experiments were performed with
quadrature phase detection in dimensions, using state-TPPI
or QF detection mode in the indirect one. For each 512 in-
crements in the indirect dimension, 2 K data points were
collected and 32 or 64 transients were accumulated in the
direct dimension. A '*C decoupling (GARP) was performed
during acquisition time for heteronuclear experiments. A
/2 shifted square sine-bell function was applied in the
both dimensions before Fourier transformation. Spectra
were treated with Topspin version 3.5pl5. All NMR spectra
were recorded at 300 K.

We divided 1D "H-NMR spectra into 10,000 regions
(buckets) of 0.001 ppm wide. After reduction over the
chemical range of - 0.5 to 10 ppm and considering an
exclusion area around the residual water signal (4.6 to
5.1 ppm), bucketing was performed using the AMIX
software (Bruker GmbH). The signal intensity in each
bucket was integrated using the sum intensities mode
and spectra were scaled to total intensity. From Noesy
and CPMG spectra, the buckets with a VIP score above
1, as revealed by PLS discriminant analysis (PLD-DA),
were analyzed deeply (1d and 2d NMR) in order to iden-
tify the related metabolites. Identification of the metabo-
lites (VIP buckets) based on the 1D and 2D NMR
spectra was done using metabolite databases HMDB
[72], BMRB [73] and relevant publications [74—77].

Imaging of bear muscle fibers using electron microscopy
Freshly collected muscle biopsies were fixed immediately
with 2.5% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA), then washed using PBS and
post-fixed in 1% osmium tetroxide (OsO4; Sigma Al-
drich). After dehydration in ethanol, followed by incuba-
tion in propylene oxide (VWR, Radnor, PA, USA),
samples were embedded in Epon (Electron Microscopy
Sciences) and kept at 60 °C overnight for polymerization.
Ultrathin sections were cut with a Reichert Ultracut S
ultramicrotome, stained with uranyl acetate and lead cit-
rate (Merck, Darmstadt, Germany), and examined with a
transmission electron microscope (JEOL 1011). Digital
images were obtained using GATAN CCD Orius 1000
camera with Digital Micrograph software.

Lipidomics analysis of bear serum
We prepared eight different mixes from individual bear
sera collected during four successive years (2012-2015),
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i.e. one per season per year. Serum mixes consisted of
equivalent volumes of 2-7 individual samples collected
in a given season and year. Total lipids from bear serum
mixes (N =4 per season) were extracted and analyzed, as
previously described [78]. Briefly, a double extraction
was carried out using ethanol/chloroform (1:2, v/v) after
internal standard addition. The organic phases were
dried under nitrogen, and samples were treated with
toluene-methanol (1:1, v/v) and boron trifluoride in
methanol (14%). Lipid transmethylation was then car-
ried out at 100°C for 90 min in screw-capped tubes.
After the addition of 1.5 mL of K,CO3 in 10% water,
fatty acid methyl esters were extracted using 2 mL of
isooctane and analyzed by gas chromatography
(HP6890 instrument equipped with a fused silica ca-
pillary BPX70 SGE column; 60 x 0.25 mm). The vector
gas was hydrogen. Temperatures of the Ross injector
and flame ionization detector were set to 230 °C and
250 °C, respectively.

Statistical analysis

Multiple bears were analyzed as biological replicates.
Statistical analysis was performed using the R software
environment v3.0.2 [79]. Shapiro-Wilk, Bartlett, Welch
two sample and paired student t-tests, one-way ANOVA
and Tukey tests used the FactoMineR package. Type III
ANOVA used several R packages, including ImerTest,
Ime4, Ismeans, and multcomp. It should be noted that
adjustment of p-values for multiple testing was done
using either the Benjamin-Hochberg (t-tests) or the Bon-
ferroni (ANOVA and Tukey tests) method.

For label-free (XIC) MS1-based analyses, the reprodu-
cibility of MaxLFQ values among technical replicates
was first checked using one-way ANOVA (p > 0.05). For
both proteomics approaches, we used the Shapiro-Wilk
test (p-value >0.01) to check the normal distribution of
MaxLFQ values (XIC) and of normalized spot volumes
(2D-DIGE). Homoscedasticity was then tested using the
Bartlett test (p-value >0.01). Changes in the abundance
of proteins between hibernating and summer-active
bears were assessed using Welch two sample t-tests for
both proteomics approaches or paired student t-tests
only for the 2D-DIGE approach, significance being set to
p-values <0.05. Paired student t-tests were not applic-
able to XIC-derived data because of missing values.

For quantitative RT-PCR and western-blot analyses, as
well as metabolites measured using kits, and for amino
acid and fatty acid levels, we compared winter and sum-
mer seasons using paired student t-tests, with signifi-
cance being set to p-values < 0.05.

For glycogen levels, we used one-way ANOVA
followed by post-hoc Tukey tests to compare values in
free-living and captive bears. Significance was set to
p-values < 0.05 for both ANOVA and Tukey tests.
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For enzyme activity measurements, a comparison of
seasonal effects at different temperatures used a general
linear-mixed effects model (Type III ANOVA with
p-values for F-tests based on Satterthwaite method and
post-hoc Tukey tests for multiple pairwise comparisons);
significance was set to p-values < 0.05.

Statistical analysis of NMR-derived data was performed
using SIMCA 13.0 software. Data matrices were filtrated
using the Wilcoxon signed-rank test. A total of 96 buckets
from NOESY spectra and 103 from CPMG spectra
remained for further multivariate analyses. PCA did not
reveal any outliers, and PLS-DA (according to the seasons;
Pareto scaling) showed one principal component (Q*cum
=0.797) for NOESY data and one (Q’cum =0.766) for
CPMG data. Validations were made through “900 random
permutations” and “observed vs. predicted”. PLS-DA
showed VIP scores (i.e. importance into the model) for all
buckets. On NOESY data, 11 buckets had a VIP score
above 1.5 and 23 buckets above 1. On CPMG data, 11
buckets had a VIP score above 1.5 and 25 buckets above 1.
Those buckets were analyzed deeply (1d and 2d NMR) in
order to identify the related metabolites. Comparison of
the relative abundance of identified metabolites in winter
versus summer was performed using paired student
t-tests, considering significance with p-values < 0.05.

Bioinformatics analysis of proteomics data

Hierarchical clustering of proteomics data was per-
formed using Cluster v3.0 software [80]. Parameters
were set as follows: median centering and
normalization of genes for adjusting data and centroid
linkage clustering for both genes and arrays. Dendro-
grams were generated and viewed using the Treeview
v1.6.6 program [81].

From the list of identified bear proteins, and in order
to benefit from the more complete annotation of the hu-
man proteome, Swissprot identifiers of human protein
homologues were retrieved using BLAST searches
(FASTA program v36; downloaded from http://fasta.
bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_down.shtml). Only
the best hits were retained, with a minimal sequence
similarity of 78% for differential proteins, and their ad-
equacy was checked manually for all proteins. Enrich-
ment and functional annotation analysis of proteomics
data was performed using the desktop version of DAVID
(Ease v2.1) and an updated version of Gene Ontology
(GO) databases (October 2017). Enriched GO terms
were filtered by only considering those with an Ease
score lower than 0.1, a Benjamini p-value lower than
0.01, and a fold enrichment higher than 2. Enriched GO
terms were grouped together into broad functional cat-
egories, which were then considered as enriched broad
functions.
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Additional file 1: Table S1. List of vastus lateralis proteins analysed in
hibernating (winter) and active (summer) brown bears (Ursus arctos)
using a MS-based strategy. (XLSX 4373 kb)

Additional file 2: Table S2. List of vastus lateralis proteins identified in
2D gel spots, and exhibiting a differential abundance between
hibernating (winter) and active (summer) brown bears (Ursus arctos).
(XLSX 53 kb)

Additional file 3: Figure S1. Representative 2D gel image of muscle
tissue proteins in bears. (PDF 183 kb)

Additional file 4: Figure S2. Representative blots of muscle tissue
proteins in brown bears. (PDF 384 kb)
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Abstract: Oxidative stress, which is believed to promote muscle atrophy, has been reported to occur
in a few hibernators. However, hibernating bears exhibit efficient energy savings and muscle protein
sparing, despite long-term physical inactivity and fasting. We hypothesized that the regulation of
the oxidant/antioxidant balance and oxidative stress could favor skeletal muscle maintenance in
hibernating brown bears. We showed that increased expressions of cold-inducible proteins CIRBP
and RBM3 could favor muscle mass maintenance and alleviate oxidative stress during hibernation.
Downregulation of the subunits of the mitochondrial electron transfer chain complexes I, II, and 1II,
and antioxidant enzymes, possibly due to the reduced mitochondrial content, indicated a possible
reduction of the production of reactive oxygen species in the hibernating muscle. Concomitantly, the
upregulation of cytosolic antioxidant systems, under the control of the transcription factor NRF2, and
the maintenance of the GSH/GSSG ratio suggested that bear skeletal muscle is not under a significant
oxidative insult during hibernation. Accordingly, lower levels of oxidative damage were recorded in
hibernating bear skeletal muscles. These results identify mechanisms by which limited oxidative
stress may underlie the resistance to skeletal muscle atrophy in hibernating brown bears. They may
constitute therapeutic targets for the treatment of human muscle atrophy.

Keywords: hibernation; brown bears; skeletal muscle; cold response; oxidative stress; NRF2

1. Introduction

Hibernation is a natural strategy allowing certain mammals to spare energy and survive harsh cold
winters with limited food supply [1,2]. During hibernation, the significant drop in animal’s metabolic
rate, reduction in heart and respiratory rates, decreased body core temperature, and physical inactivity
are key mechanisms that underlie reduced energy utilization [1]. Hence, despite food deprivation,
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hibernation can be used for weeks to months depending on how much energy animals have stored
during the pre-hibernation period [3]. In a number of hibernators, periodic arousals occur during
hibernation and are believed to be necessary returns to euthermy for reversing adverse effects of torpor.
Indeed, hibernation/torpor triggers physiological costs, including sleep deprivation [4], decline of
synaptic contacts and dendritic branching [5], memory impairment [6], reduced immunocompetence [7],
compromised circulation and ionic balance [8], and oxidative stress [1].

Oxidative stress is defined as an imbalance that favors oxidant production over antioxidant
protection and leads to disruption in redox signaling and to molecular damage in cells [9]. Aerobic
metabolism implies generation of reactive oxygen species (ROS), the main ones being superoxide anion
(Oye7), hydroxyl radical (¢OH), and hydrogen peroxide (H,0,). Atlow or moderate concentration, ROS
play physiological roles, e.g., in immunity [10]. However, ROS are unstable compounds, and when they
are present in excess, they may damage biomolecules like nucleic acids, proteins, and lipids. Ultimately,
these damages can induce a loss of function and cause cell death [10]. Several antioxidant systems fight
oxidative stress in cells, including the glutathione system and antioxidant enzymes to deactivate ROS,
and machineries for repair and elimination of damaged molecules [9,11]. Oxidative stress is triggered
in relation with a number of conditions, including for example immune cell activation, inflammation,
ischemia, infection, cancer, mental stress, food deprivation, and aging [10,12-14]. In skeletal muscles,
oxidative stress has been reported to be induced in various disease states [15,16], but also by exercise [17],
microgravity conditions [18], fasting [19], and muscle disuse [20]. In these latter examples, oxidative
stress has been directly connected to the promotion of muscle proteolysis and inhibition of protein
synthesis, thereby contributing to muscle atrophy [20].

The occurrence of oxidative stress during hibernation is a complex and still not fully resolved
question. As stated above, hibernation in mammals is most often characterized by periodic arousals,
which implies a rapid increase in body temperature and rise in oxygen consumption that may be
responsible for increased ROS production. During deep torpor bouts, one can hypothesize that ROS
production may either decrease due to low body temperatures and reduced activity of mitochondrial
respiration, or increase due to specific alteration of electron transfer at mitochondrial ROS-producing
sites. Focusing on steady-state torpor compared to the euthermic active period, oxidative stress
has been shown to be induced in the intestinal mucosa of hibernating 13-lined ground squirrels
(Ictidomys tridecemlineatus) [21], and in red blood cells of the hibernating American black bear (Ursus
americanus) [22]. An increase in the levels of H,O; in the brain and heart, and of malondialdehyde
(a product of lipid peroxidation) in the brain of Daurian ground squirrels (Spermophilus dauricus) has
been found during hibernation, while antioxidant enzyme expression and/or activity was decreased
in the heart, brain, and plasma [23]. Other studies have shown upregulation of some antioxidants
during hibernation, supposedly to confer resistance to oxidative stress, like in the brown adipose tissue
and liver of hibernating ground squirrels (Spermophilus citellus) [24], and in the heart and brain of
several species of hibernating bats (Myotis lucifugus, Roussetus leschenaultia, Cynopterus sphinx, and
Mypotis ricketti) [25,26]. In hibernating I. tridecemlineatus, a few studies have observed upregulation of
antioxidants (expression and/or activity) in the liver, kidney, heart, skeletal muscle, and brown and
white adipose tissues [27-33], whereas other studies showed no change in the brain, heart and liver
tissues [34,35]. In skeletal muscle of hibernating I. tridecemlineatus, it has also been reported that ROS
production is decreased [33], and that there is no evidence of oxidative stress [32]. Finally, oxidative
stress has been found to be unchanged in the liver but decreased in the brain and, to a lower extent, the
brown adipose tissue, from hibernating arctic ground squirrels (Spermophilus parryii) [36]. Hence, the
regulation of the oxidant/antioxidant balance and oxidative stress appears to largely differ according to
the species and tissues considered.

In bears, very few results have been reported concerning oxidative stress during hibernation [22].
By moving to a carbohydrate-rich diet in autumn [37], Swedish brown bears (Ursus arctos) accumulate
large amounts of fat stores that allow for 67 months of hibernation [3,38], during which inactive
animals do not eat, drink, urinate, defecate, or exhibit arousal episodes [39,40]. Strikingly, bears lose
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a very moderate amount of muscle protein during hibernation [41,42]. It could be hypothesized
that the regulation of the oxidant/antioxidant balance and oxidative stress is such that it favors the
maintenance of skeletal muscle in hibernating bears. Indeed, bears’ body temperature drops by
only a few degrees during hibernation [39,43]. This implies that the 75% decrease in metabolic rate
that has been recorded in hibernating bears is essentially achieved via active metabolic inhibition,
independent of body temperature [44]. The body temperature of hibernating bears (32-34 °C) is also
the temperature at which expression levels of cold-inducible proteins CIRBP and RBM3 [45] is maximal,
as shown in murine fibroblasts [46], murine organotypic hippocampal slice cultures [47], and human
cortical neurons [48]. Accordingly, RBM3 has been reported to be upregulated in skeletal muscle of
hibernating black bears [49]. Alleviation of oxidative stress has been attributed to CIRBP in mouse
testes, hepatocytes, the neuroblastoma cell line neuro2a, and in rat cortical neurons [50-53], and to
RBM3 in human SH-SY5Y neuroblastoma cells and C,C;; mouse myoblasts [54,55]. Therefore, the
aim of this study was to determine if expression of cold-inducible proteins is induced in hibernating
brown bear skeletal muscle and to examine the regulation of muscle oxidant/antioxidant balance and
oxidative stress.

2. Materials and Methods

2.1. Bear Sample Collection

Twenty free-ranging brown bears (Ursus arctos; 12 females and 8 males) were followed in Dalarna
and Gévleborg counties, Sweden, from 2013 to 2017. When reaching the age of two (14 bears) or three
(6 bears), the animals were captured during hibernation (February) and again during the following
summer-active period (June). Immobilization was performed as previously described [56,57], and
biopsies of the vastus lateralis skeletal muscle were quickly collected and immediately frozen on dry ice
until storage at —80 °C. After surgery, bears were weighed and their mean body mass was found to be
higher (paired student t-test, p = 0.00002) during hibernation (49.3 + 3.0 kg) versus the summer-active
period (42.2 + 2.6 kg). Number of bears per analyses is quite variable. This is due to the variable
size of biopsies collected across years, which depends on the anesthesia tolerance and the rapidity at
which the veterinarians decide to work to ensure safety of the bears. The study was approved by the
Swedish Ethical Committee on Animal Experiment (applications #C212/9, #C47/9, #C7/12, #C268/12,
and #C18/15), the Swedish Environmental Protection Agency (NV-0758-14), and the Swedish Board of
Agriculture (31-11102/12). All procedures complied with Swedish laws and regulations.

2.2. Proteomics Analysis of Bear Skeletal Muscles

We recently analyzed the vastus lateralis proteome for seven of the twenty bears used in the
present study [58]. Here we make use of proteomics data related to oxidative stress that were not
detailed by Chazarin et al. [58]. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to
the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [59] partner repository with the dataset identifiers
PXD004908 (MS-based strategy) and PXD011687 (Gel-based strategy).

Samples from these seven bears were also used for measurement of oxidative damages
(MDA-protein adducts, protein carbonyls, and 3-nitrotyrosine levels), and samples from the 13
other bears were used to complement the data using other methods (see below).

2.3. Quantitative RT-PCR Analyses in Bear Skeletal Muscle

Total RNA was isolated from bear muscle (N = 8 per season) using TRIzol reagent (Invitrogen,
Courtaboeuf, France) according to manufacturer’s instructions. First-strand cDNAs were synthesized
from 1 pg of total RNAs using PrimeScript RT kit (Ozyme, Saint Quentin en Yveline, France)
with a mixture of random hexamers and oligo(dT) primers and treated with 60 units of RnaseH
(Ozyme). Real-time PCR assays were performed with Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Different primers were used for cold-inducible RNA-binding protein (CIRBP; forward:
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5'-CTGCTCAAGATCGTCCTTCC-3'; reverse: 5'-AGTCTAGTAACGAGGCCATC-3’), RNA-binding
protein 3 (RBM3; forward: 5-TGGTCGCAGCTACTCTAGAG-3’; reverse: 5-CTCTGTAATTTCC
TCCTGAG-3’), superoxide dismutase 1 (SOD1; forward: 5-TGAAGAGAGGCATGTTGGAG-3’;
reverse: 5-CCACCTTTGCCCAAGTCATC-3’), glutathione peroxidase 4 (GPX4; forward:
5’-TTTACG GATCCTGGCCTTCC-3’; reverse: 5-CTTGGGCTGGACTTTCATCCE-3’), and uncoupling
protein 3 (UCP3; forward: 5-CAATGGATGCCTACAGGACC-3’; reverse: 5'-CATGGATCAAC
AACTTCAGC-3’). The results were normalized to mRNA levels of TATA box binding protein
(TBP; forward: 5'- AGACCATTGCACTTCGTGCC-3’; reverse: 5'-CCTGTGCACACCATTTTCCC-3")
used as a reference gene in each sample.

2.4. Western-Blot Analyses in Bear Skeletal Muscle

Proteins were extracted from bear muscle (N = 7 per season for NRF2 and N = 12 per season for
other proteins) using ice-cold lysis buffer (Tris-HCI 20 mM, NaCl 138 mM, KC1 2.7 mM, MgCl, 1 mM,
glycerol 5%, NP 40 1%, EDTA 5 mM, Na3VOy4 1 mM, NaF 20 mM, and DTT 1 mM) supplemented
with protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) as previously described [58].
Western blotting was performed as previously described [60], by separating 20 ug of total protein
into each well of precast gels (Mini-protean TGX Stain-free™ gel, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
After electrophoresis, gels were UV exposed for 3 min and imaged using the Bio-Rad Chemidoc™
system for quantification of protein loading. After semi-dry transfer, all membranes were blocked
with 4% BSA (Bovine Serum Albumin, Euromedex, Souffelweyersheim, France) before incubation with
primary antibodies. Primary antibodies were purchased from Abcam (rabbit anti-AKR7A2 [aflatoxin
B1 aldehyde reductase member 2]: #ab155528; rabbit anti-CBR1 [carbonyl reductase [NADPH] 1]:
#ab174852; rabbit anti-ERP29 [endoplasmic reticulum resident protein 29]: #ab11420; used at 1/1000),
and Santa Cruz Biotechnology (mouse anti-NRF2 [nuclear factor, erythroid 2 like 2, also termed
NFE2L2]: #s5c365949; rabbit anti-catalase: #sc50508; mouse anti-HSP90AB1 [heat shock protein 90
alpha family class B member 1]: #sc-13119; mouse anti-HSPA9 [mitochondrial stress-70 protein, also
termed GRP75]: #sc-133137; used at 1/1000; goat anti-B-actin: #sc-1615; used at 1/500). Corresponding
secondary HRP antibodies were used for chemiluminescence visualization (Chemidoc; Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

2.5. Enzyme Activity Assays in Bear Skeletal Muscle

Catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX) activities were quantified in bear skeletal
muscle (N = 5 per season) using commercial assay kits (BioAssay Systems, #ECAT-100 and #EGPX-100,
respectively) purchased from Euromedex (Souffelweyersheim, France).

2.6. Reduced and Oxidized Glutathione Assays in Bear Skeletal Muscle

The content of glutathione was measured in bear skeletal muscle (N = 5 per season) using the
DetectX® glutathione fluorescent detection kit (Arbor Assays, Ann Arbor, MI, USA).

2.7. Oxidative Damage Measurements in Bear Skeletal Muscle

The content in 3-nitrotyrosine, protein carbonyls, and malondialdehyde (MDA)-protein adducts,
was measured in bear skeletal muscle (N = 7 per season) using commercial ELISA kits (#STA-305,
#STA-315, and #STA-332, respectively) from Cell Biolabs (San Diego, CA, USA). A commercial ELISA kit
(StressMarq Biosciences Inc., #SKT-120-96S) purchased from Euromedex (Souffelweyersheim, France)
was used for the quantification of 8-hydroxy-2-deoxy Guanosine (8-OHdG) in DNA extracted (DNeasy
DNA; QIAGEN, Hilden, Germany) from bear skeletal muscle (N = 5 per season).

170



|| Publication 2

Antioxidants 2019, 8, 334 50f17

2.8. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the R software environment v3.4.0 [61]. For all of the
measurements, hibernation was compared to the summer-active period using paired student -tests.
Significance was set to p-values < 0.05.

3. Results

3.1. Gene Expression of Cold-Inducible Proteins and Uncoupling Protein 3 in Bear Skeletal Muscle

Cold-inducible CIRBP, RBM3, and UCP3 mRNA levels were 2.8-, 4.5-, and 1.7-fold higher,
respectively, in skeletal muscles of hibernating compared to summer-active bears (Figure 1; N = 8 per
season; paired student t-test, p = 0.00007, p = 0.0000005, and p = 0.003, respectively).

K %k %k
* %k
" CIRBP RBM3 UCP3

Figure 1. Gene expression of cold-inducible proteins and uncoupling protein 3 (UCP3) in bear skeletal
muscle. Levels of cold-inducible RNA-binding protein (CIRBP), RNA-binding protein 3 (RBM3), and
UCP3 were measured using RT-qPCR in vastus lateralis muscle samples from summer-active (black
bars) and hibernating (white bars) brown bears. Data (N = 8/group) are expressed as means + sem, with
values in the hibernating period being normalized to those in the summer-active condition, which were
arbitrarily set to 1. Statistical significance is shown for paired student t-tests (* p < 0.05; *** p < 0.0001).
a.u.: arbitrary units.
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3.2. Protein Abundance of Subunits of Mitochondrial Respiratory Complexes 1, II, and III in Bear
Skeletal Muscle

From a proteomics analysis of bear skeletal muscle (vastus lateralis) that we recently published [58],
we extracted here detailed data about protein expression levels of subunits of mitochondrial respiratory
complexes I, II, and III. We found that the abundance of subunits NDUFA9, NDUFA10, NDUFB9,
NDUEFB10, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, and NDUFV2 of complex I
(NADH dehydrogenase) was generally 1.4-2.1-fold lower in skeletal muscle of hibernating compared
to summer-active bears (Figure 2; N = 7 per season; paired student t-tests, p = 0.00042, p = 0.00023,
p =0.0059, p = 0.035, p = 0.0015, p = 0.00035, p = 0.00066, p = 0.046, p = 0.000015, p = 0.00013, and
p = 0.0012, respectively). Subunit MT-ND5 of complex I was not detectable in the skeletal muscle of
hibernating bears. Only NDUFA8, NDUFB6, and NDUFS4 levels remained unchanged in hibernating
versus summer-active bears (N = 7 per season; paired student t-tests, p = 0.68, p = 0.61, and p = 0.33,
respectively). Concerning complex II (succinate dehydrogenase), subunits SDHA and SDHB were
significantly 1.3-1.4-fold less abundant in skeletal muscle of hibernating compared to summer-active
bears (Figure 2; N = 7 per season; paired student t-tests, p = 0.00078 and p = 0.014, respectively). Finally,
the levels of subunits UQCRC2 and UQCRES1 of complex III (ubiquinol-cytochrome c reductase) were
1.4-fold lower in skeletal muscle of hibernating compared to summer-active bears (Figure 2; N = 7 per
season; paired student t-tests, p = 0.0011 and p = 0.00095, respectively). Subunit UQCRC1 of complex
III was also detected and it was observed that its levels remained stable (N = 7 per season; paired
student t-tests, p = 0.19) between hibernation and the summer-active period.
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Figure 2. Protein abundance of subunits of mitochondrial respiratory complexes I, II, and III in bear
skeletal muscle. Levels of subunits of the mitochondrial electron transfer chain (ETC) complex I, II, and
III were measured using proteomics in vastus lateralis muscle samples from summer-active (black bars)
and hibernating (white bars) brown bears [58]. Data (N = 7/group) are expressed as means + sem, with
values in the hibernating period being normalized to those in the summer-active condition, which were
arbitrarily set to 1. Statistical significance is shown for paired student t-tests (* p < 0.05; ** p < 0.001;
*** p <0.0001). a.u.: arbitrary units; ND: below the detection threshold.

3.3. Expression Levels and Activity of Antioxidant Systems in Bear Skeletal Muscle

Among antioxidant enzymes, we observed that protein abundance of peroxiredoxin-3 (PRDX3)
was 2.4-fold lower in skeletal muscle of hibernating compared to summer-active bears (Figure 3;
N =7 per season; paired student t-tests, p = 0.0023). The opposite was observed for peroxiredoxin-6
(PRDX6) whose abundance was 1.7-fold higher during hibernation (Figure 3; N = 7 per season; paired
student f-tests, p = 0.00000045). Skeletal muscle levels of two other peroxiredoxins, PRDX1 and
PRDX2, remained unchanged between hibernating and summer-active animals (N = 7 per season;
paired student t-tests, p = 0.98 and p = 0.15, respectively). The mRNA levels of superoxide dismutase
[Cu-Zn] (SOD1) were 1.2-fold lower in skeletal muscle of hibernating compared to summer-active
bears (Figure 3; N = 8 per season; paired student t-test, p = 0.00023). Conversely, SOD1 protein levels
were 5.3-fold higher in skeletal muscle of hibernating bears (Figure 3; N = 7 per season; paired student
t-test, p = 0.03). The levels of mitochondrial superoxide dismutase [Mn] (SOD2) were reduced by
half in the hibernating muscle (Figure 3; N = 7 per season; paired student t-test, p = 0.026). In the
hibernation state, a 1.4-2-fold increase in catalase (CAT) protein levels (Figure 3; N = 7 per season
for proteomics data and N = 6 for western blot analysis; paired student t-tests, p = 0.00000063 and
p = 0.0015, respectively) was observed and CAT activity was also approx. doubled (Figure 3; N = 5 per
season; paired student t-test, p = 0.0022).
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Figure 3. mRNA/protein levels and/or activity of antioxidant systems in bear skeletal muscle. Levels of
antioxidant enzymes and heat shock proteins (HSPs) were measured using proteomics [58], and/or
western blotting (WB; see also Figure S1), and/or RT-qPCR (mRNA) in vastus lateralis muscle samples
from summer-active (black bars) and hibernating (white bars) brown bears. Enzyme activities and
the levels of reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione were measured using commercial kits
(see the text). Data (N = 5-12/group) are expressed as means + sem, with values in the hibernating
period being normalized to those in the summer-active condition, which were arbitrarily set to 1.
Statistical significance is shown for paired student t-tests (* p < 0.05; ** p < 0.001; *** p < 0.0001). a.u.:
arbitrary units.

We also explored the glutathione system and observed that glutathione S-transferase Mu 3 (GSTM3)
protein levels were 1.5 times increased in skeletal muscle of hibernating compared to summer-active
bears (Figure 3; N = 7 per season; paired student t-test, p = 0.0026), whereas the protein levels of
glutathione S-transferase kappa 1 (GSTK1) were decreased by half at the same time (Figure 3; N = 7 per
season; paired student t-test, p = 0.00021) and the protein levels of glutathione S-transferase P (GSTP1),
glutathione S-transferase Mu 1 (GSTM1), and glutathione peroxidase 1 (GPX1) remained unchanged
(N =7 per season; paired student t-tests, p = 0.89, p = 0.11, and p = 0.84, respectively). The mRNA levels
of glutathione peroxidase 4 (GPX4) were twofold lower in skeletal muscle of hibernating compared
to summer-active bears (Figure 3; N = 8 per season; paired student t-tests, p = 0.00007). Glutathione
peroxidase (GPX) activity was not significantly different when comparing the hibernation versus
summer-active states (N = 5 per season; paired student t-tests, p = 0.54). The muscle content of both
reduced (GSH) and oxidized (GSSG) forms of glutathione were reduced during hibernation, by a factor
of 4.3 and 2.5, respectively (Figure 3; N = 5 per season; paired student t-tests, p = 0.024 and p = 0.014,
respectively), resulting in a slight 1.4-fold lower GSH to GSSG ratio in hibernating bears (Figure 3;
N = 5 per season; paired student t-test, p = 0.29).

