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PARTIE A : Revue bibliographique

1. Biomimétisme

1.1 Introduction

Le biomimétisme signifie littéralement « imiter le vivant ». Dans les années 1950, Otto
Schmitt, un chercheur américain, est a l'origine de la création du terme biomimetics
(biomimétisme en francais) qui désigne a la fois une démarche intellectuelle et une méthode
de recherche qui s’appuie sur I'observation des organismes vivants. Le concept va ensuite étre
repris par la biologiste Janine Benyus avec le terme biomimicry qui a été popularisé dans son
livre publié en 1997 Biomimicry : Innovation Inspired by Nature. Le terme biomimicry ajoute
une nouvelle dimension, ou I'inspiration des processus naturels vise a créer des innovations

avec une dimension de durabilité et de protection de I’environnement.

Le biomimétisme consiste a prendre la nature et les phénoménes naturels comme modele,
pour en transposer les principes et les processus en matiere d’ingénierie humaine. Il repose
sur le fait que la diversité des adaptations présentes dans la nature est le fruit de sélections
naturelles depuis des millions d’années. En effet, les premiéres formes de vie, qui étaient alors
exclusivement aquatiques, ont émergé il y a 3.8 milliards d’années (Cooper 2000). La vie
animale est apparu il y a environ 600 millions d’années (Ros-Rocher et al. 2021), avec une
estimation (datant d’un article de 2011) de I'existence d’environ 8.7 millions d’espéces au sein
de ce régne (Mora et al. 2011). La biodiversité retrouvée dans la nature représente donc un

véritable laboratoire pour les scientifiques de toutes disciplines.

Le point de départ du biomimétisme est I'observation et I'analyse de comportements et
phénoménes naturels, dont les principes ou les mécanismes vont pouvoir étre exploités au
service de 'lhumanité. Le transfert de connaissances peut ainsi étre une source de solutions
et d’innovations pour des domaines aussi variés que lindustrie et I'économie,
I’environnement, I’éducation ou encore la médecine. D’ailleurs, les développements récents
dans le domaine du biomimétisme dans I'industrie comprennent notamment I'invention du

Velcro au début des années 1950, inspiré par la capacité du fruit de la bardane a s’accrocher



aux vétements par le biais de ses crochets, de conceptions architecturales s’inspirant des
termitieres pour améliorer la thermorégulation, de maillots de bain avec un glissement sur
I’eau optimisé et inspiré d’apres la structure de la peau des requins, ou encore la conception

des ailes d’avions inspirées par les oiseaux (Choi et al. 2015; Stenvinkel et al. 2020).

1.2 Biomimétisme et domaine biomédical

L'approche du biomimétisme peut contribuer de maniere significative aux progres de la
recherche biomédicale (Zhang 2012; Choi et al. 2015; Stenvinkel et al. 2020; Stenvinkel et al.
2021). Le développement de cette approche nécessite néanmoins une coopération multiple
entre les différentes acteurs des domaines de la médecine humaine et vétérinaire, ainsi que
de la zoologie et de I'écophysiologie, et elle repose aussi sur le fait que les animaux ont
développé au cours de leur évolution de nombreux et différents mécanismes d’adaptation
comme : la régénération d’organes, la réparation tissulaire, la résistance face a des micro-
organismes pathogénes, la protection contre les UV et contre I’hypoxie, ou encore une
résistance face a de nombreux stress (stress hydrique et nutritionnels, stress oxydant, ...) et
maladies. L'approche biomimétique pourrait étre une source de nouvelles stratégies afin de
lutter contre certaines maladies liées au mode vie ou au vieillissement de la population
comme I'obésité, les maladies cardiovasculaires, la sarcopénie, les maladies

neurodégénératives et auto-immunes et les cancers.

Dans le domaine de la recherche médicale, un grand nombre d’études reposent sur
I'utilisation de modeéles simplifiés tels que des invertébrés comme le ver Caenorhabditis
Elegans et la mouche Drosophila melanogaster, et sur des modeéles animaux vertébrés qui
sont essentiellement des modéles murins (rats et souris). La transposition chez I’homme des
données obtenues sur des modeéles animaux dans le cadre d’expérimentation scientifiques
n’est pas toujours évidente. En effet une étude de 2019, parue dans Journal of Translational
Medicine (Leenaars et al. 2019), a fait une analyse globale des taux de succés de cette
transposition. L'étude conclue que la transposition des données de I'animal a ’'homme est
difficile a apprécier et imprévisible. D’ailleurs, dans le domaine de la recherche sur le cancer,
le succes de la transposition chez I’homme des résultats obtenus sur des animaux est évalué

en moyenne a moins de 8% (Mak et al. 2014). L’explication avancée est qu’il est difficile de



reproduire dans les modeles animaux de laboratoire, les processus extrémement complexes
de la cancérogenese existant chez ’lhomme. D’une maniére générale les problématiques liées
a la transposition des données chez 'homme peuvent notamment s’expliquer par des
conceptions expérimentales sous-optimales qui introduisent des biais expérimentaux (Garner
2014; Leenaars et al. 2019). Il a été mis en évidence que les rongeurs utilisés en laboratoire
dans une condition assimilée a une condition « standard » ou « contréle », ne pouvaient pas
étre considéré comme une situation respectant la physiologie de I'animal. Les animaux de
laboratoire ont tendance a étre sédentaires, a présenter de la résistance a l'insuline, de
I’hypertension, du surpoids et sont plus susceptibles de mourir prématurément (Martin et al.

2010).

Dans le domaine de la biologie médicale I'approche couramment utilisée, qu’on nomme
« approche conventionnelle », est basée sur I'induction d’une maladie grace a l'utilisation de
molécules pharmacologiques ou de techniques de biologie moléculaire, comme l'invalidation
d’un gene (knockout). Le suivi de I’évolution de la maladie chez I'animal permet d’étudier les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu, avec pour objectif de développer des solutions
thérapeutiques. En parallele, il existe une autre approche, dite « bio-inspirée », qui repose sur
I'identification, dans le milieu naturel, d’espéces qui ont développé une tolérance a des stress
physiologiques ou des environnements extrémes. L'approche « bio-inspirée » doit étre
considérée comme une approche complémentaire a I'approche conventionnelle, dans le but
de mieux comprendre des mécanismes physiopathologiques, et pour développer de nouvelles

solutions thérapeutiques chez I’'hnomme (Stenvinkel et al. 2020) [voir Figure 1].
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ne développant pas certaines pathologies
humaines (ex : cancer)

Figure 1 : Présentation de 'approche conventionnelle et de 'approche bio-inspirée dans le domaine
biomédical (modifié d’apres Stenvinkel et al. 2019).

L'approche conventionnelle dans le domaine bio-médical consiste a utiliser une combinaison de
recherche fondamentale et clinique dans une approche translationnelle. La science fondamentale
s’appuie généralement sur des modéles cellulaires et/ou des modéles murins avec une intervention,
telle que l'invalidation de genes (knockout) ou I'usage d’un composé pharmacologique, pour étudier
des mécanismes physiopathologiques. La limite de cette approche est que la transposition des
résultats des animaux de laboratoire aux humains est aléatoire, et échoue souvent. En utilisant
I'approche biomimétique, I'identification d’especes qui, au cours de millions d'années d'évolution, ont
adapté des mécanismes pour se protéger de situation ou d’environnements extrémes, pourrait étre
un levier dans la découverte de nouvelles stratégies thérapeutique en santé humaine. Parmi ces
especes, on retrouve notamment des espéces a longue durée de vie et d’intérét pour le domaine de la
gérontologie, comme le quahog nordique, le rat-taupe nu. Les espéces hibernantes comme les ours et
les loirs, les colibris, les éléphants et la girafe ont développés des capacités d’adaptation
exceptionnelles contre des stress métaboliques et ne sont pas sujets a certaines pathologies humaines
(cancer, diabéte, hypertension artérielle, ...).

1.3 Exemples de modeéles animaux d’intérét pour la recherche biomédicale

1.3.1 Especes animales a longue durée de vie

Les mécanismes impliqués dans les processus de vieillissements sont multifactoriels et
complexes, et les principaux étudiés sont : le stress oxydatif, les dommages a I’ADN et aux
protéines, la réduction des télomeéres, la dysfonction mitochondriale et les dérégulations des

voies de signalisation cellulaire (Mc Auley et al. 2017; Li et al. 2021).



[l existe une grande diversité de longévité parmi les différentes especes animales (Austad
2010), allant de quelques jours a plus de 500 ans pour un mollusque appelé le quahog
nordique (Arctica islandica). Les animaux avec une masse corporelle élevée ont une espérance
de vie généralement plus longue que ceux de petite masse corporelle (Healy et al. 2014), et il

existe une corrélation positive entre la durée de vie et la masse corporelle de I'animal [voir

Figure 2].
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Figure 2 : Relations entre la masse corporelle et la durée de vie maximale chez les oiseaux et les
mammiféres (d’apres Heavy et al. 2014).

Lorsque I'on compare différentes espéces, il existe une corrélation entre la masse corporelle et la
durée de vie moyenne. Les petites espéces comme les rongeurs ont une espérance de vie faible
(quelques années), tandis que les espéces comme les éléphants et les baleines ont tendance a avoir
une espérance de vie relativement longue (dizaines d’années). Bien entendu, de nombreux autres
facteurs entrent en ligne de compte et il existe des exceptions. Des espéces, comme le rat-taupe nu,
ont une durée de vie remarquablement longue (environ 30 ans) compte-tenu de leur faible masse
corporelle. Les données sur I'espérance de vie des animaux montrent que les espéces volantes (en
bleu) ont tendance a vivre plus longtemps pour leur masse que les especes non-volantes (en vert).

Les points bleus représentent les oiseaux et les mammiferes volants (exceptés les chauves-souris). Les
points verts représentent les mammiféres non-volants. Les triangles bleus représentent les espéces de
chauves-souris et les triangles verts les espéces d'oiseaux non-volants. Les lignes en pointillés verts et
bleus représentent respectivement I’évolution de I'espérance de vie moyenne des animaux non-
volants et volants en fonction de la masse corporelle.



Le quotient de longévité (QL) est le ratio entre la longévité maximale observée chez une
espece par rapport a la durée de vie maximale théorique (estimée par rapport a la masse
corporelle) [voir Figure 3]. L'étude des individus possédant un quotient de longévité élevé
comme le rat-taupe nu (Heterocephalus glaber), la petite chauve-souris brune (Myotis
lucifugus) ou encore le quahog nordique (Arctica islandica), apporte des informations

d’intérét sur les mécanismes impliqués dans la sénescence (Austad 2010; Stenvinkel & Shiels

2019; Stenvinkel et al. 2020; Stenvinkel et al. 2021).

actual MLSP = predicted MLSP

bats

haked mole-rat

humans

albatrosses

Figure 3: Quotients de longévité de certains
mammiféres et oiseaux (d’apres Hulbert et al. 2007).

Le quotient de longévité (QL) est le rapport entre la
longévité maximale observée d'une espéce et la durée
de vie maximale (MLSP) prévue pour sa masse
corporelle. La durée de vie maximale théorique pour
chaque espéce a été obtenue a partir des estimations
données dans la figure 2. L’homme fait partie des
espéeces ayant un QL élevé, et le rat-taupe nu fait
partie des espéces de mammiféres non-volants qui ont
la plus longue durée de vie par rapport a leur masse
corporelle. Certaines espéces comme les volailles ont
un faible QL.

MLSP = Maximum Lifespan (durée de vie maximale)

fowl

Longevity quotient

Les données de la littérature suggerent que le maintien de I'homéostasie des protéines et d’un
splicing alternatif fonctionnel, une protection contre le stress oxydant, ainsi qu’une fonction
mitochondriale optimale, pourraient expliquer la résistance exceptionnelle au stress et a la
sénescence, des espéces animales a quotient de longévité élevé (Austad 2010; Stenvinkel &

Shiels 2019; Stenvinkel et al. 2020; Stenvinkel et al. 2021; Lee et al. 2020).

Les rats-taupe nus (Heterocephalus glaber) ont une résistance accrue au stress et a la
sénescence, et sont trés rarement atteints de pathologies. Il a été mis en évidence chez
Heterocephalus glaber, une grande plasticité transcriptomique, avec une forte expression de

facteurs d’épissage et un maintien de la capacité de régulation de I'épissage sur toute la durée
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de vie de I'animal, en comparaisons avec d’autres rongeurs de masse similaire (Lee et al.
2020). On retrouve une forte expression du facteur de transcription NRF2 chez le rat-taupe nu
et le quahog nordique (revue dans Stenvinkel & Shiels 2019), qui est un facteur de
transcription qui joue un réle majeur dans la protection contre l'inflammation et le stress
oxydant. Plusieurs études ont clarifié le role du systéme KEAP1-NRF2 dans la prévention et la
réduction du vieillissement physiologique et des pathologies associées chez 'homme, en
mettant en avant son réle dans I'activation de la transcription de genes principalement
impliqués dans le métabolisme, la détoxification, la fonction antioxydante et anti-

inflammatoire (revue dans Matsumaru & Motohashi 2021).

1.3.2 Modeéles de résistance contre le cancer

Parmi les animaux de grande taille, I'éléphant est connu pour posséder une grande résistance
face au cancer. Les éléphants ont une mortalité liée au cancer estimée a moins de 5% alors
que chez les humains les chiffres sont situés entre 11 et 25% (Abegglen et al. 2015). Les
analyses génomiques chez ce mammifere ont mis en évidence la présence de multiples copies
du géne suppresseur de tumeur TP53, ce qui induit une meilleure apoptose cellulaire en
réponse aux dommages a I’ADN (Stenvinkel et al. 2020; Stenvinkel et al. 2021; Abegglen et al.
2015).

Le rat-taupe nu est également un exemple exceptionnel de résistance au cancer dans le régne
animal, et il posséde le quotient de longévité le plus élevé parmi les especes de rongeurs. Les
nombreuses nécropsies effectuées sur des animaux en captivité mettent en avant I'absence
de développement spontané de néoplasmes (Buffenstein et al. 2021). La résistance de
I’animal au cancer serait notamment expliquée par une cytoprotection accrue (surexpression
de NRF2), une forte inhibition de contact qui permet de réguler la multiplication des cellules
(en provoquant un arrét de le division cellulaire), et la sécrétion trés importante d’acide
hyaluronique de haut poids moléculaire par les cellules fibroblastiques, qui pourrait jouer un
réle anti-inflammatoire et régulateur des processus de division cellulaire (Tian et al. 2013;
Buffenstein et al. 2021). La sécrétion d’acide hyaluronique de haut poids moléculaire est
environ 5 fois plus importante chez le rat-taupe nu que chez ’lhomme ou la souris (Tian et al.

2013).
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1.3.3 Modeéles d’intérét pour des maladies métaboliques et cardio-vasculaires

L’hypertension est actuellement un probleme de santé publique majeur puisqu’elle touche
presque 1 francais sur 3 d’apres les données de 2015 rapportées par Santé publique France
(SpF), et presque la moitié des américains d’aprés les données de 2017 du CDC (Center for
Disease Control). Les données de SpF montrent qu’en 2020, plus de 3.5 millions de la
population francaise était atteinte de diabéte (soit plus de 5% de la population), et les chiffres
récents donnés par le CDC font état de plus de 37 millions d’Américains atteints de cette

maladie.

Au sein du monde animal, le colibri et |a girafe représentent respectivement un intérét majeur
pour l'apport de nouvelles connaissances sur le diabéte, et I’hypertension artérielle
(Stenvinkel et al. 2020; Stenvinkel et al. 2021). Les colibris, dont le régime alimentaire est tres
riche en sucres (nectar), a une capacité a tolérer de fortes concentrations de glucose circulant
(Beuchat & Chong 1998; Stenvinkel et al. 2021), jusqu’a plus de 7g/L, avec cependant une
hémoglobine glyquée (HbAlc) autour de 4.5%, ce qui reste relativement bas en comparaison
a ce qui est habituellement retrouvé chez I’lhomme hyperglycémique (diabétique) ou I’'HbAlc
peut dépasser largement dépasser 10% (Beuchat & Chong 1998; Stenvinkel et al. 2021). Les
colibris sont donc capables de se protéger des complications microvasculaires normalement
provoquées par des taux de glucose élevés dans le sang. Le renouvellement rapide des
hématies chez les oiseaux (et donc le colibri) pourrait expliquer le fait qu’elles soient moins
exposées a la glycation malgré une glycémie élevée (Hargrove 2005). L'autre hypothése
avancée est liée au métabolisme des colibris qui est fortement glycolytique, avec une capacité
de transport et de I'oxydation du glucose qui est trés importante, en particulier dans les

muscles impliqués dans le vol des oiseaux (Suarez & Welch 2017).

Un autre exemple particulierement intéressant est celui de la girafe. La pression artérielle
moyenne chez la girafe est située entre 210 et 325 mmHg, une pression sanguine nécessaire
afin d’alimenter le cerveau qui se situe a presque 3m de hauteur du coeur (Stenvinkel et al.
2020; Stenvinkel et al. 2021). Le systeme cardio-vasculaire de la girafe s’est adapté afin de

supporter de trés fortes variations de pression, notamment au niveau de la téte de I'animal.
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Les valves cardiaques ont une structure adaptée (collagene) pour résister a de fortes pressions
et les reins sont également protégés par la présence d’une capsule rénale renforcée,
permettant notamment de moduler la pression de filtration dans I'organe (Stenvinkel et al.

2020; Stenvinkel et al. 2021).