Heat shock proteins are stress-responsive proteins. Their protein levels were generally induced
(1.2-1.7 times) in bear skeletal muscle during hibernation, including for heat shock proteins beta-1
(HSPB1), beta-2 (HSPB2), and beta-7 (HSPB?), heat shock 70 kDa proteins 1A (HSPA1A) and 2 (HSPA2),
78 kDa glucose-regulated protein (HSPAS5), and heat shock cognate 71 kDa protein (HSPAS8) (Figure 3;
N =7 per season; paired student t-tests, p = 0.002, p = 0.0011, p = 0.059, p = 0.029, p = 0.043, p = 0.00049,
and p = 0.042, respectively). On the reverse, muscle levels of mitochondrial 60 kDa heat shock protein
(HSPD1), heat shock protein HSP 90-alpha (HSP90A A1), and mitochondrial stress-70 protein (HSPA9 or
GRP75) were 1.4-2.4-fold lower during hibernation (Figure 3; N = 7 per season for proteomics data and
N = 12 for western blot analysis; paired student t-tests, p = 0.002, p = 0.0078, p = 0.000071, respectively),
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and those of heat shock protein HSP 90-beta (HSP90AB1) and heat shock protein beta-6 (HSPB6)
remained unchanged (N = 7 per season; paired student t-tests, p = 0.20, and p = 0.11, respectively.

3.4. Levels of Oxidative Damages in Bear Skeletal Muscle

The vastus lateralis content in 3-nitrotyrosine was twofold higher in skeletal muscles of hibernating
compared to summer-active bears (Figure 4; N = 7 per season; paired student f-test, p = 0.018) and the
content in 8-hydroxy-2-deoxy Guanosine (8-OHdG) in DNA extracted from bear skeletal muscle tended
to be higher during hibernation but without reaching significance (Figure 4; N = 5 per season; paired
student f-test, p = 0.082). On the contrary, the skeletal muscle levels of malondialdehyde (MDA)-protein
adducts were 1.2-fold lower during hibernation (Figure 4; N = 7 per season; paired student t-test,
p =0.000071). The twofold reduction in muscle protein carbonyl levels during hibernation did not
reached significance (N = 7 per season; paired student t-test, p = 0.17), due to inter-individual variations.
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Figure 4. Oxidative damages in bear skeletal muscle. Levels of 3-nitrotyrosine, protein carbonyls,
malondialdehyde (MDA)-protein adducts, and 8-hydroxy-2-deoxy Guanosine (8-OHdG) were measured
using commercial ELISA kits in vastus lateralis muscle samples from summer-active (black bars) and
hibernating (white bars) brown bears. Data (N = 5-7/group) are expressed as means + sem. Statistical
significance is shown for paired student t-tests (* p < 0.05; *** p < 0.0001).

3.5. Protein Abundance of Nuclear Factor E2-Related Factor 2 (NRF2) and Selected Downstream Targets in
Bear Skeletal Muscle

Abundance of nuclear factor E2-related factor 2 (NRF2 or NFE2L2) and of NAD(P)H dehydrogenase
[quinone] 1 (NQO1) and ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 (USP14) was 1.6-fold, 3.7-fold,
and 1.4-fold higher, respectively, in skeletal muscle of hibernating compared to summer-active bears
(Figure 5; N = 7 per season; paired student t-tests, p = 0.012, p = 0.0024, and p = 0.000027, respectively).
Ferritin heavy chain (FTH1) exhibited increased levels (4.6-fold) during hibernation, but without
reaching significance (N = 7 per season; paired student t-test, p = 0.067). Finally, no difference was
found when comparing the hibernation and summer-active states for muscle aflatoxin B1 aldehyde
reductase member 2 (AKR7A2), carbonyl reductase [NADPH] 1 (CBR1), endoplasmic reticulum
resident protein 29 (ERP29), stress-induced-phosphoprotein 1 (STIP1), and transitional endoplasmic
reticulum ATPase (VCP) (N =7 per season; paired student t-tests, p = 0.32, p = 0.22, p = 0.79, p = 0.094,
and p = 0.092, respectively).
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Figure 5. Protein levels of nuclear factor E2-related factor 2 (NRF2) and selected downstream targets in
bear skeletal muscle. Levels of proteins of the NRF2 pathway were measured using proteomics [58]
and/or western blotting (WB; see also Figure S1) in vastus lateralis muscle samples from summer-active
(black bars) and hibernating (white bars) brown bears. Data (N = 5-12/group) are expressed as means
+ sem, with values in the hibernating period being normalized to those in the summer-active condition,
which were arbitrarily set to 1. Statistical significance is shown for paired student t-tests (* p < 0.05;
*** p < 0.0001). a.u.: arbitrary units.

4. Discussion

During hibernation, bears demonstrate resistance to muscle atrophy over prolonged periods of
physical inactivity and fasting [41,42]. This may involve a specific molecular proteomic signature of
skeletal muscle during hibernation and the role of n-3 polyunsaturated fatty acids like docosahexaenoic
acid [58], as well as existence of circulating antiproteolytic components in hibernating bears [60].
The present study explored the regulation of muscle cold-inducible proteins, the oxidant/antioxidant
balance, and oxidative stress as another mechanism possibly contributing to muscle preservation in
hibernating bears. The results show that, consistently with the increased expression of cold-inducible
proteins and antioxidant systems, limited oxidative stress may favor bear skeletal muscle maintenance
during months of hibernation.

4.1. Induction of Cold-Inducible Protein Expression During Hibernation in Bear Skeletal Muscle

We show that both RBM3 and CIRBP mRNA levels are higher in skeletal muscle of brown bears
during hibernation (Figure 1). This appears to be a feature common to a number of hibernators.
Indeed, the mRNA levels of RBM3 have been shown to increase in brain, heart, and liver tissues of
hibernating golden-mantled ground squirrel (Spermophilus lateralis) [62], in brown adipose tissue, liver,
heart, skeletal muscle, and hypothalamus of hibernating S. parryii [63], and in muscle, liver, and heart
tissues of hibernating U. americanus [49,64]. Increased levels of a short form of CIRBP, encoding the
full-length protein, have also been reported in the heart of hibernating hamsters [65].

In rodents, overexpression of RBM3 has been shown to trigger skeletal muscle hypertrophy and
attenuate atrophy as well in vitro as in vivo [66]. Such effects could be linked to previously proposed
mechanisms for RBM3 action, such as enhancement of global protein synthesis at both 37 °C and
32 °C [67], and reduction of apoptosis [55]. CIRBP has also been shown to exert anti-apoptotic effects
at 32 °C [45]. The induction of cold-inducible protein expression in skeletal muscle of hibernating
bears could then act to prevent an exaggerated decrease in protein synthesis and/or inhibit apoptosis,
thereby favoring muscle maintenance.
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Cold-inducible proteins have also been involved in quenching ROS and alleviating oxidative
stress [50-55]. Therefore, we hypothesize that the oxidant/antioxidant balance is regulated toward
prevention of oxidative stress in skeletal muscle of hibernating brown bears.

4.2. Downregulation of Mitochondrial Electron Transfer Chain (ETC) Complexes 1, II, and 111 May Favor
Reduced Production of ROS during Hibernation in Bear Skeletal muscle

Mitochondria are an important source of ROS within most mammalian cells. Of the 11
mitochondrial ROS-producing sites, the major ones are located in ETC complexes I, II, and III [68].
By extracting detailed proteomics results from a previous study [58], we observed that the abundance of
12/15 subunits of complex I, 2/2 subunits of complex II, and 2/3 subunits of complex III were significantly
reduced in bear skeletal muscle during hibernation (Figure 2). As previously suggested [58], the
mitochondrial content is likely decreased in hibernating bear muscle, which may contribute to the
general decrease that we observed in the abundance of ETC complex subunits. In addition, we
recently showed that lipid oxidation is reduced in hibernating brown bear muscle [58], which may
contribute to suppress electron supply to the respiratory chain. Finally, uncoupling protein 3 (UCP3)
has been attributed a role in protecting mitochondria against oxidative stress [69,70]. Therefore, the
increased expression of UCP3 that we observed during hibernation (Figure 1) is not only in line with its
known induction during mild hypothermia [71], but it could also constitute a mechanism to mitigate
oxidative damages in the hibernating muscle. This would be in accordance with the “uncoupling
to survive” hypothesis, which postulates that uncoupling proteins can decrease ROS production
by lowering the potential of the inner mitochondrial membrane [72], providing that UCP3 actually
reduces the mitochondrial proton motive force, a still debated question [73]. Altogether, the data
suggest a reduction of mitochondrial ROS production in bear skeletal muscle during hibernation. This
would be consistent with the known reduction in ROS production in skeletal muscle of hibernating
L. tridecemlineatus [33].

4.3. Upregulation of Key Antioxidant Systems may Favor ROS Scavenging during Hibernation in Bear
Skeletal Muscle

Endogenous muscle antioxidants include several enzymes like superoxide dismutases (SOD1 in
the cytosol and SOD2 in the mitochondria), catalase (CAT), and peroxiredoxins (PRDXs), as well as
the glutathione system encompassing enzymes like glutathione S-transferases (GSTs) and glutathione
peroxidases (GPXs), and their cofactor, glutathione (GSH in its reduced form and GSSG in its oxidized
form) [11,15]. The regulations we observed (Figure 3) suggest that the upregulation of SOD1 protein
levels during hibernation is due to post-transcriptional events, which could involve microRNAs [74]
or ELAV proteins [75]. This is a mechanism that could favor dismutation of cytosolic O,e~ to form
H,0,, which reduction to water is likely favored by the increase in CAT and PRDX6 protein levels
and the activity that we report here in the hibernating bear muscle. Consistently, increased levels of
catalase [32] and a higher total antioxidant capacity [31] have been found during hibernation in muscle
of . tridecemlineatus. Enhanced expression of GPX, CAT, and SOD1 has also been shown in muscle of
the hibernating ground squirrel S. citellus [34]. Because PRDX6 can reduce lipid hydroperoxides [76],
its upregulation may also favor protection of the membranes of bear muscle cells during hibernation.
Finally, lower levels of the mitochondrial SOD2 and PRDX3 proteins might reflect the reduction of
that mitochondrial ROS production during hibernation in bears, as suggested above. This may be a
feature depending on the animal species considered and/or whether interbout arousals are occurring
during hibernation, as SOD2 protein levels have been reported to increase in the quadriceps muscle of
hibernating I. tridecemlineatus [32], but decrease in the quadriceps muscle of hibernating S. citellus [34].

The glutathione system is of utmost importance in protecting cells against oxidative damages. GSH
can directly scavenge ROS or act as a cofactor for GPXs and GSTs to reduce lipid hydroperoxides [77].
The increase in cytosolic GSTM3 might help in preventing accumulation of ROS and lipid peroxides
in skeletal muscle of hibernating bears. On the other hand, the observed decrease in the
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mitochondria-specific GST, GSTk1, is another indication that ROS-induced peroxidation is decreased
in the mitochondrial compartment of hibernating bear muscle cells. Finally, the maintenance of muscle
GPX activity and the stability of the GSH-to-GSSG ratio, a classical marker of oxidative stress, suggest
that bear skeletal muscle is not under a significant oxidative insult during hibernation.

Apart from their role as molecular chaperones, heat shock proteins (HSPs) have been involved
in protection against oxidative stress [78,79]. HSPs exert their protective effects by sensing redox
changes, repairing or removing damaged proteins, favoring the action of antioxidants, and also
via anti-apoptotic effects [78]. A specific role against oxidative stress has notably been reported for
HSPB1 [80] and members of the HSP70 subfamily [81]. The induction of HSP expression that we
observed in skeletal muscle of hibernating bears concerns the small HSPs (HSPB1 or HSP27, HSPB2,
HSPB7, and HSPB6) and HSP70 (HSPA1A, HSPA2, HSPAS5 or GRP78, and HSPAS) subfamilies. This
may provide a protective effect against H,O, and accumulation of damaged/misfolded proteins. These
results extend previous findings showing elevated levels of phosphorylated HSPB1 and of HSP70
in skeletal muscle of bats during hibernation [25,82]. HSPA9 or GRP75 is mainly located in the
mitochondria. As already suggested for the regulation of other mitochondrial proteins (see above), its
decreased expression observed here in hibernating bears is an additional element supporting the view
that mitochondrial oxidative stress does not occur in skeletal muscle during hibernation. The situation
appears to be different in mitochondria from hibernating ground squirrels, with for example HSPA9
being overexpressed in muscle of hibernating I. tridecemlineatus [1].

4.4. Oxidative Damages during Hibernation in Bear Skeletal Muscle

Adbverse effects of oxidative stress include oxidative damages to lipids, proteins, and DNA [10].
The free radical «OH can for example cause lipid peroxidation, which leads to formation of
malondialdehyde (MDA)-protein adducts. Oxidation of proteins due to ROS notably produces
the so-called protein carbonyl derivatives, and O,e~ and nitric oxide (éNO) together or nitrogen
dioxide (¢NO,) alone can lead to the modification of protein tyrosine residues to 3-nitrotyrosine. Finally,
oxidative lesions of DNA are also triggered in response to oxidative stress, with the formation of, e.g.,
8-hydroxy-2-deoxy Guanosine (8-OHdG). The reduced levels of MDA-protein adducts and of protein
carbonyls (twofold, not significant because of inter-individual variations), and the unchanged levels
of 8-OHdG that we observed in muscle of hibernating versus summer-active bears altogether argue
for a drastic reduction of muscle oxidative stress during hibernation. Consistent results have been
obtained in hibernating I. tridecemlineatus, with no evidence for muscle protein oxidation (carbonyl
levels) [32]. Only the levels of 3-nitrotyrosine-containing proteins were observed to be increased in
hibernating bear skeletal muscle. As our results suggest a reduction of ROS-induced damage, this may
reflect an increase in nitrosative stress in hibernating bear muscle, which should be explored in detail
in future studies. Endogenous production of eNO and eNO, largely relies on arginine availability [83].
It could be that low levels of protein degradation during hibernation nevertheless make muscle arginine
available enough to increase production of eNO and eNO,. Mitochondrial respiration is inhibited by
the action of eNO [84], which could be a mechanism whereby metabolic suppression is achieved in
bear muscle cells.

4.5. NRF2 Regulation during Hibernation in Bear Skeletal Muscle

Nuclear factor, erythroid 2-like 2 (NFE2L2 or NRF2) is a transcription factor that is well known
to control the response to oxidative stress by notably regulating the expression of antioxidant and
detoxification enzymes [85,86]. A key role has already been attributed to NRF2 in regulating antioxidant
defences in hibernating I. tridecemlineatus [87] and S. dauricus [23]. Such a role for NRF2 appears also
valid for hibernating bears, as increased levels of antioxidant enzymes (see above) were paralleled
by the enhanced expression of NRF2 in skeletal muscle during hibernation (Figure 5). Among NRF2
targets, apart from those presented in Figure 3, we also found an increased expression of the ferritin
heavy chain (FTH1), an antioxidant protein, of NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 (NQO1), a
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detoxification enzyme, and of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 (USP14), which is involved in
the degradation of damaged proteins. However, no change was observed due to hibernation for few
other detoxification enzymes (AKR7A2, CBR1) and chaperones (ERP29 and STIP1). This may indicate
a complex scheme for NRF2 action, which could selectively regulate antioxidant enzymes but no other
targets in skeletal muscle of hibernating bears. To deepen these results on NRF2, the phosphorylated
status of NRF2, and the possible involvement of the E3 ubiquitin ligase KEAP1 (Kelch ECH-associating
protein 1) and small MAF proteins should be studied. However, we did not succeed in detecting these
important factors. Alternatively, it is also likely that other transcription factors and/or pathways may
play a role in regulating the response to oxidative stress in bear skeletal muscle during hibernation.
Indeed, transcription factors other than NRF2, like for example nuclear factor kB, are known to control
the expression of antioxidant genes [75]. Moreover, as already stated above for SOD1, microRNAs
could be involved in the regulation of antioxidant enzyme expression, a field that largely remains to
be investigated.

5. Conclusions

During hibernation, the response to skeletal muscle oxidative stress has been partly studied,
however only in a fragmented fashion in several studies of ground squirrels (see above). Here we
examined for the first time the comprehensive aspects of the regulation of oxidative stress and its
possible influence on muscle preservation in hibernating bears. In line with the reduced levels of
oxidative damages, the specific response to mild hypothermia (cold response), decreased production
of ROS due to metabolic suppression, increased scavenging of ROS due to the induction of antioxidant
systems, and reduced accumulation of misfolded proteins due to the induction of chaperones and
HSPs, appear as key mechanisms to decrease oxidative stress and promote skeletal muscle preservation
during brown bear (U. arctos) hibernation (Figure 6). Beyond the hibernation period, the antioxidant
protection may also prevent an increase of the muscle oxidative insult at hibernation exit, due to
the restoration of metabolic rates and mitochondrial oxygen consumption. Our findings showing
how the oxidant-antioxidant balance is regulated in hibernating bears may provide specific targets of
therapeutic interest to improve health outcomes related to muscle atrophy during sarcopenia, muscle
disuse or microgravity conditions.
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Figure 6. Proposed mechanisms based on reduced oxidative stress promoting skeletal muscle
preservation in hibernating versus summer-active brown bears. In italic are shown features that
were not directly assessed.

Future studies should specifically measure the levels of ROS and reactive nitrogen species in
hibernating bear muscle. Because ROS play a role in several signaling pathways [88], the impact of any
change in ROS levels on cellular signaling (e.g., NF-kB, MAPKs, and PI3K-Akt signaling pathways)
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should be evaluated during hibernation. The influence of transcription factors other than NRF2
on antioxidant systems expression would also bring a more comprehensive understanding of the
mechanisms controlling cellular oxidative homeostasis.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-3921/8/9/334/s1,
Figure S1: Representative blots of bear skeletal muscle proteins.
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Chapitre 3 : Etude des régulations du protéome de cellules
musculaires humaines traitées avec du sérum d’ours
hibernant (WBS) par une analyse par spectrométrie de
masse guantitative et sans marquage

Ce projet a été réalisé en collaboration avec le Dr Etienne LEFAI et Mme Stéphanie CHANON.

Contexte

Lors de I’hibernation, les pertes en masse et en force des muscles squelettiques de I'ours
brun sont limitées (voir pages 55 a 61). Afin de déterminer I'importance de I'activation neuronale
sur le maintien musculaire de I'ours brun durant I'hibernation, une équipe a mesuré I'évolution
des muscles squelettiques LDE (Long Digital Extensor) et CT (Cranial Tibial) aprés dénervation,
chez des ours bruns captifs durant la période d’hibernation et la période active [216]. Finalement,
il s’est avéré que la perte de masse musculaire induite par la dénervation chez les ours bruns
actifs était significativement plus importante que pour les ours bruns en période d’hibernation. Il
semble donc que les muscles squelettiques des ours bruns lors de I’hibernation soient résistants
a la perte musculaire induite par dénervation. Le systéme nerveux ne semble donc pas impliqué
en premier lieu dans le maintien des muscles squelettiques chez I'ours brun hibernant. Nous
pouvons donc supposer que des molécules circulant dans le sang pourraient piloter le maintien
musculaire. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons comparé les effets du sérum d’ours brun
hibernant (WBS — Winter Bear Serum) et du sérum d’ours actifs (SBS — Summer Bear Serum) sur

des myotubes humains en culture [8].
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Nous avons constaté qu’une exposition au WBS de 48 heures augmentait la taille et le
contenu en protéines des myotubes humains par rapport aux cellules exposées au SBS. En se
focalisant sur le renouvellement des protéines musculaires, nous avons observé une diminution
de la synthese des protéines et de maniéere plus importante une diminution de la dégradation des
protéines pour les cellules musculaires exposées au WBS, comparées aux cellules musculaires
exposées au SBS. Nous avons également montré que le systéeme ubiquitine-protéasome et
I'autophagie étaient inhibés par le WBS par rapport au SBS. Ainsi, il semble que I’exposition au
WABS ait induit une balance protéique positive (diminution modérée de la synthése protéique et
diminution drastique de la dégradation protéique), d’ou 'augmentation de la taille des myotubes

et de leur contenu en protéines.

Les effets observés sur la balance protéique des myotubes humains exposés au WBS
(diminution modérée de la synthese protéique et diminution importante de la dégradation
protéique) sont similaires aux observations réalisées sur la balance protéique du muscle
squelettique de I'ours brun hibernant [146]. Il semble donc que le sérum (ou le plasma) d’ours
hibernant contienne des composés participant au maintien de la balance protéique dans le
muscle squelettique de I'ours brun durant I’hibernation, et que ces molécules aient la capacité
d’induire des effets similaires sur des cellules musculaires d’autres especes : 'homme [8] et le rat
[217]. Ces résultats ont été valorisés dans une publication dans le journal Scientific Reports en

2018 (présentée en page 196 a 205).

Dans la continuité de ces travaux, nous avons choisi de caractériser le protéome des

cellules musculaires humaines exposées au WBS et au SBS par une approche de protéomique
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guantitative différentielle, et de nous focaliser sur les changements métaboliques induits par ces

traitements.

Matériel et méthodes

= Description des échantillons regus au LSMBO

Les myotubes ont été prélevés sur 8 donneurs différents et les sera utilisés pour les
traitements ont été constitués a partir de volumes équivalents des sera des ours prélevés durant
les campagnes de I'année 2013 et 2016. Au LSMBO ont été réceptionnés des extraits protéiques
obtenus aprés une lyse chimique (ajout d’'un tampon RIPA) des myotubes humains exposés au

WBS ou au SBS.

= Préparation des extraits protéiques pour I'analyse pas spectrométrie de masse

Les concentrations protéiques ont été déterminées par un dosage colorimétrique de type
RC-DC. Les résultats du dosage des concentrations protéiques ont été confirmés en obtenant des
profils électrophorétiques identiques (i.e. intensités et présence des bandes protéiques) aprés
une migration sur gel SDS PaGE de 20ug de protéines de chaque échantillon. Un échantillon de
référence a été constitué avec 10ug de protéines de chaque échantillon. Cet échantillon sera

traité comme les échantillons et sera analysé régulierement sur toute la durée des analyses.

30ug de protéines des échantillons individuels et de I’échantillon de référence ont été
conditionnés dans un tampon Laemmli et décomplexifiés en 2 bandes protéiques par
électrophorese sur un gel SDS PaGE (Figure 45A). Aprés une fixation des protéines au sein du gel

(avec une solution aqueuse contenant 50% d’éthanol et 3% d’acide phosphorique) et une
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coloration des protéines durant 2 heures au bleu de coomassie. Les deux bandes protéiques ont

été excisées (Figure 45B) et chacune des bandes protéiques a été subdivisée en 3 pieces de gel.
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Figure 45 : Prise d’image d'une décomplexification de 30ug de protéines en deux bandes protéiques par
électrophorese sur gel SDS PaGE (A) et schématisation de 'excision des deux bandes protéiques (B).

Apres décoloration des piéces de gel avec 5 lavages successifs (avec 100uL d’une solution
contenant 50% ACN, 50% ammonium bicarbonate 0.1M), et déshydratation (avec 50uL d’ACN
pur), la réduction des protéines a été réalisée en incubant avec du DTT 10mM durant 30 minutes,
a 60°C. L'alkylation des protéines a été réalisée avec de I'lAM (20 minutes, a I'obscurité, a
température ambiante). Les pieces de gels ont été finalement déshydratées et la trypsine
préparée dans de 'ammonium bicarbonate 25mM a été ajoutée avec un ratio protéines : trypsine
égal a 1:66. Une incubation a 37°C pour la nuit a été réalisée, puis la digestion a été interrompue
par acidification du mélange protéique avec 5ulL d’acide formique (AF). Les peptides ont été

extraits des pieces de gel grace a deux incubations de 45 minutes avec 40uL d’une solution 60%
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ACN, 0.1% AF, et une derniére incubation de 15 minutes avec 20uL d’ACN pur. Aprés évaporation

des solvants, les peptides ont été repris avec une solution aqueuse contenant 1% ACN et 0.1% AF.

Des peptides iRT (indexed Retention Time, Biognosys) solubilisés dans 500uL d’une
solution aqueuse contenant 20% d’acétonitrile ont été ajoutés en méme quantité aux
échantillons individuels et a I’échantillon de référence. Les temps de rétention des peptides iRT
seront suivis sur toute la durée des analyses afin de confirmer la stabilité du systeme

chromatographique.

= Analyse LC-MS/MS des extraits protéiques de myotubes humains exposés au WBS et au

SBS

Les échantillons ont été répartis en deux groupes d’analyses, avec 16 échantillons par
groupe d’analyse (hors échantillon de référence). 375 ng théoriques de peptides ont été analysés
pour chaque bande protéique sur un systeme chromatographique UPLC (NanoAcquity, Waters)
couplé a un Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Les peptides ont d’abord été chargés sur une
colonne d’enrichissement (C18 180umx20mm, 5um ; Waters) a un débit de 5uL/min (99% H20,
0.1% AF; 1% ACN, 0.1% AF) durant 3 minutes. Les analytes ont ensuite été séparés sur une
colonne séparative (BEH130 C18 75um*250mm, 1.7um ; Waters), maintenue a 60°C. L’élution
des peptides a été réalisée en augmentant graduellement le pourcentage de la solution B (ACN,
0.1% AF), de 2% a 40% sur une durée de 150 minutes, a un débit constant de 450nL/min. Les
parameétres d’acquisition du spectrométre de masse (Q-Exactive Plus, Thermo Scientific) sont

présentés dans le tableau suivant (Table 5) :
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Table 5 : Récapitulatif des paramétres d'acquisition du Q-Exactive Plus (Thermo Scientific) pour I'analyse
des extraits protéiques issus des myotubes humains exposés au WBS ou au SBS

Paramétre Parameétre
Durée d'acquisition 169 min Température (sprayeur) 250*°C
Géneral Polarite Positive Voltage (sprayeur) 1B kY
Iaximum IT 50 ms R (m,z 200) 140000
MS Scan Range 300-1800 m/z AGC 36
DDA TOP 10
Maximum IT 100 ms R (m,z 200) 17.500
MS2 Scan Range 300-1800 m/z AGC 15
MCE 27 eV

= |dentifications et quantifications des protéines grace au logiciel MaxQuant

Les protéines ont été identifiées grace a I'algorithme Andromeda (MaxQuant, version
1.5.3.30), contre une banque de données protéigques contenant les séquences des protéines
humaines (SwissProt ; taxonomie : 9606 ; incluant les isoformes ; Juillet 2018). Les séquences des
20 protéines majoritaires du sérum (décrites pour le systeme Proteoprep 20, Sigma) d’ours
(taxonomies : 9646 & 29073, Ailuropoda melanoleuca et Ursus maritimus, RefSeq) et la séquence
des peptides iRT ont été manuellement ajoutées. Les séquences decoy et les séquences des
contaminants usuels ont été automatiquement ajoutées par I'algorithme Andromeda a partir du
fichier contaminant.fasta. Les parametres de recherche ont été définis comme suit : tolérance sur
la premiere recherche de 20 ppm, tolérance sur la recherche principale de 4.5 ppm et tolérance
la recherche MS/MS de 40ppm. Un nombre maximal de 1 site de clivage manqué a été accepté,
la carbamidométhylation des cystéines a été paramétré en modification fixe ; I'acétylation des N-

termini des protéines et I'oxydation des méthionines ont été paramétrés en modifications

189



|| Partie 2 — Chapitre 3 : Etude des régulations de cellules musculaires traitées au WBS

variables. Le FDR (False Discovery Rate) a été fixé a 1% au niveau protéique et au niveau
peptidique, avec une longueur minimale des séquences peptidiques fixée a 7 acides aminés. La
guantification, la normalisation et I’estimation des abondances protéiques ont été réalisées grace
a l'algorithme MaxLFQ (Label-Free Quantification) implémenté dans le logiciel MaxQuant. Le
minimum ratio count a été fixé a 1, et les peptides identifiés avec des modifications variables ont
été pris en compte dans la quantification des protéines si le méme peptide sans modification a

également été identifié. L'ensemble des autres parameétres ont été laissé par défaut.

Seules les protéines quantifiées de maniéere robuste (i.e. avec au moins 6 intensités LFQ
sur les 8 analyses, par groupe d’analyse), ainsi que les cas présents/absents (i.e. aucune valeur
dans I'un des groupes WBS ou SBS), ont été conservées pour les tests statistiques. Aprés avoir
validé que les valeurs d’intensités LFQ suivaient une loi normale (test Shapiro-Wilk, p-value <0.05)
et avoir testé I'égalité des variances (test de Bartlett, p-value <0.05), les protéines
différentiellement exprimées entre le groupe WBS et le groupe SBS ont été définies (T-test, p-

value <0.05).

* Traitement bioinformatique des données

Les annotations fonctionnelles ont été extraites pour la liste des protéines différentielles
(incluant les cas présent/absent) sur la base de données Gene Ontology (GO) grace a I'algorithme
présenté en page 64. Un calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles a ensuite été
réalisé grace au logiciel présenté en page 65. Les fonctions biologiques significativement régulées
ont été fixées avec un score inférieur a 0.1, une p-value inférieur a 0.05 (test Benjamini-Hochberg)

et un facteur d’enrichissement supérieur a 2.

190



|| Partie 2 — Chapitre 3 : Etude des régulations de cellules musculaires traitées au WBS

Résultats de I’analyse du protéome de myotubes humains exposés au WBS ou au SBS

= Controles qualités : stabilité des temps de rétention des peptides iRT et reproductibilité

des mesures quantitatives pour les analyses de I’échantillon de référence

Les temps de rétention des peptides iRT dans I'échantillon de référence ont été suivis pour
toute la durée des analyses. Un coefficient de variation moyen de 1.2% a été calculé pour les
temps de rétention des 11 peptides iRT, sur 'ensemble des analyses de I’échantillon de référence,

démontrant une excellente stabilité du systeme chromatographique (Figure 46).

Suivi des temps de rétention des peptides iRT
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Figure 46 : Représentation du suivi des temps de rétention des 11 peptides iRT sur I'ensemble des analyses
de I’échantillon de référence.

Par ailleurs, la reproductibilité des intensités LFQ de I'ensemble des protéines quantifiées

pour toutes les analyse de I’échantillon de référence a été vérifiée avec un coefficient de variation
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médian inférieur a 18%, nous permettant de confirmer la reproductibilité des mesures

quantitatives.

= Résultats des analyses LC-MS/MS pour les deux groupes d’analyses

3242 et 3605 protéines ont été identifiées dans le premier et le second groupe d’analyses,
respectivement. Prés de 72% des protéines (i.e. 2676) ont été communément identifiées entre
les deux groupes d’analyses. Par ailleurs, 3034 et 3304 protéines ont été quantifiées dans le
premier et le second groupe d’analyses, respectivement, dont 48 et 42 protéines été
différentiellement exprimées entre la condition SBS et la condition WBS. Le nombre de protéines
différentiellement exprimées est peu élevé comparé aux résultats présentés précédemment (e.g.
146 protéines différentielles entre le protéome musculaire de I'ours brun hibernant et le
protéome musculaire de I'ours brun actif par stratégie SDS PaGE-XIC). Il est important de noter
gue dans le cadre de ce projet, nous avons volontairement augmenté de maniére importante la
variabilité individuelle en multipliant le nombre de donneurs de myotubes humains et le nombre
de sera d’ours utilisés afin de mettre en évidence des régulations d’abondances protéiques
systématiquement induites par les expositions au WBS, comparé aux expositions au SBS. En
comparant les protéines différentiellement exprimées entre les deux groupes d’analyses, 6
protéines différentielles ont été communément identifiées : PAHA2, OAT, FBLN1, TSP2, HMGCS1

et ARFGAP1 (Table 6).
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Table 6 : Liste des 6 protéines différentielles communément identifiées dans les deux groupes d’analyses
ainsi que les facteurs de changement d’abondance (FC) calculé entre la condition WBS et la condition SBS
pour les deux groupes d’analyses.

N° Accession . Nom de géne | FCWBS vs SBS FC WBS vs SBS
) Nom complet de la protéine .

(UniProt) (UniProt) grp d'analyse 1 grp d'analyse 2
015460 Isoform Ila of Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha P4HA2 1.46 1.33
P04181 Ornithine aminotransferase, mitochondrial OAT -1.44 -1.36
P23142 Isoform C of Fibulin FBLN1 -2.12 -2.06
P35442 Thrombospondin TSP2 -1.67 -1.66
Q01581 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic HMGCS1 -1.59 -1.81
Q8N6T3  [ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein ARFGAP1 -1.24 -1.24

Il est intéressant de noter que les facteurs de changement d’abondance entre le
traitement WBS et SBS étaient similaires entre les deux groupes d’analyse, démontrant la
robustesse des mesures quantitatives réalisées au cours de ce projet. Par ailleurs, les niveaux
d’expression de ces protéines pourraient étre considérés comme des marqueurs des effets des
traitements des myotubes humains au WBS et au SBS dans les prochains tests réalisés sur des

myotubes humains traités.

Par la suite, les régulations protéiques identifiées dans la publication Chanon et al., 2018
[8] évaluant les effets des sera d’ours brun (WBS vs SBS) sur des myotubes humains exposés ont
été recherchées dans I'ensemble des protéines quantifiées dans les deux groupes d’analyses.
Pour la protéine PKB (impliquée dans la dégradation des protéines par le systémes autophagie-
lysosome) ni le facteur de changement d’abondance (FC), ni I'évaluation statistique n’ont permis
de mettre en évidence des régulations significatives de cette protéine pour les myotubes exposés
au WBS, comparé a une exposition au SBS. Ces résultats sont en accord avec les mesures réalisées
précédemment et nous permettent d’assurer la reproductibilité des mesures réalisées par

spectrométrie de masse ou par Western-Blot. De plus, la régulation de I'activité de cette protéine

193



|| Partie 2 — Chapitre 3 : Etude des régulations de cellules musculaires traitées au WBS

pourrait étre davantage dépendante de son niveau de phosphorylation, que de son niveau
d’expression pour les myotubes humains exposés au WBS, comparés aux cellules exposées au
SBS. Par ailleurs, le niveau d’expression du transcrit de la protéine ATG3 mesuré pour les cellules
exposées au WBS était inchangée comparé aux cellules exposés au SBS [8]. De la méme maniére,
le niveau d’expression du transcrit de la protéine CTL était diminué aprés une exposition des
cellules en WBS. Dans nos données de protéomique, nous mesurons des abondances protéiques
inchangées pour ces deux protéines (ATG3 et CTL). Mesurer le niveau d’expression des transcrits
de ces protéines sera donc a favoriser pour quantifier les effets de I'exposition au WB, plutét que

le niveau d’abondance des protéines.

Grace au calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles sur les annotations
fonctionnelles des protéines différentielles des deux groupes d’analyses, 10 fonctions biologiques
régulées entre la condition WBS et SBS ont été mises en évidence. Parmi les fonctions biologiques
régulées entre I'exposition des myotubes humains au WBS et au SBS, le métabolisme des lipides,
le métabolisme des carbohydrates et la balance protéique ont été mis en évidence. Dans les mois
a venir, ces données seront exploitées de maniere plus détaillée afin de mieux comprendre les
régulations induites par le WBS, comparé au SBS, sur le protéome des myotubes humains
exposés. Un des objectifs sera également d’évaluer si les résultats obtenus sur les myotubes
humains traités au WBS sont proches des résultats obtenus sur le protéome du muscle
squelettique de l'ours brun analysés par spectrométrie de masse (maintien de la lipolyse,

diminution de la consommation de substrats lipidiques et régulation de |la balance protéique).
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Conclusion : détection de protéines systématiquement régulées dans le protéome de
myotubes humains exposés au WBS

Grace a une approche de protéomique quantitative différentielle, nous avons démontré
qgue lI'exposition au WBS induisait des régulations significatives sur le protéome de cellules
musculaires humaines, comparé au traitement au SBS, confirmant la présence de molécules
actives dans le sérum d’ours hibernant (WBS). Ces résultats préliminaires nous ont permis de
mettre en évidence 6 protéines différentielles, quantifiées de maniere reproductibles entre les
deux groupes d’analyses et ce indépendamment de la variabilité biologique individuelle, qui
pourront étre utilisées comme des marqueurs systématiques des effets du WBS sur le protéome

des myotubes humains.

Il sera également possible a I'avenir de comparer les régulations induites par le WBS sur
le protéome des myotubes humains, aux régulations observées précédemment dans le muscle de
I'ours brun hibernant. Ainsi, si les régulations sont similaires, identifier les molécules responsables
des effets du WBS sur les myotubes nous permettrait de mieux comprendre les mécanismes de

préservation musculaire chez I'ours brun hibernant.

Par la suite, nous avons mis en place des approches dans le but d’identifier les molécules

actives dans le sérum d’ours brun (voir page 206).
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Muscle atrophy is one of the main characteristics of human ageing and physical inactivity, with resulting
adverse health outcomes. To date, there are still no efficient therapeutic strategies for its prevention
and/or treatment. However, during hibernation, bears exhibit a unique ability for preserving muscle

in conditions where muscle atrophy would be expected in humans. Therefore, our objective was to
determine whether there are components of bear serum which can control protein balance in human
muscles. In this study, we exposed cultured human differentiated muscle cells to bear serum collected
during winter and summer periods, and measured the impact on cell protein content and turnover. In
addition, we explored the signalling pathways that control rates of protein synthesis and degradation.
We show that the protein turnover of human myotubes is reduced when incubated with winter bear
serum, with a dramatic inhibition of proteolysis involving both proteasomal and lysosomal systems,
and resulting in an increase in muscle cell protein content. By modulating intracellular signalling
pathways and inducing a protein sparing phenotype in human muscle cells, winter bear serum therefore
holds potential for developing new tools to fight human muscle atrophy and related metabolic
disorders.

Muscle disuse atrophy is common in humans during immobilization, bedrest, spaceflight, denervation, cancer,
and ageing, and therefore represents a major health issue'~*, and is also observed in a number of non-human
models used for atrophy studies®. Basic knowledge regarding the underlying mechanisms is continuously grow-
ing, and an intricate network of signalling pathways appears to be involved in the regulation of muscle fibre
size, including IGF1-AKT-FOXO, inflammatory cytokines, NFxB signaling, myostatin, and glucocorticoids®.
However, there is still no fully effective therapy or prevention for disuse atrophy.
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2011 w1015 2 M 25 27
w1017 3 F 56 55 MIW
W1105 2 F 315 na &
. WI1104 2 F 30.2 29 M1
WI110 2 F 273 29
WI1105 3 F 55 60
W1207 2 M 54 64.5
Wi110 3 F 53 58
2013 W1104 3 F 52 57 ﬁ;g\, &
W1202 3 F 48 48
W1204 2 M 40 38
W1209 2 F 30 27
W1303 2 F 36 43
w1317 2 M 33 40
2014 W1305 2 F 37 49 mgg" &
W1303 2 F 36 43
w1317 2 M 33 40
W1404 3 M 50 68
W1407 3 F 74 83.6
2016 W1509 2 F 25 378 LM/[:;V &
Wis11 2 F 29 41
Wi1512 2 F 36 51.2
N=22 23+0.1 16F/6 M 40.1£2.8 46.7 £3.2

Table 1. Characteristics of the brown bears used in this study. A total of 22 pairs of bear serum (winter and
summer) were collected during the indicated years. Equal volumes of serum were used to obtain four different
mixes (MIW to M4W) of winter bear serum (WBS) and four paired mixes (M1S to M4S) of summer bear
serum (SBS). All experiments presented in this study were performed with each of the mixes as replicates.
Averages are given as mean + SEM.

In humans, bed-rest and inactivity result in the loss of up to 30-40% of muscle volume after 2-4 months of
disuse®®, and this loss of muscle strength reaches 54% after 3 months of disuse®. Physical inactivity and associ-
ated loss of muscle mass and strength have severe deleterious consequences for metabolism and health, inducing
metabolic inflexibility that could develop into a reduction in the capacity to oxidize lipid fuels, insulin resistance,
and ectopic storage of fat’. In contrast, minimal or no loss of skeletal muscle mass and strength has been observed
in several species during hibernation, despite prolonged disuse and fasting. Among them, bears (family Ursidae)
are quite spectacular in this regard. They remain inactive up to seven months during the denning period, without
eating, drinking, urinating, or defecating, and without arousal episodes'*~!2. Yet, a very low loss in protein content
(from 4% to 17%) is reported in early winter, and this value remains uniquely stable during the following 3-4
months, whereas muscle and fibre cross-sectional area is preserved'*-', and muscle strength only decreases by
23%"°.

The underlying protein sparing mechanisms in bears have yet to be discovered. So far, the current hypotheses,
including recycling of nitrogen'"'*~'® and existence of a specific antioxidant strategy, still require deeper examina-
tion. Strikingly, bear skeletal muscles are resistant to the atrophic effects of denervation in winter, but not in sum-
mer'?, suggesting that the nervous system is not directly involved. The direct corollary is the possible role of still
unknown humoral factors in controlling bear muscle adaptive responses to hibernation. In support of this view,
winter bear plasma has been reported to induce a 40% decrease in the net proteolytic rate in isolated rat muscles®,
indicating the presence of circulating factors possibly able to trigger protein sparing during hibernation.

In this study, we exposed cultured human differentiated muscle cells to bear serum collected in winter and
summer periods (WBS and SBS, respectively), and measured the impact on cell protein content and turnover. In
addition, we explored the signalling pathways that control rates of protein synthesis and degradation. Our results
highlight how serum from hibernating bears is able to trigger trans-species effects, hence being a potential source
for new therapeutic molecules to fight human muscle atrophy and associated metabolic disorders.

Materials and Methods

Bear sample collection. Free-ranging sub-adult (2- to 3-year-old) brown bears (Ursus arctos; 16 females
and 6 males) were captured during both their active (summer) and inactive (winter) periods in Dalarna and
Givleborg counties, Sweden (see Table 1 for bear characteristics). The same bears were immobilized during win-
ter (February) and recaptured during summer (June), as described previously?"*2. Blood samples were collected
from the jugular vein in tubes containing a clot activator (VenosafeTM VF-109SP, Terumo) within 20 min after
darting, then centrifuged (2000g, 10 min) within 1hour after sampling, and serum was immediately frozen on
dry ice until storage at —80 °C. The study was approved by the Swedish Ethical Committee on Animal Experiment
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(applications #C212/9, #C47/9, #C7/12, #C268/12, and #C18/15), the Swedish Environmental Protection Agency
(NV-0758-14), and the Swedish Board of Agriculture (31- 11102/12). All procedures complied with Swedish laws
and regulations.

We prepared different mixes of winter bear serum (WBS) and of summer bear serum (SBS) using the indi-
vidual bear samples (Table 1). It is important to note that serum samples were collected from the same animals
during both seasons, and that both summer and winter mixes were obtained by pooling the exact same volume of
serum for all bears. Detailed characteristics of the sera in terms of metabolite and hormone levels and more global
proteomic compositions have been published previously from the same bear population?%.

Culture of human skeletal muscle cells and treatments with bear serum mixes. Human muscle
cells were derived from vastus lateralis muscle biopsies obtained from healthy control donors (Diomede exper-
imental protocol). All procedures were approved by the French Ethical Committee SUD EST IV (Agreement
#12/111 A 13-02) and performed according to the French legislation (Huriet’s law). All patients gave their written
consent after being informed of the nature, purpose, and possible risks of the study. The myoblasts were purified
and differentiated into myotubes according to the procedure previously described in detail®. After five days of dif-
ferentiation in the standard differentiation medium (DMEM medium), containing glucose (1 g/1) and fetal bovine
serum (FBS, 2%), myotubes were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and then incubated at 37 °C with
5% of either SBS or WBS. The 5% concentration of bear serum was chosen on the basis of the previous work from
Fuster et al.?’, who tested the effects of plasma on ex vivo rat muscles. A control group was set as myotubes kept in
differentiation medium containing 2% fetal bovine serum (FBS condition). For all experiments, repetitions were
performed on cell preparations coming from different donors.

Myosin heavy chain imaging and cell surface determination. After exposure to FBS, SBS or WBS
(48h), human muscle cells were washed twice with PBS and fixed with 4% formaldehyde for 10 min, then per-
meabilized with 0.1% Triton X-100/PBS for 15min and blocked by 1% bovine serum albumin for 30 min at
room temperature. Myosin heavy chain protein of human myotubes was detected with primary antibody MF-20,
followed by a secondary antibody Alexa Fluor® 555 Anti-Mouse IgG (H + L) incubation. Then, the area occu-
pied by myotubes was measured, as described in detail previously*. For each well, corresponding to one mix
applied to one cell preparation, at least ten pictures were taken to determine the percentage of surface occupied
by myotubes.

Measurement of protein degradation and synthesis rates. Protein degradation rates were assayed,
as previously described?*. Human muscle cells were first incubated for 24 hours with [*H]-L-Tyrosine (2 pCi/
ml), then washed three times with PBS, and shifted in chase medium (containing nonradiolabeled tyrosine) for
two hours. The release of TCA-soluble radioactivity in the culture medium was assayed for the 6 hours following
24 hours of incubation in SBS and WBS conditions to determine the rate per hour of free tyrosine release. The
total amount of incorporated radioactivity was then determined in the whole cell culture to calculate the degra-
dation rate relative to the amount of labeled protein, expressed in percentage per hour. Protein degradation rates
were also measured in the presence of proteasome (Bortezomib/PS-341, 1 pM) and lysosome (Concanamycin A,
0.1pM) inhibitors, as previously described””. Briefly, after cell protein labeling (24 hours, see above), inhibitors
or DMSO were added to FBS, SBS and WBS conditions one hour before monitoring the release of TCA-soluble
radioactivity for 6 hours. All procedures were repeated with three different primary myotube preparations.

Protein synthesis rates were assessed using two different procedures. Incorporation of radiolabeled tyrosine
was monitored, as already described?. Briefly, myotubes were exposed to SBS and WBS for 24 or 48 hours, and
[*H]-L-Tyrosine (2 1Ci/ml) was then added to the medium. After 2 hours incubation, cells were scraped in 10%
TCA to precipitate proteins. The pellet was resuspended in lysis buffer (Tris-HCI 20 mM, NaCl 138 mM, KCI
2.7mM, MgCl, 1 mM, Glycerol 5%, NP 40 1%, EDTA 5mM, Na;VO, 1 mM, NaF 20mM and DTT 1 mM), and
protein concentration and radioactivity were quantified. Protein synthesis rates are presented as means + SEM of
at least three determinations with different myotube preparations. We also used puromycin incorporation assays
to determine protein synthesis rates using the SunSET method®. Cells were exposed to SBS and WBS for 24 or
48hours and puromycin (5M) was added for the last 30 minutes. Measurements for the FBS condition were only
performed after 48 hours. Cells were then scraped in lysis buffer to extract proteins. After quantification, 20 ug of
proteins were immunoblotted using an anti-puromycin antibody (see western blot procedures).

Western blotting. After bear serum incubation, cells were scraped into 200 ul of ice-cold lysis buffer
(TRIS-HCI 20 mM, NaCl 138 mM, KCl 2.7 mM, MgCl, 1 mM, Glycerol 5%, NP 40 1%, EDTA 5mM, Na,VO,
1mM, NaF 20mM and DTT 1 mM) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, France).
Protein concentration was determined by Bradford quantification. Western blotting was performed, as described
previously?, loading 20 g of total protein on precast gels (Mini-protean TGX Stain-free™ gel, Biorad, France).
After migration, gels were UV exposed for 3 minutes and pictures were taken for further quantification of protein
loading. After semi-dry transfer, all membranes were blocked with 4% BSA (Bovine Serum Albumin, Euromedex,
Souffelweyersheim, France) before incubation with primary antibodies (see Table S1). Corresponding secondary
HRP antibodies were used for chemiluminescence revelation (Chemidoc Bio-Rad).

Quantification of mMRNAs by real-time RT-PCR.  Total RNA was isolated using the TRIzol reagent
(Invitrogen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions. RT-qPCR was performed as pre-
viously described®. TBP (Tata-box Binding Protein) mRNA levels were determined in each sample and was used
as internal standard for normalization. No change in TBP expression was found comparing FBS, SBS and WBS
conditions. The primers and real-time PCR assay conditions are listed in Table S2.
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Figure 1. Winter bear serum promotes an increase in human muscle cell size. Illustrative immunodetection
and corresponding quantification of myosin heavy chain in cultured myotubes upon standard culture condition
with fetal bovine serum (FBS), winter bear serum (WBS) or summer bear serum (SBS) treatment. Results are
the mean + SEM of 6 independent experiments (different cell preparations and bear serum mixes). Scale bar:
100 um. Significant differences result from paired T-tests (*p < 0.05).

Statistical analysis.  All data are presented as means + SEM, and fold change always related to the SBS con-
dition. To compare the SBS and WBS conditions, statistical significance was determined using paired student
t-tests, with * indicating a p value < 0.05, **p < 0.01, and NS not significant.

Results

Human muscle cells exposed to WBS exhibit higher protein content.  To evaluate the ability of bear
serum to impact human muscle cell protein content, we first incubated quiescent differentiated polynucleated
myotubes with bear serum collected in winter during hibernation and in summer during their active period.
After 48 hours, we determined the cell content of heavy chain myosin by immunofluorescence and quantified
myotube surface area (Fig. 1). While no difference could be observed between FBS and SBS conditions, the WBS
treatment induced a significant increase in muscle cell surface area (4-21.7 4 7.2% p =0.015) compared to SBS,
indicating higher protein content.

Reduced protein turnover in human myotubes exposed to WBS compared to SBS. To investi-
gate the mechanisms driving the change in protein content of treated human myotubes, we next determined the
rates of protein synthesis and degradation. Whereas incubation with SBS did not change the degradation rate
compared to standard culture conditions (FBS condition), a 33% lower protein degradation rate (0.56 +0.04
vs 0.37 £ 0.06, p=003) was recorded after 24 hours of incubation with WBS compared to the SBS condition
(Fig. 2A). To determine whether this could be related to proteasomal and/or lysosomal pathways, we next meas-
ured degradation rates in the presence of proteasome (PS-341, Bortezomid) or lysosomal proton pump (concan-
amycin A) specific inhibitors. Calculation of the inhibitor-sensitive fraction by subtracting the rates of proteolysis
in cells treated with inhibitors from those in untreated cells then represented the actual contribution of each path-
way in the total degradation process. As shown in Fig. 2B, the contribution of both proteasomes and lysosomes to
the degradation rates were dramatically decreased (—47% and —71%, respectively) in human myotubes exposed
to WBS compared to the SBS condition, thus showing the involvement of both systems in the response to WBS.

We next quantified protein synthesis rates in myotubes exposed to bear serum by measuring the incorporation
of puromycin (Fig. 2C,D). SBS did not change protein synthesis rates compared to standard culture conditions
(FBS condition) whereas the puromycin incorporation was significantly decreased under the WBS condition.
The same result was observed when measurements were performed using incorporation of [*H]-tyrosine into
neosynthesized proteins. A mild but significant decrease was found only after 48 hours of treatment in WBS-
compared to SBS- treated cells (Fig. 2E), while after 24 hours of treatment, rates were slightly, but not significantly,
lower (Fig. 2F). The human myotubes exposed to WBS thus displayed a mildly reduced rate of protein synthesis,
whereas protein degradation was dramatically inhibited.

Effects of WBS on proteasomal and lysosomal degradation pathways. To explore the
ubiquitin-proteasome system in myotubes exposed to bear serum, we first quantified the level of ubiquitinated
proteins in human myotubes under FBS, SBS and WBS conditions (Fig. 3A). Comparing SBS and WBS condi-
tions, no differences could be found in the control (veh) and lysosomal inhibition (Conc.A) conditions, whereas
proteasome inhibition (PS-341) promoted an increase in the amount of ubiquitinated protein (Fig. 3B). In this
latter condition, the increase was significantly reduced in the WBS compared to SBS condition, suggesting that
WBS alone lowers proteasome activity. The overall process from ubiquitin ligation to protein degradation was
explored with the quantification of the mRNA levels of ubiquitin (UBB), E2 Ubiquitin-Conjugating Enzyme
B (UBE2B), the proteasome subunit alphal (PSMA1), and muscle specific E3 ligases TRIM63 and FBXO32
(Fig. 3C,D). Expression levels of all of these messengers were similar in SBS and WBS conditions, indicating that
lower proteasomal degradation due to WBS treatment was unlikely to originate from transcriptional regulations
and would most likely be due to lower activities of related components.
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Figure 2. Winter bear serum inhibits protein degradation and synthesis rates in human muscle cells. Overall
protein degradation rates in human myotubes exposed for 24 hours to FBS, SBS or WBS (A), and rates of
proteolysis after proteasomal or lysosomal inhibition (B) were measured. For the latter, twenty-four hours

after serum exposure, inhibitors (1 uM Bortezomid [PS-341], 0.1 uM concanamycin [Conc. A], or DMSO

only [Veh.]) were added, and rates of proteolysis were determined for six hours. Proteasomal and lysosomal
degradation rates were expressed as the difference between total and specifically inhibited rates. Overall protein
synthesis rates were assessed in human myotubes with quantification of puromycin incorporation after 48 hours
of exposure to FBS, SBS or WBS (C,D). Protein synthesis rates were also assessed by measuring [3H]-tyrosine
incorporation in human myotubes exposed for 48 hours to SBS or WBS (E). (F) Shows incorporation rates of
[3H]-tyrosine and puromycin after 24 hours. Results are the mean + SEM of at least 3 independent experiments
measured in duplicate. Significant differences result from paired T-tests (*p < 0.05; **p < 0.01).

Autophagy was investigated by quantification of SQSTM1 (p62) protein and LC3II/I ratios (Fig. 4A-C).
During induction of the autophagosomal process, SQSTM1 binds the ubiquitinated proteins and LC31 is lipi-
dated to LC3II, resulting in an increase in the LC3II/I ratio. We observed a highly significant lower abundance
in SQSTM1 under WBS versus SBS conditions, whereas LC3b II/1 ratios were not significantly decreased. At the
mRNA level, expression of the E2-conjugating enzyme ATG3, and the lysosomal hydrolase cathepsin L (CTSL)
were quantified in WBS- and SBS-treated cells (Fig. 4D). Whereas ATG3 expression was not modified, expression
of CTSL was lower in the WBS condition, which would be in line with reduced lysosomal protein degradation.

Effects of WBS on protein metabolism signaling pathways. Intracellular signaling pathways were
investigated by the quantification of the phosphorylated fraction of several key actors involved in the regulation
of protein turnover (Fig. 5). The fraction of phosphorylated PKB (protein kinase B), but not mTOR (mechanistic
Target of Rapamycin), was found at higher levels in WBS- than SBS-treated cells. Accordingly, the downstream
target FOXO3 (Forkhead box O3) was also found to be hyper-phosphorylated and thus presumably inactivated in
the WBS condition. Meanwhile, similar phosphorylation levels of serum/glucocorticoid-induced kinase 1 (SGK1)
were recorded in SBS and WBS conditions, indicating that it might not participate in the higher phosphorylation
level of FOXO3 that we observed upon WBS exposure. Finally, the levels of phosphorylation of S6K (riboso-
mal protein S6 kinase) and GSK3beta (glycogen synthase kinase 38) were found to be not statistically different
between SBS and WBS conditions.

Discussion
Despite prolonged periods of fasting and inactivity, conditions which induce dramatic muscle wasting in
humans®**, the muscle mass and strength of hibernating bears are remarkably well preserved'***-3. This
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Figure 3. Winter bear serum inhibits proteasomal degradation in human muscle cells. Illustrative
immunodetection (A) and corresponding quantification (B) of ubiquitinated proteins in human myotubes
exposed for 24 hours to FBS, SBS or WBS. Quantifications were performed after one hour of proteasomal (1 uM
Bortezomid [PS-341]) or lysosomal (0.1 uM concanamycin [Conc. A]) inhibition, and in control conditions
(DMSO only [Veh.]). Myotube expression levels of muscle specific E3-specific ligase FBXO32 (MuRF1) and
TRIM63 (Atrogin-1) (C), and of ubiquitin (UBB) and two components of the proteasome system (UBE2B and
PSAM1) were measured by RT-qPCR, normalized against TBP mRNA levels, and expressed as a fold change
relative to the SBS condition. Results are the mean = SEM of at least 3 independent experiments. Significant

differences result from paired T-tests (*p < 0.05).
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Figure 4. Winter bear serum impacts main factors of autophagy/lysosomal degradation in human muscle cells.
Tlustrative immunodetection (A) and corresponding quantification (B) of SQSTM1 (p62) and the LC3b II/T
ratio in human myotubes exposed for 24 hours to SBS or WBS (C). Myotube expression of CTSL and ATG3 was
measured by RT-qPCR, normalized against TBP mRNA levels, and expressed as a fold change relative to the SBS
condition (D). Data are the mean - SEM of at least 3 independent experiments. Significant differences result

from paired T-tests (*p < 0.05; **p < 0.01).
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Figure 5. Winter bear serum activates mTOR/PKB pathways in human muscle cells. Illustrative blots and
corresponding quantification of mTOR, PKB, FOXO3a, S6K, GSK3beta, SGK and their phosphorylated forms.
Results are the mean - SEM of at least of 3 independent experiments. Significant differences result from paired
T-tests (*p < 0.05).

preservation is part of an overall adaptation scheme in which energy and metabolic changes are triggered in the
cardiovascular system, kidney, liver, and intestine (microbiota). In this regard, the coordination of tissue and
organ functions may involve circulating factors, and winter bear plasma has been reported to decrease the net
proteolytic rate in isolated rat muscles. As a new approach to overcome the lack of efficient treatment or preven-
tion of human muscle disuse-induced atrophy, we explored here how WBS can affect protein turnover in human
muscle cells, studying protein synthesis and degradation, as well as key actors involved in regulating pathways.
To examine if circulating factors could impact human muscle cell physiology, we choose to incubate cells with
bear serum rather than plasma that may contain coagulation inhibitors susceptible to induce effects per se like
alteration of enzyme activities. Application of WBS to human myotubes resulted in a unique situation, where a
marked inhibition of proteolysis and a slight decrease in protein synthesis were observed. The resulting positive
balance in protein turnover led to a higher protein content in muscle cells.