1.3.4 Modeles de résistance a I’atrophie musculaire

A I'heure actuelle, bien que des recherches importantes aient été entreprises pour trouver
des cibles médicamenteuse et investiguer les mécanismes moléculaires de I'atrophie
musculaire, aucun médicament n'a été approuvé pour traiter cette problématique chez

I’'humain (Chen et al. 2021).

L’hibernation est une adaptation évolutive permettant la survie de certaines espéces durant
de longues périodes de pénurie alimentaire (voir chapitre 2. L’hibernation). Les adaptations
et mécanismes de protection mis en place par les animaux hibernants présentent un intérét
pour la recherche biomédicale (Reilly & Franklin 2016), notamment car les animaux se
retrouvent dans une situation d’inactivité physique totale et de jeline, qui sont des facteurs

inducteurs connus de I'atrophie musculaire.

Contrairement aux animaux de laboratoire immobilisés pour induire une atrophie, les
animaux qui connaissent des périodes naturelles et prolongées d’inactivité physique
(torpeur), comme les mammiféres hibernants, sont capables de limiter fortement la perte de
la masse et de la force musculaire (Reilly & Franklin 2016). Parmi les mécanismes étudiés chez
les animaux hibernants, la limitation du stress oxydant durant la torpeur ainsi qu’une
augmentation de certains acteurs clés comme les protéines de chocs thermiques (HSP)
pourraient contribuer au maintien de la masse musculaire (Lee et al. 2008; Chazarin,

Ziemianin, et al. 2019).
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2. L’hibernation

2.1 Introduction sur I’hibernation

2.1.1 Définition et considération phylogénétiques

Afin de survivre face a une raréfaction des sources de nourriture, la stratégie mise en place
par les animaux hibernant est de réduire drastiquement leur dépense énergétique en
adoptant une phase de torpeur. La torpeur peut étre séparée en torpeur journaliere ou
saisonniére. La phase de torpeur saisonniére, ou encore appelée circannuelle, est par ailleurs
appelée estivation en climat chaud et hibernation en climat froid. L’hibernation est une
période prolongée d’hypométabolisme, associée a une réduction de la température
corporelle, qui peut étre obligatoire ou facultative selon les différentes conditions nécessaires
pour l'entrée en hibernation (Ueda & Ibuka 1995; Wang & Lee 2011). Les hibernateurs
facultatifs (par exemple le hamster syrien) n'entrent en hibernation que lorsqu'ils sont soumis
a un stress thermique et/ou a une privation de nourriture, contrairement aux hibernateurs
obligatoires (comme les marmottes), dont I'entrée en hibernation dépend de parametres de

synchronisation saisonniéere plutét que de facteurs de stress environnementaux.

La torpeur se retrouve chez de nombreux animaux, particulierement les mammiféres, dont la
masse varie de quelques grammes a une centaine de kilos (Humphries et al. 2003). Cependant,
la majorité des animaux capables de torpeur, ont une masse inférieure a 10kg (Wang & Lee
2011). L’hibernation est largement répandue dans la classe des mammiféeres [voir Figure 4] et
on la retrouve notamment dans les ordres suivants : Mononotrema, Insectivora / Eulipotyphla,
Chiroptera, Rodentia, Marsupialia, Carnivora et chez les Primates (Carey et al. 2003; Wang &
Lee 2011). Dans chacun des différents ordres, des espéces hibernantes et non hibernantes
cohabitent, ce qui semble suggérer que les mécanismes de régulations nécessaires pour
I’hibernation seraient partagés par tous les mammiféres et impliqueraient une expression
différentielle plutot que I'induction de génes qui seraient spécifiquement retrouvés chez les

especes hibernantes (Carey et al. 2003).
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2.1.2 Différents modes d’hibernation

L’entrée en hibernation est anticipée plusieurs semaines en avance par des changements dans
le comportement et/ou la physiologie de I'animal qui vont permettent une accumulation de
réserves énergétiques. Deux stratégies d’accumulation de réserves sont mises en place par les
hibernants, et on distingue ainsi les espéces « fat-storing » et « food-storing » et celles qui
utilisent une combinaison des deux stratégies (Humphries et al. 2003). Chez les animaux
hibernants qui stockent des réserves (fat-storing hibernators), la prise alimentaire et les
réserves adipeuses vont plus que doubler durant la période estivale, et 60-80% des réserves
accumulées sont sous forme de tissu adipeux blanc (Boyer & Barnes 1999). Le stockage de
réserves dans le tissu adipeux est privilégié par les animaux hibernants, du fait de la densité
énergétique élevée des lipides (1g de lipides fournit 9 calories contre 4 calories pour la méme
guantité de glucides). Les hibernants appelés « food-storing », vont constituer des réserves de

nourriture (graines) au sein de leur habitat, qui fourniront un apport énergétique sur toute la

Les espéces hibernantes sont retrouvées dans les
ordres suivants : Mononotremata, Insectivora /
Eulipotyphla, Chiroptera, Rodentia, Marsupialia,

- [};:;r::?pha ‘ﬁ‘ H Carnivora et Primates.
_|: Rodentia A H H = Présence d’espéces hibernantes parmi les
] Eulipotyphla 4 H ordres signalés par la lettre « H »
[ Carnivora R H
— Pholidota AR,
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durée de I’hibernation. Dans le groupe des « fat-storing » on retrouve notamment les
marmottes, les spermophiles (écureuils), les marsupiaux ainsi que les chauves-souris (Weitten
2015). Parmi les espéces « food-storing » on retrouve des espéces de hamsters ainsi que des

rongeurs de la famille des sciuridés tels que le Tamia (Tamias striatus) (Weitten 2015).

On distingue également deux grands modes d’hibernation parmi les différentes especes
(Heldmaier et al. 2004). Le premier, qui est le plus représenté, est caractérisé par des cycles
de torpeur entrecoupés par des phases de réveils euthermiques [voir Figure 5], appelés
« interbout arousals » (IBA), et qui durent généralement moins de 24h (Wang & Wolowyk
1988; Ruf & Geiser 2015). Ce mode d’hibernation est notamment retrouvé chez les écureuils,
les marmottes et les chauves-souris. Par ailleurs, les épisodes de torpeur des hibernants
« food-storing » sont plus courts que ceux des « fat-storing » (Humphries et al. 2001). Le
second est caractérisé par une hibernation prolongée sans phases de réveils euthermiques,
comme c’est le cas chez les ours hibernants, ou la phase de torpeur est continue et peut durer
jusgu’a 5 a 7 mois, en fonction des conditions environnementales (Evans et al. 2016; Tgien et

al. 2011).
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Figure 5 : Déroulement de I’hibernation et des phases de cycles torpeur/réveils euthermiques chez Ictidomys
tridecemlineatus en milieu naturel (d’apres Nelson et al. 2009).
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Le graphique représente I’évolution de la température corporelle (Tb) en fonction de la période de I'année. La
période de torpeur est entrecoupée de phases trés bréves, ol la température corporelle remonte rapidement
(interbout arousals ou IBA). En bas, un agrandissement de trois cycles de torpeur et d’IBA indique le temps passé
dans les différentes parties du cycle (pas a I'échelle). EN, entrée en torpeur ; LT, torpeur tardive (27 jours de torpeur
continue) ; AR, sortie de torpeur ; IBA, interbout arousals (réveil euthermique).
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Chaque épisode de torpeur est caractérisé par 4 phases successives : I'entrée en torpeur, le
maintien de |'état de torpeur, la sortie de la torpeur et une phase d’euthermie. Les phases de
réveils avec le retour a I'euthermie sont trés couteuses en énergie pour les hibernants et
représentent approximativement 86% des co(its énergétiques durant I’hibernation (Karpovich
et al. 2009). Le réle exact des épisodes de retour a I'euthermie n’est pas totalement clair, bien
gue de nombreuses hypothéses soient avancées, comme la nécessité d'un retour a
I'euthermie pour réactiver le systeme immunitaire mis au repos durant I’hypométabolisme
(Prendergast et al. 2002). Il a également été mis en évidence que I'hypothermie est
incompatible avec la fonction restaurative du sommeil, et que les animaux hibernants se
trouvent dans un état de déprivation de sommeil. Les épisodes de retour a I'euthermie
seraient donc nécessaires pour restaurer les phases de sommeil profond quasiment absentes

durant la torpeur (Trachsel et al. 1991; Larkin & Heller 1998).

2.2 Physiologie de I’hibernation : éléments régulateurs et inducteurs de I’hibernation

2.2.1 Eléments généraux de physiologie

La majorité des données sur la physiologie de I'hibernation proviennent de petits hibernants
de la famille des sciuridés (revue dans Wang & Lee 2011 et Carey et al. 2003), dont les épisodes

de torpeurs sont entrecoupés par des Interbout arousals (IBA).

L’hibernation est accompagnée d’une diminution drastique du métabolisme, de Ia
température corporelle, du rythme cardiaque, du rythme respiratoire, de I'activité physique
ainsi que de nombreux autres parameétres physiologiques de I'animal, comme le débit de
filtration glomérulaire. Le début de I'hibernation est caractérisé par une diminution du
métabolisme qui précede souvent la diminution de la thermogenése et de la température
corporelle (Boyer & Barnes 1999). Cette baisse de la température corporelle s’étend sur une
plage de 4°C a 40°C, en fonction de I'espéece et de la zone géographique (habitat) concernée
(Wang & Lee 2011). Par ailleurs la température corporelle la plus basse a été relevée chez un
petit hibernant, I'écureuil arctique (Urocitellus parryii), et peut descendre jusqu’a -2.9°C
durant la torpeur (Barnes 1989). La réduction du métabolisme est trés prononcée durant I'état
de torpeur, et il peut étre réduit a 5-12% de la valeur du métabolisme de base (Geiser 2004;

Carey et al. 2003; Wang & Wolowyk 1988). Bien que la diminution de la température
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corporelle réduise les vitesses de réactions enzymatiques (d’aprés la loi d’Arrhenius), et
participe donc a la réduction passive du métabolisme chez les hibernants, il a été mis en
évidence que la réduction du métabolisme précédait celle de la température corporelle, ce
qui suggere donc une réduction régulée (active) de ce parametre (Staples 2014). Cette
suppression active du métabolisme, par des mécanismes indépendant de la température, va
notamment faire intervenir le systéme nerveux central (SNC) (revue dans Staples & Brown

2008; Staples 2014).

La coordination de I'ensemble des changements physiologiques mis en place durant
I’"hibernation présentés ci-dessus, sont sous le contréle de facteurs exogénes et endogenes,

qui participent dans I'induction et la régulation de I'état de torpeur.

2.2.2 Facteurs exogénes

De nombreux facteurs exogénes comme la photopériode, la température extérieure et la
disponibilité alimentaire et en eau, sont capables d’influencer I'entrée et/ou la durée de la
torpeur (Wang & Lee 2011; Ueda & lbuka 1995; Ibuka & Fukumura 1997; Humpbhries et al.
2003; Chayama et al. 2016). L'importance de ces différents facteurs exogénes sur I’hibernation
peut différer en fonction des espéces considérées, notamment qu’il s’agisse d’hibernants
facultatifs ou obligatoires. Chez le hamster syrien (Mesocricetus auratus), un hibernant
facultatif, la durée de la torpeur augmente avec la diminution de la température ambiante,
indépendamment de la photopériode et de I'dge de I'animal (Ueda & lbuka 1995). Une
déprivation en eau aléatoire et répétée chez Mesocricetus auratus est également capable

d’augmenter la probabilité de I’entrée en torpeur (Ibuka & Fukumura 1997).

2.2.3 Facteurs endogénes

Il a été démontré que le cycle annuel d’hibernation est déterminé par une horloge circannuelle
endogene (Hut et al. 2014; Mrosovsky 1990; Kondo et al. 2006), capable de réguler différents
parameétres comme le déclenchement et le maintien de I'hibernation, la masse corporelle et
I'activité de l'appareil reproducteur. Linfluence des hormones sexuelles sur I’hibernation,
comme les androgenes, a été démontrée chez les écureuils (Callospermophilus lateralis) et le

hamster (Mesocricetus brandti) (Hall et al. 1982; Lee et al. 1990), avec un possible effet
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inhibiteur sur I’entrée en torpeur mis en évidence chez Callospermophilus lateralis (Lee et al.
1990). Chez certaines espéces, une masse corporelle élevée tend a réduire I'expression de la
torpeur pendant I'hibernation (Bieber et al. 2014; Zervanos et al. 2014), bien que d'autres
études aient suggéré une corrélation positive entre la masse corporelle et I'expression de la
torpeur chez les hérissons (Atelerix frontalis) (Hallam & Mzilikazi 2011) et les [émuriens souris
(Microcebus murinus) (Vuarin et al. 2013). Les hibernants qui ne consomment pas de
nourriture pendant I'hibernation (par exemple, les écureuils terrestres, les chauves-souris, les
hérissons) pourraient avoir besoin de quantités plus importantes de réserves corporelles pour
survivre en hiver, mais d’un autre coté il a également été suggéré qu’une masse corporelle
inférieure a un certain seuil pourrait obliger les animaux a entrer en hibernation, comme
stratégie afin de réduire la consommation des quantités limitées de réserves corporelles

(Chayama et al. 2016).

L'horloge circannuelle est généralement auto-régulée mais nécessite une synchronisation
saisonniéere, qui est dépendante de la photopériode (Darrow et al. 1988; Hut et al. 2014). Bien
que l'activité électrique et métabolique du systéeme nerveux central (SNC) soir fortement
diminuée en hiver, plusieurs zones du SNC restent tres actives, notamment I’hypothalamus
qui est une zone impliquée dans la thermorégulation (Kilduff et al. 1990; Heller 1979).
L'implication du systéme nerveux central dans I'induction de I’hibernation ou dans le controle
des épisodes de réveils (interbout arousals) est démontré avec I'implication de I’hypothalamus
mais aussi de I"hippocampe et du noyau du systéme nerveux autonome (Drew et al. 2007). Le
noyau suprachiasmatique est un oscillateur circadien qui est considéré comme ayant une
fonction d’horloge biologique. L'activité de cette partie du systeme nerveux central a été
montrée comme augmentée durant I'entrée et tout au long de I'état de torpeur (Drew et al.
2007). L’ablation partielle ou compléte du noyau suprachiasmatique du SNC chez
Callospermophilus lateralis est capable de perturber partiellement la durée des cycles
d’hibernation voire d’empécher |'établissement de la torpeur chez certains animaux (Dark et
al. 1990). Comme I’ablation de cette partie du SNC ne provoque pas une absence d’induction
de la torpeur chez tous les animaux (Dark et al. 1990), et gqu’il n’y a pas d’effet majeur sur les
rythmes circannuels du poids corporel (notamment la période de prise de masse grasse pre-
hibernation) et de I'activité de reproduction dans la majorité des écureuils (Dark et al. 1985),

cela suggere l'existence d’autres zones du SNC impliqué dans la régulation des cycles
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d’hibernation. Un article publié en 2014 par Sdenz de Miera et al. met en avant que I'horloge
circannuelle serait localisée au niveau du lobe tubéral (pars tuberalis) de I’hypohyse (Sdenz de

Miera et al. 2014).

De nombreuses recherches se sont intéressées a I'identification de composés circulants ayant
un réle dans I'hibernation chez les petits hibernants (Wang & Lee 2011; Hastings & Ebling
2006; Takamatsu et al. 1993; Horii et al. 2018; Kondo & Sekijima 1998; Fujita et al. 2013;
Sekijima et al. 2000; Kondo & Kondo 1992). L’hypotheése de I’existence de composés circulants
inducteurs de I’hibernation a été rapporté en 1969 via des expériences de transfusion chez les
spermophiles rayés (Ictidomys tridecemlineatus) (Dawe & Spurrier 1969). Le sang prélevé chez
les animaux hibernants et transfusé chez des animaux euthermiques durant la saison estivale,
est capable d’induire I’hibernation chez les receveurs, en l'absence de conditions
environnementales favorables (basses températures notamment). Ces expériences semblent
démontrer que des facteurs circulants retrouvés dans le sérum d’animaux hibernants auraient

un réle dans l'induction et le maintien d’un état de torpeur.

L’existence de protéines spécifiques a I'hibernation, a été mis en évidence pour la premiere
fois chez des chipmunks (Tamias asiaticus), des petits mammiferes de la famille des Sciuridés
(Kondo & Kondo 1992). La protéine concernée est appelée « hibernation-specific protein »
(HP) et elle est composée de 4 sous-unités : HP-20, HP-25, HP-27 et HP-55. Les niveaux
plasmatiques des sous-unités diminuent fortement durant la saison d’hibernation (Takamatsu
et al. 1993; Kondo & Kondo 1992) au contraire de I'hétérodimere appelé HP20c (composé des
3 sous unités HP20, HP25 et HP-27) qui est augmenté au niveau du cerveau (Kondo et al.
2006). L'implication d’"HP20c dans I'induction de I’hibernation a été mis en évidence par le fait
gue I'administration d’un anticorps neutralisant, au niveau du cerveau, diminuait la durée de
I’hibernation chez Tamias asiaticus et que I’hibernation n’est jamais induite chez des animaux
ne présentant pas d’augmentation de I'HP20c dans le cerveau, méme en présence de

déclencheurs environnementaux (froid) (Kondo et al. 2006).

Il a également été démontré qu’une grande diversité de molécules biochimiques, tels que des
gaz, des composés opioides, des hormones ou dérivés d’hormones pouvaient avoir un role

dans I'induction et/ou le maintien de I'état de torpeur. Certains agents biochimiques ont ainsi
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été identifiés tels que le gaz sulfure d’hydrogene (H2S), la 5’-adénosine monophosphate (5'-
AMP), les thyronamines (TAMs) qui sont des dérivés des hormones thyroidiennes ainsi que
des delta-opioides (DOPs) (Dirkes et al. 2015). Il a été démontré, chez le hamster, que
I’'adénosine qui agit via le récepteur Al de I'adénosine (A1AR) dans le systéme nerveux central
joue un réle dans la réduction de la température corporelle et dans phase d’entrée en
hibernation (Tamura et al. 2005). L’'injection intracerebroventriculaire d’'un antagoniste au
A1lAR est capable d’inhiber I'entrée en hibernation en bloquant la diminution de la

température corporelle (Tamura et al. 2005).