Muscle protein turnover is a tightly regulated process, the equilibrium between catabolic and anabolic path-
ways being under the control of several endocrine, paracrine, and autocrine factors (for review see®**-*). In any
situation of muscle atrophy, whether it results from immobilization, denervation, fasting, ageing (sarcopenia),
inflammation, or cancer (cachexia), muscle protein degradation is activated through two intricate systems: the
ubiquitin proteasome and autophagy systems**". We show here that, in human myotubes, both proteasomal and
lysosomal system activities were reduced in the WBS condition compared to SBS. Considering signaling path-
ways, the canonical PKB actor was found activated and accordingly, the downstream FOXO3 transcription factor
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was inactivated by higher phosphorylation. Coordinated activation of this signaling pathway may thus explain
most of the observed effects on the proteasomal and lysosomal systems, considering their role in the control of
protein degradation and regulation of muscle mass™73¢41,

Inactivation of FOXO3 is consistent with the recent demonstration of FOXO4 inactivation in hibernating
squirrels*. Although serum/glucocorticoid-induced kinase 1 (SGK1) has been shown to be involved in the pre-
vention of atrophy in hibernating 13-lined ground squirrels**, we recorded similar phosphorylation levels of
SGK1 in myotubes exposed to either SBS and WBS conditions. Thus, in our human muscle cell model, SGK1 may
not participate in the regulating the higher phosphorylation level of FOXO3 that we observed upon WBS expo-
sure. The observed increase in PKB phosphorylation of treated myotubes could also reflect the modified insulin
sensitivity of the bear skeletal muscle tissue during hibernation*! and highlights a promising future in the field of
human diabetes.

Among the few factors inhibiting muscle proteolysis described to date, insulin and amino-acids are the best
characterized**~**. Their circulating levels are increased in the post-prandial situation, at the same time substrates
and energy are available for muscle protein metabolism*”*’. These anabolic conditions trigger activation of the
PKB/mTOR pathway, with subsequent inhibition of proteolysis and concomitant activation of proteosynthesis.
Strikingly, we found an activation of PKB with positive consequences on protein content in human myotubes
exposed to WBS, despite the fact that the serum originated from animals that had been food deprived and phys-
ically inactive for at least three months. How WBS can mimic an anabolic situation for human cultured muscle
cells remains to be elucidated. Moreover, considering the ability of WBS to reproduce in treated human cells the
regulation of protein turnover already described in hibernating bear muscle (i.e. lower synthesis and lower deg-
radation rates'®), it is highly probable that the maintenance of muscle mass during bear hibernation involves one
or several circulating factors.

To explain how WBS can activate PKB, leading to FOXO inactivation and protein degradation inhibition
in human muscle cells, active circulating factors may be sought among those whose concentrations are known
to change between seasons, either due to the central regulation of hibernation via the hypothalamic-pituitary
axis®**!, and/or in relation to the nutritional status of the animals through their gut-liver axis®>*?. Although sev-
eral differences have already been highlighted in the blood composition of active and hibernating bears!!:23:2451-57,
no particular factors have yet been identified that specifically control muscle adaptive responses. Serum conveys
hormones and growth factors that are major actors in muscle mass regulation®**. However, considering the
reduced metabolic rate in hibernating bears®, it is difficult to imagine an increase in such factors during winter.
Of note, higher levels of blood proteins and hematocrit have been reported during hibernation?’, which can likely
be attributed to dehydration in hibernating bears. Such seasonal changes may lead to higher concentrations of
circulating factors during winter, without any change in their production or clearance.

Among the circulating components that are known to show seasonal regulation in bears, fatty acids, whose
composition are changed due to prolonged fasting, could play a role. Lipids are known regulators of muscle
mass®, notably through saturated fatty acids and their ability to generate ceramides. Whereas both lipid classes
negatively affect muscle mass, the positive impact of other lipid moieties cannot be excluded. Notably ketone
bodies could be involved, since their circulating levels are increased by fasting®*®* and hibernation®, and they
are known to be involved in the regulation of muscle mass®. In hibernating bears, fasting is also associated with
modifications in urea and nitrogen metabolism®. The role of specific amino acids can not be ruled out, such as
BCAAY or citrulline®, even if supplementation experiments have not yet produced conclusive results. Finally,
from the recent proteomic characterization of WBS and SBS®, it has been proposed that a2-macroglobulin, a
non-specific protease inhibitor that exhibits higher circulating levels in winter bears, could be involved in the
reduction in protein degradation in isolated rat muscle when incubated with winter bear plasma®. Therefore,
a2-macroglobulin could be involved in the reduced proteolysis of human muscle cells that we observed here
upon WBS treatment.

In conclusion, the circulating components that induce the potent trans-species effects on human muscle cells
and that make their phenotype closely mimic that of winter bear muscles are probably those that are responsible
for the maintenance of muscle mass and strength in hibernating bears. Their identification will no doubt pave
the way for a new field of studies that will investigate novel solutions to prevent and/or reverse muscle atrophy in
humans.
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Chapitre 4 : identification des composés actifs du sérum
d’ours hibernant (WBS)

Nous avons montré la présence de composés dans le sérum d’ours brun hibernant (WBS)
capables de réguler la balance protéique (synthése et dégradation des protéines) de myotubes
humains. Par la suite, nous avons développé un certain nombre d’approches afin de mieux

caractériser et d’identifier ces molécules actives.

Dans un premier temps, nous avons cherché a caractériser la nature des composés actifs
dans le WBS en appliquant différents traitements aux sera. Précédemment, nous avions confirmé
gue le niveau d’expression des transcrits de la cathépsine L, protéase impliquée dans le systeme
de dégradation des protéines par le systéme lysosomal, était significativement plus important
dans des myotubes exposés au WBS natif, comparé aux cellules traitées au SBS natif (voir
publication Chanon et al., 2018, page 196 a 205). Nous avons donc mesuré le niveau d’expression
de ce transcrit pour évaluer dans quelle mesure les traitements du sérum modifiaient, ou non, sa
capacité a réguler la balance protéique dans les myotubes humains. Trois traitements ont été

appliqués aux sera afin de :

v Dénaturer les biomolécules thermosensibles, les rendant inactives (chauffage 20 minutes
a 65°C)

v Eliminer les molécules de nature lipidique (e.g. triglycérides, cholestérol, phospholipides)
grace a |'affinité de ces molécules pour une solution butanol-DIPE 40 : 60 (v : v) [218]

v Eliminer les particules sériques par ultracentrifugation.
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Figure 47 : Niveaux d'expression relatifs du transcrit de la cathépsine L (CTL) pour des myotubes humains
exposés au WBS et SBS non traité (en condition basale), aprés chauffage, délipidation ou élimination des
particules sériques (ultracentrifugation) du WBS et du SBS. La différence significative de I’expression du
transcrit de la cathépsine L entre la condition WBS et SBS sont signalés par * (p-value < 0.05, n=8 par
condition)

En comparaison avec la condition basale (traitement des myotubes avec WBS et SBS
natifs), la diminution significative de I'expression du transcrit de la CTL a été conservée dans les
conditions oU les molécules lipidiques et les particules sériques ont été éliminées (Figure 47). Les
molécules lipidiques et les particules sériques ne semblent donc pas impliquées dans la régulation
de I'expression du transcrit de la CTL. En revanche, les niveaux d’expression du transcrit de la CTL
étaient similaire apres chauffage du SBS et du WBS. Ce résultat démontre que les molécules
actives dans le WBS natif sont donc de nature thermosensible. Il a été démontré que la
dégradation des protéines du plasma humain intervient dés 43-45°C [219]. Il est donc possible
qgue les molécules thermosensibles dans le WBS soient de nature protéique. C'est la raison pour

laquelle nous avons, par la suite, développé des approches « globales » dont le but était de
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décomplexifier le mélange protéique du sérum d’ours brun afin d’isoler une ou des molécules.
Par la suite, les différentes fractions obtenues seront utilisées pour traiter des myotubes humains

et évaluer si cela permet, méme partiellement, d’observer les effets mesurés en condition basale.

D’autre part, nous avons développé une approche « ciblée » pour identifier les composés
actifs. Cette fois-ci, la méthode consiste a traiter les myotubes humains avec des molécules
connues pour étre en concentration significativement plus importante dans le WBS, comparée au
SBS, et pouvant avoir des effets sur le métabolisme musculaire. Nous avons choisi d’évaluer si
augmenter la concentration de béta-hydroxybutyrate (BOH, un corps cétonique), dans le SBS, au
niveau de la concentration dans le WBS, permettait de reproduire les régulations du protéome
des myotubes humains exposés au WBS. La stratégie analytique et les résultats obtenus sont

présentés ci-dessous.
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Contexte

Dans le cas de I'approche ciblée, nous nous sommes intéressés a un corps cétonique : le beta-
hydroxybutyrate (BOH). Dans la littérature, il a été démontré que la cétogenese, i.e. la synthése
de corps cétoniques par le foie, était plus importante en cas de jeline prolongé, afin de remplacer
le glucose dans le métabolisme énergétique cérébral [220]. Il a été suggéré que les corps
cétoniques pourraient agir sur la synthése [221, 222] et la dégradation [222, 223] des protéines
musculaires. Par ailleurs, les corps cétoniques (essentiellement le BOH) ont été identifiés comme
des molécules capables de réguler le métabolisme ou I'expression de certains génes via une

inhibition des HDCAs [224].

Chez l'ours, il a déja été démontré que la concentration en corps cétonique, était plus
importante dans le plasma de les ours noirs japonais hibernants [180] et dans le sérum des ours
bruns européens [199] hibernants comparée aux ours actifs. Afin de déterminer si une forte
concentration de BOH pouvait étre impliquée dans la régulation de la balance protéique des
myotubes humains exposés au WBS, nous avons caractérisé les protéomes de ces cellules

musculaires exposés a une forte concentration de BOH (100 mg/L) ajouté a du FCS ou du SBS.

Stratégie analytique

Dans un premier temps, nous avons déterminer la concentration de BOH dans les sera
collectés sur 10 ours bruns hibernants (WBS) ou actifs (SBS). Nous avons mesuré, par dosage

colorimétrique (B- Hydroxybutyrate (Ketone Body) Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical), une
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concentration moyenne de 100 mg/L (+ 9.9) et de 4 mg/L (+ 0.7) dans le WBS et le SBS,
respectivement. Nous avons donc traité des myotubes avec du SBS natif et du FCS natif (Fetal Calf
Serum, sérum de veau feetal) natifs. En paralléle, les myotubes humains ont été traités avec les
mémes sera dont la concentration en BOH a été augmentée a 100mg/L, pour correspondre a la

concentration moyenne en BOH dans le WBS (Figure 48).
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Figure 48 : Stratégie analytique pour déterminer les régulations du protéome des myotubes humains
exposés a une importante concentration de BOH dans du FCS ou du SBS. Les protéines différentielles ont
été déterminées en comparant le protéome de myotubes humains exposés au sérum a haute concentration

210



|| Partie 2 — Chapitre 4 : Identification des composés actifs du sérum d’ours hibernant

de BOH avec le protéome des myotubes humains exposés au sérum natif dans chacun des groupes
expérimentaux (définis dans la Iégende).

Deux groupes expérimentaux ont alors été constitués a partir de ces 4 conditions pour
déterminer les protéines différentiellement exprimées avec une forte concentration de BOH. Le
premier groupe expérimental compare le protéome des myotubes humains exposés au FCS a
haute concentration de BOH comparé au protéome des myotubes exposés au FCS natif. Le second
groupe expérimental compare le protéome des myotubes humains exposés au SBS a haute

concentration de BOH comparé au protéome des myotubes exposés au SBS natif.

Matériel et méthodes

= Description des échantillons : myotubes humains exposés a des sera natifs ou a des sera

avec une importante concentration de BOH

Les cellules musculaires humaines ont été lysées dans un tampon RIPA et les extraits
protéiques ont été conditionnés dans un tampon de type Laemmli avant d’étre conservés a -80°C.
Les extraits protéiques ont été ensuite réceptionnés au LSMBO pour étre analysés par

spectrométrie de masse dans une approche de protéomique quantitative différentielle.

= Préparation des échantillons pour I’analyse par spectrométrie de masse

Les concentrations en protéines des échantillons ont été déterminées grace a un dosage
colorimétrique de type RC-DC. Un échantillon de référence a été constitué avec une méme
guantité de protéines de chaque échantillon. L’échantillon de référence sera traité comme les
échantillons individuels et cet échantillon sera analysé régulierement sur toute la durée des

analyses pour confirmer la stabilité du systeme. 15ug de protéines de chaque échantillon et de
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I’échantillon de référence ont été décomplexifiés en 2 bandes protéiques. Par la suite, les
échantillons ont été traités comme présenté en page 187. Aprés réduction et alkylation, les
protéines ont été digérées dans le gel avec un ratio trypsine : protéines de 1 : 66. Aprés extraction
des peptides et évaporation des solvants, les peptides ont été solubilisés dans une solution
aqueuse contenant 1% ACN et 0.1% AF. Des peptides iRT ont été ajoutés a I'ensemble des

échantillons.

= Analyse LC-MS/MS des extraits protéiques de myotubes humains

Les analyses LC-MS/MS ont été réalisées sur un systéme chromatographique UPLC
(NanoAcquity, Waters) couplé a un Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Pour chaque bande,
375ng théoriques de peptides ont été analysés. Le gradient chromatographique et les parametres
du spectrometre de masse sont identiques a ceux présentés dans les précédents résultats (page

187).

= |dentifications et quantifications des protéines grace au logiciel MaxQuant

Les protéines ont été identifiées grace a l'algorithme Andromeda (MaxQuant, version
1.5.3.30), contre une banque de données protéiques contenant les séquences des protéines
humaines (SwissProt; taxonomie: 9606; Mars 2017). Les séquences des 20 protéines
majoritaires du sérum (décrites pour le systéeme Proteoprep 20, Sigma) du panda et du taureau
(taxonomies : 9646 & 9913, Ailuropoda melanoleuca et Bos taurus, issues de la base de données
RefSeq et de la base de données SwissProt, respectivement) et la séquence des peptides iRT ont
été manuellement ajoutées. Les séquences decoy et les séquences des contaminants usuels ont
été automatiquement ajoutées par lalgorithme Andromeda a partir du fichier
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contaminant.fasta. Les parameétres pour l'identification des protéines (grace a l'algorithme
Andromeda) et la quantification des protéines (grace a I'algorithme MaxLFQ) ont été définis

comme décrit en page 189.

Seules les protéines quantifiées de maniére robuste (i.e. avec au moins 3 intensités LFQ
sur les 4 analyses de chaque condition), ainsi que les cas présents/absents (i.e. aucune valeur
dans I'une des deux conditions de chaque groupe expérimental), ont été conservés pour les tests
statistiques. Aprés avoir validé que les valeurs d’intensités LFQ suivaient une loi normale (test
Shapiro-Wilk, p-value <0.05) et avoir testé I'égalité des variances (test de Bartlett, p-value <0.05),
les protéines différentiellement exprimées dans chaque groupe expérimental, entre la condition
a haute concentration en BOH et la condition avec le sérum natif, ont été définies (T-test, p-value

<0.05).

* Traitement bioinformatique des données

Les annotations fonctionnelles ont été extraites pour la liste des protéines
différentiellement exprimées dans les deux groupes expérimentaux (incluant les cas
présent/absent) sur la base de données Gene Ontology (GO) grace a l'algorithme présenté en
page 64. Un calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles a ensuite été réalisé grace a
I'algorithme présenté en page 65. Les fonctions biologiques significativement régulées ont été
identifiées avec un score inférieur a 0.1, une p-value inférieur a 0.05 (test Benjamini-Hochberg)
et un facteur d’enrichissement supérieur a 2. Les protéines différentiellement exprimées dans

chaque groupe expérimental et les régulations d’abondance de ces protéines ont été visualisées
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sur les cartes du métabolisme et les voies de signalisation de la base de données KEGG avec

I'algorithme présenté en page 66.

Résultats : les régulations du protéome de myotubes humains induites par le BOH sont
modulées par des molécules du sérum auquel le BOH est ajouté
= Controles qualités : stabilité des temps de rétention des peptides iRT et reproductibilité

des mesures quantitatives pour les analyses de I’échantillon de référence

Les temps de rétention des peptides iRT dans I’échantillon de référence ont été suivis pour
toute la durée des analyses. Un coefficient de variation moyen de 0.5% a été calculé pour les
temps de rétention des 11 peptides iRT, sur I'ensemble des analyses des échantillons individuels
et de [I'échantillon de référence, démontrant une excellente stabilité du systeme

chromatographique (Figure 49).
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Figure 49 : Représentation de la stabilité des temps de rétention des 11 peptides iRT, sur I’'ensemble des
analyses des échantillons individuels et de I’échantillon de référence.

Par ailleurs, la reproductibilité des intensités LFQ de I'ensemble des protéines quantifiées
pour toutes les analyses de I’échantillon de référence a été vérifiée avec un coefficient de
variation médian inférieur a 18%, nous permettant de confirmer la reproductibilité des mesures

guantitatives réalisées.

= Résultats : identifications et quantifications des protéines dans les deux groupes

expérimentaux

L'ensemble des analyses des deux groupes expérimentaux a été traité avec le logiciel
MaxQuant, ce qui a permis d’identifier 4350 protéines. 3713 et 3683 protéines ont été quantifiées
de maniéere robuste dans le premier groupe expérimental (i.e. condition FCS+BOH comparé a la

condition FCS) et le second groupe expérimental (i.e. condition SBS+BOH comparé a la condition
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SBS), respectivement. 190 et 144 protéines différentiellement exprimées ont été déterminées
dans le premier et le second groupe expérimental, respectivement. Seulement 8 protéines
différentielles ont été communément identifiées dans les deux groupes expérimentaux (Figure

50).

SBS+BOH vs SBS FCS+BOH vs FCS

182

(55.8%)

Figure 50 : Recouvrement entre les listes de protéines différentielles identifiées dans le premier groupe
expérimental (condition FCS+BOH vs condition FCS) et le second groupe expérimental (condition SBS+BOH
vs condition SBS).

Ces résultats démontrent que I'exposition a une importante concentration de BOH (a
100mg/L) est capable d’induire des variations d’abondance du protéome de myotubes humains.
Cependant, étant donné la faible proportion de protéines différentielles communes aux deux
groupes expérimentaux, il semblerait que selon le sérum dans lequel le BOH a été ajouté, la

réponse a une forte concentration de BOH ne soit pas similaire.

Grace au calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles, 9 et 4 fonctions
biologiques significativement régulées ont été identifiées pour le premier (Figure 51A) et pour le

second groupe expérimental (Figure 51B), respectivement.
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Figure 51 : Représentation des fonctions biologiques régulées dans le premier (A) et le second groupe
expérimental (B). Le nombre d’annotations fonctionnelles identifiées dans chaque fonction biologique est
inscrit sur la figure. Les fonctions biologiques encadrées en rouge sont impliquées dans la régulation de la
balance protéique des myotubes humains traités.

Parmi les fonctions régulées, le catabolisme des protéines a été identifié dans les deux
groupes expérimentaux, et la synthése des protéines et des peptides a été identifiée dans le
premier groupe expérimental uniquement (i.e. condition FCS+BOH comparé a la condition FCS).
Ces fonctions biologiques sont impliquées dans la régulation de la balance protéique (i.e. synthése
et dégradation des protéines) démontrant que I'ajout d’une importante concentration de BOH
régule notamment la balance protéique des myotubes humains traités. Une fois encore, selon le
sérum dans lequel le BOH est ajouté, les régulations observées sur le protéome des myotubes ne
sont pas exactement identiques. Il est possible que certaines molécules, de chacun des sera,

modulent les régulations induites par la forte concentration de BOH.

Afin de visualiser les variations d’abondances des protéines différentielles impliquées

dans la balance protéique, dans les deux groupes expérimentaux, I’algorithme de visualisation sur
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les cartes de la base de données KEGG a été utilisé. Grace a cela, nous avons schématisé les
résultats obtenus dans les deux groupes expérimentaux. Nous avons complété cette illustration
avec les résultats obtenus pour la caractérisation du protéome de myotubes humains exposés au
WABS, comparé au SBS (chapitre 3, page 184). Ainsi, il nous a été possible d’évaluer si I'ajout de
BOH a une concentration de 100mg/L (concentration équivalente a la concentration endogéne

dans le WBS) induisait des régulations semblables a celles observées avec le WBS (Figure 52).
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Figure 52 : Schématisation des régulations pour les protéines différentielles impliquées dans la régulation
de la balance protéique (i.e. synthése et dégradation des protéines) pour des myotubes humains exposés a
de fortes concentrations de BOH dans du FCS (premier groupe expérimental) ou dans de SBS (second groupe
expérimental). Les régulations des protéines impliquées dans la balance protéique identifiées
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précédemment entre des myotubes humains exposés au WBS, comparé au SBS, sont ajoutées a cette
schématisation.

Dans un premier temps, il a été constaté qu’une importante concentration de BOH
modulait le niveau d’expression de protéines impliquées dans la balance protéique, mais les
protéines régulées sont différentes selon le sérum auquel le BOH a été ajouté. En comparaison
avec les protéines différentielles impliquées dans la balance protéique pour des myotubes
humains exposés au WBS (comparé a une exposition au SBS), nous avons constaté qu’une forte
concentration de BOH dans le FCS et dans le SBS mettait en évidence une similitude pour une
partie des régulations. Cela laisse supposer que le BOH a une concentration de 100 mg/L pourrait

participer aux régulations observées sur des myotubes humains traités au WBS.

Par ailleurs, I'incubation de myotubes C2C12 durant 24 heures avec 5mM de BOH a induit
une augmentation du taux de respiration mitochondriale et une diminution de la production de
H,0; (espéce réactive de I'oxygéne, ROS) [225]. Or nous avons montré que I'expression des sous-
unités de la chaine respiratoire mitochondriale était réduite dans le muscle squelettique des ours
bruns hibernants, suggérant une limitation de la production de radicaux libres et donc du stress
oxydant (publication 3, voir page 167 a 183). Il est alors envisageable que le BOH, a une
concentration de 100mg/L, pourrait participer a une réduction du stress oxydant dans les
myotubes humains et donc a une diminution des dégats oxydatifs sur les protéines, permettant

une préservation des protéines musculaires.

Enfin, 'exposition au BOH induit une augmentation de la croissance et de la viabilité des
myotubes exposés [225]. Or nous avons démontré précédemment, que I'exposition de myotubes

humains a du WBS induisait une augmentation de la taille et du contenu protéique des cellules
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[8]. Il serait donc possible que le BOH, a forte concentration, puisse participer a ces mécanismes

de préservation des cellules musculaires humaines.

Conclusion : le BOH pourrait étre impliqué dans les régulations de la balance protéiques
des myotubes humains exposés au WBS natif

Grace a une analyse de protéomique quantitative sans marquage, nous avons démontré
gu’une forte concentration en BOH (100mg/L), ajouté a un sérum dont la concentration en BOH
est faible (SBS) ou quasiment nulle (FCS) permettait de réguler I'abondance d’un grand nombre
de protéines dans des myotubes humains. Nous avons constaté que les régulations d’abondance
protéique n’étaient pas identiques selon le sérum auquel le BOH été ajouté, démontrant une
possible régulation des effets de BOH par des molécules spécifiques au sérum utilisé. Par ailleurs,
une partie des régulations impliquées dans la balance protéique étaient similaires aux régulations
trouvées aprés une exposition au WBS natif. Il semble donc que le BOH puisse étre en partie

responsable des effets observés sur les myotubes humains exposés au WBS.

220



|| Partie 2 — Chapitre 4 : Identification des composés actifs du sérum d’ours hibernant

Précédemment, nous avons confirmé la nature thermosensible des composés actifs
présents dans le WBS (voir page 206 a 208). Etant donné la thermosensibilité des protéines, nous
avons choisi de mettre en place des protocoles pour confirmer la nature protéique des composés
actifs ou pour simplifier le mélange et tenter de les identifier. Afin d’obtenir le résultat le plus

satisfaisant possible, de nombreuses optimisations des protocoles ont été évaluées.

a. Traitement 1: digestion des protéines sériques sur colonnes d’enzymes
immobilisées

Pour confirmer cette nature protéique, nous avons choisi de réaliser un premier traitement

du sérum par lequel les protéines seraient rendues inactives. Pour cela, nous avons procédé a une

digestion enzymatique des protéines sériques. Nous nous sommes imposés différentes

contraintes :

» Les conditions de préparation (température, pH, solvant utilisé) du sérum devaient
étre les moins dénaturantes possibles afin de ne pas dénaturer les autres molécules
sériques.

» Les protéases utilisées ne devaient pas étre retrouvées dans le produit destiné a étre
ajouté au milieu de culture des myotubes humains. En effet, I'ajout de protéases
risquerait d’induire, sur le long terme, la destruction des cellules sur lesquelles seront

ajoutés les produits des digestions.
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Nous avons donc choisi de réaliser une digestion en utilisant des colonnes ou les enzymes
protéolytiques sont immobilisés sur la phase stationnaire. Les protéines sériques ont été ajoutées
a la phase mobile et, apres incubation, le produit de la digestion enzymatique a été élué tandis
gue les enzymes protéolytiques restaient fixés a la phase stationnaire. Nous avons évalué
I'efficacité de digestion des protéines du sérum d’ours brun par 6 protéases différentes

(présentées ci-dessous) pour multiplier les chances d’obtenir la dégradation protéique souhaitée.

Matériel et méthodes :

Dans un premier temps, les efficacités de digestion de chaque colonne d’enzymes
immobilisés (MoBiTec) ont été évaluées pour le sérum humain, avant d’étre évaluées pour le
sérum d’ours brun. Les 6 protéases testées étaient : la pepsine (Pep), la papaine (P), la trypsine
(T), la chymotrypsine (C), la protéinase K (PK) et I'endoprotéinase Glu-C (Glu). Les colonnes ont
été conditionnées avant utilisation selon le protocole du fournisseur. 90uL de sérum ont été
ajoutés a 500uL du tampon de réaction fourni. Des temps d’incubation de 30 minutes (PK, Pep),
2 heures (PK, T, C) ou 4 heures (PK, P, Glu) ont été testées. De la méme maniere, la température
d’incubation a été fixée a 37°C (PK, Glu, P, C, T) ou a température ambiante (PK, Pep). Aprés
élution des peptides (i.e. produit attendu des digestions protéolytiques), les colonnes ont été
lavées et conditionnées avant une conservation a +4°C jusqu’a une prochaine utilisation. Le
résultat de la digestion a été visualisé apres migration sur gel SDS PaGE et coloration sur la nuit
au bleu de Coomassie. Une bonne efficacité de digestion été confirmée a partir des profils
électrophorétiques des produits de digestion. La disparition des bandes protéiques (supérieures

a 20kDa), ainsi que I'apparition d’une bande au niveau du front de migration correspondant aux
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peptides (« bande peptidique ») ont été considérées comme les indices de |'efficacité de la

digestion.

Optimisations, résultats et discussion :

L'ensemble des parametres d’incubation et les résultats obtenus pour chaque protocole

de digestion est présenté sur la Figure 53.
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Figure 53 : Parametres et résultats des digestions sur sérum humain réalisés sur colonnes d’enzymes
immobilisés. La piste 7 correspond au profil électrophorétique du sérum humain natif (condition avant
digestion). L'encadré jaune signale le front de migration ol les peptides issus des digestions seraient
détectés.

Sur les 6 protéases immobilisées utilisées, la pepsine, la trypsine, la chymotrypsine, la
papaine et I'endoprotéinase Glu-C (Figure 53 - piste 1 a piste 5 respectivement), la bande
peptidique détectée est tres faible, voire inexistante. Ces enzymes n’ont pas permis d’obtenir une
efficacité de digestion satisfaisante. Par ailleurs, les profils électrophorétiques des produits de

digestion de ces 5 enzymes comparés au profil électrophorétique du sérum natif (piste 7) ne
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présentent pas de différence flagrante. La pepsine est une protéase dont le pH optimal d’activité
est situé entre 1.8 et 4.4. Dans notre cas, les conditions de digestion ont été les moins
dénaturantes possibles, a un pH proche du pH physiologique grace a I'ajout d’'un important
volume de DMEM. Dans ces conditions, le manque d’efficacité de digestion de la pepsine n’est
donc pas surprenant. Pour les autres protéases, il est important de noter que les conditions
d’incubation n’étaient pas dénaturantes, ce qui a permis de conserver la conformation des
protéines sériques. Il est possible qu’ainsi les protéases n’aient pas pu accéder aux sites de
clivages, résultant en une digestion inefficace. Une seconde hypothése serait liée a la présence
de certains inhibiteurs de protéases naturellement présents dans le sérum humain et qui auraient

pu inhiber I'activité des protéases immobilisées.

Lors de la digestion avec la protéinase K (incubation 30 minutes, température ambiante),
nous avons constaté une diminution de I'intensité (voire une disparition) de la plupart des bandes
protéiques et la « bande peptidique » était trés intense (piste 6). Comparés au profil
électrophorétique du sérum natif (piste 7), ceci suggere une bonne efficacité de digestion
protéolytique. La protéinase K est active sur une large gamme de pH (4 a 12) et de température
(37°Ca 60°C). Pour ces raisons, cet enzyme était I'un des plus adaptés a la digestion des protéines
en condition native. La colonne de digestion avec la protéinase K immobilisée a donc été

sélectionnée pour poursuivre nos optimisations.

Apres avoir évaluer I'efficacité de digestion de la colonne de protéinase K immobilisées

sur le sérum humain, I'efficacité de digestion sur le sérum d’ours a été évalué dans les mémes
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conditions (incubation de 30 minutes, a température ambiante). Les profils électrophorétiques

des sera natifs et de leurs produits de digestion respectifs sont présentés en Figure 54.

Humain Ours

200 kDa

120 kDa
85 kDa

60 kDa
50 kDa
40 kDa

30kDa

25 kDa
20 kDa

Marqueur de poids moléculaire

15 kDa

Figure 54 : profils électrophorétiques des sera natifs ou des produits de digestion sur colonne de protéinases
K immobilisées pour le sérum humain et le sérum d’ours brun. Les deux premieres pistes sont les résultats
obtenus sur le sérum humain et les deux pistes suivantes sont les résultats obtenus sur le sérum d’ours.
L’encadré jaune représente la « bande peptidique ».

Les profils électrophorétiques du sérum humain natif et du sérum d’ours brun natifs sont
tres semblables. Nous avons observé la disparition des bandes protéiques et I'apparition de la
« bande peptidique » (comparé aux profils électrophorétiques des sera natifs). L'efficacité de
digestion des protéines sériques par la protéinase K semble donc identique pour le sérum humain

et pour le sérum d’ours.

Afin d’accroitre |'efficacité de digestion de la colonne de la protéinase K immobilisée, la

durée d’incubation a été augmentée sur la nuit a température ambiante. Par la suite, afin
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d’obtenir une digestion aussi efficace sur un temps plus court (2 heures ou 4 heures) la
température d’incubation a été augmentée a 37°C. L'efficacité a été évaluée sur 90uL de sérum
humain, et les profils électrophorétiques obtenus pour le sérum humain natif et le sérum humain
traités avec ces protocoles (et le protocole de 30 minutes a température ambiante) sont

représentés en Figure 55.

Piste 1 2 3 4 5
enzyme PK PK PK PK sérum
temps d'incubation | 30min 2h 4h sur la nuit natif
T°Cd'incubation (°C) TA 37 37 TA (humain)

Figure 55 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE du sérum humain natif (piste 5) et du sérum humain
digéré sur colonnes de protéinases K immobilisées en 30min (piste 1), 2h (piste 2) ou 4h (piste 3) ou sur la
nuit (piste 4) a température ambiante (piste 1 et 4) ou a 37°C (pistes 2 et 3). L’encadré jaune localise la
« bande peptidique », les encadrés rouges localisent 3 bandes protéiques détectées systématiquement
avec les plus longs temps d’incubation (4 heures ou sur la nuit).

Nous avons constaté une disparition des bandes protéiques et une augmentation de
I'intensité de la « bande peptidique », lorsque la digestion a été réalisée sur la nuit. Des résultats
similaires ont été observés avec des temps d’incubation plus court (2 heures et 4 heures) a 37°C.
Les profils électrophorétiques des digestions a 37°C de 2 heures et de 4 heures, n’ont pas montré
de différences, ce qui nous laisse supposer qu’augmenter le temps d’incubation a 4 heures
n’apporte pas une efficacité de digestion significativement plus importante. Nous avons ainsi

démontré qu’il était possible d’obtenir une efficacité de digestion plus importante en augmentant
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le temps d’incubation a température ambiante ou en augmentant la température d’incubation a

37°C, comparé a une digestion a température ambiante durant 30 minutes.

Nous avons constaté la présence systématique de trois bandes protéiques aprées une
digestion avec les plus longs temps d’incubation (4 heures ou sur la nuit). Ces bandes protéiques
pourraient correspondre a des protéines présentes dans le sérum mais pour lesquelles la
digestion n’est pas compléte ou est inefficace, ou il pourrait s’agir d’un relargage de protéinase K
par la colonne. Pour déterminer I'origine de ces protéines, les bandes de gels ont été découpées
et digérées a la trypsine pour une analyse LC-MS/MS. Nous avons identifié I’anti-chymotrypsine
et I'anti-trypsine en bande 1 et 3 respectivement. Ces protéines sont d’origine sériques et la
détection des bandes protéiques est en accord avec une digestion partielle ou inefficace de ces
protéines par la protéinase K. De plus, ces protéines sont respectivement des inhibiteurs des
protéases chymotrypsine et trypsine, ce qui explique que les colonnes de chymotrypsines et
trypsines immobilisées n’aient pas été efficaces pour digérer les protéines sériques. En bande 3,
les analyses LC-MS/MS ont permis d’identifier la protéinase K de Tritirachium album, démontrant

un décrochage de I'enzyme, la libérant dans le produit de digestion.

Conclusions : la digestion des protéines sériques peut étre réalisée sur une colonne de
protéinase K immobilisée

6 colonnes de protéases immobilisées ont été testées et leur utilisation a été optimisée
dans le but d’obtenir une efficacité de digestion des protéines sériques la plus satisfaisante
possible. Ces systéemes sont particulierement intéressants puisqu’ils permettent de réaliser une

digestion protéolytique sans ajout de protéases au produit de digestion. Sur I'ensemble des
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systemes testés, la colonne de protéinase K immobilisée est le systeme ayant démontré la

meilleure efficacité de digestion. Pour ce systéme, nous avons démontré que :

v' La meilleure efficacité de digestion est obtenue avec une durée d’incubation de 2 heures,
a 37°C ou avec une incubation sur la nuit a température ambiante.

v" Augmenter le temps d’incubation jusqu’a 4 heures, a 37°C, ne permet pas d’améliorer
I’efficacité de digestion.

v Les produits de digestion du sérum humain et du sérum d’ours sont similaires.

v Le systéme semble libérer une partie des protéases immobilisées.

Aux vues de I'ensemble des résultats, ce systéme semble efficace pour digérer les protéines
du sérum d’ours brun. En revanche, avant toute incubation en présence de myotubes humains, il
sera essentiel d’inhiber I'activité de la protéinase K libérée (inhibiteur) ou de supprimer cet
enzyme du produit de digestion (déplétion). La déplétion de la protéinase K est réalisable en
utilisant des anticorps dirigés spécifiquement contre des épitopes de cette protéine. Cependant,
cette méthode impliquerait une nouvelle étape de traitement de I'échantillon, ce qui
augmenterait le risque d’en perdre une partie. D’autre part, I'ajout d’un inhibiteur pourrait agir
directement sur les myotubes humains traités. Le meilleur compromis serait d’utiliser du phényl
méthane sulphonyl fluoride (PMSF), connu pour inhiber I'activité de la protéinase K [226]. Le
PMSF réagit avec la sérine du site actif des sérines protéases, comme la protéinase K [227]. C'est
un inhibiteur réversible dont la durée de demi-vie est courte. En 1978, James Gordon [228] a

démontré que le PMSF avait une durée de demi-vie de 110, 55 et 35 minutes a des pH respectifs
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de 7.0, 7.5 et 8.0. Il sera donc possible d’ajouter du PMSF aux produits de digestion avant de

traiter les myotubes humains.

b. Traitement 2 : déplétion des protéines sériques majoritaires

6 protéines (albumine, IgG, IgA, haptoglobine, a-1-anti-trypsine et transferrine) représentent
a elles seules 85% du contenu protéique du sérum [229] et I'albumine représente a elle seule,
prés de 60% du contenu protéique d’'un sérum humain [32]. Ceci entraine une difficulté pour
I'analyse par spectrométrie de masse (voir page 12). De ce fait, la suppression de cette protéine
dans un échantillon sérique est essentielle pour augmenter la couverture du protéome par
analyse par spectrométrie de masse. Eliminer les protéines majoritaires permettrait aussi un
enrichissement en molécules moins abondantes parmi lesquelles les composés actifs du sérum

d’ours sont sans doute a rechercher.

Il existe de nombreuses solutions commerciales, basées sur I'utilisation d’anticorps,
d’hexapeptides ou de molécules comme le Cibacron Blue, permettant la déplétion d’une large
gamme de protéines sériques (1 a 100 protéines) comme présenté en page 12 a 14. Nous avons
évalué si ces solutions pourraient permettre de dépléter les protéines majoritaires (I'albumine et
I'lmmunoglobuline G (IgG)) des sera d’ours brun. L'albumine est une protéine qui transporte de
nombreuses autres protéines dans le systéeme sanguin. La déplétion de I'albumine aboutit donc
généralement a I'élimination d’une partie des protéines sériques non-ciblées par le systeme
utilisé. Ce phénomene est connu sous le nom de « sponge effect » (effet éponge) [229]. Il est donc
essentiel d’évaluer I'efficacité de chaque systeme a dépléter I'albumine sans éliminer une partie

trop importante des protéines sériques.

229



|| Partie 2 — Chapitre 4 : Identification des composés actifs du sérum d’ours hibernant

Nous avons utilisé des méthodes d’élimination de I'albumine selon I'affinité qu’elle présente
pour |’éthanol ou pour le Cibacron Blue, et grace a I'utilisation d’anticorps dirigés spécifiqguement

contre I"albumine.

Traitement 2-i : déplétion de I'albumine grdce a son affinité avec I'éthanol

En 1979, il a été démontré qu’il était possible d’isoler I'albumine dans une fraction
contenant 42% d’éthanol [33, 230]. L’albumine possederait une affinité particuliere pour I’éthanol
permettant de l'isoler de I'ensemble des protéines sériques. Nous avons voulu déterminer la
concentration en éthanol pour laquelle l'isolement de I'aloumine humaine était la plus
importante. Pour cela, nous avons comparé les profils électrophorétiques obtenus dans la
fraction éthanol-albumine et dans la fraction protéique déplétée avec celui du sérum humain

natif.

Matériel et méthodes :

50 pL de sérum humain ont été incubés avec des volumes variables d’éthanol froid (-20°C)
a 95% variables dans le but de faire varier la concentration finale en éthanol de 30% a 60% (Table
7). Les incubations ont été réalisées sur un durée de 1 heure, a 4°C, sous agitation. La fraction
« éthanol-albumine » a été isolée grace a une centrifugation de 45 minutes, a 4°C et avec une
accélération de 16.000g. Le surnageant obtenu correspond a la fraction « éthanol-albumine »

tandis que le culot contient la fraction protéique déplétée en albumine.
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Table 7 : Volumes d'éthanol 95% froid (EtOH 95%) ajoutés au sérum humain pour les différents tests de
déplétion d'albumine

Test name Vol.serum | Vol. EtOH | Final Conc.
(pL) 95% (uL) | EtOH (%)
EtOH 30 50 3 20
EtOH 40 50 36.3 40
EtOH 50 50 55.6 50
EtOH 60 50 85.7 60
EtOH 42
50 39.6 42
(Hao 1979)

Aprés migration électrophorétique sur gel SDS PaGE, les bandes protéiques ont été

révélées par coloration au bleu de Coomassie sur la nuit.

Résultats et discussion :

Les profils électrophorétiques pour les fractions « éthanol-albumine », les fractions
protéiques déplétées et le sérum natif sont présentés en Figure 56. Nous avons fait le choix de
déposer 50uL de sérum natif afin que le profil électrophorétique soit comparable a ceux des

fractions obtenues aprés une incubation de 50uL de sérum avec de I'éthanol.
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Figure 56 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE pour le sérum humain natif (Natif), les fractions
éthanol-albumine (Alb) et les fractions protéiques déplétées (Prot) pour les 5 concentrations d'éthanol
testées (30, 40, 42, 50 et 60%). L’encadré jaune localise la bande protéique de I’'albumine humaine.

L’efficacité de déplétion de I'albumine a été évaluée en comparant I'intensité de la bande
protéique correspondant a I'albumine (encadré jaune) entre la fraction « éthanol-albumine »
(Alb) et la fraction protéique déplétée (Prot). Pour I'ensemble des concentrations d’éthanol
utilisées, la bande protéique de I'albumine est détectable avec une forte intensité dans la fraction
« éthanol-albumine », comme attendu. De plus, les profils électrophorétiques des fractions
« éthanol-albumine » sont constitués de bandes protéiques qui ne correspondent pas a
I'albumine. Une partie des protéines sériques est donc également isolée dans la fraction éthanol-
albumine, démontrant ainsi une faible spécificité d’isolation de cette méthode. Ce résultat est en
accord avec « I'effet éponge » de I'albumine. L'éthanol isole donc I'albumine, mais également les

protéines qui sont en interaction avec elle : cela est défini sous le nom d’albuminome [33].
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Une grande proportion de l'albumine est effectivement éliminée dans la fraction
déplétée, mais cette déplétion reste incompléte. La bande protéique de I'albumine est en effet
présente sur les profils électrophorétiques des fractions protéiques déplétées, sans différence
flagrante entre les différentes concentrations d’éthanol utilisées. La déplétion en albumine
semble néanmoins suffisante pour étre utilisée dans le cadre d’un fractionnement du sérum

d’ours brun.

Conclusion : I’éthanol permet de dépléter une partie de I’'albumine du sérum humain

Les résultats obtenus confirment la possibilité d’éliminer I'albumine grace a I'utilisation
de I'’éthanol, et ce indépendamment de la concentration utilisée. En revanche, il est essentiel de
noter que cette méthode entraine également I’élimination de nombreuses autres protéines
sériques, ce qui revient a isoler I'albuminome. Dans le cas d’une analyse par spectrométrie de
masse, ce protocole pourrait étre utilisé pour réduire la proportion d’albumine présente dans
I’échantillon. Pour une approche quantitative par spectrométrie de masse, il sera néanmoins
nécessaire de confirmer la reproductibilité de ce protocole. Dans le cadre d’un fractionnement
des protéines sériques, cette méthode de déplétion en albumine est également suffisante pour

décomplexifier le sérum.

Traitement 2-ii : déplétion de I'albumine sérique par Blue Sepharose™ Fast Flow 6

Le Cibacron Blue seul a démontré une capacité de se lier a I'albumine, ainsi qu’aux sites
de fixation des ATP d’autres protéines, ce qui en fait une méthode peu spécifique [229]. En 1974,
I’équipe de Easterday et al. a synthétisé une molécule combinant le Sepharose 6B au Cibacron
blue F3GA [231]. lls ont démontré que cette molécule avait une affinité pour 3 protéines en

233



|| Partie 2 — Chapitre 4 : Identification des composés actifs du sérum d’ours hibernant

solution (créatine kinase, ovalbumine, ribonucléase A), et selon le pH utilisé, ils ont réussi a isoler
de maniere spécifique I'ovalbumine. Cette molécule a depuis été commercialisée sous le nom de
Blue Sepharose™ 6 Fast Flow (BS6, GE Healthcare) et est utilisée pour la déplétion d’albumine et
de linterféron (description fournie par le fournisseur). Nous avons évalué [Iefficacité

d’élimination de I'albumine avec ce systéme ainsi que sa spécificité sur le sérum d’ours brun.

Matériel et méthodes :

La solution de stockage (20% éthanol, 0.1M monopotassium phosphate, pH 8) de la résine
Blue Sepharose™ 6 Fast Flow (BS6, GE Healthcare) a été éliminée par I'ajout de 400uL de DMEM,
suivi d’une centrifugation a 2.000g, durant 2minutes, a 4°C. Le surnageant contenant la solution
de stockage a été éliminé. 100uL de sérum humain ou de sérum d’ours brun ont été incubés avec
0.8mL ou 1mL de BS6 conditionné, respectivement. Apres une incubation de 30 minutes a 4°C,
sous agitation, les échantillons ont été filtrés sur une membrane d’acétate cellulose de porosité
22um (Corning Costar Spin-X, Merck) avec une nouvelle centrifugation (2.000g, 4°C, 2 minutes).
La fraction non retenue sur le filtre correspondait a la fraction protéique déplétée en albumine
(Prot). Par la suite, des lavages (Lav.) ont été réalisés sur la fraction retenue sur le filtre avec un
nouvel ajout de 400uL de DMEM, suivi d’'une nouvelle centrifugation (2.000g, 4°C, 2 minutes). La
fraction retenue sur le filtre a été récupérée et les protéines fixées sur le BS6 ont été éluées avec
400uL de tampon Laemmli. Cette fraction a été récupérée; elle était supposée contenir
I'albumine (Alb). L'efficacité de déplétion a été évaluée par comparaison des profils
électrophorétiques aprés migration compléte sur gel SDS PaGE (coloration sur la nuit au bleu de

Coomassie).
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Résultats et discussion :

Dans un premier temps, I'efficacité de 800uL de BS6 a été évaluée sur 100uL de sérum
humain. Les profils électrophorétiques obtenus sur le sérum humain (Natif), la fraction protéique
déplétée (Prot), les lavages (Lav.1 et Lav.2) et la fraction albumine (Alb) sont présentés en Figure

57.
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Figure 57 : Profils électrophorétiques sur gels SDS PaGE d’un sérum humain natif ou traité au BS6. Natif :
sérum humain natif ; Prot : fraction protéique déplétée en albumine ; Alb : fraction albumine ; Lav. 1 & 2 :
lavages ; MW : marqueur de poids moléculaire. L’encadré jaune localise la bande protéique de I'albumine.

La bande protéique de I'albumine est quasiment indétectable dans la fraction protéique
déplétée (Prot) comparée au sérum natif. De plus, la bande protéique de I'albumine est trés
intense dans la fraction albumine (Alb), et il n’y a pas eu de détection d’autres bandes protéiques.
Ces résultats démontrent une bonne efficacité du systeme pour dépléter I'albumine humaine

spécifiguement.
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Il est intéressant de noter qu’une grande partie des protéines sériques est détectable sur
les profils électrophorétiques des fractions de lavages. Cela suggéere une rétention d’'une grande
partie des protéines sériques sur le systeme BS6, démontrant des liaisons aspécifiques de
protéines sériques. Afin d’évaluer I'importance de cette rétention, le protocole a été reproduit en
réalisant 11 lavages successifs et les profils électrophorétiques obtenus pour le sérum natif, la
fraction protéique déplétée, la fraction albumine et I'ensemble des lavages sont présentés en

Figure 58.
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Figure 58 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE du sérum humain natif, traité, ou des lavages
réalisés apres déplétion au BS6. MW : marqueur de poids moléculaire ; Natif : sérum humain natif ; Alb :
fraction albumine ; Prot : fraction protéique déplétée ; Lav. 1 a 11 : lavages. L’encadré jaune représente la
bande protéique de I'albumine.

Les profils électrophorétiques des lavages présentent tous un grand nombre de bandes
protéiques. Le BS6 est donc extrémement rétentif, puisque des protéines autres que I'albumine
ont été encore détectées aprés 11 lavages successifs. Le BS6 semble capable de dépléter

I'albumine humaine, mais aurait des interactions aspécifiques avec d’autres protéines sériques.
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Néanmoins, nous avons évalué |'efficacité de déplétion de I'albumine d’ours par le BS6,

grace a la comparaison des profils électrophorétiques des fractions obtenues (Figure 59).
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Figure 59 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE du sérum d’ours brun natif ou traité au BS6. MW :
marqueur de poids moléculaire ; Natif : sérum d’ours brun natif ; Alb : fraction albumine ; Prot : fraction
protéique déplétée ; Lav.1 + Lav.2 : lavage 1 et 2 combiné ; Lav. 3 : lavage 3

La bande protéique de I'albumine est intense dans la fraction protéique déplétée (Prot),
ainsi que dans la fraction albumine (Alb). Comparés aux résultats obtenus sur le sérum humain,
ces résultats démontrent une efficacité de déplétion de I'albumine moins importante sur le sérum
d’ours que sur le sérum humain. De plus, plusieurs bandes protéiques, autres que celle de
I'albumine, sont détectées dans la fraction albumine (Alb), ce qui confirme que le BS6 isole de
maniére aspécifique d’autre protéines sériques. Enfin, les profils électrophorétiques des fractions
de lavage sont en accord avec les résultats précédents obtenus sur le sérum humain et qui
démontraient une forte capacité de rétention du BS6 pour une partie des protéines sériques non
ciblées.
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Conclusions : le BS6 ne permet pas de dépléter I’albumine du sérum de I’ours brun

Le Blue Sepharose™ 6 Fast Flow (BS6, GE Healthcare) est une molécule connue pour
interagir par liaison électrostatique et/ou hydrophobe avec I'albumine et la transferrine,
permettant de les séparer des autres protéines sériques [232]. Les premiers résultats obtenus sur
le sérum humain ont montré une bonne efficacité de déplétion de I'albumine. Cependant,
d’autres protéines sériques ont également été isolées par le BS6. Cela proviendrait de liaisons
électrostatiques et/ hydrophobes avec d’autres protéines sériques ou de protéines en interaction

avec I'albumine (effet « éponge »).

Sur le sérum d’ours, les résultats de déplétion de I'albumine par le BS6 ont été moins
concluants que ceux obtenus sur le sérum humain. Cette différence d’efficacité pourrait étre due
a des différences au niveau des sites d’interaction de I'albumine avec le BS6 entre I’albumine
humaine et I'albumine de I'ours brun. Par ailleurs, un grand nombre d’autres protéines sériques
ont été retenues, comme précédemment. Aux vues des résultats peu satisfaisants obtenus pour

la déplétion de I'albumine d’ours par le BS6, cette méthode de déplétion ne sera pas conservée.

Traitement 2-iii : déplétion de I'albumine et des IgG par immunoaffinité

Parmi les méthodes de déplétion des protéines majoritaires, |'utilisation d’IgG (i.e.
immunodéplétion) est courante (voir page 12 a 14). Cette méthode est efficace pour dépléter les
protéines ciblées par les IgG avec une proportion de liaisons aspécifiques moins importante
gu’avec le Cibacron Blue [229]. Elle est également facile a utiliser avec une trés bonne
reproductibilité [233]. Nous avons évalué l'efficacité du systéme Proteome Purify 2 (PP2, R&D
Systems) a isoler (immunodéplétion) I'albumine et les Immunoglobulines G (IgG) du sérum de
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I'ours brun. La composition exacte de la résine n’est pas précisée par le fournisseur, mais

fonctionne sur un principe d'immunodéplétion c’est-a-dire avec des anticorps fixés sur des billes.

Matériel et méthodes :

Le tampon de stockage de 500uL ou de 1mL de résine Proteome Purify 2 (PP2, R&D
Systems) a été éliminé en ajoutant 400uL ou 800uL de DMEM, respectivement, avant une
centrifugation (2.000g, 2 minutes, 4°C) sur une membrane d’acétate cellulose de porosité 22um
(Corning Costar Spin-X, Merck), a deux reprises. Les fractions non retenues sur le filtre ont été
conservées (Cond. 1 et Cond. 2). La fraction retenue (résine) a été ajoutée a 390uL de DMEM.
2.5uL de sérum humain ou de sérum d’ours ont été ajoutés avant une incubation de 2h30, a 4°C,
sous agitation. Aprés centrifugation (2.000g, 4°C, 2 minutes) sur membrane d’acétate de
cellulose, la fraction non retenue a été récupérée (fraction protéique déplétée, Prot). La fraction
retenue sur la membrane a été lavée avec 400uL de DMEM avant une nouvelle centrifugation
(2.000g, 4°C, 2 minutes) et les fractions non retenues par la membrane ont été récupérées (Lav.).
La fraction retenue sur la membrane, correspondant a la résine et aux protéines qui y sont fixées,
a été incubée 1 minute avec 250uL de tampon glycine 100mM. Aprés centrifugation (2.000g, 4°C,
2 minutes), la fraction non retenue par la membrane a été récupérée (fraction supposée contenir
I'albumine, Alb). Les profils électrophorétiques de chaque fraction ont été révélés au bleu de

coomassie colloidal (coloration sur la nuit) aprés migration sur gel SDS PaGE.

Résultats et discussion :

Dans un premier temps, les profils électrophorétiques des fractions obtenues aprés

conditionnement de la résine par lavages (fractions Cond. 1 et Cond. 2) de PP2 ont été étudiés
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(Figure 60). Nous avons constaté la présence de 3 bandes protéiques. Les deux bandes protéiques
de plus faibles poids moléculaires pourraient correspondre a la chaine lourde et a la chaine légére
des anticorps fixés sur la résine PP2. La nature de la bande protéique de haut poids moléculaire

(150-200kDa) est inconnue.
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Figure 60 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE des fractions obtenues aprées lavages et
conditionnement de la résine PP2.

Ces résultats suggerent qu’il y a un relargage d’une partie des anticorps fixés sur les billes
durant le stockage de la résine. Il sera donc essentiel de réaliser au moins une étape de lavage de
la résine PP2 avant utilisation pour éviter toute contamination de I’échantillon par les anticorps
du PP2. Par la suite, I'efficacité de déplétion de I'albumine et des IgG du sérum humain a été
évalué avec 500uL de PP2. Les profils électrophorétiques du sérum humain natif ou traité sont

présentés en Figure 61.
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Figure 61 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE d’une sérum humain natif ou traité avec 500ul de
PP2 conditionné. MW : marqueur de poids moléculaire ; Natif : sérum humain natif ; Prot : fraction
protéique déplétée ; Alb : fraction albumine ; Lav.1 a 4 : lavages aprés. Les encadrés représentent la
détection des bandes protéiques de I’albumine (jaune), de la chaine lourde (vert) ou de la chaine légére des
19G (bleu).

Les bandes protéiques de I'albumine et des chaines des IgG ne semblaient pas détectées
dans la fraction protéique déplétée (Prot), comparé au sérum natif (Natif). Ces bandes protéiques
sont en revanche détectées dans la fraction albumine (Alb) comme attendu. Le systéme PP2 est
donc efficace pour éliminer I'albumine et les I1gG du sérum humain. Par ailleurs, la fraction
albumine (Alb) contient des protéines sériques dont les bandes ne sont visibles qu’avec un
contraste élevé sur la prise d'image du profil électrophorétique (résultat non montré). Ces bandes

pourraient correspondre a des protéines de I'albuminome.

Contrairement au systéeme BS6, nous remarquons que les profils électrophorétiques des
fractions de lavages (Lav.) ne contiennent pas de bandes protéiques (a I'exception du lavage 1 ou
guelques bandes protéiques sont détectables), ce qui démontrerait que la déplétion par PP2

serait plus spécifique.
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Afin d’évaluer I'efficacité de déplétion du PP2 sur le sérum d’ours, 2.5uL de sérum d’ours

brun ont été incubés avec 0.5mL et 1mL de PP2 conditionné et les profils électrophorétiques du

sérum d’ours brun natif ou traité ont été comparés (Figure 62).
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Figure 62 : Profils électrophorétiques du sérum d'ours brun natif ou traité avec 0.5 ou 1mL de PP2
conditionné. Natif : sérum d’ours brun natif ; Prot : fraction protéique déplétée ; Alb : fraction albumine ;
Lav. 1 & 2 : lavages apres déplétion ; MW : marqueur de poids moléculaire

Les bandes protéiques des IgG du sérum d’ours brun ne semblaient pas détectées dans la
fraction protéique déplétée (Prot), comparée au profil électrophorétique du sérum natif (Natif).
La bande protéique de I'albumine d’ours a néanmoins été détectée dans la fraction protéique
(Prot). Ces bandes protéiques sont détectées dans la fraction albumine (Alb) comme attendu. La
déplétion par PP2 semble donc efficace pour dépléter I'albumine et surtout les 1gG du sérum de
I'ours brun. Des bandes protéiques autres que celles des protéines ciblées sont également

détectées avec un contraste poussé dans la fraction albumine (Alb). Il y a donc un co-isolement

242



|| Partie 2 — Chapitre 4 : Identification des composés actifs du sérum d’ours hibernant

d’autres protéines sériques. Les résultats démontrent une meilleure efficacité de déplétion des

IgG et de I'albumine du sérum de I'ours brun avec 1mL de PP2 comparé a 0.5mL de PP2.

En revanche, les profils électrophorétiques des lavages (Lav. 1 et Lav. 2) entre les deux
tests présentent des différences : alors que peu de bandes protéiques ont été détectées pour
0.5mL de PP2, un nombre plus important de bandes protéiques ont été détectées avec 1mL de
PP2. Il semble que pour un méme volume de sérum, une plus grande quantité de PP2 entraine la
déplétion d’une partie des protéiques sériques autres que I'albumine et les IgG. Il peut s’agir

d’interactions non-spécifiques ou de I'albuminome.

Conclusions : le systeme PP2 est une méthode efficace et spécifique pour la déplétion
de I'albumine et des IgG du sérum de I'ours brun

Nous avons démontré qu’il était essentiel de conditionner le systéeme par au moins deux
lavages afin d’éliminer des anticorps libérés par la résine du systeme PP2 qui peuvent étre libérés
durant le stockage. Sur le sérum humain, nos résultats démontrent une tres bonne efficacité pour
éliminer I'albumine et les IgG. Par ailleurs, le systeme semble relativement spécifique bien que

des bandes protéiques correspondant a d’autres protéines sériques aient été détectées.