Un autre parameétre affectant le déroulement de I’hibernation est la composition en acides
gras des membranes cellulaires, sous influence des lipides alimentaires (revue dans Dark 2005
et Giroud et al. 2018). Une augmentation des apports en acides gras polyinsaturés (PUFAs) de
la famille n-6, en particulier I'acide linoléique C18 :2 n-6, permet aux animaux hibernant de
réduire de maniere plus importante leur température corporelle, de diminuer la dépense
énergétique durant la torpeur ainsi que d’augmenter la durée des épisodes de torpeur (revue
dans Dark 2005 et Giroud et al. 2018). Le r6le potentiel des PUFAs n-6 dans la régulation de la
torpeur pourrait notamment étre lié au maintien d’une fonction cardiaque normale a de

faibles températures (Arnold et al. 2015; Ruf & Arnold 2008).

2.3 Adaptations métaboliques

De nombreuses données mettent en évidence une réduction de I'oxydation des glucides au
profit de I'oxydation des lipides durant la phase d’hibernation (revue dans Dark 2005). Les
cycles annuels sont bien caractérisés chez les petits hibernants, comme I’écureuil, avec une
période précédant I'hibernation ou on observe une augmentation importante de la masse
corporelle (environ 40-45%) et des réserves adipeuses, suivie d’une forte diminution durant

la torpeur, ce qui corrobore la mobilisation active des réserves du tissu adipeux (Blake 1972).

2.3.1 Utilisation du glucose

La concentration plasmatique en glucose chez les écureuils Ictidomys tridecemlineatus,
Callospermophilus lateralis et les marmottes Marmota flaviventris reste relativement stable

durant la période d’hibernation et a des niveaux similaires aux animaux euthermiques (Florant



et al. 1986; Nizielski et al. 1989; Tashima et al. 1970; Twente & Twente 1967; Zimmerman
1982). En revanche d’autres données chez les écureuils Urocitellus parryii, Urocitellus beldingi
et chez la grande gerboise d’Egypte (Jaculus orientalis) mettent en avant une diminution du
glucose plasmatique durant la torpeur (Mountassif et al. 2007; Galster & Morrison 1975;
Galster & Morrison 1970; Krilowicz 1985).

La réduction de l'utilisation du glucose durant I’hibernation est notamment mise en avant par
le suivi de glucose radiomarqué (glucose-U-*C) chez Callospermophilus lateralis, montrant
une diminution de l'incorporation du carbone radiomarqué en CO; (Tashima et al. 1970).
Durant la torpeur la lactatémie est diminuée chez les écureuils hibernant en comparaison avec
les animaux euthermiques (Nizielski et al. 1989; Zimny & Tyrone 1957), ce qui va également
dans le sens d’une diminution de I'activité glycolytique. De plus, plusieurs enzymes ayant un
role dans l'activité glycolytique (pyruvate déshydrogénase, phosphofructokinase) sont
inhibées durant la période de torpeur (Brooks & Storey 1992; Buck et al. 2002). Bien que la
capacité d’utilisation du glucose soit fortement diminuée durant I’hibernation, I'effet
d’inhibition n’est pas total et il est réversible. En effet I'oxydation des glucides peut étre
stimulée durant la torpeur si la diminution de la température ambiante (Ta) devient critique,
et nécessite une activation de la thermogeneése afin de maintenir la température corporelle

(Tb) (Buck & Barnes 2000).

Les données concernant les niveaux de glycogene dans les tissus des écureuils hibernants sont
contradictoires, ayant montré une diminution du glycogéne hépatique (Burlington & Klain
1967) ou un maintien du glycogéne dans le foie et le muscle squelettique (Zimmerman 1982),
durant la période de torpeur. Dans une autre étude (Zimny & Tyrone 1957), 'augmentation
du glycogene hépatique chez les écureuils hibernants n’a été mise en avant que durant les
premiers jours de la torpeur, suivi d’'une diminution. Le maintien d’'un stock minimal de
glycogéne dans les tissus constitue une réserve énergétique utilisable lors des périodes de
réveils euthermiques ou le métabolisme est fortement augmenté (Lyman & Chatfield 1955;
Zimny & Tyrone 1957). Les études menées chez I'écureuil arctique Urocitellus parryii mettent
en évidence qu’en plus d’une diminution du glucose circulant, le glycogéne hépatique diminue
progressivement durant les périodes de torpeur, et que les stocks de glycogenes sont
resynthétisés durant chaque épisode de réveil euthermique (Galster & Morrison 1975; Galster

& Morrison 1970). Afin de compenser I'utilisation du glucose (méme modeste) durant
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I’hibernation et maintenir une homéostasie glycémique, une synthése de glucose est
maintenue par glycogénolyse et néoglucogenése hépatique (Green et al. 1984; Burlington &
Klain 1967). En cohérence avec I’hydrolyse des triglycérides de réserve, le substrat majeur de
la néoglucogeneése durant I'hibernation est le glycérol, suivi du lactate, alors que la
contribution des acides aminés a la production de glucose endogéne est plus modeste durant

cette période (Burlington & Klain 1967; Galster & Morrison 1975).

2.3.2 Utilisation des lipides

L'ensemble des données de la littérature supportent le fait que les lipides sont le carburant
principal durant la période d’hibernation, méme si une certaine capacité a utiliser le glucose
et a synthétiser du glycogéne semble maintenue, et d’'une maniére tissu-dépendante (Dark
2005; Lyman & Chatfield 1955; Zimny & Tyrone 1957; Galster & Morrison 1975; Galster &
Morrison 1970; Buck & Barnes 2000).

Le quotient respiratoire (RQ), correspondant au ratio du volume de dioxyde de carbone
produit sur le volume d’O, consommé, est représentatif des substrats (glucides ou lipides)
utilisés comme source d’énergie. Un RQ de 1.0 indique une oxydation des glucides alors qu’un
RQ de 0.7 indique une oxydation des acides gras. Le RQ durant la torpeur est d’environ 0.7, ce
qui indique une oxydation préférentielle des acides gras (Snapp & Heller 1981; Tahti 1978;
Mokrasch et al. 1960). Par ailleurs, durant I’hibernation, les acides gras mobilisés a partir des
triacylglycérols des adipocytes ne le sont pas de maniére uniforme, avec une mobilisation
préférentielle des acides gras saturés et une épargne de certaines acides gras polyinsaturés

comme le C18 :2 n-6 (acide linoléique) (Price et al. 2013).

Les profils plasmatiques mettent en évidence, chez les petits hibernants, une augmentation
de la cholestérolémie et une diminution de la triglycéridémie, durant la phase de torpeur
(Nizielski et al. 1989; Otis et al. 2011), mais pas ou peu de différences dans les concentrations
des acides gras circulants entre la période de torpeur et d’euthermie (Krilowicz 1985; Nizielski
et al. 1989). En revanche, une forte augmentation des corps cétoniques (notamment le B-
hydroxybutyrate) a lieu durant la période de torpeur (Krilowicz 1985; Nizielski et al. 1989;
Mountassif et al. 2007; Rauch & Behrisch 1981; Otis et al. 2011). Les corps cétoniques sont

synthétisés a partir de I'acetyl-CoA provenant de |'oxydation des acides gras, et peuvent étre
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utilisés comme source énergétique par différents organes (en particulier le cerveau), durant
des épisodes de jeQine. L'augmentation de I'utilisation des corps cétonique durant la torpeur
permettrait une épargne du glucose durant cette période. En effet, il a été mis en évidence
chez les écureuils hibernants que ces composés avaient la capacité de réduire la captation de

glucose par le muscle (revue dans Dark 2005).

2.3.3 Métabolisme de I’azote

Malgré une absence d’apports protéiques et une inactivité prolongée durant la torpeur, les
hibernants perdent peu ou pas de masse et de fonction musculaire pendant I'hiver (Gao et al.
2012; Lee et al. 2008). Il a été mis en évidence un mécanisme adaptatif de recyclage de I'azote,
permettant un maintien de la balance protéique chez les hibernants durant la période de
torpeur (Regan et al. 2022). Ce processus, appelé récupération de I'azote uréique, présent
chez les ruminants et des animaux non-ruminants (Stewart & Smith 2005), a été mis en
évidence chez I'écureuil durant la période d’hibernation (Regan et al. 2022). Les capacités
uréolytiques du microbiote intestinal des hibernants est augmenté durant la torpeur, et I'urée
produit de facon endogéne est ainsi hydrolysée, libérant de I'ammoniac (NH3) qui pourra étre

reconverti en acides aminés, puis en protéines par I'héte.

2.3.4 Fonction mitochondriale

2.3.4.1 Généralités

Les mitochondries sont responsables de 90% de la consommation totale de I'O; respiré chez
les mammiféres (Rolfe & Brown 1997). Etant donné la forte diminution du métabolisme
durant I’hibernation, plusieurs études ont investigué I'implication des mitochondries dans

cette suppression métabolique (revue dans Staples 2014).

Les premieres études concernant I'effet de I’hibernation sur le métabolisme mitochondrial
datent de la fin des années 60 et ont produit des résultats tres hétérogenes, ayant amené a
conclure que durant la période de torpeur le métabolisme mitochondrial est soit augmenté,
soit diminué, soit inchangé en fonction de I'espece animale, des tissus, des substrats de la

chaine respiratoire utilisés ou encore en fonction de la température a laquelle les expériences
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ont été effectuées (revue dans Staples & Brown 2008). La qualité des préparations de
mitochondries ou les méthodologies utilisées dans les premieres études ont également été
mis en cause (revue dans Staples & Brown 2008). Il a cependant été rapporté, que chez
U.parryii, une diminution de la force protomotrice (AP) et donc de I'activité de la chaine
respiratoire avait bien lieu durant I’hibernation (Barger et al. 2003; Staples & Brown 2008),

témoignant ainsi d’un ralentissement dans la consommation des substrats.

Les mécanismes thermiques passifs , dépendants de la température, ont un réle dans la
diminution du métabolisme mitochondrial (Brown et al. 2012; Muleme et al. 2006).
Cependant, durant I’entrée dans la phase de torpeur, il a été observé chez I'écureuil (Ictidomys
tridecemlineatus) que la suppression maximale du métabolisme mitochondrial avait lieu tres
rapidement et avant méme que la température corporelle ne passe en dessous des 30°C
(Chung et al. 2011). A l'inverse, la levée de cette inhibition se fait de maniére progressive lors

des phases de remonté en température (interbout arousals).

2.3.4.2 Respiration mitochondriale et activité de la chaine respiratoire

Les données de la littérature portent principalement sur des mitochondries isolées du foie de
mammiféres en hibernation, et sur les espéces Urocitellus parryii (Barger et al. 2003;
Fedotcheva et al. 1985; Brustovetsky et al. 1989), Ictidomys tridecemlineatus (Gehnrich &
Aprille 1988; Muleme et al. 2006; Brown et al. 2013), Callospermophilus lateralis (Martin et al.
1999). Le foie représente environ 12% de la consommation totale d’oxygéne (donnée obtenue
chez les rongeurs) (Martin & Fuhrman 1955), et la réduction de la respiration mitochondriale
pouvant atteindre 70% dans cet organe, chez les animaux hibernants, va contribuer a une
préservation de I'énergie durant la phase de torpeur (Muleme et al. 2006; Brown et al. 2013;
Staples & Brown 2008). La suppression de la respiration mitochondriale au niveau hépatique
est particulierement importante lorsque qu’elle est mesurée sur des mitochondries d’animaux
hibernants, en présence de succinate. La suppression de la respiration mitochondriale du foie
est plus modeste avec d’autres substrats (pyruvate par exemple), ce qui suggere qu'une
grande partie de la suppression se produit au niveau ou en aval du complexe Il (revue dans

Staples & Brown 2008).
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Les différentes études mettent en avant une réduction générale de I'état 3 de la respiration
mitochondriale, liée a la production d’ATP, chez différentes especes d’écureuils hibernants.
Chez Ictidomys tridecemlineatus, une diminution modérée de I'état 3 de respiration durant la
torpeur a été mise en évidence, dans le muscle squelettique (Brown et al. 2012) et cardiaque
(Brown & Staples 2014), mais pas au niveau du cortex cérébral (Gallagher & Staples 2013). En
revanche, chez U. parryii, la torpeur n’entraine pas de modification de I'état 3 de respiration
mitochondriale dans le muscle squelettique (Barger et al. 2003; Muleme et al. 2006). Les
données concernant la respiration mitochondriale non couplée a la synthese d’ATP (état 4)
donnent des résultats plus variables. Chez Urocitellus richardsonii (Pehowich & Wang 1984) il
a été rapporté une diminution de I’état 4 de respiration mitochondriale au niveau du foie des
animaux hibernants, en comparaison aux animaux en saison active. Chez I'espece U.parryii
(Barger et al. 2003; Fedotcheva et al. 1985) I'état 4 de respiration mitochondriale est
également diminuée durant I’hibernation, ce qui n’est pas le cas chez d’autres espéces comme

Callospermophilus lateralis (Martin et al. 1999).

En comparaison avec les épisodes d’euthermie, le stade de torpeur est associé a une réduction
de 40% de I'activité du complexe | et de 60% de I'activité du complexe Il (SDH), alors que les
activités du complexe lll, IV ou V ne sont pas affectés, d’aprés les mesures effectués sur des
mitochondries isolés d’Ictidomys tridecemlineatus (Mathers et al. 2017). En revanche,
I'activité de la SDH, chez Ictidomys tridecemlineatus, est plus de 70% plus importante durant
les épisodes de réveils euthermiques que durant la phase de torpeur (Armstrong & Staples

2010).

2.3.4.3 Mécanismes impliqués dans la suppression métabolique

Parmi les mécanismes impliqués dans la suppression métabolique chez les hibernants, des
changements dans le phosphoprotéome mitochondrial ont été investigué chez Ictidomys
tridecemlineatus (Chung et al. 2013), avec la conclusion qu’il n’y avait pas de changements
dans I'état de phosphorylation des protéines qui pouvaient étre associés avec une
modification de la respiration mitochondriale durant la torpeur. De plus une modification
saisonniere dans la quantité des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale n’a pas

été détectée chez ces animaux (Muleme et al. 2006).
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La suppression de la respiration mitochondriale est en partie reliée a une inhibition partielle
de certains complexes de la chaine de transport d’électrons (ETC). Le flux d’électrons entre la
succinate déshydrogénase (SDH, complexe Il) et la cytochrome ¢ oxydase (complexe 1V) est
diminué durant la torpeur, et cette diminution est réversible durant les périodes de réveils

euthermiques (Muleme et al. 2006).

Un ralentissement du fonctionnement du cycle de Krebs, via la diminution de la citrate
synthase (CS), une enzyme limitante du cycle qui a pour réle de convertir I'oxaloacétate (OAA)
en citrate, a été mis en évidence durant la torpeur chez Ictidomys tridecemlineatus (Armstrong
& Staples 2010). L'activité de CS est réduite de 25% durant la torpeur chez Ictidomys
tridecemlineatus, ce qui pourrait expliquer une accumulation d’OAA durant I’hibernation, qui

jouerait un rdle dans I'inhibition de I'activité de la SDH (Armstrong & Staples 2010).

2.3.4.4 Role du sulfure d’hydrogéne (H2S)

Des changements significatifs dans les niveaux endogénes de sulfure d’hydrogéne (H2S) et de
ses métabolites a été rapporté chez des mammiferes hibernants, comme [I"écureuil,
parallelement a des modifications de l'activité de la sulfite quinone réductase (SQR)
mitochondriale qui a un réle dans le catabolisme du H2S (revue dans Jensen & Fago 2021). La
diminution de I'activité de la SQR durant la torpeur, pourrait jouer un réle dans I'accumulation
de I’'H2S qui a un role inhibiteur sur I'activité du complexe IV de la chaine respiratoire, et donc
participer a la suppression métabolique active chez les hibernants durant la période de
torpeur (revue dans Jensen & Fago 2021). Néanmoins, il n’y a pas a ce jour des arguments
soutenant que l'activité du complexe IV est diminué chez les animaux hibernants, et les
données vont plutét dans le sens d’une suppression de |’'oxydation des substrats qui est située

en amont du complexe IV (Staples & Brown 2008).

2.4 Modifications cellulaires et moléculaires durant I’hibernation

Une diminution globale de I'expression de nombreux génes a lieu durant la torpeur,
cependant un programme transcriptionnel spécifique a I’état d’hibernation est mis en place

par les animaux hibernants, avec certains acteurs clés régulés a la hausse, qui vont participer



a toutes les adaptations cellulaires et moléculaires nécessaires durant cette période (revue

dans Carey et al. 2003).