Le PP2 a démontré une bonne efficacité sur le sérum d’ours brun pour dépléter I'albumine
et surtout les IgG. Cependant, un grand nombre d’autres protéines sériques semblent étre
retenues de maniére aspécifique par le PP2 (détection de bandes protéique pour les fractions de
lavage (Lav.)). Ce protocole est néanmoins suffisamment efficace pour étre utilisé dans une étape

de déplétion de I'albumine et surtout des IgG.
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Conclusions : méthodes d’élimination des protéines sériques majoritaires

applicables au sérum d’ours brun

Trois techniques de déplétion de I'albumine (et des IgG) du sérum d’ours ont été évaluées,
basées sur I'affinité de I'aloumine pour I'éthanol, pour le Blue Sepharose 6 Fast Flow 6(BS6) ou
des anticorps dirigés contre I'albumine et les IgG (Proteome Purify 2 —PP2). En premiere intention
nous avons évalué |'efficacité de déplétion de ces protocoles sur le sérum humain, avant de
I’évaluer sur le sérum de I'ours brun. La déplétion de I'albumine par Blue Sepharose Fast Flow 6
est moins efficace comparée aux deux autres méthodes. Pour chaque méthode, nous avons défini
des parametres optimisés d’utilisation comme le temps et la température d’incubation, le

nombre de lavages a réaliser ou la nécessité d’un conditionnement avant utilisation.

Dans le but de fractionner les protéines sériques, chacune des méthodes a permis
d’éliminer I'albumine mais aussi une partie d’autres protéines du sérum d’ours brun. La méthode
de déplétion par immunoaffinité est tres spécifique, ce qui laisse penser que les protéines co-
isolées avec |’albumine sont des protéines qui sont directement en interaction avec cette derniéere
(i.e. albuminome). En revanche, le BS6 et |'utilisation d’éthanol ne sont pas des méthodes d’une
grande spécificité et une partie des protéines co-isolées pourraient n’avoir aucune interaction
avec l'albumine. Dans le but de décomplexifier le sérum d’ours brun pour identifier plus
facilement les composés actifs, la déplétion avec éthanol ou par I'utilisation de PP2 sont donc

susceptibles d’étre utilisées dans une premiére étape de préparation des échantillons.
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c. Traitement 3: fractionnement des protéines sériques par chromatographie

d’exclusion sérique (SEC)

La chromatographie d’exclusion sérique (SEC) est une méthode de chromatographie liquide
ou les biomolécules sont séparées sans interaction avec la phase stationnaire qui est composée
de particules sphériques et poreuses. Les analytes de tailles moléculaires les plus importantes
circuleront entre les particules et seront éluées en premier, alors que les analytes de plus faible
taille moléculaire traverseront les pores des particules et seront éluées dans un temps plus long

(voir page 22).

Actuellement, la SEC est largement utilisée pour séparer les complexes et les protéines de
mélanges purifiés avant une analyse par spectrométrie de masse [62]. Son utilisation sur un
mélange complexe est beaucoup moins répandue, en condition non-dénaturante et sans
combinaison avec d’autres méthodes de chromatographie liquide. Donc nous avons optimisé les
parameétres chromatographiques de SEC afin d’obtenir une bonne séparation chromatographique
des biomolécules du sérum d’ours brun, avec une excellente reproductibilité. Par la suite, un
sérum d’ours hibernant et un sérum d’ours actif ont été fractionnés en 16 fractions SEC chacun,
dont les contenus protéiques ont été étudiés par électrophorése sur gel SDS PaGE et par analyse

LC-MS/MS.

Matériel et méthodes :

Différents volumes de sérum (20uL ou 50uL) ont été injectés sur un systéeme
chromatographique Alliance 2690 (Waters) constitué d’une précolonne SEC BEH (Waters)

couplée a une colonne SEC BEH (7.8mm, 300mm, 3.5pum, 200A ; Waters). Les analytes ont été
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élués avec une solution d’acétate d’ammonium 100mM (pH 6.8), sur une durée de 20 minutes.
Différents débits ont été testés a 0.86mL/min, ImL/min et 1.2mL/min pour les optimisations. Une
détection UV (longueur d’onde 280nm, absorbance des cycles aromatiques de |’acide aminé

tryptophane et tyrosine) a été réalisée en sortie de colonne afin de détecter les protéines.

Les concentrations protéiques de chaque fraction SEC ont été déterminées par dosage
colorimétrique RC-DC. 10ug ont été traitées avec des agents réducteurs (DTT) et alkylants (IAM)
avant une digestion trypsique en solution (ratio 1 : 50). Les peptides ont été extraits par SPE (Solid
Phase Extraction) sur une colonne SEP-Pack 100mg. Les peptides ont été analysés sur un systeme
chromatographique NanoAcquity (Waters) couplé a un Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Les
identifications des protéines ont été réalisées grace au logiciel Mascot (Matrix Science) contre
une banque de données UniprotKB (Taxonomie 9632, Ursidae, 22 Juin 2017, 37013 entrées) a
laquelle ont été ajoutées les séquences decoy des protéines et les séquences de la trypsine et des
contaminants communs. Les parameétres de recherche étaient les suivants : un site de clivage
manqué au maximum, tolérance MS et MS/MS de 5 ppm et 0.03 Da respectivement,
carbamydométhylation des cystéines en modification fixe et oxydation des méthionines,
acétylation des N-termini protéiques et propionamidation des cystéines en modifications
variables. Les résultats d’identifications ont été validés avec un FDR a 1% (au niveau peptidique

et protéique) grace au logiciel Proline.
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Optimisations, résultats et discussion :

Afin d’optimiser les capacités de séparation du systéme chromatographique, 20uL de sérum
d’ours brun ont été analysés avec trois débits : 0.86, 1 et 1.2mL/min, et les profils UV obtenus ont

été comparés (Figure 63).
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Figure 63 : Profils de détection UV (A 280nm) en sortie de colonne SEC pour le contenu protéique de 20ulL
de sérum d’ours brun séparés selon trois débits : 0.86ml/min, 1ImL/min et 1.2 mL/min. L’encadré rouge est
la zone des profils UV ayant servi a déterminer le débit pour lequel la séparation chromatographique était
la meilleure.

En comparant les premiéres minutes d’élution, le débit le moins élevé (0.86mL/min) n’a
pas permis de séparer de maniere aussi efficace les deux premiers pics observés, comparé aux
débits plus importants de 1mL/min et de 1.2mL/min. en revanche, la séparation semble
relativement similaire entre ces deux débits. Afin de limiter le volume d’élution qui serait plus

important avec un débit de 1.2mL/min, le débit de 1 mL/min a été sélectionné pour la suite.
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Pour évaluer la reproductibilité de notre systeme, 3 analyses consécutives de 20uL d’un
sérum d’ours brun hibernant, a 1mL/min ont été réalisées. La superposition des trois profils UV a

mise en évidence que les profils étaient tres similaires et quasiment superposables, démontrant

la reproductibilité de notre systéme chromatographique (Figure 64).

g

Figure 64 : Superposition des profils UV (A 280nm) de trois séparations consécutives de 20uL de sérum

d'ours brun hibernant sur une colonne SEC.

Les premiéres optimisations ont été réalisées sur 20uL de sérum d’ours brun hibernant
(WBS). Par la suite, nous avons décidé de fractionner 50uL de sérum d’ours par SEC afin
d’augmenter la probabilité d’obtenir des fractions contenant suffisamment de molécules de
composés actifs du sérum d’ours hibernant pour les tester sur myotubes humains. Nous avons

donc évalué les différences de profils pour une élution en SEC de 20uL et de 50uL de sérum d’ours

hibernant avec un débit de 1ml/min (Figure 65).
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Figure 65 : Profils UV (A 280nm) pour la séparation en SEC a un débit de 1ImL/min de 20uL (panel du haut)
et de 50ul (panel du bas) de sérum d'ours hibernant (WBS).

Les profils UV (A 280nm) n’ont pas montré de différences significatives entre une analyse

de 20uL et de 50uL de WBS. Notre systeme semble donc adapté pour la séparation en

chromatographie SEC de 50uL de WBS.

L’objectif suivant a été de mettre en évidence des différences entre le sérum d’ours

hibernant (WBS) et le sérum d’ours actif (SBS) grace a la comparaison des profils UV (A 280nm)

d’une élution a ImL/min pour 50uL de chacun des sera (Figure 66).
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WBS
l SBS

Figure 66 : Superposition des profils UV (A 280nm) apreés séparation en SEC de 50uL de sérum d’ours brun
hibernant (WBS — ligne noir) et de 50uL de sérum d’ours brun actif (SBS — ligne rouge) a un débit de
ImL/min. Les fléches rouges soulignent les différences majeures entre les deux profils UV.

Des différences ont été observées entre les profils UV de chaque sérum démontrant que
notre systéme était capable de mettre en évidence des différences de constitution entre les deux
types de sera, et que son utilisation pour un fractionnement, pourrait permettre d’isoler des
fractions dont les compositions seraient différentes entre le WBS et le SBS. 16 fractions SEC ont
été collectées pour 50uL de WBS et 50uL de SBS a un débit de ImL/min. Par la suite, le contenu
protéique de chaque fraction, pour les deux sera, a été examiné par détection des bandes

protéiques sur gel SDS PaGE (Figure 67) et par analyse LC-MS/MS.
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Figure 67 : Profils électrophorétiques des 16 fractions obtenues apreés fractionnement en SEC de 50ulL de
SBS et de 50ulL de WBS. Les bandes noires continues de tailles aléatoires sont des artefacts. MW : marqueur
de poids moléculaires.

Les profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE étaient similaires pour une méme fraction
obtenue apres fractionnement en SEC de 50uL de WBS et de 50uL de SBS. Pour les profils
électrophorétiques des fractions 1 a 7, plusieurs bandes protéiques différentes ont été détectées
et il semblerait que plus la fraction ait été collectée en début d’élution, plus les protéines aient
été détectées a des hauts poids moléculaires sur le gel SDS PaGE. Ces résultats sont en accord

avec le fait que la SEC permette d’isoler les biomolécules de hauts poids moléculaires en premier.

En revanche, les bandes protéiques qui ont été détectées semblent étre globalement les
mémes entre les fractions SEC 8 a 16 qui présentent des profils électrophorétiques tres
semblables. Ce résultat est a nuancer puisque la présence d’un important artefact (qui pourrait

étre d0 a une trop grande quantité de sels dans le tampon 0.1M d’acétate d’ammonium utilisé
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pour la SEC) pourrait dissimuler la présence de bandes protéiques de faibles tailles moléculaires

(<40kDa).

Dans un second temps, l'identification des protéines contenues dans les fractions du SBS
et du WBS a été réalisée par analyses LC-MS/MS. 182 et 254 protéines d’ours brun ont été
identifiées dans I’'ensemble des fractions SEC du WBS et du SBS, respectivement (Figure 68 A) et
la cause de la différence du nombre d’identifications protéiques entre les deux sera n’a pas pu

étre déterminée.

Seulement 13 et 3 protéines ont été identifiées dans toutes les fractions obtenues a partir
du SBS et du WBS, respectivement. Cela démontre que le fractionnement par SEC du sérum d’ours
brun permet d’obtenir des fractions dont le contenu protéique differe. D’autre part, 52 et 29
protéines ont été identifiées uniguement dans une des fractions pour les fractions SEC obtenues
a partir du SBS et du WBS, respectivement. Ceci démontre I'efficacité de notre systeme pour

fractionner le sérum d’ours brun.

Nous avons ensuite évalué l'importance du nombre de protéines communément
identifiées entre deux fractions SEC adjacentes issues d’un fractionnement par SEC de 50uL de
SBS (Figure 68 B). Entre 33.6% et 87.0% de protéines ont été communément identifiées entre des
fractions adjacentes (fractions 1-2 et fractions 8-9 respectivement), et 61.6% de protéines ont été
communément identifiées en moyenne entre fractions adjacentes. Bien que la proportion de
protéines communément identifiées entre deux fractions adjacentes semble élevée, le
fractionnement par SEC du sérum d’ours brun a permis d’obtenir des fractions au contenu

protéique différent.
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Figure 68 : Identifications des protéines présentes dans chacune des fractions issues d’un fractionnement
en SEC a partir de 50ulL de WBS (bleu) ou 50uL de SBS (jaune) (A). Le pourcentage de protéines
communément identifiées entre deux fractions adjacentes a été évalué sur les fractions obtenues a partir
de 50uL de SBS (B). La comparaison des protéines identifiées entre le SBS et le WBS pour une méme fraction
(C) a mis en évidence un grand nombre de protéines communes (gris), ainsi que des protéines identifiées
seulement a partir d’un fractionnement SEC sur du SBS (rouge) ou sur du WBS (noir).

Grace a l'analyse des profils UV (A 280nm), des différences de composition protéique
avaient été observés. Il pouvait s’agir de différences dues a la présence de protéines différentes
ou a des concentrations différentes pour des mémes protéines entre le WBS et le SBS. L’analyse

par spectrométrie de masse a permis d’obtenir 'identification des protéines présentes dans

chacune des fractions SEC a partir du WBS et du SBS. En comparant une méme fraction SEC
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obtenues a partir de SBS ou de WBS, il a été constaté que la majorité des protéines identifiées
étaient présentes dans le WBS comme dans le SBS (Figure 68 C). Cependant, une partie des
protéines n'ont été identifiées que dans des fractions issues du fractionnement SEC du WBS ou
du SBS (de 18.2% a 42.7%, pour la fraction 10 et la fraction 16 respectivement), démontrant une
différence de composition pour une méme fraction obtenue a partir de SBS ou de WBS. Les
fractions pour lesquelles la différence de composition était la plus marquée, étaient les fractions
16, 5 et 6 avec respectivement 42.7%, 40% et 38% de protéines identifiées différentes entre le
WABS et le SBS. Ces fractions sont susceptibles de contenir les composés actifs ayant induits une
inhibition de la protéolyse plus marquée aprés une exposition des myotubes humains au WBS,

comparé a |'exposition au SBS [8].

Conclusions : le fractionnement des protéines sériques par SEC permet d’obtenir des
fractions dont le contenu protéique differe entre le SBS et le WBS

Nous avons déterminé qu’un débit de 1mL/min permettait d’obtenir une séparation
chromatographique suffisante pour mettre en évidence des différences de constitution entre le
SBS et le WBS, et ce de maniere reproductible. Les analyses par spectrométrie de masse ont
confirmé les différences déterminées par comparaison des profils UV (A 280nm) et par analyse
des profils électrophorétiques des fractions, apres fractionnement par SEC de 50uL de SBS et de
50uL de WBS analysés par SEC. Les fractions SEC 16, 5 et 6 semblent celles pour lesquelles les
différences de composition entre le SBS et le WBS semblent les plus marquées, et sont peut-étre

les plus susceptibles de contenir les composés actifs.
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d. Traitement 4 : fractionnement des protéines sériques par ultrafiltration

L'ultrafiltration est une méthode de séparation membranaire permettant de laisser passer
des molécules en suspension ou en solution selon leurs tailles. Plusieurs solutions d’ultrafiltration
sont aujourd’hui commercialisées avec différents seuils de poids moléculaire (Molecular Weight
Cut-Off, MWCO). Ce dernier détermine la taille moyenne des pores de la membrane.
L'ultrafiltration par centrifugation consiste a utiliser la force centrifuge pour que les protéines de
poids moléculaires inférieurs au seuil traversent une membrane semi-perméable (semi-
perméabilité due a la présence de pores) [234]. L'ultrafiltration est utilisée pour isoler le
protéome de faible poids moléculaire dans le plasma [235], le sérum humain [236] ou le

peptidome du sérum humain [237].

Une étude comparative des systémes Microcon et Amicon Ultra (Millipore), et Centrisart et
Vivaspin 4 (Sartorius), avec des seuils de poids moléculaires de 20 ou 30 kDa, a démontré que le
Vivaspin 4 était le plus efficace pour isoler la fraction plasmatique de faible poids moléculaires.
Nous avons donc choisi d’utiliser des Vivaspin 2, avec différents seuils de poids moléculaires (30,
50 et 100kDa) et d’en évaluer I'efficacité pour fractionner du sérum humain. Tout d’abord, 4mg
de BSA ont été utilisés successivement afin de vérifier que les Vivaspin 2 donnaient des résultats
de fractionnement comme attendu. Par la suite, la méme méthode a été appliquée a 300, 100 ou

20 plL de sérum humain.

Matériels et méthodes

Les membranes (Vivaspin 2, Sartorius) ont été conditionnées avec 1mL d’une solution 70%

éthanol, qui a ensuite été élué avec une centrifugation de 20 minutes, a 4.000g et a 4°C. 1mL
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d’eau distillée a été ajouté avant d’étre élué par une nouvelle centrifugation (4.000g, 20 minutes,
4°C). Les Vivaspin 2 ont été utilisés successivement en débutant avec le MWCO le plus élevé,
comme décrit ci-apres (Figure 69). L’échantillon (BSA ou sérum humain) a d’abord été centrifugé
sur le filtre de MWCO (Molecular Weight Cut-Off) de 100kDa. La fraction ayant passée le filtre a
été ensuite déposée sur un filtre de 50kDa, puis centrifugée. Enfin, de la méme maniére, la partie
éluée du filtre de MWCO 50kDa a été déposée sur un filtre de MWCO 30kDa. L'ultrafiltration en
mode décroissant a été évaluée dans un premier temps sur 4mg de BSA, puis pour fractionner 20,
100 ou 300uL de sérum humain avec une centrifugation de 1h30, a 4.000g, a 4°C. 150uL de DMEM
ont été ajoutés sur la membrane du filtre avant une nouvelle centrifugation de 1h30, a 4.000g, a
4°C. Le DMEM a été utilisé car il s’agit d’'un milieu de culture utilisé pour les expositions de
myotubes humains aux sera d’ours bruns. Les élutions ont été déposées sur le filtre suivant alors

gue la fraction retenue a été diluée avec 250uL de DMEM, et a été conservée.

Fraction 1 :> 100 kDa Fraction 2 : 100-50 kDa Fraction 3 : 50-30 kDa
7 i i)
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Figure 69 : Méthode d'ultrafiltration avec des Vivaspin 2 utilisés successivement : la fraction retenue sur le
filtre 100kDa a été récupérée (Fraction 1, rétention des protéines > 100kDa) alors que la fraction éluée a
été déposé sur le filtre de 50kDa. La fraction retenue sur le filtre 50kDa a été récupérée (Fraction 2,
rétention des protéines de 50-100kDa), tandis que la fraction éluée a été déposée sur le filtre 30kDa.
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Finalement, la fraction retenue (Fraction 3, 30-50kDa) et la fraction éluée (Fraction 4, <30kDa) ont été
récupérées.

Les profils électrophorétiques des trois fractions retenues sur chacun des filtres (Fraction 1: >
100kDa, Fraction 2 : 50-100kDa et Fraction 3 : 30- 50 kDa) et de la fraction finalement éluée

(Fraction 4 : < 30kDa), ont été obtenus par électrophorése sur gel SDS PaGE et les bandes

protéiques ont été détectées par coloration au bleu de coomassie colloidal sur la nuit.

Résultats et interprétations

Afin d’évaluer I'efficacité des Vivaspin 2 a retenir ou a éluer 4mg de BSA (100uL) dans
200uL de DMEM selon différents MWCO utilisés en série en mode décroissant, les profils

électrophorétiques obtenus pour les 4 fractions sur gel SDS PaGE ont été analysés (Figure 70).

116 kDa
66,2 kDa
45 kDa

35kDa

25 kDa

Figure 70 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE des fractions obtenues aprés une ultrafiltration sur
des MWCO en série en mode décroissant de 100, 50 ou 30kDa sur une solution BSA et DMEM : fractions
retenues surle MWCO 100kDa (F1 : >100kDa), puis sur le MWCO 50kDa (F2 : 100-50kDa), puis sur le MWCO
30kDa (F3: 50-30kDa) et éluée sur le MWCO 30kDa (F4: <30kDa). La derniere piste est le profil
électrophorétique obtenu pour I'échantillon utilisé (4mg BSA ajouté a du DMEM). La bande protéique
correspondant a la BSA est signalée par un encadré jaune. MW : marqueur de poids moléculaires

La bande protéique de la BSA a été détectée sur les profils électrophorétiques de la

fraction 1 (i.e. retenue sur le filtre de 100kDa) et de la fraction 2 (i.e. éluée du filtre de MWCO
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100kDa mais retenue sur le filtre de MWCO 50kDa), et tres légerement de la fraction 3 (i.e. éluée
du filtre de MWCO 50kDa mais retenue sur le filtre de MWCO 30kDa). La BSA, protéine de 69kDa,
a été effectivement éluée sur le filtre de MWCO de 100kDa mais pas complétement, et a été

finalement retenue sur le filtre de MWCO de 50kDa, comme attendu.

Des bandes protéiques autres que celle de la BSA ont été détectées sur les profils
électrophorétiques de la fraction 1 et de la fraction 2, ainsi que dans pour les 4mg de BSA dans
du DMEM. Ces bandes protéiques pourraient correspondre a des protéines présentes dans le
DMEM. Aucune bande protéique de faible poids moléculaire, n’a été détectée dans les fractions
3 et 4 ou les protéines de poids moléculaires de 30-50kDa et <30kDa étaient attendues. Ces
fractions sont censées correspondre au peptidome du sérum, et il a été démontré qu’il n’était pas
détectable avec une coloration au bleu de coomassie colloidal. Il est nécessaire de réaliser une
coloration a I'argent [237]. Dans notre cas, pour s’assurer de I'absence de bandes correspondant
au peptidome sérique, il aurait été nécessaire de réaliser une révélation avec une coloration a

I'argent.

Puisque I'efficacité de 'ultrafiltration par centrifugation sur les Vivaspin 2 a été validée sur
un mélange simplifié (4mg de BSA diluée dans du DMEM), nous avons utilisé la méme méthode
pour fractionner le sérum humain. Pour cela, différents volumes de sérum humain (20, 100 et
300pL) ont été fractionnés sur des Vivaspin 2 de MWCO 100, 50 et 30kDa utilisés successivement.
En considérant une concentration en protéine moyenne de 65ug/pl dans le sérum, cela

correspond a fractionner environ 19.5, 6.5 et 1.3mg de protéine, respectivement. 4 fractions ont
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été obtenues (caractérisées comme celles obtenues sur I’échantillon de BSA), et les profils

électrophorétiques de chaque fraction ont été analysés (Figure 71).

300pL sérum humain 100pL sérum humain 20uL sérum humain
(= 19.5mg de protéine) (= 6.5 mg de protéines) (= 1.3mg de protéines)
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Figure 71 : Profils électrophorétiques sur gel SDS PaGE des fractions obtenues aprés une ultrafiltration sur
des MWCO utilisés successivement de 100, 50 ou 30kDa pour 20, 100 ou 300 uL de sérum humain :
fractions retenues sur le MWCO 100kDa (F1 : >100kDa), puis sur le MWCO 50kDa (F2 : 100-50kDa), puis
sur le MWCO 30kDa (F3 : 50-30kDa) et éluée sur le MWCO 30kDa (F4 : <30kDa). La derniere piste est le
profil électrophorétique obtenu pour I’échantillon utilisé (4mg BSA ajouté a du DMEM). Les poids
moléculaires auxquels les bandes protéiques sont attendues pour chaque fraction sont signalés par les
encadrés rouge.

L'ensemble des bandes protéiques caractérisant le profil électrophorétique du sérum
humain natif, semble correspondre aux bandes protéiques détectées sur la fraction 1 (i.e. retenue
sur le filtre de MWCO 100kDa), montrant que la grande majorité des protéines sériques étaient

retenues sur le filtre de seuil de poids moléculaire de 100kDa. Pour I'’ensemble des fractions, les
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bandes protéiques ne sont pas détectées aux poids moléculaires attendus, a |'exception de la

fraction 2 pour l'ultrafiltration sur 300uL de sérum humain.

De plus, la méthode d’ultrafiltration avec |'utilisation de filtres de différents MWCO
utilisés successivement, a été testée sur trois volumes de sérum humain (20, 100 et 300uL,) afin
d’évaluer si l'efficacité de fractionnement était dépendante du volume de sérum (i.e. de la
guantité de protéines sériques) déposé sur la premiere membrane. Aucune différence n’a été
observée pour les 3 volumes de sérum testés, puisque quasiment I'ensemble des protéines
sériques semblent retenu sur le filtre de MWCO 100kDa. Les résultats obtenus sont différents de
ce qui avait été obtenu pour le fractionnement de 4mg de BSA diluée dans du DMEM, et ce
indépendamment de la quantité de protéines déposées sur le premier filtre. Le fractionnement
sur 20uL de sérum humain, correspond au fractionnement de 1.3mg de protéine sérique. Cette
guantité est bien inférieure a la quantité de BSA utilisée auparavant (4mg). Il semblerait donc que
le sérum humain ne puisse pas étre fractionné avec des Vivaspin 2 et il est possible que des
protéines sérique (comme la fibrine) colmatent les pores de la membrane, empéchant une
circulation des protéines au travers de ces pores. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par I'équipe de Georgiou et al. [238] qui n’a pas réussi a fractionner les protéines du plasma
humain avec des systéemes d’ultrafiltration par centrifugation (MWCO de 30kDa). Dans cette
publication, il est proposé que l'inefficacité des systémes serait due au fait que ces membranes
ont été produites dans le but de concentrer les protéines et d’éluer les sels plutdét que pour
fractionner les protéines selon leurs tailles moléculaires. L'équipe de Zheng et al. [237] a réussi a
isoler le peptidome circulant humain a partir de 500uL de sérum ou plasma humain par

ultrafiltration sur Vivaspin 4 (MWCO 10kDa). De ce fait, il est possible que notre méthode ait

260



|| Partie 2 — Chapitre 4 : Identification des composés actifs du sérum d’ours hibernant

permis d’isoler le peptidome du sérum, et pour nous en assurer il aurait été nécessaire de réaliser
une détection des bandes du peptidome (<14kDa) avec une coloration a I'argent qui est plus

sensible.

Conclusion du traitement 4: ['ultrafiltration doit étre optimisée pour fractionner les

protéines sériques

L'ultrafiltration sur Vivaspin 2 semble fonctionner pour isoler 4 mg de BSA. En revanche,
les résultats obtenus pour le fractionnement du sérum humain ne sont pas satisfaisants puisque
la plupart des protéines sériques ont été retenues sur le premier filtre de MWCO 100kDa.
L'ultrafiltration par filtration sur Vivaspin 2 n’est donc pas utilisable pour fractionner les protéines
sériques humaines et n’a donc jamais été appliqué au fractionnement des protéines du sérum
d’ours brun. A l'avenir, il sera possible de fractionner le sérum en éliminant des protéines

majoritaires ou grace a la SEC.
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Conclusion générale

L'analyse par spectrométrie de masse est largement répandue pour caractériser le
protéome d’un tissu ou d’une cellule. Cependant, il n’existe pas de stratégie analytique
« standard », et il est nécessaire de faire des choix a chaque étape clef de I'analyse afin de
répondre au mieux a la question posée. L'étude d’especes « exotiques » est de plus en plus
répandu afin d’ouvrir la voie a de nouvelles solutions face a des problématiques humaines.
L'analyse par spectrométrie de masse de telles especes reste un défi de par le fait que les bases
de données sont peu, voire pas, renseignées. Par ailleurs, les outils biochimiques utilisés
classiquement pour la préparation d’échantillons (méthodes de déplétion ou de fractionnement)
peuvent se montrer inefficaces pour les espéces « exotiques ». De ce fait, il est indispensable de
développer ou d’optimiser des solutions (de la préparation d’échantillons a l'interprétation
bioinformatique des données). Au cours de cette thése, nous avons mis en place des stratégies
afin de faciliter I'analyse par spectrométrie de masse d’échantillons provenant d’ours bruns
(Figure 72), I'objectif étant de mieux caractériser les adaptations de I'ours brun a I’hibernation via

I’étude des régulations du protéome, et en particulier du protéome musculaire.
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Etape d’une analyse
protéomique

—

Solutions développées

v Décomplexification de protéines sériques par SEC, par digestion des protéines
sur colonne d’'enzymes immobilisés ou par déplétion des protéines majoritaires

v Augmentation de la couverture du protéome en utilisant la complémentarité de
la stratégie 2D-DIGE-MS et de la stratégie SDS PaGE-XIC

v Dosage spécifique et sensible d’'une hormone dans le sérum d’une espéce
« exotique » grace a une stratégie microLC-SRM

v’ Evaluation de protocoles d’enrichissement en exosomes sériques par
identification des protéines

Identification
ot v’ Création d’une banque de données protéiques pour une espéce « exotique » a

quantification partir des données d’assemblage (RefSeq)
des protéines

v’ Traitement bio-informatique et interprétation biologique de données obtenues
par spectrométrie de masse pour une espéce « exotique » :
Détermination de protéines homologues : FASTA v36
Extraction d'annotations fonctionnelles a haut débit a partir de la base de
Traitement bio- données Gene Ontology
informatique Calcul d’enrichissement en annotations fonctionnelles extraites
des données Visualisation des régulations d’abondances protéiques sur les cartes de la base
de données KEGG Pathway
Détermination de l'origine sub-tissulaire des protéines grace a la base de
données neXtProt
Extraction des réles biologiques des sites de phosphorylations sur une
séquence protéique d’une espece exotique

Figure 72 : Résumé des solutions développées au cours de ces travaux pour I’analyse par spectrométrie de
masse d’échantillons d’un organisme « exotique »
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Dés la préparation d’échantillon, il est indispensable de tenir compte de la complexité de
I’échantillon (gamme dynamique, présence de protéines majoritaires...) pour mettre en place un
protocole permettant une bonne couverture du protéome (i.e. identification du plus grand
nombre de protéines possible). Dans le cadre d’études sur les modifications chimiques des
protéines, comme la phosphorylation, la préparation d’échantillon nécessite également
d’'importantes précautions puisque l'ajout ou la suppression de phosphorylations sont des
évenements trés dynamiques et labiles. Au cours de cette thése, nous avons bénéficié de la
complémentarité des stratégies SDS PaGE-XIC et 2D-DIGE-MS pour analyser de maniére
guantitative le protéome musculaire et le protéome du tissu adipeux de I'ours brun en phase
hibernante vs en phase active. Par ailleurs, un protocole de préparation d’échantillon dédié a
I’enrichissement en phosphopeptides provenant du muscle squelettique d’ours brun a été
développé pour I'analyse du phosphoprotéome musculaire de I'ours brun hibernant vs actif, qui
sera réalisée dans les mois a venir. Des méthodes de préparation d’échantillons ont été
optimisées afin de digérer (sur colonnes d’enzymes immobilisées) ou de fractionner (déplétion
en albumine et fractionnement par SEC) les protéines sériques. Les produits de ces préparations
seront ajoutés au milieu de culture de myotubes humains, ce qui pourrait permettre de

caractériser les facteurs d’épargne protéique circulants dans le sérum d’ours brun hibernant.

L'analyse par spectrométrie de masse peut étre réalisée par différentes stratégies selon
gue 'on souhaite analyser un nombre restreint de protéines pré-déterminées (approche ciblée)
ou sur I'ensemble du protéome (approche globale). Dans le cadre de cette thése, nous avons
développé une approche quantitative ciblée par microLC-SRM qui pourra étre utilisée afin de

doser la concentration d’adiponectine sur un grand nombre d’échantillons sériques d’ours bruns.
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En paralléle, des stratégies globales ont été mises en place pour identifier les protéines présentes
dans le LCR et les exosomes sériques d’ours brun, ou pour quantifier les régulations d’abondance
protéique dans des myotubes humains exposés a différents traitements (sera natifs [WBS vs SBS]

ou sera enrichis en BOH).

L'étude d’une espece « exotique » par spectrométrie de masse reste un défi puisqu’il
existe peu, ou pas, d’informations dans les bases de données de séquences protéiques et dans
les bases de données d’annotations fonctionnelles. Afin d’obtenir une identification et une
quantification des protéines, les plus représentatifs de notre modele d’étude (i.e. sans utiliser de
banque de données d’especes phylogénétiquement proche), nous avons développé un
algorithme pour générer une banque de données protéiques a partir des données d’assemblage
de la base de données RefSeq. En parallele, nous avons réalisés d’'importants développements
pour le traitement bio-informatique des données. Les algorithmes présentés dans ce manuscrit
ont permis de déterminer les protéines humaines homologues de protéine d’organismes
« exotiques » et d’extraire les annotations fonctionnelles de ces protéines, ainsi que de visualiser
les variations d’un protéome donné, dans des conditions données, sur des cartes des voies
métaboliques et des voies de signalisation dans lesquelles elles étaient impliquées. Nous avons
pu déterminer les origines tissulaires des protéines, grace a I’extraction d’informations de la base
de données neXtProt. L'ensemble de ces algorithmes ont été implémentés sur notre plateforme
Galaxy et peuvent étre appliqués au traitement bioinformatique de données obtenues sur des
échantillons d’espéces « exotiques ». Enfin, nous sommes actuellement en train de développer
un algorithme dans le but d’interpréter les régulations induites par les phosphorylations, grace a

I'utilisation de la base de données PhosphoSite Plus.
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Grace a l'analyse par spectrométrie de masse d’échantillons d’ours brun, nous avons
démontré des régulations du métabolisme énergétique (substrats lipidiques préférentiels bien
gue leur oxydation soit diminuée, maintien de la glycolyse) et de la réponse au stress oxydant
(diminution du stress oxydant) dans le muscle squelettique, pouvant favoriser la préservation des
protéines musculaires durant I’hibernation. Ainsi, 'augmentation de la concentration sérique de
DHA (acide gras omega 3) en période d’hibernation pourrait étre impliquée dans le maintien des
muscles squelettiques grace a des mécanismes qui ne sont pas encore déterminés. De plus, nous
avons montré que des molécules actives dans le sérum d’ours brun hibernant sont capables de
réguler la balance protéique de cellules musculaires humaines (diminution de la synthése et de
maniere plus importante, diminution de la protéolyse), ce qui pourraient participer a la
préservation du muscle squelettique face a I'hibernation. Afin d’identifier ces composés, des
méthodes de décomplexification du sérum d’ours (fractionnement par SEC, digestion des
protéines sériques, déplétion des protéines majoritaires) ont été développées. Nous avons
également montré que les corps cétoniques sont capables de réguler la balance protéique
musculaire. Identifier précisément les composés anti-protéolytiques du sérum d’ours hibernant
permettrait d’ouvrir la voie a de nouvelles solutions thérapeutiques pour lutter contre I'atrophie
musculaire humaine pour les personnes sédentaires, obéses, immobilisées ou méme les

astronautes.
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Perspectives

Au cours de ces travaux de these, des stratégies analytiques ont été développées pour
I’analyse par spectrométrie de masse d’échantillons provenant d’un organisme exotique (génome
non séquencé), l'ours brun. Dans un premier temps, 'intérét a été porté sur I'analyse des
régulations du protéome musculaire et du tissu adipeux afin d’explorer les changements dans le
métabolisme des substrats énergétiques, de la balance protéique et du stress oxydant. Dans ce
but, des outils bioinformatiques ont été optimisés pour accélérer |'interprétation biologique des
larges jeux de données obtenus en protéomique et la faciliter pour des études sur des especes

exotiques.

a. ldentification et interprétation des effets des phosphorylations portées par des

protéines musculaires

Afin d’affiner notre compréhension des régulations de [Iactivité des protéines
musculaires, un protocole d’analyse du phosphoprotéome (i.e. ensemble des phosphorylations
portées par les protéines) a été mise en place avec un enrichissement manuel en
phosphopeptides. Cependant, |'acquisition récente d’un robot (BravoAssay, AbSciex) pourrait
permettre un enrichissement facilité et trés reproductible. Il sera donc nécessaire de comparer
I’enrichissement manuel avec le protocole ici présenté, avec un enrichissement automatisé par

ce robot.

Dans le cas de modeles « classiques » (i.e. humains ou murins), des bases de données
spécialisées, comme PhosphoSite Plus [174], sont bien renseignées et permettent d’appréhender
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les effets des sites de phosphorylations sur I'activité, la localisation ou la durée de demi-vie de la
protéine. Afin de faire de méme pour I'ours brun, il sera nécessaire de développer des solutions
bio-informatiques permettant (i) d’identifier la protéine humaine homologue a la protéine d’ours,
(ii) aligner les séquences protéiques pour mettre en exergue les sites de phosphorylations
communs, et (iii) exporter les informations relatives aux sites de phosphorylations communs a
partir d’une base de données spécialisées comme PhosphoSitePlus. De cette maniére, il sera
possible de mieux appréhender les possibles régulations induites par les phosphorylations sur les

protéines musculaires d’ours brun (voir page 76 a 77).

b. Etudier les mitochondries pour explorer le métabolisme et la production de

stress oxydant dans le muscle de I'ours hibernant

Dans nos données sur le protéome musculaire chez 'ours hibernant, les résultats
suggéraient une utilisation limitée mais préférentielle des substrats lipidiques et un maintien de
la glycolyse [183]. Par ailleurs, le stress oxydant musculaire semble limité en phase hibernante
notamment grace a une possible limitation de la production des espéces réactives de I'oxygéne
[239]. Les mitochondries sont des organelles cellulaires largement impliquées dans la régulation
du métabolisme [240] et sont également une source majeure de stress oxydant [241]. Une
diminution du nombre et/ou de I'activité des mitochondries dans le muscle de I'ours brun
hibernant pourrait participer aux régulations que nous avons évoqué ci-dessus. Pour répondre a
cette hypothése, des mesures sur le nombre de mitochondries ainsi que sur leur activité entre la
phase hibernante et la phase active de I'ours brun pourraient étre réalisées. Par ailleurs, I'analyse

par spectrométrie de masse serait également un outil de choix pour caractériser les régulations
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du protéome mitochondrial a partir de mitochondries musculaires isolées et ainsi identifier des

régulations spécifiques aux mitochondries musculaires en phase hibernante.

c. Quels sont mes mécanismes qui provoquent une inhibition du catabolisme

protéique lors de I'hibernation ?

La diminution des taux de dégradation et de synthése protéique musculaire [146] est un
élément important de la préservation musculaire chez I’ours brun hibernant. D’apres nos données
obtenues sur le protéome musculaire par spectrométrie de masse, I'abondance des protéines des
systemes de dégradation et de synthése (augmentation pour les protéines de dégradation et
stabilité pour les protéines de synthése) ne concorde pas avec la diminution des taux de
dégradation et de syntheése. Il est donc nécessaire d’explorer davantage la régulation des

systémes de protéolyse.

Le systéeme ubiquitine-protéasome est I'un des systemes de dégradation des protéines,
et obtenir des informations sur sa structure (abondance relative des sous-unités du protéasome
entre I’état hibernant et I'état actif) et son activité, ou encore déterminer si ce systeme cible une
population de protéines spécifique ou non (i.e. analyse de l'ubiquitinome) entre la phase
hibernante et la phase active permettrait de déterminer par quels mécanismes le catabolisme de

des protéines musculaires est diminué chez I'ours hibernant.

d. Les fibres musculaires et le métabolisme énergétique dans le muscle de I'ours

hibernant

Dans le cas de I'atrophie musculaire, il est connu que la composition en fibre se modifie

avec une augmentation de la proportion de fibres de type 2 (fibres glycolytiques) et une
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diminution de la proportion de fibres de type 1 (fibres oxydatives) [242]. Chez I'ours brun
hibernant, il a été montré que ce changement de proportions en type de fibres musculaires n’était
pas systématiqguement identifié selon le muscle squelettique étudié [144]. Dans nos données,
nous avons constaté que I'abondance et I'activité des protéines musculaires étaient en accord
avec une diminution de la consommation des substrats lipidiques et un maintien de la
consommation des substrats glucidiques [183]. De ce fait, nous pouvons poser I’hypothése que le
nombre de fibres glycolytiques pourrait étre plus important lors de I'hibernation, au détriment
des fibres oxydatives. Une approche d'immunohistochimie, avec des marquages immunologiques
ciblant des protéines spécifiques de chaque type de fibre musculaire (isoformes de myosines),
permettrait de déterminer la proportion de chaque type de fibre dans le muscle de l'ours

hibernant vs I'ours actif.

Nous avons démontré les capacités anti-protéolytiques du sérum d’ours brun hibernant
(WBS) sur des cellules musculaires humaines [8]. Une premiere approche d’identification des
composés actifs par recherche de candidat suggere que le beta-hydroxybutyrate (BOH) pourrait

étre I'un des composés actifs dans le WBS.

a. ldentification des composés actifs dans le sérum d’ours brun hibernant

Outre le BOH, d’autres molécules comme les acides aminés ou les acides gras omega 3 (tel
gue le DHA) pourraient étre testées avec la méme stratégie analytique. En parallele, des
méthodes de fractionnement du contenu sérique ont été développées (immunodéplétion des

protéines majoritaires, fractionnement par SEC et digestion des protéines sériques par enzymes
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immobilisées) afin de décomplexifier le contenu sérique et ainsi de faciliter I'identification des
molécules anti-protéolytiques. Les fractions obtenues devront étre testées prochainement sur
des myotubes humains en culture. L'objectif sera de déterminer si une (ou des fractions)
permet(tent) de reproduire tout ou partie des effets obtenus avec une incubation des myotubes
humains avec du WBS natif. Le contenu protéique de la (des) fraction(s) active(s) devra étre
caractérisé, par exemple par spectrométrie masse. Ces fractions actives pourront également étre

a nouveau fractionnées pour faciliter I'identification des composés actifs qu’elles contiendraient.

Par ailleurs, nous avons montré le bénéfice a utiliser une banque de données protéiques
issue de la base de données d’assemblage RefSeq (NCBI) [92]. En effet, contrairement a
I"'utilisation d’une banque de données de plusieurs especes homologues, la banque de données
RefSeq permet d’obtenir des séquences protéiques spécifiques de I'espéce étudier et apporte une
plus grande certitude sur les résultats d’identifications obtenus. Ce type de base de données sera

a privilégier pour la suite du projet (voir page 71 a 75).

b. Transfert des stratégies d’épargne protéique de l'ours hibernant vers la

thérapeutique humaine

Les fractions actives identifiées, ou le BOH, pourraient étre utilisés pour traiter des cellules
musculaires humaines et vérifier s’il est possible de prévenir, limiter ou encore reverser une
atrophie induite. Pour ce faire, il faudra induire une atrophie musculaire chez les myotubes
humains et traiter les cellules avant, durant I'induction de I'atrophie ou apres le traitement a la

dexaméthasone, par exemple.
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A I'échelle de I'organisme, et apreés une identification plus fine des composés actifs, le
méme type de test pourra étre appliqué sur des modéles murins avant ou aprés le développement

d’une atrophie musculaire.

Lors des voyages spatiaux, induire chez les astronautes une condition physiologique
proche de celle de I'ours hibernant pourrait participer a la préservation musculaire et pourrait
permettre de limiter la perte musculaire induite par la microgravité. Lors de I'hibernation, la
température corporelle de I'ours brun diminue pour atteindre une température moyenne de 32°C
[142]. Dans la logique de reproduire les conditions physiologiques de I’hibernation, une
diminution de la température de I’environnement permettrait d’abaisser la température des
astronautes ce qui pourrait ralentir le métabolisme, participer a I'économie d’énergie et
indirectement préserver les protéines musculaires. De plus, lors de la préparation a I’hibernation,
I'ours augmente de maniere importante sa masse graisseuse. Ainsi, durant les sept mois
d’hibernation, il est en capacité de consommer des substrats lipidiques, libérés par le tissu
adipeux, pour se fournir en énergie cellulaire, tout en économisant efficacement ses protéines.
Sélectionner des astronautes, certes entrainés, mais disposant de réserves lipidiques non
négligeables aiderait peut-étre a limiter le développement de I'atrophie musculaire. Enfin, aux
vues des résultats que nous avons obtenus sur le muscle de I'ours brun hibernant, la prise
alimentaire de corps cétoniques, d’acides gras oméga 3 (comme le DHA) et d’antioxydants

pourraient également participer a limiter la perte musculaire.
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Analysis of femurs from mice embarked on board
BION-M1 biosatellite reveals a decrease in immune
cell development, including B cells, after 1 wk
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ABSTRACT: Bone loss and immune dysregulation are among the main adverse outcomes of spaceflight challenging
astronaut’s health and safety. However, consequences on B-cell development and responses are still under-
investigated. To fill this gap, we used advanced proteomics analysis of femur bone and marrow to compare mice
flown for 1 mo on board the BION-M1 biosatellite, followed or not by 1 wk of recovery on Earth, to control mice kept
on Earth. Our data revealed an adverse effect on B lymphopoiesis 1 wk after landing. This phenomenon was
associated with a 41% reduction of B cells in the spleen. These reductions may contribute to explain increased
susceptibility to infection even if our data suggest that flown animals can mount a humoral immune response.
Future studies should investigate the quality/efficiency of produced antibodies and whether longer missions
worsen these immune alterations.—Tascher, G., Gerbaix, M., Maes, P., Chazarin, B., Ghislin, S., Antropova, E.,
Vassilieva, G., Ouzren-Zarhloul, N., Gauquelin-Koch, G., Vico, L., Frippiat, J.-P., Bertile, F. Analysis of femurs from
mice embarked on board BION-M1 biosatellite reveals a decrease in immune cell development, including B cells,
after 1 wk of recovery on Earth. FASEB J. 33, 000-000 (2019). www.fasebj.org

KEY WORDS: lymphopoiesis - bone - immunity - proteomics - gravity

Spaceflight exposes astronauts to adverse effects, in-
cluding bone loss, muscle atrophy, and metabolic, car-
diovascular, hematologic, and immunologic deregulations
(1). In conjunction with limited clinical care, immune sys-
tem alterations associated with spaceflight represent a risk
to crewmembers during deep-space missions. Indeed,
the first epidemiologic study based on medical data col-
lected from 46 astronauts who spent 6 mo onboard the
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International Space Station showed that 46% of them faced
immunologic problems, infection being the second most
frequent event (2). In the framework of the envisioned
deep-space missions to Mars, the moon, or an asteroid that
will require very long flights, the study of immune system
responses to long-term spaceflight is therefore mandatory.

Until now, most studies addressed the effects of space-
flight on innate immunity and T-cell responses (3, 4),
whereas humoral immunity and B-cell development have
been less intensively investigated. Using the urodele am-
phibian Pleurodeles waltl as an animal model, it was shown
that spaceflight affects antibody production in response to
antigen stimulation (5, 6). In addition, somatic hyper-
mutation, which diversifies antibody binding sites to im-
prove their affinity, was shown to occur in space following
immunization but at a frequency 2 times lower than that
seen on Earth (7). These data show that spaceflight quan-
titatively and qualitatively affects the amphibian humoral
immune response. These results are likely transposable to
mammals because the cardinal elements of the adaptive
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immune system are shared by all gnathostomes (8-10).
Furthermore, it was shown that P. walt! antibody isotypes
have mammalian analogs (11).

Concerning lymphocyte development, it has been
shown that T lymphopoiesis is sensitive to gravity
changes. Indeed, reductions in CD4*, CD8", and
CD4"CD8" thymocyte populations were reported when
murine fetal thymuses were cultured under clinorota-
tion used to simulate microgravity (12). Furthermore,
hypergravity exposure during murine gestation strongly
modified pups’ T-cell receptor B repertoire created
during T-cell maturation (13). Gravity changes during
P. waltl development also affected the transcription
of IgM heavy chains and of the lymphoid-determining
transcription factor Ikaros, suggesting a modification
in B lymphopoiesis (14). Hindlimb unloading (HU), a
rodent ground-based model frequently used to simu-
late spaceflight conditions, confirmed this decrease in
B lymphopoiesis and highlighted a major block at
the pro-B- to pre-B-cell transition (5-10-fold decrease)
(15). This observation was associated to changes in
bone microarchitecture, which is not surprising be-
cause it is known that immune-competent lympho-
cytes are derived from hematopoietic stem cells (HSCs)
that reside in the bone marrow within specialized
niches made up of bone and vascular structures
(e.g., bone-forming osteoblasts and bone-resorbing
osteoclasts) (16), and that interactions between HSCs
and bone marrow niches control the balance be-
tween quiescence, self-renewal, and differentiation of
HSCs (17-19).

The objectives of this study were to determine whether
extreme conditions encountered during a real spaceflight
affect B-cell development. To reach that goal, advanced
quantitative proteomics and various molecular and cel-
lular technologies were used to decipher the responses of
bone and marrow of mice embarked on board the Bion-M1
biosatellite during a 30 d spaceflight. We also examined
the reversibility of the effects upon return to Earth’s
gravitational conditions. Our data revealed a decrease in
the expression of several proteins involved in the devel-
opment of immune cells, as well as 61 and 41% decreases in
the quantity of B cells in the bone marrow and spleen,
respectively, 1 wk after landing, thereby indicating a re-
duction in immune cell development, including B cells, at
this stage.

MATERIALS AND METHODS
Ethical statement

The Institutional Animal Care and Use Committee of the Mos-
cow State University Institute of Mitoengineering (Protocol No.
35), the Biomedical Ethics Committee of the Institute for Bio-
medical Problems (IBMP), and the Russian Academy of Sciences
(Protocol No. 319) approved the experimental design of the Bion-
M1 project. All experimental procedures complied with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals [National Institutes of
Health (NTH), Bethesda, MD, USA).

Hypergravity exposure was carried out in accordance
with the French Legislation and the Council Directive of the
European Communities on the Protection of Animals Used for

2 Vol. 33 March 2019
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Experimental and Other Scientific Purposes (2010/63/UE).
Furthermore, the protocol was approved by the local ethics
committee (Authorization 04827).

Bion-M1 experiment: space conditions

Space conditions included a ~1.7 L cylindrical module habitat
(3 mice/habitat, acclimatized during the 3 d before launch), and a
paste food diet based on standard chow with water and a casein
gelling agent. All mice were exposed to 12-h light/dark cycles
withmean * sp temperatures of 21.1 = 0.4°C and 21.3 = 0.8°C for
flown and ground control animals, respectively. During their
recovery period, mice were housed in standard conditions with a
standard chow diet.

Bion-M1 experiment: animals and study design

C57BL/6 male mice (23 wk old) were launched on board the
Bion-M1 biosatellite to be exposed to weightlessness during a
30 d spaceflight (~570 km orbit) (20). Proteomics analysis was
performed on the right femur of 4 mice euthanized by cervical
dislocation 13-16 h after landing (flight group), 4 mice eutha-
nized after a 1-wk recovery period on Earth (recovery group),
and 5 control mice retained on Earth under space housing and
feeding conditions (ground control group). These femurs were
dissected immediately after the mice were killed and were sub-
sequently frozen at —80°C until proteome analysis was con-
ducted. The right tibias of 4-6 other mice from each of these
3 groups were also dissected after the mice were killed, and were
immediately flushed with Rosewell Park Memorial Institute
(RPMI)-1640 medium to collect bone marrow cells that were di-
rectly analyzed by flow cytometry. The same analysis was per-
formed on the spleens of these mice.

Hypergravity experiment: animals and
study design

C57BL/6 male mice (8 wk old) with a mean body mass of 20 g
were purchased from Charles River Laboratories (Wilmington,
MA, USA). Upon arrival, mice were acclimatized for 1 wk in
groups of 4 in standard cages in a quiet room with constant
temperature (22°C), 50% relative humidity, and 12-h light/dark
cycles (dark period 8 PM—8 AM), and were provided with food and
water ad libitum. Then, half of the cages were placed in the gon-
dolas of the French Space Agency (CNES) large radius centrifuge
for hypergravity exposureat2 or3 g (n=12at2g;n=8at3yg),
according to Guéguinou et al. (21). Mice were supplied with
enough food and water for 3 wk, so that the centrifuge was op-
erating continuously. Mice were left undisturbed during the 3wk
of chronic centrifugation. All environmental variables, except the
gravity level, were the same as in standard housing. Half of the
cages, containing control mice (1 = 12 for the control of the 2 ¢
experiment; n = 8 for the control of the 3 ¢ experiment), were
placed in the same gondolas in the same room than centrifuged
mice, but in a static position. At the end of the 21 d of centrifu-
gation, control and hypergravity mice were put to death by cer-
vical dislocation, and the liver was collected and stored at —80°C
until Western blotting analysis.

Analysis of femur proteome from Bion-M1 mice

Sodium dodecyl sulfate (SDS) and acetonitrile (ACN) were
purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).
All other chemicals and reagents were purchased from Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA). The femurs from flight (n = 4),
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recovery (n = 4) and ground control (1 = 5) mice were analyzed
individually. Frozen mid distal part of right femurs were
weighed and grinded using a ball mill (2 X 30 s at 25 Hz; MM400;
Retsch, Haan, Germany) under liquid nitrogen and proteins were
extracted using 10 volumes (i.e., 10 ul/mg of tissue) of extraction
buffer (8 M urea, 2 M thiourea, 2% 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonate, 2% DTT, 50 mM Tris
pH 838, protease inhibitors). After solubilization for 30 min at
37°C, samples were centrifuged (5 min, 4°C, 15,000 g) to remove
possible cell and tissue debris. After trichloroacetic acid pre-
cipitation of proteins overnight at 4°C followed by centrifugation
(10 min, 4°C, 15,000 g), pelleted proteins were washed using cold
acetone and resolubilized in the extraction buffer without re-
ducing agents or detergents. Protein concentration was then
determined using a Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). At this stage, a sample pool comprising equal amounts of
all protein extracts was made, to be repeatedly analyzed during
the whole duration of nano liquid chromatography (LC)-tandem
mass spectrometry (MS/MS) experiments to allow quality con-
trol (QC)-related measurements. Reproducibility of protein
electrophoretic profiles was checked for all protein extracts after
diluting 30 p.g of proteins in Laemmli buffer (10 mM Tris pH 6.8,
1 mM EDTA, 5% B-mercaptoethanol, 5% SDS, 10% glycerol, and
bromophenol blue), denaturation at 95°C, and SDS-PAGE elec-
trophoresis on 12% acrylamide gels.

Each protein extract (30 pg) was mixed with 4X concentrated
SDS sample buffer (1 time: 50 mM Tris pH 6.8, 1 mM EDTA, 5%
B-mercaptoethanol, 2.5% SDS and 10% glycerol), incubated at
95°C for 5 min and run for 15 min at 35 V into a 4% poly-
acrylamide stacking gelin order to let proteins enter ~12 mm into
the gel. Electrophoresis was stopped at this point and gels were
stained with colloidal Coomassie blue (Sigma Aldrich). Both the
stacked protein band and the part of the gel above this band
(separated into 3 slices) were excised, with the stacked band be-
ing afterwards divided into 4 pieces and the 3 slices into 8 pieces
each before in-gel digestion using an automatic pipetting device
(MassPrep; Waters, Milford, MA, USA). Following destaining,
reduction (DTT), and alkylation (iodoacetamide), proteins were
digested overnight at 37°C using trypsin (300 ng for the stacked
band and 100 ng for slices coming from the upper part of the gel).
Peptides were then extracted in 60% ACN and 0.1% formic acid
in water for 1 h, then in 100% ACN for 10 min at 450 rpm on an
orbital shaker, and the 3 peptide extracts coming from the upper
part of the gel were subsequently pooled. At this stage, a set of
reference peptides [Indexed Retention Time (iRT) Kit; Biognosys,
Schlieren, Switzerland] was added to each sample to allow the
stability of instrument performances to be measured for QC
purposes. Just before LC-MS/MS analysis, the volume of peptide
extracts was reduced in a speed-vac and sample volumes were
adjusted to 60 pl with 1% ACN and 0.1% formic acid in water.

Samples were analyzed on a nano ultra-performance
LC system (nanoAcquity; Waters) coupled to a quadrupole-
Orbitrap hybrid mass spectrometer (Q-Exactive plus; Thermo
Fisher Scientific). Two microliters of each sample were
concentrated/desalted on a trap column (Symmetry C18,
180 pm X 20 mm, 5 pm; Waters) using 99% of solvent A (0.1%
formic acid in water) and 1% solvent B (0.1% formic acid in
ACN) at a flow rate of 5 pl/min for 3 min. Afterwards, peptides
were transferred and eluted from the separation column
(BEH130C18, 250 mm X 75 wm, 1.7 pm; Waters) maintained at
60°C using a 150 min gradient from 1 to 40% of B. All samples
were injected using a randomized and blocked injection se-
quence (1 biologic replicate of each group plus the pool in each
block). To minimize carryover, a column wash (50% ACN for
20 min) was included between each block in addition to a sol-
vent blank injection, which was performed after each sample.

The Q Exactive Plus instrument was operated in positive ion
mode with source temperature set to 250°C and spray voltage set
to 1.8 kV. Full scan MS spectra [mass-to-charge ratio (1/z)
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300-1800] were acquired at a resolution of 140,000 at m1/z 200, a
maximum injection time of 50 ms, and an automatic gain control
target value of 3 X 10° charges with the lock-mass option enabled
(m/z 445.12002). We isolated =10 of the most intense precursors
per full scan using a 117/z 2 window and fragmented them using
higher energy collisional dissociation (normalized collision en-
ergy of 27 eV). Dynamic exclusion of already-fragmented pre-
cursors was set to 60 s. MS/MS spectra were acquired with a
resolution of 17,500 at m/z 200, a maximum injection time of
100 ms, and an automatic gain control target value of 1 x 10°. The
system was fully controlled by XCalibur software (v. 3.0.63;
Thermo Fisher Scientific).

MS raw data were processed using MaxQuant (v.1.5.3.30; Max
Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, Germany). Peak
lists were created using default parameters and searched using
the Andromeda search engine (revert mode) implemented
in MaxQuant against a protein database created using the
MSDA software suite (22). The database contained mice
protein sequences (Swiss-Prot; hitps://www.uniprot.org/taxonomy/;
Taxonomy ID: 10090; 16,873 entries), which were downloaded in
May 2017. Sequences of common contaminants like keratins and
trypsin (247 entries) were finally added to the database (con-
taminants.fasta included in MaxQuant). The first search was
performed using a precursor mass tolerance of 20 ppm and the
main search with a tolerance of 4.5 ppm after recalibration.
Fragment ion mass tolerance was set to 20 ppm. Carbamidome-
thylation of cysteine residues was considered as fixed and oxi-
dation of methionine residues and acetylation of protein N
termini as variable modifications during the search. A maximum
number of 2 missed cleavages and a false discovery rate of 1% for
both peptide spectrum matches (minimum length of 7 aa) and
proteins was accepted during identification. Regarding quantifi-
cation, data normalization and protein abundance estimation was
performed using the label-free quantification (LFQ) option of-
fered in MaxQuant (23) using a minimal ratio count of 1. “Match
between runs” was enabled using a 3-min time window after
retention time alignment. Both unmodified and modified (acety-
lation of protein N termini and oxidation of methionine residues)
peptides were considered for quantification whereas shared
peptides were excluded. All other MaxQuant parameters were set
as default. Proteins identified with only 1 unique peptide were not
considered for quantification. Only proteins with =3 of 4-5 valid
values per group as well as the ones absent (i.e., 0 valid values) in
samples from a given group were kept for further analysis. Rel-
ative protein abundances (i.c., normalized LFQ-values, see above)
are expressed as means * sem of 3-5 determinations per group
(arbitrary units; values in the flight and recovery groups nor-
malized to those in the ground control group, which were arbi-
trarily set to 1). The MS proteomics data have been deposited to
the ProteomeXchange Consortium via the Pride (24) partner re-
pository with the dataset identifier PXD010114.