2.4.1 Mécanismes généraux de transcription et traduction

Une proportion importante de la dépense énergétique d’un organisme provient des
mécanismes de transcription et de traduction, et on estime le colt énergétique total de la
traduction dans des cellules de mammiféere a environ 30% de la consommation totale d’ATP
(Buttgereit & Brand 1995). L'entrée dans I'état d’hypométabolisme provoque une diminution
générale des processus de transcription et de traduction (Storey & Storey 2004; Storey &
Storey 2007). La diminution de la température corporelle est associée a une diminution
générale de la dégradation des ARNs et des protéines chez les hibernants (Boyer & Barnes
1999). Cependant il a également été mis en évidence que des génes et/ou des protéines sont
préférentiellement synthétisés, stabilisés ou dégradés durant I’hibernation, et qu’une
régulation active et ciblée des processus de transcription et traduction est nécessaire pour la
mise en place de I'état d’hibernation (Boyer & Barnes 1999; Carey et al. 2003). On retrouve
notamment une quantité d’ARN totaux et de protéines diminuée dans le foie, le muscle et le
cerveau d’écureuils hibernants en comparaison avec les animaux qui ne sont pas en état
d’hibernation (revue dans Boyer & Barnes 1999). La synthése d’ARN et de protéines est
réduite durant la torpeur mais fortement augmentée durant chaque période « d’interbout

arousal » (revue dans Boyer & Barnes 1999).

Durant la torpeur, les taux d’incorporation de [3H]-uridine dans les ARN dans le cerveau de
Spermophilus suslicus ont été évalués a seulement 12% du taux d’incorporation observé chez
les animaux en euthermie (Bocharova et al. 1992). L'observation d’une diminution de la
transcription a également été faite dans plusieurs organes d’hamster hibernants, comme le
ceeur, le foie, les reins, le tissu adipeux et certaines zones du cerveau (Osborne et al. 2004).

Ce processus de réduction globale de la transcription passe par différents mécanismes : une
diminution de I'activité de I’ARN polymérase Il (Pol 1l), une modification de la structure de la
chromatine (Storey & Storey 2010; Morin & Storey 2009), et des régulations épigénétiques
qui font notamment intervenir des processus comme la méthylation de I’ADN, et la
modifications post-traductionnelle des histones (Morin & Storey 2009). Il a d’ailleurs été

montré qu’une forte augmentation de I'activité de certaines HDAC (Histone désacétylase)
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avait lieu dans le muscle squelettique des écureuils hibernants (Morin & Storey 2009). La
diminution de la transcription chez les hibernants passe également par une diminution globale
de l'activité des facteurs de transcription, par le biais de modifications post-traductionnelles

comme la sumoylation (Storey & Storey 2010; Morin & Storey 2009; Lee et al. 2007).

Les taux d’incorporation de 14C-leucine dans les protéines, mesurés sur plusieurs organes
(cerveau, foie, coeur) d’animaux en torpeur, sont fortement réduits (d’un facteur pouvant aller
jusgu’a 1000 fois) en comparaison aux écureuils en saison active (Frerichs et al. 1998; Boyer
& Barnes 1999). Les mécanismes responsables de la diminution de I'étape de traduction
incluent notamment une rétention nucléaire de certains transcrit, une régulation opérée par
I’expression de certains micro-ARN, ainsi qu’une modification de I'association des ribosomes
en polysomes (Storey & Storey 2010; Morin & Storey 2009). La réduction de la synthese
protéique durant I’hibernation n’est pas seulement effective qu’a I'étape d’initiation mais
aussi a I'étape d’élongation (Chen et al. 2001; van Breukelen & Martin 2001). En effet, une
suppression active de I'élongation a lieu durant la période d’hibernation, par le biais d’'une
augmentation de la phosphorylation inhibitrice du facteur d’élongation eEF-2 (eukaryotic

elongation factor-2) (Chen et al. 2001).

2.4.2 Variations saisonniéres dans I’expression de génes et dans I’abondance ou I'activité

de protéines

Les données portant sur I'expression différentielles d’acteurs durant la période d’hibernation
mettent en avant des changements dans les mécanismes moléculaires qui coordonnent la
suppression des fonctions métaboliques pendant la torpeur, ou encore de mécanismes qui
sont impliqués dans le métabolisme énergétique et I'adaptation de certaines fonctions

physiologique.

2.4.2.1 Modifications post-traductionnelles

Les cascades de transduction de signaux intracellulaires sont au cceur des mécanismes de
régulations cellulaires fortement impactés par I'état de torpeur (revue dans Storey & Storey
2010). Les études menées chez les hibernants se sont intéressées a plusieurs protéines kinases

différentiellement régulées, notamment la protéine kinase AKT (aussi appelé PKB) (revue dans
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Storey & Storey 2010). Il a été montré que la protéine kinase AKT est inactivée durant la
période de torpeur, par déphosphorylation, dans différents tissus (muscle squelettique, tissu
adipeux blanc, foie) et chez différents animaux hibernants, comme la marmotte et les
écureuils (Hoehn et al. 2004; Abnous et al. 2008; McMullen & Hallenbeck 2010). Dans les
organes des chauves-souris hibernantes, la teneur en phospho-Akt était réduite ou inchangée
dans six organes, et particulierement diminuée dans le foie et le tissu adipeux blanc (Eddy &
Storey 2003). La diminution de I'activité d’AKT durant la torpeur contribuerait a la suppression
des processus anaboliques et de croissance, qui sont couteux en énergie, et elle jouerait donc

un role important dans la diminution de I'activité métabolique observée sur cette période.

Un autre exemple du contréle de I'activité de protéines durant la torpeur par I'état de
phosphorylation est la PDH (pyruvate déshydrogénase), une enzyme clé intervenant dans
I’oxydation aérobie des glucides, par le biais de la conversion du pyruvate en acetyl-CoA qui
alimente le cycle de Krebs. La phosphorylation de la PDH inactive I'enzyme, et on retrouve
chez Callospermophilus lateralis une quantité de PDH phosphorylée (dans le cceur et les reins
des animaux en torpeur), qui représente environ 96-97% de la quantité totale, en comparaison

avec les témoins euthermiques (Brooks & Storey 1992).

2.4.2.2 Geénes et protéines régulés a la hausse

Le switch métabolique de I'oxydation des glucides vers I'oxydation des acides gras qui a lieu
durant la période d’hibernation, est en partie régulée par une expression différentielle de
genes clés. Des niveaux élevés d’ARNm de PDK4 ainsi qu’une augmentation de la protéine ont
été observés chez des spermophiles en hibernation, dans différents tissus (coeur, muscle
squelettique, tissu adipeux), ce qui va contribuer a la suppression de I'activité glycolytique
(oxydation des glucides) (Buck et al. 2002; Andrews 2004). La régulation coordonnée de PDK4
dans différents tissus pourrait notamment étre due a l'activité de certains récepteurs
nucléaires appelés les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARs)

comme PPAR-alpha (PPARa) et PPAR-gamma (PPARy) (Buck et al. 2002).

Certains acides gras libres (saturés et insaturés), ainsi que des dérivés lipidiques tels que les

eicosanoides (Varga et al. 2011) sont notamment capables d’activer le récepteur PPARa, qui
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joue un roéle dans la transcription de génes impliqués dans le métabolisme des lipides (Wang
2010) et dans la régulation de I’expression de PDK4 (Harris et al. 2002). Etant donné la forte
augmentation de la lipolyse dans le tissu adipeux, et donc de la libération d’acides gras,
I’'hypothése d’une augmentation de I'activité de PPARa durant I’hibernation a été avancée
(Andrews 2004). Les niveaux protéiques de PPARy varient de maniéere saisonniére chez les
animaux hibernants, avec une augmentation dans le tissu adipeux des écureuils Ictidomys
tridecemlineatus hibernants (Eddy et al. 2005), et dans la plupart des tissus analysés chez des
chauves-souris hibernantes (Eddy & Storey 2003). PPARy régule I'expression d’un grand
nombre de protéines intervenant dans le métabolisme et le transport des lipides comme les
FABPs (Fatty acid binding proteins). Les niveaux protéiques de certaines FABPs sont fortement
augmentés dans le tissu adipeux brun et cardiaque de chauve-souris durant la période

d’hibernation (Eddy & Storey 2004).

Les hibernants semblent également tirer profit de I'activité a basse température de la
triacylglycérol lipase pancréatique (PTL) afin d’hydrolyser les triglycérides durant la période
d’hibernation. En effet, la PTL, normalement exprimée au niveau du pancréas, est fortement
surexprimée (au niveau ARNm et protéine) dans le tissu cardiaque et adipeux de spermophiles
en hibernation (Squire et al. 2003). Les niveaux d’ARNm de la lipase hormono-sensible (HSL),
nécessaire pour I'hydrolyse des triglycérides du tissu adipeux et la libération des acides gras,
sont augmentés durant la période de torpeur chez la marmotte (Wilson et al. 1992) et
retrouvés constants entre les différentes saisons chez les écureuils terrestres (Bauer et al.
2001). De plus, la phosphorylation de I’'enzyme HSL semble étre augmenté chez les écureuils
terrestre en hibernation, ce qui met en évidence une augmentation de son activité (Herinckx

et al. 2017).

Des études ont mis en évidence une régulation différentielle des protéines mitochondriales
découplantes (UCP), avec un role potentiel dans le maintien de I'homéostasie thermique
durant I'hibernation, via des mécanismes de thermogenése non régulés par le frissonnement.
On retrouve en effet une augmentation des ARNm de UCP2 dans le tissu adipeux blanc et

d’UCP3 dans le muscle squelettique d’écureuils terrestre hibernants (Boyer et al. 1998).
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Certains facteurs de transcriptions ont été identifiés comme surexprimés durant la période de
torpeur, il s’agit notamment de MEF2A et MEF2C, ainsi que de HIF-1 (Tessier & Storey 2012;
Storey & Storey 2010; Morin & Storey 2005). La surexpression de MEF2A et MEF2C a été mise
en évidence, pendant la période de torpeur, dans le muscle cardiaque d’Ictidomys
tridecemlineatus (Tessier & Storey 2012), avec une augmentation de la transcription de
certains de leur genes cibles codant pour la desmine, la myomesin 1 et le transporteur de
glucose GLUTA4, ce qui suggére une implication dans I'adaptation du tissu cardiaque durant

I"hibernation.

Le facteur inductible par I’'hypoxie (HIF-1) répond également a I'hibernation et son expression
est augmenté dans le tissu brun adipeux et le muscle squelettique chez les écueils hibernants
en comparaison avec les animaux en phase active (Morin & Storey 2005). HIF-1 est connu pour
réguler la transcription d’un groupe de genes qui sont impliqués dans la réponse a I’hypoxie,
notamment des geénes impliqués dans I'oxygénation des tissus (érythropoiése,
vascularisation). Néanmoins la présence d’un état d’hypoxie chez les animaux hibernants est
encore discuté dans la littérature (Drew et al. 2004), et HIF-1 pourrait avoir des roles
alternatifs comme une action inhibitrice sur le cycle cellulaire (Koshiji et al. 2004), étant donné
gue la division cellulaire et la synthése de I’ADN sont fortement diminués durant la torpeur

(Carey et al. 2003).

Certaines caractéristiques de I’hibernation, comme la température corporelle trés basse
durant la torpeur et la remontée trés rapide durant les périodes de réveil, sont habituellement
considérées comme des situations de stress intense. Les données de la littérature mettent en
évidence une activation de la réponse UPR (unfolded protein response), avec une
augmentation de certaines protéines chaperonnes (protéines de choc thermique ou HSPs)
dans le coeur, le muscle squelettique et le tissu adipeux chez les écureuils hibernants (Storey
& Storey 2010). Par ailleurs, les niveaux protéiques d’ATF4, un facteur de transcription
impliqué dans la transcription de protéines chaperonne et considéré comme un acteur de la
réponse UPR, sont fortement augmentés chez les écureuils hibernants, dans les différents

organes cités précédemment (Mamady & Storey 2008).
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Un autre exemple de protéine qui est régulé d’une fagon saison dépendante est I'a2-
macroglobuline, qui est un inhibiteur a large spectre d'enzymes protéolytiques et qui joue un
role spécifique dans l'inhibition de la coagulation sanguine (Srere et al. 1992; Carey et al.
2003). L'augmentation de I'a2-macroglobuline pourrait avoir un réle dans la réduction de la
protéolyse d’'une maniére générale, tout en agissant sur la réduction du temps de coagulation

qui a été mise en évidence pendant I'hibernation (Srere et al. 1992; Carey et al. 2003).

2.4.3 Mécanismes d’adaptation au stress cellulaire durant I’hibernation

2.4.3.1 Stress oxydant

Une exposition longue a de basses températures peut étre a 'origine d’un stress cellulaire
avec des effets sur de nombreux processus tels que la stabilité des protéines, la stabilité des
membranes cellulaires, I'activité enzymatique, I'intégrité du cytosquelette, le cycle cellulaire
et les mécanismes d’apoptose (Sonna et al. 2002). Les données concernant |’existence d’un
stress oxydatif durant I’hibernation, ainsi qu’une régulation a la hausse des mécanismes de
défense antioxydants sont contradictoires et les résultats semblent différer en fonction des
espéces hibernantes, des tissus ainsi que des différentes phases de la période d’hibernation
considérés : début ou fin de I'hibernation, phase de réveil euthermique (interbouts arousals)
(Page et al. 2009; Yin et al. 2016; Patnaik & Sahoo 2021; Tang et al. 2021; Chazarin et al. 2019;
Storey & Storey 2010; Orr et al. 2009; Ohta et al. 2006; Tgien @ et al. 2001; Ma et al. 2005;
Carey et al. 2000; Duffy & Staples 2022; Klichkhanov et al. 2021; Wei et al. 2018). Un certain
nombre de données obtenues chez différentes especes de spermophiles, comme Urocitellus
parryii, ne démontrent pas d’augmentation du stress oxydatif durant I’hibernation (Orr et al.

2009; Page et al. 2009; Ma et al. 2005).

La diminution de la température corporelle entraine une réduction de la production d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS) chez les animaux capables de torpeur journaliére ou saisonniéere
(Brown & Staples 2015; Brown et al. 2012). En revanche, les épisodes de réveil avec un retour
a I'euthermie entrainent une augmentation trés importante de la consommation d’oxygéne,
et la thermogenése associée au réveil pourrait entrainer un stress oxydatif spécifique dans

certains tissus (Orr et al. 2009). Une augmentation du stress oxydatif dans le tissu adipeux
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brun a été mis en évidence durant les phases de réveil de Urocitellus parryii (Orr et al. 2009).
L'augmentation du stress oxydatif a également été mis en évidence chez Ictidomys
tridecemlineatus au début des phases de réveil par Duffy & Staples, mais avec des données
qui suggerent une réversion des dommages durant la période de réveils euthermiques (Duffy
& Staples 2022). Parallelement il a été suggéré que I'augmentation de certaines enzymes et
molécules antioxydantes seraient impliqués dans la protection contre le stress oxydatif généré

par les épisodes de réveils euthermiques (Tgien @ et al. 2001; Ohta et al. 2006).

2.4.3.2 Réponses cellulaires et moléculaires

L'exposition de cellules au froid est capable d’induire I'expression de protéines de stress
appelées « HSPs » (Heat Shock Proteins) (Sonna et al. 2002), notamment une protéine de choc
thermique de 70 kDa (HSP70). Les études ont montré que les niveaux d’ARNm ou protéiques
de HSP70 sont soit non affectés soit réduits chez les écureuils hibernants durant la période de
torpeur ou de réveils (interbouts arousals) en comparaison avec les animaux euthermiques,
et dans les tissus suivants : cerveau, cceur, foie, rein, muscle squelettique et tissu brun adipeux
(Bitting et al. 1999; Carey et al. 1999). L'expression d’une autre protéine de stress thermique,
HSP60, n’est pas altérée durant I’hibernation dans les tissus analysés : intestin, rein, foie et
muscle (Carey et al. 1999). En revanche GRP75 (glucose-regulated protein 75), un membre de
la famille de HSP70 exprimé constitutivement au niveau de la mitochondrie (Mizzen et al.
1989), est retrouvée en quantité plus importante dans le foie, I'intestin et le muscle
squelettique des écureuils en état d’hibernation comparé aux animaux actifs durant I'été

(Carey et al. 1999).

Un acteur clé du systéme de défense antioxydant, le facteur de transcription NRF2, controle
I'expression d’'un ensemble de génes comprenant des protéines de stress, certains
cytochromes, des antioxydants ou des enzymes comme la GPx (glutathion peroxydase) et la
SOD (superoxide dismutase) (Ma 2013). L'activité du facteur de transcription NRF2 est
notamment régulé par un partenaire appelé MAFG (Katsuoka et al. 2005), et par une protéine
inhibitrice nommée KEAP1. Lorsque NRF2 est liée a KEAP1, il reste séquestré dans le
cytoplasme, et n’est pas capable d’aller se fixer sur les éléments de réponse de ses genes cibles
(Itoh et al. 1999). De nombreuses études ont montré une augmentation de la transcription de

NRF2 et I'accumulation de la protéine dans certains tissus chez des animaux hibernants
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(Storey & Storey 2010; Ni & Storey 2010; Tessier et al. 2021; Pier Jr Morin et al. 2008). Chez
les écureuils hibernants (I/ctidomys tridecemlineatus) il a été mis en évidence une
augmentation des niveaux protéiques de NRF2 et de son partenaire MAFG dans certains tissus
des animaux durant la période de torpeur (Ni & Storey 2010). Cette augmentation était
également associée d’une translocation nucléaire accrue des deux protéines. Une diminution
de l'interaction entre KEAP1 et NRF2 a également été mis en évidence tout au long du cycle
d’hibernation des animaux, ce qui met en avant une augmentation de I'activité de NRF2
(Tessier et al. 2021). Une autre étude a également montré que les niveaux protéiques de NRF2
étaient augmentés durant la torpeur dans le tissu brun adipeux, le cceur et le foie de Ictidomys

tridecemlineatus (Pier Jr Morin et al. 2008).

Les protéines de liaison a I’ARN (RNA-binding proteins ou RBPs) jouent un réle important dans
la régulation de I'expression des génes. Les RBPs vont réguler les processus de transcription,
de transport et de dégradation des ARNm ainsi que leur traduction (Oliveira et al. 2017).
Certaines RBPs sont exprimées en réponse au froid, comme CIRP et RBM3, et pourraient
réguler la stabilité et la traduction d’ARNm chez les mammiferes hibernant (Williams et al.
2005; Logan & Storey 2020). Concernant la protéine RBM3, une analyse transcriptomique a
été faite sur plusieurs tissus (cerveau, cceur, foie) d’Ictidomys tridecemlineatus et met en
évidence une régulation similaire (augmentation des transcrits de RBM3 durant la torpeur)
dans tous les tissus étudiés (Williams et al. 2005). L'étude de Logan & Storey n’a pas démontré
de changement des niveaux protéiques de RMB3 dans le foie, le muscle et le tissu adipeux
brun d’ Ictidomys tridecemlineatus entre la période active et d’hibernation (Logan & Storey
2020), cependant certains tissu, comme le coeur et le cerveau, n‘ont pas été analysés dans
cette étude. Dans le méme article, la protéine CIRP a été retrouvée en plus grande quantité

dans le tissu hépatique, le muscle squelettique et le tissu brun adipeux.

3. L’hibernation chez I'ours
3.1 Caractéristiques générales de I’hibernation chez I'ours
Les ours sont des mammiféres faisant partie de la famille des Ursidés (Ursiadae) et de la sous-

famille des Ursinés (Ursinae) (Kitchener et al. 2020). Au sein des Ursinés on retrouve 6 espéces

d’ours : I'ours brun (Ursus arctos), I'ours noir américain (Ursus Americanus), I'ours polaire



(Ursus maritimus), I'ours noir d’Asie (Ursus thibetanus), I'ours malais ou ours des cocotiers
(Helarctos malayanus), I’ours lippu (Melursus ursinus) [voir Figure 6]. Les ours situés dans des
zones de climats chaud comme I'ours malais ou 'ours lippu n’entrent pas en hibernation, ce
qui est également le cas pour I'ours polaire malgré le fait qu’il vive en climat froid, a I'exception

des femelles gestantes (Robbins et al. 2012).

Les données de la littérature qui seront présentées dans la suite du manuscrit porteront sur 3
especes d’ours hibernants majoritairement étudiés qui sont : I'ours brun (Ursus arctos), I'ours

noir américain (Ursus Americanus) et I'ours noir d’Asie (Ursus thibetanus).

L’hibernation chez Ursus arctos et Ursus Americanus s’étale d’Octobre-Novembre jusqu’a
Avril-Mai en fonction des conditions climatiques (Gonzdlez-Bernardo et al. 2020; Evans et al.
2016; Tgien et al. 2011; Manchi & Swenson 2005). L’entrée en hibernation ainsi que sa durée
dépend de différentes facteurs environnementaux: neige, température extérieure et
disponibilité de la nourriture (Gonzalez-Bernardo et al. 2020).

A la différence des petits mammiféeres hibernants tels que I’écureuil et la marmotte, les ours
hibernants ne présentent pas d’interruptions de la phase de torpeur, par des épisodes de
retour au métabolisme de base. Les ours vont hiberner dans leur taniere jusqu’a une durée
qui peut atteindre 5 a 7 mois, et il s’agit d’'une période de totale inactivité physique durant
laguelle ils ne mangent pas, ne boivent pas, n‘urinent pas et ne déféquent pas (Manchi &
Swenson 2005; Watts et al. 1981; Hissa et al. 1994; Tgien et al. 2011; Evans et al. 2016; Folk
et al. 1980; Gonzalez-Bernardo et al. 2020).
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Figure 6 : Dendogramme de la famille des Ursidés
(Ursidae) et de la sous-famille des Ursinés (Ursinae)
(Source : https://www.ursidaeanalytics.com/about)

Les ours appartiennent a la famille Ursidae et a la sous-
famille Ursinae. Au sein des Ursinés, on retrouve 6
espeéces d’ours : I'ours brun (Brown bear), I'ours noir
américain (American Black Bear), I'ours polaire (Polar
Bear), I'ours noir d’Asie (Asian Black Bear), I'ours malais
ou ours des cocotiers (Sun bear), I'ours lippu (Sloth
bear).

Au sein de la famille des Ursidés on retrouve également
l'ours a lunettes (Spectacled bear) ou Tremarctos
ornatus, et le Panda géant (Giant Panda) ou Ailuropoda
melanoleuca, qui est 'unique représentant du genre

Ailuropoda.

Spectacled bear ﬁ'
—Giant panda HQ:

3.2 Adaptations physiologiques et métaboliques

Bien que les ours hibernants partagent certaines adaptations, comme le stockage et
['utilisation des réserves lipidiques ou encore un hypométabolisme important durant la
torpeur, avec les petits hibernants (par exemple les écureuils et les marmottes), on note
cependant de nombreux changements physiologiques spécifiques (Hellgren 1998; Gonzalez-
Bernardo et al. 2020; Hissa et al. 1994). Par exemple, durant I'hibernation, les ours ne
connaissent qu'une légére baisse de leur température corporelle qui passe de 37-38°C a 32-
33°C en moyenne. Par ailleurs, la réduction du métabolisme chez I'ours est principalement
médiée par une inhibition métabolique active, indépendante de la température. En effet, les
ours sont capables de réduire leur métabolisme jusqu’a 75%, et cela sans hypothermie
majeure (Evans et al., 2016; Geiser, 2004; Tgien et al. 2011). Les ours et les petits hibernants
réduisent leur rythme cardiaque pendant I'hibernation, mais la diminution est beaucoup plus
importante chez ces derniers atteignant une réduction de 97% en comparaison a 75% chez
I'ours (Nelson & Robbins 2015). La bradycardie observée chez I'ours durant la période
d’hibernation, est accompagnée d’une forte diminution de la circulation sanguine et de la

consommation d’oxygene (estimée a 50%) (Folk et al. 1972). Le rythme respiratoire chez I'ours
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va également fortement diminuer et peut descendre a seulement 1-2 respirations par minute
durant I'hibernation (Evans et al. 2016). En revanche, durant cette période, les ours restent
sensibles aux stimuli externes (bruits, lumiére, ...) et sont donc capables de sortir de leur
torpeur, afin d’enclencher si nécessaire un phénomeéne de fuite et d’abandon de la taniere
(Evans et al., 2016 ; Hissa et al., 1994). Dans I'étude d’Evans et al., il a été mis en évidence que
I'activité physique, le rythme cardiaque et la température corporelle de I'ours commencent a
diminuer progressivement plusieurs semaines avant I'entrée en hibernation, et que I'entrée
en hibernation est dirigée par des facteur environnementaux, et particulierement la
température ambiante (Evans et al. 2016). L'étude a également mis en avant que la
température corporelle commencait a remonter 2 mois avant la sortie de I’hibernation, et que
I'activation du systéme nerveux sympathique, afin de restaurer le métabolisme euthermique

n’a lieu que beaucoup plus tardivement, environ 2 semaines avant la sortie de la taniere.

Le cycle annuel chez les ours, au cours duquel se produit une forte variation de masse
corporelle, peut se découper en 3 phases majeures : (i) gain de masse maigre au printemps,
(ii) augmentation des réserves adipeuses a la fin de la période estivale, (iii) perte de masse
corporelle (principalement la masse grasse) durant la phase de torpeur (revue dans Gonzdlez-
Bernardo et al. 2020). L'augmentation de la masse corporelle est d’environ 40% durant la
phase d’hyperphagie pre-hibernation chez les ours brun scandinaves, et la perte de masse
corporelle durant la torpeur varie notamment en fonction du sexe de I'animal, et elle se situe
en moyenne a 18% chez les males versus 40% chez la femelle (Swenson et al. 2007), différence
notamment expliquée par le fait que les femelles mettent bas et élevent les oursons durant
I’hibernation (Gonzalez-Bernardo et al. 2020). Cette perte de masse corporelle durant

I’'hibernation a été évaluée en moyenne a 24% dans une autre étude (Tinker et al. 1998).

La mobilisation des réserves lipidiques corporelles chez I'ours et I'oxydation préférentielle des
acides gras durant I'hibernation est mise en avant: (i) par I'augmentation des lipides
plasmatiques, acides gras et triglycérides qui sont libérés par le tissu adipeux (Welinder et al.
2016; Greesli et al. 2015; Chazarin, Storey, et al. 2019; LeBlanc et al. 2001; Stenvinkel, Frobert,
et al. 2013) (ii) par la valeur du quotient respiratoire (RQ) qui est proche de 0.7 (Hellgren 1998;
Nelson 1973). Par ailleurs, méme si I'ours hiberne en hypothermie modérée, une mobilisation

sélective des lipides se produit également comme chez les petits hibernants, avec une
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rétention sélective des acides gras polyinsaturés et une mobilisation des acides gras saturés

pour |'oxydation (Giroud et al. 2019).

Les ours ne présentent qu’une faible atrophie musculaire sur la longue période d’immobilité
durant I’hibernation, avec une diminution du contenu protéique évalué entre 8 et 10% pour
le biceps femoris, respectivement chez des ours noirs américains (Ursus Americanus) en
captivité et sauvages (Tinker et al. 1998; Hershey et al. 2008). Une autre étude a mis en
évidence une perte de 15% du contenu protéique du muscle vastus lateralis chez Ursus
Americanus, qui a lieu uniguement au début de I’hibernation, et se stabilise ensuite (Lohuis et
al. 2007). Grace a l'utilisation de la 14C-phenylalanine comme traceur, la synthése et la
dégradation protéique a été mesurée dans le muscle squelettique chez I'ours en été et en
hiver durant I’hibernation. Les résultats ont mis en évidence que la synthese et la dégradation
protéique sont toutes les deux plus faibles en hiver par rapport a I'été, indiquant que la

balance protéique reste équilibrée durant I’hibernation (Lohuis et al. 2007).

3.3 Modifications cellulaires et moléculaires chez I’ours hibernant

Les principales études transcriptomiques ou protéomiques chez I'ours ont été faites chez
Ursus americanus (Fedorov et al. 2009; Goropashnaya et al. 2021; Fedorov et al. 2011), Ursus
thibetanus (Shimozuru et al. 2016) et Ursus arctos ou Ursus arctos horribilis (Mugahid et al.
2019; Jansen et al. 2019; Chazarin, Storey, et al. 2019; Luu et al. 2020). Par ailleurs, les
premieres données transcriptomiques chez I'ours, publiées par Fedorov et al. en 2009 et 2011,
proviennent de puces. Depuis la sortie de la premiére version annotée du génome d’Ursus
arctos en 2018, les données obtenues par RNA seq sont donc beaucoup plus complétes et

représentatives.

Les différences saisonnieres dans le transcriptome ou protéome chez I'ours ont été étudiées
dans 5 organes / tissus : le foie, le tissu adipeux, le muscle squelettique, le cceur et le tissu
osseux. Dans |'étude de Jansen et al.,, en comparant la période olu l'ours n’est pas en
hibernation (période active ou hyperphagique) et la période d’hibernation, de nombreux

geénes ont étés identifiés comme étant différentiellement exprimés (DE) (Jansen et al. 2019).
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Le tissu adipeux a le pourcentage de génes DE le plus important (20% de tous les genes, 6139

geénes), suivi du foie (16.3%, 5010 génes) et du muscle (7.8%, 2398 génes).

Les ours noirs américains (Ursus americanus) ont une proportion équilibrée de génes
surexprimés (52%) et sous-exprimés (48%), parmi ceux qui sont différentiellement exprimés
dans le foie durant I’hibernation (Fedorov et al. 2011). A 'opposé, chez les écureuils (Ictidomys
tridecemlineatus), 90% des génes différentiellement exprimés dans le foie, durant
I’"hibernation, sont sous-exprimés (Williams et al. 2005). L’hypothese avancée dans la
littérature pour expliquer cette différence est en rapport avec les caractéristiques de
I’"hibernation chez I'ours, qui hiberne avec une température corporelle et une activité
métabolique plus élevée que chez les petits mammiféeres (Williams et al. 2005). La proportion
des genes différentiellement exprimés dans le cceur des ours en hibernation est de 75% pour
les génes surexprimés, ce qui se rapproche des observations chez les écureuils (Ictidomys
tridecemlineatus) avec 48% de genes surexprimés (Fedorov et al. 2011). Il a également été mis
en évidence par Jansen et al. et Fedorov et al., qu’un programme transcriptionnel coordonné
est mis en place durant I'hibernation, avec un grand nombre de groupes de génes DE de
maniére similaire dans les tissus étudiés chez I'ours : muscle, foie, tissu adipeux, coeur ; en
particulier ceux impliqués dans le processus de traduction, le métabolisme du glucose, la voie
de signalisation de I'insuline et la synthése des acides gras (Jansen et al. 2019; Fedorov et al.

2011).

3.3.1 Synthése protéique générale

Une surexpression coordonnée de nombreux génes impliqués dans la synthése protéique est
une caractéristique spécifique au transcriptome de I'ours hibernant, et ce, dans tous les tissus
qui ont été étudiés a ce jour (coeur, foie, muscle) (Fedorov et al. 2011; Fedorov et al. 2009).

Il a été identifié, durant la période I'hibernation, dans le foie d’Ursus Americanus, une
surexpression de 28 (Fedorov et al. 2009) et de 14 genes (Fedorov et al. 2011) qui sont
impliqués dans la synthése protéique (Gene Ontology G0:0006412 — Protein Biosynthesis). De
maniére similaire au foie, il a été mis en évidence une surpression de 16 genes et 32 génes,
respectivement dans le muscle squelettique et le cceur d’Ursus Americanus, durant la période

d’hibernation. Selon la classification de Gene Ontology (GO), la catégorie associée aux
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protéines de liaison a I’ADN (G0:0003723 — RNA Biding) est significativement enrichie dans le
foie et le coeur d’Ursus Americanus, durant la période d’hibernation (Fedorov et al. 2011).
L'induction coordonnée de la transcription de groupes de génes impliqués dans la synthése
protéique dans différents organes de I'ours hibernant n’est pas retrouvée chez les petits
hibernants, ol les données suggerent plutét une suppression de la synthése protéique durant
la torpeur, dans le foie et le tissu adipeux brun (Fedorov et al. 2009; Williams et al. 2005; Yan
et al. 2006). On retrouve en revanche une induction coordonnées de génes impliqués dans la
synthése protéique et la biogenese ribosomale durant I’hibernation, dans le muscle

squelettique d’Urocitellys parryii (Goropashnaya et al. 2020).

3.3.2 Catabolisme et anabolisme protéique — Cycle de I'urée

L’ours hibernant est capable de résister a une atrophie musculaire et a une perte de masse
osseuse malgré une période de je(ine et d’inactivité physique prolongée (Frobert et al. 2019).
En plus d’'une synthése protéique active dans différents tissus, suggérée par les données
transcriptomiques, on retrouve également une induction commune chez I'ours et les petits
hibernants du géne RBM3 (RNA Binding Motif protein 3) durant la période d’hibernation dans
les différents tissus étudiés, notamment le foie et le cceur (Fedorov et al. 2011; Williams et al.
2005; Yan et al. 2006; Yan et al. 2008). Il a été par ailleurs mis en évidence que la protéine
RBM3 était capable de faciliter la synthese protéique dans des condition d’hypothermie
modérée (32°C) par son interaction avec la sous-unité ribosomale 60S (Dresios et al. 2005), et
gu’elle pourrait jouer un réle dans la préservation du muscle dans des situations d’atrophie
musculaire (Dupont-Versteegden et al. 2008). Une réduction coordonnée de I'expression de
génes impliqués dans le catabolisme des acides aminés (comme l'arginase et la leucine
aminopeptidase) et des transaminases hépatiques (ALAT1 et ALAT2), a lieu durant
I’"hibernation (Fedorov et al. 2011; Jansen et al. 2019). En paralléle, une réduction de
I’expression des génes impliqués dans le cycle de I'urée (CPS1, OTC, ASS1, ASL, ARG1) est mise
en évidence durant la période d’hibernation, en lien avec la diminution de I'urémie dans le
sérum de l'ours hibernant (Stenvinkel, Frobert, et al. 2013). Une réduction coordonnée de la
transcription des genes impliqués dans le cycle de I'urée a également été mis en évidence chez

des petits hibernants (Yan et al. 2008; Williams et al. 2005).
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Une sous-expression d’un grand nombre de genes impliqués dans I'autophagie et le systéme
UPS (Ubiquitin-Proteasome System) est retrouvée durant I’hibernation chez Ursus arctos
horribilis (Jansen et al. 2019), comme MAPILC3A impliqué dans la formation de
I’'autophagosome, et ZFANDS un activateur du protéasome 26S. La diminution de I'expression
de SERPINF1 (Serpin Family F Member 1) a également été mis en évidence dans le muscle d’
Ursus arctos horribilis durant I'hibernation, et pourrait jouer un role dans la préservation de

la masse musculaire (Mugahid et al. 2019).

Dans le muscle de I'ours brun hibernant une signature myogénique de miARN favorisant la
maintenance de la masse musculaire a été mis en évidence durant I’hibernation (Luu et al.
2020). Des niveaux plus élevés d’ARNm de MEF2A, un facteur de transcription impliqué dans
la régulation de nombreux génes dans le muscle squelettique, ont été détectés dans le muscle
de I'ours en hibernation. Il s’agit d’'un phénomeéne qui a également été mis en évidence dans
le tissu cardiaque de petits hibernants (Tessier & Storey 2012). Les mi-ARN miR-1, miR-206 et
miR-133 dont I'expression est notamment controlée par MEF2A (Liu et al. 2007; Rao et al.
2006), sont retrouvés en quantité plus importante dans le muscle de I'ours hibernant. Les mi-
ARN miR-1 et miR-206 sont notamment impliqués dans les processus de prolifération, de

différentiation et de régénération des cellules musculaires (Horak et al. 2016).