QC-related measurements showed that HPLC performance
remained good and stable throughout the whole experiment,
with a median coefficient of variation of 0.7% concerning re-
tention times of all iRT peptides when considering all injections.
The reproducibility of quantitative data was also satisfactory
because we recorded low median coefficients of variation for the
raw intensity of iRT peptides in all injections (13%) and for
MaxQuant-derived LFQ values of all quantified proteins within
each of the 3 experimental groups (18.6%) and in the sample pool
of all samples injected repeatedly during the course of MS-based
analyses (13%).

Lymphocytes in the bone marrow and spleen of
Bion-M1 mice

Bone marrow was flushed from the right tibia of flight (n = 5),
recovery (n = 4), and ground control (1 = 6) mice using 1 ml of
complete RPMI-1640 medium. Spleens (n = 5 for flight and
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recovery mice and 7 = 6 for ground control animals) were disso-
ciated in the same medium. For immunophenotyping, 10° cells
were incubated for 30 min at 4°C in the dark with fluorescence-
labeled monoclonal antibodies (anti-CD19 PE; eBio 1D3), anti-
CD3e FITC (145-2C11), anti-CD4 PE (GK1.5), anti-CD8a PerCy5.5
(53-6.7) purchased from Thermo Fisher Scientific and Mouse
Seroblock FcR reagent (Bio-Rad). Then, erythrocytes were lysed
using the OptiLyse C solution (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
Labeled cells were washed twice with FACS buffer and resus-
pended in 500 pl of 1% paraformaldehyde (in PBS + 0.1% sodium
azide). A FACS Calibur flow cytometer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) was used to acquire =10* events per
tube. Analysis was performed using the CellQuest software
(Becton Dickinson). Data are presented as mean percentages = SEM
of lymphocytes expressing relevant cell surface antigen markers.

Analysis of relative C3 levels in the liver of
centrifuged mice

Thelivers of centrifuged (n1=11at2g; n=7at3g)and control (n=
11 for the control of the 2 g experiment; 11 = 7 for the control of the
3 g experiment) mice were analyzed individually. Proteins were
prepared by lysing a piece of mice liver in lysis buffer (15 mM
Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; and 1% Triton
X-100). Total proteins (40 p.g) were heated at 95°C for 5 min, run
on 8% SDS-PAGE gels and electrotransferred to PVDF mem-
branes (GE Healthcare UK, Little Chalfont, United Kingdom).
Membranes were incubated with antibodies against complement
C3 a-chain (GTX101316; Tebu-bio, Le Perray-en-Yvelines, France),
analyzed, stripped with stripping buffer (Thermo Fisher Scientific)
and reprobed against a-tubulin, used as a housekeeping protein
for C3 level normalization (EP1332Y; Abcam, Cambridge, United
Kingdom), and a horseradish peroxidase-conjugated rat anti-
rabbit secondary antibody. Immunodetection was performed
using Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Sci-
entific). Signals were visualized using chemiluminescence (FX7;
Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) and analyzed using
densitometry (ImageJ; NIH). Relative C3 level (normalized to
a-tubulin levels) is expressed as the mean * sem of 7-11 deter-
minations per group (arbitrary units; values in hypergravity
groups normalized to those in the respective control groups,
which were arbitrarily set to 1).

Bioinformatics analysis of proteomics data

Quantified proteins were functionally categorized on the basis of
literature examination and their annotations in the Gene Ontol-
ogy (http:/fwwuw.geneontology.org/), Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG; https:/fwwrw.genome.jp/kegg/), and HUGO
Gene Nomenclature Committee (HGNG; https://www.genenames.
org/) databases. We retrieved identifiers of human proteins ho-
mologous to the murine proteins quantified in the current study
with Blast searches against Swiss-Prot-derived Homo sapiens
protein sequences (TaxID 9606) using the FASTA program (v.36;
http://fasta.bioch.virginia.edu/; only the best hits were retained). On
the basis of these human protein identifiers, extraction of target
tissue expression information from the neXtProt database (https:/
www.nextprot.org/) was performed using Sparkl requests pro-
vided by the neXtProt team (/ittps://sparql.nextprot.org/).

Statistical analyses

Statistical analysis of proteomic quantitative data of individual
mice was performed in the R software environment v. 3.4.0
(25). Abundance values obtained for the 13 mice (flight, n = 4;
recovery, n = 4; ground control, n = 5) were considered
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individually; no sample combination was made. Normality of
MaxQuant LFQ value distribution and homoscedasticity was
checked using Shapiro-Wilk and Bartlett tests (P > 0.01), re-
spectively. Changes in protein abundances among mice groups
were tested using 1-way ANOVA with Tukey’s post hoc test,
including adjustment of P values according to the Holm-
Bonferroni method. Significance was set to P < 0.05.

StatView software (SAS Institute, Cary, NC, USA) was
used to perform statistical analyses of Western blot and flow
cytometry data. Homogeneity of variance was determined
using the Fisher test (2 groups) or Levene test (3 groups), and
the normality of distribution was determined using the
Kolmogorov-Smirnov test. When homogenous variances
and distributions were observed, we used a Student’s t test
(2 groups) or 1-way ANOVA (3 groups), followed by the
Tukey-Kramer post hoc test. When the variance and distribu-
tion were not homogeneous, Mann-Whitney (2 groups) or
Kruskal-Wallis (3 groups) nonparametric tests were per-
formed. Significance was set to P < 0.05.

RESULTS
Overview of proteomics data

We robustly identified 3254 proteins, of which 3063 fulfilled
the criteria (see the Materials and Methods) for MS1
intensity-based label-free quantification (Supplemental
Table S1). Statistical analysis of individual mice data in-
dicated that the abundance of 57 and 29 proteins was, re-
spectively, significantly decreased and increased in flown
vs. ground control mice (Fig. 1, see also Supplemental
Tables 52, S3). When comparing the recovery group and the
flight group, the abundance of 70 and 31 proteins was sig-
nificantly lower and higher, respectively. Taking a closer
look at the effects of the recovery period, we observed that
abundance levels of 6 proteins down-regulated in the flight
group were normalized in recovery animals. The restora-
tion of abundance levels of 9 proteins up-regulated in flown
mice was also observed in the recovery group. Additional
changes in protein abundance were observed 1 wk after
landing despite no change in flown mice compared with
controls, with 26 down-regulated and 3 up-regulated pro-
teins in recovery animals when compared with flight ani-
mals. Moreover, 150 and 83 proteins were significantly less
and more abundant in recovery mice than in ground control
mice, respectively. These proteins notably correspond to 26
proteins down-regulated in the flight condition and 9 pro-
teins up-regulated in flown mice compared with ground
control mice, the abundance of which was not restored after
a week of recovery. The remaining 124 and 74 proteins
correspond to proteins not significantly changed between
flight and ground control conditions. The abundance levels
of 35 and 22 of them were significantly lower and higher,
respectively, in recovery mice compared with flight mice,
thus indicating that these 57 proteins were specifically
regulated during the week of recovery. In addition, of the
proteins for which significance was not reached in flight vs.
control and recovery vs. flight comparisons, 89 and 52 were
down- and up-regulated, respectively, in recovery mice
when compared with ground control mice.

Functional annotations (Nextprot) were available for
2425 of the 3063 quantified proteins (i.e., 79%), of which
2331 were annotated as being detectable in the bone
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Figure 1. Expression profiles of differentially expressed proteins. From quantitative proteomics data, changes in the abundance of 284
differential proteins are schematized here into 10 different expression profiles (see Supplemental Table S1 for protein details).
Numbers of proteins are given in the dark and bright gray boxes, which indicate significant (SIG, P < 0.05) and nonsignificant (NS)
changes in flight and recovery mice relative to ground control (GC) animals. *Significance wvs. flight, P < 0.05.

marrow and 94 in the bone only (see Supplemental Table
S1). The proteome we analyzed is thus obviously mostly
that of bone marrow, and that is why we hereafter discuss
our results based on this assumption.

Proteins involved in the development of
immune cells and skeletal system

Among differentially expressed proteins, several are known

to be involved in the development of immune cells and
skeletal system (Fig. 2). Interestingly, they followed very
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similar regulations, with aminopeptidase N (Anpep),
guanine nucleotide-binding protein G(q)-« (Gnaq), SPARC
(or osteonectin), tyrosine-protein kinase SYK, and E3
ubiquitin-protein ligase Trim33 remaining unchanged
after the 30 d flight compared with the control situation
and then being 1.3-2.3-fold down-regulated after 1 wk of
recovery postflight. In addition, the 1.3-3.2-fold decrease
observed in recovery mice compared with flight mice in
the abundances of core-binding factor B (Cbfb), collagen
a-1(IT) chain (Col2al), collagen «-2 (XI) chain (Coll1a2),
and collagenase 3 (Mmp13) was very close to significance.
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Figure 2. Quantification of proteins involved in immune cell and skeletal system development, and in apoptosis using proteomics.
From quantitative proteomics data, changes in the abundance (mean * sem of 3-5 determinations/group) of 15 proteins known
to be involved in immune cell development (A), skeletal system development (B), and apoptosis (C) were found to be significant
(P < 0.05 when bars do not share the same superior letter). P values are given when changes are close to significance (see
Supplemental Table S1 for protein details). *Proteins also involved in skeletal system development.
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Finally, the levels of staphylococcal nuclease domain-
containing protein 1 (Snd1) were decreased 1.3-fold in
flown mice and remained lowered in recovery animals,
and those of enhancer of rudimentary homolog (Erh) were
not significantly reduced by the flight and recovery period
in a gradual manner, which resulted in a significant 1.4-
fold decrease in recovery mice compared with ground
control mice. Taken together, these data suggest that the
development of immune cells could be reduced 1 wk after
landing. To check this hypothesis, we determined the
percentage of B cells in the bone marrow. B- and T-cell
percentages were also determined in the spleen. As shown
in Fig. 3, although the percentage of B cells was not affected
atlanding in bone marrow, a small but significant decrease
was observed in the spleen. However, 1.8-2.5-fold re-
ductions were observed in both tissues after 1 wk of re-
covery. The decrease in splenic B cells observed at that
time point was compensated for by an increase in T cells
(CD3"CD4"; Fig. 3).

Proteins involved in apoptosis

Among differential proteins, we identified only 4 apoptosis-
related factors (Fig. 2; see also Supplemental Table S1).
The levels of Bcl-2 homologous antagonist/killer (Bak1)
were significantly decreased (3-fold) in flown vs. control
mice and were not restored after 1 wk of recovery. The
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Figure 3. Percentages of B lymphocytes in the bone marrow
and of B and T cells in the spleen of Bion-M1 mice. Results
obtained with bone marrow (A) and spleen (B) are shown as
means * sEM. Statistically significant differences between
groups, as revealed using an ANOVA test (P < 0.005, ANOVA)
and the associated Tukey’s post hoc test, are indicated by an “S.”
F, flight group; GC, ground control group; R, recovery group.
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abundance of programmed cell death protein 4 (Pdcd4)
and serine /threonine-protein kinase 24 (Stk24) was not
changed by the flight, but was significantly reduced
(1.4-fold) in the recovery group compared with the flight
group. Finally, we recorded a 1.2-fold decrease in the
expression levels of RNA-binding protein 25 (Rbm25) in
flown mice, which was close to but did not reach sig-
nificance (P = 0.056).

Proteins involved in the coagulation and
complement cascades

The abundance of 10 proteins of the coagulation cascade
was found to be significantly changed in Bion-M1 mice,
with essentially 2 different profiles (Fig. 4A). The levels of the
first set of proteins, including coagulation factors X (F10), IX
(F9), and VII (F7), as well as plasminogen (Plg), remained
unchanged in flown vs. ground control mice, whereas they
were decreased (1.6-2.1-fold) after the recovery period. The
levels of the second set of proteins, including antithrombin-
III (Serpincl), a-1-antitrypsin 1-2 (Serpinalb) and 1-4 (Ser-
pinald), and a-2-antiplasmin (Serpinf2), were 1.3-1.4-fold
higher in flight vs. ground control animals and were then
restored by the recovery period. Finally, expression levels of
-2-glycoprotein 1 (Apoh) and vitamin K-dependent pro-
tein Z (Proz) tended to be increased 1.2-1.3-fold by the flight
(nonsignificant), whereas they were decreased 1.6-2.1-fold
during the recovery period.

We also observed changes in the abundance of 4 factors
of the complement cascade (Fig. 4B). The levels of Clq
subcomponent subunits A (Clqa) and B (Clgb) were sig-
nificantly (1.6-2.2-fold) lower in flown vs. ground control
mice; the levels of Clqa were then fully restored by the
recovery period, while those of Clgb were only partially
restored. Plasma protease C1 inhibitor (Serpingl) levels
were unchanged by the flight but decreased 1.6-fold after
1 wk of recovery at 1 g. Finally, a 2-fold increase in com-
plement C5 (C5) abundance was noted at landing; this
change was not restored in recovery mice. Western blot
experiments revealed a similar overexpression (1.4-1.8-
fold increase) of complement C3 (C3) in mice subjected to
increased g force during a 21 d period (Fig. 5), confirming
that this cascade is sensitive to gravity changes.

Proteins involved in immune response

The abundance of several Ig peptides (Ig « chain V-II re-
gion 7534.1, Ig k chain V-V region K2, Ig  chain C region,
and Ig y-2A chain C region secreted form) was found to be
increased (1.4-2.4 times) in flight vs. ground control mice,
whereas it was restored in recovery animals (Fig. 6). We
also observed that although the levels of Ig y-2B chain C
region were not affected by the flight, they were decreased
1.6-fold in recovery vs. flight mice (Fig. 6; see also Sup-
plemental Table S1).

Changes in the abundance of other proteins involved in
immune response were also recorded (Fig. 6). The levels of
Bcl-2 homologous antagonist/killer (Bakl), probable
ATP-dependent RNA helicase (DDX58), H-2 class I his-
tocompatibility antigen (H2-D1 or H2-L), stomatin-like
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protein 2 (Stoml2), immunity-related GTPase family M
protein 1 (Irgm1), and syntaxin-binding protein 2 (Stxbp2)
dropped (1.3-3.0-fold) in flight vs. ground control mice
and no or weak restoration was observed after the re-
covery period. The levels of Anpep, drebin-like protein
(Dbnl1), exosome component 10 (Exosc10), Gnaq, nuclear
factor NF-«kB p105 subunit (Nfkb1), deoxynucleotide
triphosphate triphosphohydrolase (Samhd1), signal trans-
ducer and transcription activator 6 (Stat6), tyrosine-protein
kinase SYK, and tapasin (Tapbp) dropped (1.3-1.5-fold)
only in recovery animals. The abundance of serine/
threonine-protein kinase 10 (Stk10) and DNA mis-
match repair protein (Msh2) was not significantly re-
duced by the flight and recovery period in a gradual
manner, which resulted in significant 1.8- and 1.5-fold
decreases in recovery compared with ground control

BONE AND MARROW PROTEOMICS OF SPACE-FLOWN MICE

mice, respectively. Finally, expression levels of C-to-
U-editing enzyme APOBEC-2 were increased 1.9-fold
by the flight and remained at high levels after 1 wk of
recovery, whereas those of UBX domain-containing
protein 1 (Ubxnl) were increased only 1.6-fold in re-
covery animals.

Proteins involved in protein
synthesis-related processes

A high number of the differential proteins found here are
known to play arole in protein synthesis-related processes
(Fig. 7 and Supplemental Table S1). Changes of few ad-
ditional proteins that fall into this category were close to
significance; they are not described or discussed here but
can be seen in Supplemental Table S1.
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Figure 5. Quantification of complement C3 a-chain in the liver
of mice exposed during to a hypergravity of 2 (A) or 3 (B) g for
21 d. Complement C3 expression was studied using Western
blot. Expression levels were normalized to a-tubulin. Values
obtained with control mice were set to 1. Results are expressed
as means = SEM. Statically significant differences were revealed
using an unpaired Student’s ¢ test (A) and a Mann-Whitney
nonparametric test (B). A.U., arbitrary units.

First, regarding mRNA synthesis and spliceosome,
we observed a 1.3-1.4-fold down-regulation of Stat6
and transcription elongation factor A protein 1 (Tceal)
in recovery mice only. The levels of FACT complex sub-
unit SSRP1, pre-mRNA splicing factor ATP-dependent
RNA helicase DHX15, pre-mRNA processing factor
19 (Prpf19), spliceosome RNA helicase Ddx39b, ATP-
dependent RNA helicase DDX1, 116 kDa U5 small

A Immunoglobulins

nuclear RNP component (Eftud2), and RNA-binding
proteins 25 (Rbm25) and 39 (Rbm39) were reduced
(1.3-1.9-fold) in both flight and recovery mice vs. ground
control animals. The down-regulation (1.3-1.8-fold) of
U4/U6 small nuclear RNP (Prpf4), U5 small nuclear
RNP 40 kDa protein (Snrnp40), small nuclear RNP F
(Snrpf), serine/arginine-rich splicing factor 1 (Srsfl),
nuclear cap-binding protein subunit 1 (Ncbpl), ATP-
dependent RNA helicase DDX39A, and heterogeneous
nuclear RNP U (Hnrnpu) and M (Hnrnpm) in flight and
recovery mice vs. ground control animals was more
gradual, reaching significance only after the recovery
period. The 2-fold decrease in the levels of superkiller
viralicidic activity 2-like 2 (Skiv2I2) in flown mice
was only partially restored after 1 wk of recovery,
contrary to the 1.8-fold increase in the levels of zinc
finger CCHC domain-containing protein 8 (Zcch8),
which fully recovered. In addition, serine/arginine-
rich splicing factor 3 (Srsf3) levels were 2-fold higher in
recovery than in control mice, and those of transcrip-
tion factor BTF3 homolog 4 (Btf3l14) were 1.8-fold
higher in both flight and recovery mice compared with
control animals.

Regarding tRNA biosynthesis, the trend toward
lower (1.2 times) levels of cytoplasmic aspartate-tRNA
ligase (Dars) in flight and recovery vs. control mice was
close to reaching significance (P = 0.06-0.07). Among
proteins involved in ribosome biogenesis, decreased
levels (=1.4-fold) of nucleolar protein 56 (Nop56), 60S
ribosomal protein L15 (Rpl15), casein kinase IT subunit
a (Csnk2a2), and exosome component 10 (Exosc10)
were observed, especially in recovery mice. The 1.4-
fold drop in the abundance of nucleolar transcription
factor 1 (Ubtf) was significant both in flight and
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are given when changes are close a 5
D e a
to significance (see Supplemen- ab b i ab b & 2.4 b = 2 b L 22 p
tal Table S1 for protein details). </ I < I a I = I = I
Anpep, Gnaq and Syk (illustrated & = L & 3
in Fig. 2) are also involved in
immune response. P=0.065
P=0.063 P-0.017 P=0.052 6 -
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£ 2 5 g 2
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and Supplemental Table S1 for details on all 54 proteins)A ER, cnd()plasmic reticulum.

recovery mice vs. ground control animals, and the mild
1.2-fold reduction in 60S ribosomal protein L3 (Rpl3)
levels in flown mice was partially restored at the end of
the recovery period. Expression levels of 3 proteins
only, namely 60S ribosomal protein L17 (Rpl17), 40S
ribosomal protein S17 (Rps17) and S19 (Rps19), were
increased (=1.6-fold) in the recovery vs. control con-
dition. Of the proteins involved in RNA export from the
nucleus to the cytoplasm, the levels of GTP-binding
nuclear protein Ran, SUMO-conjugating enzyme UBC9
(Ube2i), and nuclear pore complex protein Nup98-
Nup96 (Nup98) were essentially reduced (1.2-1.4-
fold) only after the recovery period.

Concerning factors involved in posttranscriptional
events, we observed a significant 1.2-fold reduction in
the level of eukaryotic translation initiation factor 2
subunit 3, X-linked (Eif2s3x), in recovery compared
with ground control mice. Main alterations were
found with regard to factors involved in protein pro-
cessing within the endoplasmic reticulum. Among
folding proteins, the levels of neutral a-glucosidase
AB (Ganab), cytoskeleton-associated protein 4 (Ckap4),
and dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glyco-
syltransferase 48 kDa subunit (Ddost) were similarly
reduced (1.2-1.4-fold) in flight and recovery mice com-
pared with control animals. The levels of calnexin (Canx),
78 kDa glucose-regulated protein (Hspa5), endoplasmin

BONE AND MARROW PROTEOMICS OF SPACE-FLOWN MICE

(Hsp90b1), and vesicular integral-membrane protein
VIP36 (Lman2) were also reduced (1.2-1.4-fold) by
the flight but then were restored after the recovery
period. Most of the factors that contribute to elimi-
nating misfolded proteins, including Bcl-2 homologous
antagonist/killer (Bakl), heat shock protein 105 kDa
(Hsphl), heat shock cognate 71 kDa protein (Hspa8),
and heat shock protein HSP 90-a (Hsp90aal) and -8
(Hsp90ab1), were down-regulated by the flight (=3-fold)
with all of them except Bak1 being normalized to control
values 1 wk postflight at 1 g. Finally, the abundance of
a-crystallin B chain (Cryab) was found to be increased
(3—4-fold) in recovery vs. flight and ground control
animals.

DISCUSSION

Our proteomics studies suggested a reduction of im-
mune cell development after 1 wk of recovery post-
flight (Fig. 2), which was confirmed at the cellular
level for B cells. Given that the expression of only 4
apoptosis-related factors was affected and that no
increase in their expression was noted after the flight
orrecovery period, we donotbelieve that the decrease
in the production of immune cells, including B cells, in
the bone marrow is due to this process. Our flow
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cytometry data also revealed a decrease in the per-
centage of B cells in the spleen after the recovery pe-
riod and suggested the occurrence of an inflight
infection.

In support of the reduction of immune cell devel-
opment, it was previously shown that Bion-M1 flight
induced a 64% reduction in femur trabecular volume of
the same mice, which was not restored by the recovery
period (26), and that their ankle bone volume loss is
aggravated after 1 wk of reambulation on Earth (27).
From our previous studies showing that 21 d of HU
causes bone remodeling and a concomitant decrease in
B lymphocyte maturation in the bone marrow of the
same mouse strain (15), we expected that immune cell
development would already be affected at landing be-
cause it has been established that spaceflight induces
bone loss (28); however, this was not the case. This
could be due to differences in bone alteration kinetics
between HU and real spaceflight, or the age of animals
because HU mice (15) were younger (3 mo) than Bion-
M1 mice. Impaired B lymphopoiesis could also result
from differences in the imbalance between bone for-
mation and resorption because it has been shown that
bone loss results from reduced bone formation during
HU (29) and from increased osteoclastic resorption
during spaceflight (26). Despite this remark, however,
these 2 studies clearly demonstrate that spaceflight
conditions have a negative effect on B lymphopoiesis.
This conclusion, combined with studies having shown
that myelopoiesis is reduced under spaceflight condi-
tions (30-33) and data about T lymphopoiesis presented
in the introduction of this manuscript, demonstrate that
spaceflight negatively affects the development of most
immune cells.

Our study also revealed a 41% reduction of B-cell
content in the spleen. A 59% decrease in B cells was
also observed in the spleens of HU mice (34). This
stronger reduction could be due to the stronger or more
rapid effect of HU in comparison to spaceflight, or to
other assumptions made above. The lower number
of B cells in the spleen could contribute, at least par-
tially, to explaining the higher susceptibility to in-
fection described in astronauts (2) and mice subjected
to HU (35, 36).

Statistical analysis of proteomics data from indi-
vidual mice highlighted changes in Ig abundances
suggesting that an inflight infection may have induced
the production of plasma cells secreting IgG2 contain-
ing «k light chains made from 2 different Vk segments.
Indeed, peptides Ig k chain V-II region 7534.1 and Ig «
chain V-V region K2 correspond to the IGKV2-137 and
IGKV12-41 gene segments, respectively. This infection
could perhaps result from injuries (bites or cuts) that
occurred during this automatized mission as decreases
in or normalizations of expression levels of 10 proteins
from the coagulation cascade were noted 1 wk after
landing. Whatever the origin of this infection, this ob-
servation confirms that a humoral immune response
can be mounted in space, as previously shown in an
amphibian species (5-7). We could not evaluate its
quality, however, because the nature of the antigen (or
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antigens) that induced this response is unknown. Re-
covery after landing indicates healing facilitated by
normal housing conditions and readaptation to Earth
gravity following deconditioning. We believe that this
infection is unlikely to be responsible for changes in
immune cells development at the end of the recovery
period because the mobilization of these cells in re-
sponse to infection should be followed by a new syn-
thesis and therefore an increase in lymphopoiesis or
myelopoiesis in the bone marrow.

Many other proteins involved in immune response
were affected (Fig. 6), demonstrating that the negative
effects of spaceflight on the immune system persist
=1 wkafter return to Earth. In the same way, changes in
amphibian immune response were still observed
10 d after landing (5-7). Note, however, that this in-
hibition was not complete because mice and amphib-
ians were still able to produce antibodies in response to
an antigen challenge.

Besides, proteomics data revealed that changes in C5
levels, a major inflammation mediator, were not exclu-
sively linked to the potential inflight infection. Indeed, we
noted similar changes in C3 expression, another mediator
of inflammation acting upstream of C5, in response to
hypergravity. Taken together, these data suggest that
hypergravity associated with landing modulates the ex-
pression of complement molecules and could explain why
Bagqai et al. (37) reported that exposure to a spaceflight
environment can increase anti-inflammatory mechanisms
in mice.

Finally, a high number of proteins known to play a role
in protein synthesis-related processes, from mRNA syn-
thesis to the processing of proteins in the endoplasmic
reticulum, were expressed at reduced levels after the re-
covery. These data are in accordance with previous studies
showing that immune cell signal transduction and tran-
scription are disturbed by spaceflight conditions (38—40),
and demonstrate that these processes require more than
1 wk to return to homeostasis.

In summary, this study demonstrates that space-
flight negatively affects B-cell development in the bone
marrow. Combined with previous studies on T-cell
maturation and myelopoiesis, it thus appears that
spaceflight impairs the maturation of a vast array of
immune cells. This reduction in B-cell production,
coupled with the 41% reduction in splenic B-cell con-
tent, could help to explain higher susceptibility to in-
fection despite the fact thata humoral immune response
can still be mounted in space, because our data suggests
a possible inflight infection. In addition, we noted that
the effects of spaceflight persist for =1 wk after
returning to Earth. In the future, it would be important
to conduct kinetics studies to determine the time re-
quired for the immune system to fully recover. It would
also be interesting to determine whether immune al-
terations are worsening as a function of mission dura-
tion and ensure that the quality of antibodies produced
by mammals in response to an infection is not affected.
Finally, this study illustrates the importance of con-
sidering connections between physiologic systems—
here, the skeletal and immune systems.
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Développements en protéomique pour mieux comprendre la
physiologie de I'ours brun hibernant et ouvrir la voie vers de
nouvelles thérapies contre I'atrophie musculaire humaine

Résumé

Appliquer les stratégies d’analyse protéomique a des échantillons d’organismes
« exotiques » requiert des développements, que nous avons réalisés pour étudier les
mécanismes d’épargne protéique chez 'ours brun hibernant. La complémentarité des
approches protéomiques (SDS PaGE-XIC, 2D-DIGE-MS, LC-SRM-MS) et des développements
bioinformatiques (e.g. utilisation de données d’assemblage du génome, extraction
d’annotations fonctionnelles [Gene Ontology, neXtProt, KEGG]) ont montré que la beta-
oxydation est préférentielle dans le muscle, la glycolyse étant maintenue. Les niveaux élevés
en acides gras omega 3, le stress oxydant diminué, et I'existence de composés anti-
protéolytiques dans le sérum des ours hibernants contribuent a I’épargne des muscles. Pour
identifier ces composés, nous avons développé le fractionnement du sérum d’ours
(chromatographie, protéolyse, déplétion des protéines majoritaires) et montré que les
corps cétoniques pourraient étre impliqués. Ces résultats suggérent de nouvelles solutions
thérapeutiques contre I'atrophie musculaire des personnes immobilisées, dgées ou encore
des astronautes.

Mots clefs : protéomique quantitative, spectrométrie de masse, ours brun, hibernation,
développements bioinformatiques

Abstract

To analyze samples from "exotic" organisms using proteomics, analytical developments are
required. Our developments were made to study protein saving mechanisms in hibernating
brown bears. The complementarity of proteomics approaches (SDS PaGE-XIC, 2D-DIGE-MS,
LC-SRM-MS) and bioinformatics developments (e.g. use of genome assembly data,
extraction of functional annotations [Gene Ontology, neXtProt, KEGG]) have led to show
that muscle beta-oxidation is preferential, glycolysis being maintained. High levels of omega
3 fatty acids, decreased oxidative stress, and the existence of anti-proteolytic compounds
in the serum of hibernating bears contribute to muscle sparing. To identify these
compounds, we developed fractionation of the bear serum (chromatography, proteolysis,
high abundance protein depletion) and showed that ketone bodies could be involved. These
results suggest new therapeutic solutions against muscle atrophy in immobilized people,
the elderly or astronauts.

Keywords: quantitative proteomics, mass spectrometry, brown bear, hibernation,
bioinformatic developments