3.3.3 Homéostasie du tissu osseux

Une analyse transcriptomique a été réalisé sur I'os trabéculaire de Ursus Americanus,
échantillonné sur des animaux en période active (été) et durant I'hibernation (hiver)
(Goropashnaya et al. 2021). Bien que des génes clés (BSALP, RUNX2, BGLAP) impliqués dans
I'activité ostéoblastique et la formation osseuse sont régulés a la baisse pendant I'hibernation,
il n’y a pas de changements coordonnés significatifs dans la transcription des genes impliqués
dans la formation osseuse (ossification) et les voies de signalisation ostéoblastes-
dépendantes. Il y a cependant une régulation transcriptionnelle a la baisse d’'un ensemble de
genes impliqués dans le processus de résorption osseuse et dans les voies de signalisation
ostéoclastes-dépendantes. De maniére identique a la résorption osseuse, les sets de genes
impliqués dans I'apoptose (impliquant les caspases) sont significativement régulés a la baisse

durant la période d’hibernation. L'étude de Goropashnaya et al, conclue que la suppression
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transcriptionnelle coordonnée de la résorption osseuse, des voies de signalisation liées aux
ostéoclastes et de la diminution de I'apoptose cellulaire, contribuent a une préservation de la
masse et de la structure osseuse, durant la longue période d'immobilité a laquelle I'ours est

soumis pendant I’hibernation.

3.3.4 Métabolisme et fonction mitochondriale

Des changements dans I'expression de genes et dans I'abondance de protéines impliqués dans
le métabolisme cellulaire (glycolyse et néoglucogenése, lipogenése et lipolyse, B-oxydation,
respiration cellulaire, ...) ont étés mis en évidence dans les différents tissus étudiés chez Ursus
arctos, Ursus Americanus et Ursus thibetanus (Fedorov et al. 2011; Fedorov et al. 2009; Jansen

et al. 2019; Chazarin, Storey, et al. 2019; Shimozuru et al. 2016).

3.3.4.1 Lipolyse, lipogenese et B-oxydation des lipides

En adéquation avec I'utilisation préférentielle des réserves lipidiques chez I'ours sur toute la
durée de I'hibernation, il a été mis en évidence une induction coordonnée de genes impliqués
dans la lipogeneése et la synthese de triglycérides dans le tissu adipeux, durant la phase
d’hyperphagie précédent I'entrée en torpeur. Les enzymes ACL (ATP citrate lyase), ACACA
(acetyl-CoA carboxylase), FASN (fatty-acid synthase) impliqués dans la synthése d’acides gras
de novo et GPAT (Glycerol-3-phosphate acyltransférase) et DGAT2 (diacylglycérol O-
acyltransferase 2) impliqués dans la synthése des triglycérides, sont surexprimées dans le tissu
adipeux durant la période d’hyperphagie (Shimozuru et al. 2016). En revanche, durant la
période d’hibernation, les génes impliqués dans la lipogenése tels que ACACA et FASN sont
régulés a la baisse dans le tissu adipeux alors que les génes impliqués dans la lipolyse comme
HSL (Hormone-sensitive lipase) ou dans le catabolisme des acides gras (B-oxydation
mitochondriale) comme CPT1A et CPT1B sont régulés a la hausse dans le tissu adipeux et/ou
le muscle squelettique (Jansen et al. 2019; Shimozuru et al. 2016). L'augmentation de
I'expression du géne codant pour I'alboumine (ALB) durant I’hibernation, le principal
transporteur d’acides gras dans les fluides extracellulaires (van der Vusse 2009), est observée
parallélement a une augmentation de I'albumine circulante (Stenvinkel, Frobert, et al. 2013;

Graesli et al. 2015).
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Une augmentation dans le foie de I'expression de ACADVL, ACADM, HADHA, impliqués dans
la B-oxydation des lipides, a été mis en évidence chez I'ours hibernant (Fedorov et al. 2011).
De maniére similaire, une augmentation du catabolisme des lipides est suggéré par des
changements transcriptomiques et protéomiques, chez les écureuils hibernants (Williams et
al. 2005; Yan et al. 2008; Shao et al. 2010). La diminution de la synthése de lipides au niveau
hépatique (triglycérides et cholestérol) durant la torpeur est supportée : par la diminution de
I’expression de génes impliqués dans la synthése de triglycérides (DGAT2), et du cholestérol,
comme FDPS (farnesyl diphosphate synthase) et DHCR7 (7-dehydrocholesterol reductase).
L'expression diminuée de 2 genes de la famille du cytochrome P450, impliqués dans la
métabolisation du cholestérol en acides biliaires, a également été mis en évidence dans le foie

d’ours en hibernation.

3.3.4.2 Métabolisme du glucose (glycolyse et néoglucogenése)

La réduction de [I'utilisation du glucose, observée en parallele d’un maintien de la
néoglucogenese durant [|'hibernation, est fortement suggéré par les analyses
transcriptomiques dans le foie et le tissu adipeux d’ours hibernant (Jansen et al. 2019; Fedorov
et al. 2011; Fedorov et al. 2009). L'expression de GCK (glucokinase) et HK1 (hexokinase),
enzymes clés de la glycolyse, sont diminués dans le foie et le tissu adipeux de I'ours en
hibernation. On retrouve également une diminution de |’expression de PDHB (pyruvate
dehydrogenease E1 subunit beta) et TKT (Transketolase) dans le foie, qui sont respectivement
impliqués dans I'étape terminale de glycolyse et la voie des pentoses phosphates. L’expression
de PDHA (pyruvate dehydrogenase R1 component subunit alpha) est également diminuée
dans le tissu adipeux de l'ours hibernant. Le maintien de la néoglucogénése durant
I’hibernation est supporté par la surexpression de plusieurs genes hépatiques comme la
pyruvate carboxylase (PC), qui est responsable de la premiére étape dans la voie de la
néoglucogenese. Il est également mis en évidence un maintien de I'expression de FBP1
(fructose-bisphosphatase 1) et G6PC (glucose-6-phosphatase), ainsi qu’une régulation a la
hausse de PCK1 (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1) et de FBP1 (fructose-1,6-

bisphosphatase 1), dans le foie de I'ours hibernant (Jansen et al. 2019; Fedorov et al. 2011).
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Concernant le maintien de I'activité glycolytique dans le muscle squelettique de I'ours brun
hibernant, les données de la littérature disponibles sont contradictoires, qu’il s’agisse de
données transcriptomiques ou protéomiques. Les données transcriptomiques, mettent en
évidence une expression réduite de plusieurs genes glycolytiques dans le muscle de I'ours,
durant la période d’hibernation (Shimozuru et al. 2016; Fedorov et al. 2014). Les données
protéomiques récentes montrent une augmentation globale de I'abondance de toutes les
enzymes glycolytiques dans le muscle squelettique des ours bruns hibernants, a I'exception
de GLUT4 et de I'hexokinase (qui n'ont pas été détectées dans |'analyse) et de la PKFM (6-
phosphofructokinase ATP-dépendante) dont I'abondance reste identique entre les saisons
(Chazarin, Storey, et al. 2019). Les auteurs de I'étude ont émis I’hypothése que la capacité
glycolytique du muscle squelettique de I’ours était au moins maintenue, si ce n’est augmentée
durant I'hibernation. Cependant ils concluent également que compte tenu I'augmentation de
PDK4 (et de la diminution de la PDH), la conversion du pyruvate en acétyl-CoA est fortement
réduite, ce qui pourrait orienter préférentiellement la glycolyse vers la production de lactate

(Chazarin, Storey, et al. 2019).

3.3.4.3 Cycle de Krebs — Fonction mitochondriale

Comme présenté dans la partie 2.3.4 Fonction mitochondriale du manuscrit [voir page 24], un
ralentissement du fonctionnement du cycle de Krebs et de I'activité de la chaine respiratoire

mitochondriale a lieu durant la phase de torpeur des animaux hibernants.

Une sous-expression coordonnée de nombreux genes impliqués dans la respiration cellulaire
a lieu dans le foie de Ursus Americanus pendant la période de torpeur (Fedorov et al. 2011).
On retrouve une sous-expression de genes clés du cycle de Krebs comme SDHC (Succinate
Dehydrogenase Complex Subunit C) et ACO1 (Aconitase 1), et de plusieurs génes intervenant
dans le transport d’électrons comme CYCS (Cytochrome C), COQ5 (Coenzyme Qb5,
Methyltransferase) et NDUFS1 (NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S1).

En ce qui concerne le cycle de Krebs et |la chaine respiratoire mitochondriale, il a également
été observé une diminution des niveaux protéiques de la citrate synthase (CS ; 2 fois) et des
sous-unités des complexes mitochondriaux |, Il, IV et V ,dans le muscle squelettique des ours
hibernants, ce qui reflete une diminution du contenu mitochondrial (Chazarin, Storey, et al.

2019).

45



PARTIE B : Matériel et Méthodes

MATERIEL ET METHODES

1. Matériels

1.1 Echantillons collectés lors des captures d’ours sauvages

Parmi les ours bruns sauvages (Ursus arctos) capturés par le Scandinavian Brown Bear
Research Group (SBBRG) chaque année dans les comtés de Dalarna et de Gavleborg (Suéde),
entre 4 et 8 animaux sont inclus dans nos programmes de recherche. Ces animaux seront
prélevés a deux périodes, en février pendant I’hibernation des animaux, et en juin au début
de la phase active. Le choix d’animaux subadultes (agés de 2 ou 3 ans), avant la maturité
sexuelle est justifié : (i) pour la sécurité des animaux mémes ainsi que du personnel (ii) pour
le transport et la manipulation des animaux (iii) pour supprimer le risque de capturer une

femelle gravide.

Le nombre d’ours femelles (F) est plus important (d’environ 3 fois) que le nombre d’ours males
(M) [voir Tableau 1 et 2]. Les jelines males ont tendance a quitter plus souvent la zone de
naissance, alors que les femelles restent plus souvent a proximité de leur zone de naissance
(et donc de leur mére). La capture d’un plus grande nombre d’animaux femelles est justifié

vis-a-vis des contraintes de distance(s) par rapport au camp de base scientifique.

Les procédures de collecte des échantillons de sang, de tissu adipeux sous-cutané et de tissu
musculaire (vastus lateralis) ont été décrit précédemment (Chanon et al. 2018a; Chazarin,
Storey, et al. 2019). Tous les échantillons et les données ont été recueillis, dans le cadre de
protocoles approuvés par le Comité suédois d'éthique de I'expérimentation animale
(demandes Dnr C3/2016 et Dnr C18/2015), I'Agence suédoise de protection de
I'environnement (NV-00741-18) et le Conseil suédois de I'agriculture (Dnr 5.2.18-3060/17).
Les échantillons de sang ont été prélevés a partir de la veine jugulaire dans des tubes secs
pour le sérum (Vacuette® Z serum Sep Clot Activator, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmdinster,
Autriche) ou dans des tubes contenant de I'EDTA (BD Vacutainer®, FisherScientific, lllkirch,
France) pour le plasma. Tous les échantillons sont conservés a -80°C jusqu'a ce que les analyses

soient effectuées simultanément sur des échantillons appariés hiver et été.
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Pour de tres rares cas, les prélevements ont été effectuées sur les mémes animaux 2 années

consécutives [voir Tableaux 1 et 2].

1.2 Lignées cellulaires et myoblastes primaires

Les lignées cellulaires CCL136 (ATCC, USA), un modele cellulaire de rhabdomyosarcome
humain, sont cultivées dans un milieu DMEM 4.5 g/L de glucose (Gibco, USA) contenant 1%
penicilline-streptomycine (Gibco, USA), 5% de glutamine (GlutaMAX, Gibco, USA) et 10% de
sérum de veau feetal (FBS) (Gibco, USA).

La ligné cellulaire HFF-1 de fibroblastes humains (ATCC, USA), est cultivée dans les mémes

conditions que les cellules CCL136.

La lignée cellulaire de cancer prostatique PC3 (ATCC, USA), est cultivée dans un milieu RPMI
1640 4.5 g/L de glucose (Gibco, USA) contenant 1% penicilline-streptomycine (Gibco, USA),
5% de glutamine (GlutaMAX, Gibco, USA) et 10% de sérum de veau fcetal (FBS) (Gibco, USA).

Les cellules musculaires humaines ont été dérivées de biopsies de muscles (vastus lateralis)
obtenues a partir de donneurs témoins sains (biobanque Diomede). Toutes les procédures
pour la constitution et l'utilisation de la banque de cellules musculaires humaines ont été
approuvés par le comité d'éthique frangais SUD EST IV (accord #12/111 A 13-02) et réalisées

conformément a la législation francaise (loi de Huriet).

Les myoblastes humains proliféerent dans un milieu Ham’s F10 1 g/L de glucose (Gibco, USA),
contenant 1% penicilline-streptomycine (Gibco, USA), 5% de glutamine (GlutaMAX, Gibco,
USA) et 15% de sérum de veau feetal (FBS) (Gibco, USA). A 80-90% de confluence, la
différentiation en myotubes est induite avec un milieu DMEM 1 g/L de glucose (Gibco, USA)
contenant 1% penicilline-streptomycine (Gibco, USA), 5% de glutamine (GlutaMAX, Gibco,
USA) et 2% de sérum de veau foetal (FBS) (Gibco, USA). La formation de myotubes est

contrblée par une observation au microscope durant toute la durée de cette étape.

Le comptage de cellules est réalisé a I'aide d’un compteur de cellules (Z Series Coulter Counter,

Beckman Coulter). Les cellules sont décollées du puits par ajout d’une solution de trypsine-

EDTA (0.25%/0.02%), puis 20uL de la suspension cellulaire est diluée dans 10 mL de solution

isotonique (Beckman Coulter™ ISOTON™ Il) pour comptage.
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différentes lignées cellulaires et conditions de culture

Lignées Fournisseur
cellulaires Référence Milieu de culture
PC3 ATCC CRL-1435 RPMI 1640 10% FBS
CCL136 ATCC CCL-36 DMEM 10% FBS
HFF-1 ATCC SCRC-1041 DMEM 10% FBS
Banque de cellules interne Milieu de prolifération :
Myotubes L . NP HAM'S F-10 low glucose 10% FBS
. Collection interne | (approbation comité étique, - iy ..
humains accord #12/111 A 13-02) Milieu de différentiation :
DMEM low glucose 2% FBS

2. Méthodes

2.1 Préparation des mix de sérum

Pour le traitement des cellules, les sérums individuels de 16 animaux ont été réparti en 4
groupes homogenes (age, sexe, année de capture) pour réaliser 4 mix de sérums natifs
nommés M1, M2, M3 et M4. La préparation des mix de sérum est réalisée de la méme maniére
pour le mix S (été) et W (hiver) avec des échantillons appariés [voir Tableau 2 et 3]. Les mix
sont préparés dans une ambiance réfrigérée (4°C), afin de prévenir tout phénomeéne de
dégradation protéique, en mélangeant un volume équivalent de sérum d’été ou d’hiver de
chaque animal. Les mix sont aliquotés dans des tubes de différents volumes puis conservés a

-80°C jusqu’a leur utilisation.
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Tableau 2 : Liste des caractéristiques des 16 animaux utilisés pour la fabrication des 4 mix (M1-M4)

Identifiant (animal) Sexe Age Année de capture

W1813 F 3 2020

W1509 F 2 2017
M1

W1701 F 2 2018

w1814 M 2 2019

W1604 F 3 2018

W1610 M 2 2017
M2

W1710 F 2 2018

W1803 F 2 2019

W1601 M 2 2017

W1709 F 3 2019
m3

W1813 F 2 2019

W1909 F 2 2020

W1707 F 3 2019

W1608 F 2 2017
M4

W1806 F 2 2019

W1812 M 2 2019

De la méme facon, les sérums individuels de 19 animaux ont permis I'obtention des Mega-Mix

Tableau 3 : Liste des caractéristiques des 19 animaux utilisés pour la fabrication des Mega-Mix.

Identifiant (animal) Sexe Age Année de capture
W1806 F 3 2020
W1813 F 3 2020
W1909 F 2 2020
W1910 M 2 2020
W1707 F 3 2019
W1709 F 3 2019
W1802 M 2 2019
W1803 F 2 2019
W1806 F 2 2019
W1812 M 2 2019
W1813 F 2 2019
w1814 M 2 2019
W1604 F 3 2018
W1701 F 3 2018
W1709 F 2 2018
W1710 F 2 2018
W1509 F 3 2017
W1304 F 3 2015
W1305 F 3 2015




2.2 Préparation des fractions de sérum

Les fractions de sérum ont été réalisés a I'IPHC de Strasbourg par Alexandre Geoffroy a partir
des Mega-Mix réalisés pour les sérums d’été et d’hiver. La réalisation de 7 fractions a été mise

en ceuvre avec différentes procédures :

FO : Sérum non fractionné

F1: Sérum chauffé a 50°C pendant 20 minutes

F2 : Sérum chauffé a 65°C pendant 20 minutes

F3 : Sérum soumis a 3 cycles de décongélation-recongélation

F4 : Fraction déplétée en lipides. Le sérum est délipidé selon le protocole de Cham & Knowles
(Cham & Knowles 1976). 100uL de Mega-Mix hiver ou été additionné de 200 pL d’'un mélange
Butanol/DIPE (40/60 v/v), suivi d’une agitation lente durant 1h et d’une centrifugation (2 min,
2000g). La phase organique N°1 est récupérée et réservée. Un volume de DIPE de 100% est
ajouté a la phase aqueuse, suivi d’une centrifugation (2 min, 2000g). La phase organique N°2

est récupérée et mélangée avec la N°1. La phase aqueuse correspond au sérum délipidé.
F5 : Fraction lipidique (phase organique) issue de la délipidation du sérum (F3)

F6 : Fraction déplétée en albumine. La déplétion en albumine a été réalisé selon le protocole
de Cioloboc et al. (Cioloboc et al. 2013). L’éthanol absolu (refroidi a 4°C sur glace) est ajouté
dans 100 pL de Mega-mix, afin d’obtenir une concentration finale de 42% (soit 72.6uL pour
100 pL de sérum). Les tubes sont mis a agiter a 4°C durant 1h, puis centrifugés (45 min,
16 000g, 4°C). Le surnageant obtenu contient I'albuminome (Faction F7), et le culot obtenu
est constitué du reste des protéines sériques. Le culot de protéines est solubilisé dans 100 uL

de tampon Tris HCl 10mM (pH 7.5), et constitue la fraction déplétée en albumine
F7 : Fraction albuminome (surnageant), issue de la déplétion en albumine

Apreés obtention, les fractions sont conservées a -80°C jusqu’a utilisation.
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2.3 Dosages des lipides circulants

La quantification des lipides circulants a été réalisée a partir de 50ul de plasma provenant de
des prélevements collectés en été et en hiver sur les animaux des saisons 2015, 2016 et 2017.
Les dosages ont été réalisées a la plateforme de lipidomique de I'INSA de Lyon (INSERM,

INRAE, INSA, Functional Lipidomic Plateforme, Lyon, France)

2.4 Dosages des endocannabinnoides circulants et tissulaires

La quantification des endocannabinoides circulants a été réalisé a partir de 500ul de plasma
provenant de 8 ours prélevés en hiver et été lors des saisons 2018 et 2019. La quantification
des endocannabinoides a également été réalisée sur 50 pg de tissu adipeux et musculaire,
respectivement, sur 6 et 5 échantillons été et hiver d’animaux collectés ces mémes années. Le
dosage des endocannabinoides 2-AG (2-Arachidonoylglycerol) , AEA (anandamide) et OEA (N-
oleoylethanolamide) a été réalisée par la plateforme de lipidomique de Dijon (INSERM

UMR1231, Université de Bourgogne, France).

2.5 Traitement des cellules au sérum d’ours

Les différentes lignées cellulaires (PC3, CCL136, HFF-1) et les myotubes humains sont traités
durant 48h avec le milieu de culture correspondant (voir paragraphe 1.2) additionné de 5%
FBS (Fecetal Bovine Serum) ou 5% WBS (Winter Bear Serum) ou 5% SBS (Summer Bear Serum),

et incubés a 37°C et 5% COa.

Pour le traitement des cellules avec les fractions de sérum (voir paragraphe 1.3 et Tableau 3)
la fraction de sérum est ajoutée au FBS 5%. Les cellules sont donc soit traitées avec 5% FBS

soit avec 5% FBS additionné de 5% fraction WBS ou de 5% fraction SBS.

2.6 Mesure de I’activité NADH-déshydrogénase (test MTT)

Le test MTT est un test colorimétrique permettant d’estimer I'activité de la NADH
déshydrogénase mitochondriale (complexe 1) (Huet et al. 1992). Le composé MTT (jaune) est
métabolisé par la NADH déshydrogénase et va former un composé appelé formazan (violet).
Une lecture de la DO a 570 nm permet de mesurer la présence du formazan et

d’apprécier I'activité MTT exprimée en ADO / min.
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Le substrat de la réaction est préparé a partir de MTT ou 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich, USA) dissous dans du PBS préchauffé a 37°C
afin de réaliser une solution stock a 5mg/mL. La solution stock est homogénéisée par
retournement durant 30 min, jusqu’a compléte dissolution des cristaux jaunes. La solution

stock est ensuite aliquotée en tubes de 1mL qui sont seront stockés a -20°C jusqu’a utilisation.

Tableau 4 : Réactifs chimiques MTT : Mesure de I'activité NADH-déshydrogénase

Produit Fournisseur Référence

PBSpH7.4 Gibco 10010056
DMSO (Molecular Biology Grade) Sigma-Aldrich D8418
Roténone (> 95%) Sigma-Aldrich R8875

Le test MTT est effectué dans des plaques de culture 96 puits. La solution stock de MTT (5
mg/mL) est ajoutée dans le milieu afin d’obtenir une concentration finale de 0.5 mg/mL. La
plaque est mise a incuber 35 min a 37°C, 5% CO; pour les cellules PC3, HFF-1 et CLL136. Le
milieu est ensuite éliminé par retournement de la plaque, et 150 uL de DMSO pur (Sigma-
Aldrich, USA) est ajouté dans chaque puits afin de lyser les cellules et solubiliser
instantanément les cristaux de formazan. La plaque est laissée a 37°C au repos durant 10 min
puis agitée durant 5 min. La lecture de la plaque 96 puits est réalisée a 570 nm dans un lecteur

de plaque.

2.7 Extraction des protéines

La lyse des cellules est effectuée dans du tampon de lyse IGEPAL additionné d’un cocktail
d’inhibiteur de protéase (Sigma-Aldrich, USA) et d’'un mélange d’inhibiteur de phosphatase
(tampon PHIC : ImM Na3V04, 10mM NaF, eau Milli-Q). Aprés centrifugation (15 min, 12 000

G), la concentration en protéine a été déterminé par un dosage Bradford.
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La quantification des protéines a été réalisée également avec le Kit Pierce 660 nm Protein
Assay (Thermo Scientific). Dans une microplaque 96 puits, 10 pL d’'une gamme étalon de BSA
(125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL) fournie par le fabriquant et 10 uL de chaque
échantillon sont additionné de 150 uL du réactif d’essai. La plaque est ensuite agitée durant 1
min, protégée de la lumiere, et une lecture de la DO a 660nm est effectuée. La quantité de
protéine dans les échantillons est calculée grace a I'’équation de la droite obtenue avec la

gamme étalon corrigée par la moyenne des blancs (150 pl réactif + 10 puL H2O ultra pure).

Tableau 5 : Liste des produits et solutions utilisées pour I'extraction de protéines

Produits et Solutions Fournisseur - Composition
Référence (Concentration finale dans échantillons)
e Ll Sigma-Aldrich
Protease Coktail inhibitor P8340 FABRICANT

Tris HcL 33mM pH = 6.8, glycérol 8.3%
SDS 1.3%, bleu de bromophénol 0.4%
Tris Hcl 10mM, NaCl 150 mM, EDTA 1mM,
Tampon Igepal Préparé (Labo) EGTA 1mM, Triton X100 1%, IGEPAL

CA630 0.5%

Tampon Laemmli 1X Préparé (Labo)

2.8 Western blot

Les échantillons protéiques sont additionnés d’'un tampon Laemmli et de DTT (60 mM), puis
dénaturés 8 min a 95°C, a I'exception des échantillons destinés a la quantification des

complexes de la chaine respiratoire (oxphos) qui sont mis a dénaturer 15 min a 50°C.

Pour la détection de la citrate synthase (CS), 30 ug de protéines sont déposés dans un gel TGX
FastCast 10% Acrylamide (Biorad, Marnes-la-Coquette, France), le transfert est ensuite réalisé
sur membrane PVDF par transfert semi-sec (Trans-Blot Turbo Transfer System, Biorad), en

utilisant le protocole Standard (30 min, 1.0 A, 25V constant).

Pour la détection des complexes de la chaine respiratoire (OXPHOS) ; la migration est réalisée

dans un gel 10% Acry/Bis préparé au laboratoire, suivi d’un transfert liquide 1H-100V a 4°C
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Apres transfert semi-sec ou liquide, les membranes PVDF sont ensuite bloquées dans une
solution TBS-Tween 0.5% et 4 % BSA 1h a température ambiante. Les membranes sont ensuite
incubées durant la nuit a 4°C sous agitation avec les anticorps primaires appropriés OXPHOS
(ab 110413, Abcam, Cambridge, UK) et CS (#s5¢390693, Santa Cruz Biotechnology, Nanterre,
France), tous les 2 dilués a 1/1000¢°. Les anticorps secondaires goat anti-mouse IgG-HRP sont
dilués a 1/10 000e pour CS et 1/3000e pour OXPHOS. Pour la visualisation de la

chemiluminescence, un analyseur G:BOX (Syngene) a été utilisé.

L'intensité des bandes du Western blot est quantifié par analyse d’image (Imagel, NIH), et

normalisée par la quantification totale de protéines grace au TGX contenu dans les gels

(Biorad).
Tableau 6 : Liste des Anticorps primaires et secondaires utilisés
Anticorps Fournisseur - Référence Dilution
Anticorps primaire Santa Cruz Biotechnology 1/1000
Citrate synthase (#sc390693)

Anticorps primaire Abcam, Cambridge, UK

Total OSPHOS Rodent WB 1/1000
Antibody Coktail (ab 110413)
Anticorps secondaire Santa Cruz Biotechnology 1/10 000 (CS)
goat anti-mouse IgG-HRP (#sc2005) 1/3000 (OXPHOS)

2.9 Mesure de la respiration mitochondriale
2.9.1 Respiration mitochondriale - SEAHORSE

La mesure de la respiration mitochondriale (OCR = oxygen consumption rate) a été réalisée
sur la plateforme de I'ENS (Lyon, France) a I'aide d’un SEAHORSE XFe24 Analyser (Agilent, Les

Ulis, France).

Les cellules ont été cultivées au laboratoire, puis transférées a Lyon a J+3 jours post-
différentiation. Le traitement des cellules avec le sérum d’ours est effectué sur place a J+5 et
les mesures de respiration a J+7. Les cellules ont été lavées deux fois et incubées pendant 1 h
dans du XF DMEM (103575-100, Agilent) préchauffé pH = 7.4 a 37°C dans un incubateur sans

admission de CO2. Le Mito Stress Test est réalisé selon le protocole du fabriquant.



Le taux de consommation d'oxygene (OCR) a été mesuré dans un milieu XF DMEM ph = 7.4
avec 10mM de glucose, 2mM de glutamine et 1mM de pyruvate, puis apres injections
successives de 1.5uM d'oligomycine, 0.5uM de FCCP et 0,5uM Roténone/Antimycine A. L'OCR

est exprimé en pmol mint.

Les données ont été normalisées par la mesure du nombre de noyaux présents dans chaque
puits. Le comptage des noyaux a été réalisé grace au Cytation (Biotek, Winosski, VT, USA)

apreés fixation au paraformaldéhyde 4% et coloration au DAPI.

En paralléle, pour plusieurs plaques, la quantité de protéines présentes dans chaque puits a
été mesurée apres lyse dans du tampon de lyse IGEPAL [voir Tableau 6], et quantification a

I'aide du Kit Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific).

La respiration basale correspond a la consommation d’oxygéne nécessaire aux besoins en ATP
de la cellule et a la consommation d’oxygene résultant de la fuite de protons. L'oligomycine
inhibe I'ATP synthase (complexe V), et la diminution de I'OCR apres l'injection d'oligomycine
est corrélée a la respiration mitochondriale associée a la production d'ATP cellulaire, qui est
obtenue par la différence entre I'OCR basale et I'OCR aprées I'addition d’oligomycine. Le FCCP
est un agent découplant qui va perturber le gradient de protons et le potentiel de membrane
mitochondriale. Par conséquent, le flux d’électrons a travers la chaine respiratoire n'est pas
inhibé, et 'oxygéne est consommé au maximum par le complexe IV. L'OCR obtenu aprées
injection du FCCP, qui correspond a la respiration maximale, peut alors étre utilisé pour
calculer la capacité respiratoire de réserve, définie comme la différence entre la respiration
maximale et la respiration basale. La capacité respiratoire de réserve est une mesure de la
capacité de la cellule a répondre a une demande énergétique accrue. La troisieme injection
est un mélange de roténone, un inhibiteur du complexe I, et d'antimycine A, un inhibiteur du
complexe lll. Cette combinaison bloque la respiration mitochondriale et permet d’apprécier
la consommation d’oxygéne non mitochondriale, qui est le reflet de la consommation
d’oxygene par des processus extérieurs a la mitochondrie. Le calcul de la fuite de protons
(proton leak) est défini comme la différence entre I'OCR apreés ajout d’oligomycine et I'OCR
obtenu apres addition de la roténone et de I'antimicyne A.

L’efficacité de couplage (CE) représente la proportion d’O; consommeée pour former de I’ATP.
Elle est calculé par la formule suivante : CE % = [respiration couplée a I’ATP/(basal — fuite de

protons) x 100]
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Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profile
Mitochondrial Respiration

Rotenone &
Oligomycin FCCP antimycin A

A\ Spare
Capacity

Figure 7 : Profil Mito Stress des principaux paramétres de la respiration mitochondriale mesuré
avec un appareil Seahorse.

Le test Seahorse XF Cell Mito Stress Test utilise des modulateurs de la respiration qui ciblent les
composants de la chaine de transport d'électrons (ETC) dans les mitochondries pour analyser les
paramétres clés de la respiration mitochondriale. Des composés (oligomycine, FCCP, et un mélange
de Roténone et d’Antimycine A) sont injectés de maniére séquentielle afin de mesurer la respiration
liée a la production d'ATP, la respiration maximale, et la fraction de la consommation d’oxygene
indépendant de la respiratoire mitochondriale. La fuite de protons et la capacité respiratoire de
réserve sont ensuite calculées a I'aide de ces parameétres et de la respiration basale. L'OCR pour
Oxygen Consumption Rate est exprimé en pmol min™.

2.9.2 Respiration mitochondriale — Oroboros

La mesure de la respiration mitochondriale a été effectuée au sein du laboratoire CARMEN
(Lyon, France). Les cellules PC3 ont été ensemencées et cultivées a Lyon. Les cellules sont
perméabilisées avec de la digitonine (30 minutes, 10 pug/ml), puis aprés rincage la suspension
est ajoutée dans une cuve de 2ml d’un Oxygraphe 2K (Oroboros Inc, Innsbruck, Austria) pour
analyse. La consommation d’oxygéne est mesurée en présence de Pyruvate/malate (PM)
(respectivement 5 mM et 2 mM), puis en ajoutant ’ADP (2 mM). L’addition successive de
roténone (0.5 uM), succinate (10 mM), TTFA (40 uM), TMPD/ascorbate (respectivement 0.3
mM and 3 mM), permet la détermination des vitesses de phosphorylation oxydative au travers
des substrats des complexes |, Il, et IV. La consommation d’oxygene est mesurée et normalisée

en nmol min! mg de protéines™.
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Le RCR (respiratory control ratio) est le rapport entre le taux de consommation d'oxygéne des
mitochondries a I'état 3 et le taux de consommation d'oxygene a |'état 4. Le RCR est un indice
de la facon dont la respiration est couplée a la phosphorylation de I'ADP. Dans cette
expérience, |'état 4 correspond a la consommation d’O; apres injection de PM et I'état 3 a la

consommation d’0O2 apres ajout de (PM) + ADP.

2.10 Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism. Les données
sont représentées par la valeur de la moyenne + SEM (erreur standard de la moyenne). Les
tests statistiques utilisés sont détaillés dans les légendes des figures et comprennent des test
t de Student pour données appariées, afin de comparer les différences entre le sérum été SBS
ou hiver WBS, ou encore pour comparer les ratios W/S. Des test ANOVA a 1 voie ont été utilisés

pour comparer les différences entres les 3 conditions : FBS, SBS et WBS.
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PARTIE C : Présentation du sujet de these

Les ours bruns (Ursus arctos) hibernent sur une période pouvant aller jusqu'a 5 a 7 mois, sans

manger, boire ou déféquer, sans uriner et avec une absence totale d’activité physique. Durant

cette période les ours ne développent pas d’atrophie musculaire, d’ostéoporose, de

coagulopathies ou d’altérations de la fonction cardio-vasculaire. L'utilisation du modéle de

I'ours brun hibernant pour lutter contre les maladies cardiovasculaires, l'insuffisance rénale,

la sarcopénie et I'ostéoporose, chez ’lhomme, a été suggéré par de nombreuses publications

(Bertile et al. 2021; Frobert et al. 2019; Stenvinkel, Jani, et al. 2013).

La possibilité de transférer certaines caractéristiques présentes chez I'ours brun vers ’homme,

et I'existence d’un effet trans-espéce(s) du sérum d’ours hibernant, a été mis en avant par

différentes publications :

En 2007, un article de Fuster et al., a démontré un effet anti-protéolytique du plasma
d’ours hibernant sur des muscles de rat (EDL ou extensor digitorum longus). L’hypothése
avancée dans l'article est que, durant I’hibernation, I'ours serait capable de produire un
inhibiteur protéolytique qu’on retrouve en circulation dans le sérum (Fuster et al. 2007).
En 2018, I'article de Chanon et al., a démontré que le sérum d’ours hibernant (mais pas le
sérum d’ours prélevé en été) était capable de promouvoir une hypertrophie, lorsqu’il est
appliqué sur des myotubes humains en culture. L'effet d’hypertrophie observé passerait
par une inhibition de la dégradation protéique impliquant les voies de dégradation
lysosomale et protéasome-dépendante (Chanon et al. 2018).

En 2020, I'article de Nasoori et al., a mis en avant un effet différentiel du sérum d’ours sur
I'ostéoclastogenese. L'incubation de PBMCs d’ours (cellules mononucléées sanguine
périphérique) avec du sérum d’ours d’été ou d’hiver, a montré que le sérum d’ours
hibernant était capable d’inhiber fortement la différenciation des PBMCs en ostéoclastes,
en comparaison au sérum d’ours prélevé en été. L’hypothése avancée est que l'effet
observé pourrait étre d{i soit a I'absence d’un ou de facteur(s) de différentiation ou a la
présence d’'un composé inhibiteur de I'ostéoclastogenese dans le sérum d’ours

hibernant (Nasoori et al. 2020).

L’accés au modeéle animal de I'ours brun (Ursus arctos) et aux échantillons de sang et de tissus

(tissu adipeux et musculaire) est possible grace au projet de recherche de l'ours brun
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scandinave (Scandinavian Brown Bear Research Project ou SBBRP), créé au début des années
1980 ; et qui accueille depuis 2011 des chercheurs, qui souhaitent utiliser I’'ours brun comme

modeéle d’étude pour des applications en santé humaine.

Les objectifs principaux du « projet ours » sont : (i) caractériser I’'ensemble des effets

biologiques du sérum d’ours brun hibernant sur des modéles cellulaires, (ii) identifier et

caractériser les composés circulants actifs et responsables des effets biologiques observés.

De l'existence d’un effet différentiel du sérum d’ours d’été ou d’hiver, observé sur des cellules
humaines, découle l'objectif de ma theése qui est d’étendre I’exploration des effets
biologiques du sérum sur des modeéles cellulaires in vitro, sur des paramétres encore non
étudiées, tels que des effets sur le métabolisme cellulaire et la respiration mitochondriale.
L'exploration de nouveaux effets biologique du sérum est réalisée sur différents modeles
cellulaires comme des cellules PC3, des fibroblastes ou des modeles de cellules musculaires

primaires (myotubes humains).

Dans le cadre de la recherche des composés circulants bioactifs dans le sérum d’ours
hibernant, une approche ciblée et sans a priori est mise en ceuvre. L'approche ciblée se
focalise sur I'investigation des changements de composés circulants dans le sérum de I'ours
entre |'été et I'hiver, comme les lipides, et des dérivés lipidiques bioactifs tels que les

endocannabinoides.

L’approche sans a priori repose sur la base du fractionnement du sérum. Pour développer
cette approche sans a priori et tester les fractions de sérum, la premiére étape consiste dans
la recherche d’un readout facilement mesurable et permettant de tester les fractions de
sérum. Le fractionnement du sérum, réalisé par différentes techniques (dénaturation,
délipidation, désalbuminisation, ...), permet de simplifier I'investigation et la recherche de la

nature des composés actifs.
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PARTIE D : Données expérimentales

1. Publication

Specific shifts in the endocannabinoid system in hibernating brown bear
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Guillemette Gauquelin-Koch?, Chantal Simon?, Stéphane Blanc?, Lydie Combaret?, Fabrice Bertile?, Etienne
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NO-1432 As, Norway.

8 Norwegian Institute for Nature Research, NO-7485 Trondheim, Norway.

9 Centre National d’Etudes Spatiales, CNES, F-75001 Paris, France

Contexte :

Les endocannabinoides sont des médiateurs lipidiques capables de se lier aux récepteurs
cannabinoides CB1 et CB2, et de les activer. Ces lipides bioactifs appartiennent principalement
a deux classes de composés : les N-acyléthanolamines (NAEs) et les 2-acylglycérols (2-AcGs),
dont le N-arachidonoyléthanolamine (AEA) et le 2-arachidonoylglycérol (2-AG) sont
respectivement les principaux représentants, qui dérivent de I'acide arachidonique (AA)
(Fezza et al. 2014). Le systeme endocannabinoide est impliqué dans la régulation de nombreux
processus physiologiques comme la signalisation neuronale, la réponse au stress, les rythmes
circadiens, la prise alimentaire ou encore la régulation du métabolisme et des réserves
adipeuses (Vaughn et al. 2010a). L'implication du systéme endocannabinoide (ECS) dans la
régulation des rythmes circannuels est fortement suggéré par de nombreuses données
(Vaughn et al. 2010a). L'ECS pourrait notamment intervenir dans la période de préparation a
I’hibernation, lorsque les animaux constituent leurs réserves lipidiques, en favorisant une

augmentation de la prise alimentaire; ainsi que durant I’hibernation, en contribuant
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notamment au switch métabolique de la glycolyse vers I’oxydation des acides gras (Vaughn et

al. 2010a).

Dans le sérum d’ours hibernant, plusieurs publications ont mis en évidence une augmentation
des acides gras circulants et des triglycérides provenant de la lipolyse du tissu adipeux
(Chazarin, Storey, et al. 2019; Ahlquist et al. 1984; Graesli et al. 2015). Il a également été mis
en évidence qu’une modification importante dans les proportions des acides gras circulants
avait lieu durant I’hibernation (Hissa et al. 1998). Les modification quantitatives et qualitatives
des acides gras circulant chez I'ours en hiver, pourraient (i) altérer la composition des
membranes cellulaires, et (ii) modifier la synthese de dérivés lipidiques tels que les
eicosanoides et les endocannabinoides (eCBs). L'étude des changements du métabolismes des
eicosanoides a déja été publié chez I'ours brun, en comparant les différences saisonniéeres (été
et hiver), avec la conclusion que I’hibernation chez I'ours est associé avec une suppression
générale dans la synthése de ces composés (Giroud, Evans, et al. 2018). Des données
concernant la composition tissulaire et/ou circulante en endocannabinoides (eCBs) ont déja
été publiée chez la marmotte (Marmota monax et flaviventris) et les écureuils (Spermophilus
richardsonii) (Mulawa et al. 2018; Stewart et al. 2002; Vaughn et al. 2010a). La quantification
des principaux endocannabinoides dans sérum a été réalisée chez l'ours noir (Ursus
americanus), néanmoins sans montrer de changements significatifs majeurs (sauf pour le 2-

AG) dans les mesures effectuées a différents moments de I'année (Kirkwood et al. 2016).

Question(s) scientifique(s) :

Considérant les variations saisonniéres importantes des lipides circulants, est ce que ces
changements sont capables d’impacter le systéeme endocannabinoides et la disponibilité de ses

ligands ?

Parmi les variations saisonniéres des composés circulants qui ont pu étre identifiées, quelles

hypotheses peuvent étre formulées sur les possibles effets biologiques / physiologiques ?

Stratégie mis en oeuvre :

Dans le cadre de I'approche ciblée, et en tenant compte des données de la littérature, j'ai

orienté mes investigations sur les changements saisonniers (été et hiver) des lipides et
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endocannabinoides (eCBs) circulants chez Ursus arctos. La mesure des eCBs a également été
mise en ceuvre sur les 2 tissus disponible au laboratoire : le tissu adipeux et musculaire. La
mesure de lI'expression des génes impliqués dans la synthése et le catabolisme de ces

composés a également été réalisée dans les tissus mentionnés ci-dessus.

Article :
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Abstract

In small hibernators, global downregulation of the endocannabinoid system (ECS), which is involved in modulating
neuronal signaling, feeding behavior, energy metabolism, and circannual rhythms, has been reported to possibly
drive physiological adaptation to the hibernating state. In hibernating brown bears (Ursus arctos), we hypothesized
that beyond an overall suppression of the ECS, seasonal shift in endocannabinoids compounds could be linked to
bear's peculiar features that include hibernation without arousal episodes and capacity to react to external
disturbance. We explored circulating lipids in serum and the ECS in plasma and metabolically active tissues in free-
ranging subadult Scandinavian brown bears when both active and hibernating. In winter bear serum, in addition to
a 2-fold increase in total fatty acid concentration, we found significant changes in relative proportions of circulating
fatty acids, such as a 2-fold increase in docosahexaenoic acid C22:6 n-3 and a decrease in arachidonic acid C20:4 n-
6. In adipose and muscle tissues of hibernating bears, we found significant lower concentrations of 2-
arachidonoylglycerol (2-AG), a major ligand of cannabinoid receptors 1 (CB1) and 2 (CB2). Lower mRNA level for
genes encoding CB1 and CB2 were also found in winter muscle and adipose tissue, respectively. The observed
reduction in ECS tone may promote fatty acid mobilization from body fat stores, and favor carbohydrate
metabolism in skeletal muscle of hibernating bears. Additionally, high circulating level of the endocannabinoid-like
compound N-oleoylethanolamide (OEA) in winter could favor lipolysis and fatty acid oxidation in peripheral tissues.
We also speculated on a role of OEA in the conservation of an anorexigenic signal and in the maintenance of
torpor during hibernation, while sustaining the capacity of bears to sense stimuli from the environment.

Keywords: Hibernation, Brown bear, Metabolism, Lipidomic, Docosahexaenoic acid, Endocannabinoid system,
Cannabinoid receptor 1, Cannabinoid receptor 2, 2-arachidonoylglycerol, Anandamide, N-oleoylethanolamide

Background

To deal with seasonal cold and food shortage during win-
ter, hibernating mammals show a combination of behav-
joral and physiological changes. To save energy during
hibernation, hibernating animals use periods of torpor
characterized by decreased metabolic rate and body
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B BMC

temperature, reduction in respiratory and heart rates, and
physical inactivity [1, 2]. Brown bears (Ursus arctos)
exhibit unique features, as they hibernate at mild
hypothermia (32—35 °C) and can stay inside their dens for
up to 7 months, without drinking, eating, defecating or
urinating, and with no arousal episodes [3—6]. While den-
ning, they reduce their metabolic rate by about 75% [7],
and rely primarily on mobilization of fat stores, which is
reflected by increased circulating fatty acid concentration
and body fat store depletion during winter [8—10].
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Beyond energy substrates, lipids also have pleiotropic ac-
tions in the regulation of metabolism, and changes in mem-
brane fatty acid composition have already been described in
hibernating animals [11-14], including the brown bear [9].
Membrane phospholipids can also provide long-chain fatty
acids for the synthesis of bioactive lipid mediators, such as
endocannabinoids [15-17]. The endocannabinoid system
(ECS) was originally described as being composed of G-
protein coupled receptors (CB1 and CB2) and their
endogenous ligands, of which the main ones are derived
from arachidonic acid 20:4n-6 (AA) esterified into phos-
pholipids, and called 2-arachidonoyl glycerol (2-AG) and
anandamide (AEA) [15-20]. These two well-characterized
compounds clearly show varying affinity for CB1 and CB2
receptors. Indeed, AEA is considered as a high affinity
CB1-partial agonist (and weak CB2 agonist), whereas 2-AG
is described as a low-to-moderate affinity CB1 and CB2 full
agonist [21, 22]. 2-AG and AEA belong to the large family
of 2-acylglycerols (2-AcGs) and N-acylethanolamines
(NAEs), respectively (17, 19]. N-acyl-
phosphatidylethanolamine-hydrolyzing phospholipase D
(NAPEPLD) and sn-1-specific diacylglycerol lipase-a and f3
(DAGLA and DAGLB) are the main enzymes involved in
the biosynthesis of NAEs and 2-AcGs, respectively [17, 19].
Fatty acid amide hydrolase (FAAH) is responsible for NAEs
catabolism (and to a lesser extend for 2-AG) [23], and
monoacylglycerol lipase (MGLL) specifically catabolizes 2-
AcGs [17, 19]. eCBs can also be metabolized by lipoxy-
genases (LOXs) and by cyclooxygenase-2 (COX-2), an al-
ternative pathway for eCBs catabolism [17].

The ECS includes structurally related compounds like N-
oleoylethanolamine (OEA), called «endocannabinoids-like
compounds» (eCBs-like). The latter are metabolized by the
same biosynthetic and catabolic enzymes as eCBs [17].
Although eCBs-like compounds are not able to bind to
CB1 and CB2 receptors, they can bind to other G-protein
coupled receptors (e.g. GPR119 and GPR55) or nuclear
receptors, like peroxisome proliferator-activated receptor o
(PPARA) [17].

Endogenous cannabinoids are involved in the regulation
of many physiological processes, including neuronal signal-
ing [24], stress response [25], metabolism [25-27], feeding
behavior and energy storage [25, 28]. Evidences support
the fact that the ECS could be involved in sleep cycles [29],
circadian and potentially circannual rhythms [30]. At the
central level (e.g. hypothalamus), CB1 is able to promote
food intake and reduce energy expenditure [25, 31]. In
addition, CB1 activation in adipose tissue leads to fatty acid
and glucose uptake, and to upregulation of lipogenesis [25].
In liver, CB1 signaling leads to increased expression of
genes involved in the synthesis of fatty acids [32], and in
skeletal muscle tissue, CB1 activation triggers a decrease in
glucose uptake and insulin sensitivity [25]. The CB2 recep-
tor is well known to be widespread over immune cells and
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to have numerous immunomodulatory roles [33]. CB2 has
also been detected in metabolic tissues, like adipose tissue
and skeletal muscle [34, 35] and CB2 pharmacological or
genetic inactivation in murine obesity models promote
insulin-mediated glucose uptake in skeletal muscles, reduce
adipose tissue inflammation, and thus improves insulin
sensitivity [36, 37]. Finally, the eCB-like OEA promotes lip-
olysis, fatty acid oxidation in skeletal muscle and liver, and
triggers an anorexigenic signal, notably through the nuclear
receptor PPARA [38, 39]. Considering the pleiotropic roles
of ECS in neuronal signaling, regulation of feeding behav-
ior, energy metabolism and circannual rhythms, important
changes are expected during hibernation. Several ECS cir-
culating compounds have been quantified in hibernating
black bears, during and around the torpor phase [40],with
no major changes observed except a slight increase in 2-
AG in the period of metabolic drop before torpor. Al-
though a decrease in ECS tone has been observed in hiber-
nating marmots (Marmota monax and flaviventris) and
ground squirrels (Spermophilus richardsonii) [30, 41, 42],
we hypothesize that a similar decrease should occur in hi-
bernating bears, not excluding specific changes due to their
unique features during hibernation (mild hypothermia, no
periodic arousal, and maintenance of alertness). Therefore,
we explored here seasonal variations in fatty acid compos-
ition and ECS tone, in both circulating compartment and
in muscle and adipose tissues, in winter-hibernating and
summer-active brown bears.

Results

Seasonal differences in serum lipids

We explored the fatty acid (FA) composition of winter-
hibernating (WBS) and summer-active (SBS) bear serum
(see supplementary Table S1). From the lipidomic data,
we compared both the summer and winter concentrations
and proportions of fatty acids (see supplementary Table
S2 and S3 for detailed lipidomic results). As shown in
Fig. 1a, the total concentration of FAs was about twofold
higher in WBS relative to SBS (28.82+1.71 vs. 15.99 +
1.09 mmol/L). All but two quantified lipid species were
higher in concentration in hibernating bears, i.e. saturated
fatty acids (SFAs), monounsaturated fatty acids (MUFAs),
and n-6 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) (Supplemen-
tary Table S2). Only concentrations of alpha-linolenic acid
C18:3 n-3 (ALA) (0.49 -fold, non-significant) and eicosa-
pentaenoic acid C20:5 n-3 (EPA) (0.26-fold) were lower in
WBS (Supplementary Table S2).

Meanwhile, the molar percent of total n-6 species were
found to be lower in WBS compared to SBS (Fig. 1b). Lipid
species with the highest molar percent are presented in Fig.
1c (see Supplementary Table S3). Among SFAs, palmitic
acid C16:0 (PA) was found in higher proportion, whereas
stearic acid C18:0 (SA) was in lower proportion in winter
serum. Similar proportions of oleic acid 18:1n-9 (OA),
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Fig. 1 Lipidomic from summer and winter brown bear serum. The winter and summer bear serum mixes were prepared as described (Supplementary
Table S1). a: Total fatty acid (FA) concentration. b: Total n-6 and n-3 FA relative proportions of total lipids. ¢: Highest molar percent lipid species D:
Molar percent of the n-3 family lipid species. e: Molar ratios of DHA/AA in summer and winter serum. Detailed lipidomic results are presented in
Supplementary Tables S2 and S3. Data are expressed in mmol/L for total FAs concentration, or molar percentage of total lipids and are represented as
mean + SEM of separate extractions and quantifications from the twelve mixes (six summer and six winter serum mixes, except for EPA with data from
only three summer and three winter mixes). Paired Student t-test were used to compare wummer and winter data and Benjamini-Hochberg
correction was applied for multiple comparisons. * indicates BH adjusted p value < 0.05 when comparing seasons, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001, NS:
non significant. AA:arachidonic acid, ALA: alpha-linolenic acid, DHA: docosahexaenoic acid, DPA: docosapentaenoic acid, EPA: eicosapentaenoic acid,
LA: linoleic acid, OA: oleic acid, PA: palmitic acid, SA: stearic acid, SBS: summer bear serum, WBS: winter bear serum

belonging to the n-9 MUFAs, were found in winter and
summer bear serum. Concerning n-6 PUFAs, the proportion
of arachidonic acid C20:4 n-6 (AA) was lower during winter,
whereas proportion of linoleic acid C18:2 n-6 (LA) remained
unchanged (Fig. 1c). For individual species of the n-3 family
(Fig. 1d and Supplementary Table S3), docosapentaenoic acid
C22:5 n-3 (DPA, 1.5-fold) and docosahexaenoic acid C22:6
n-3 (DHA, 2.2-fold) were found in higher proportions.

The proportion of C20:5 n-3 (EPA) was found much
lower (0.15-fold) in winter serum, as well as the alpha-
linolenic acid C18:3 n-3 (ALA, 0.27-fold), a precursor of
the EPA, DPA and DHA species.

From molar percent values, the DHA/AA ratio was
3.2-fold higher in winter (Fig. 1e).

Changes in plasma endocannabinoids and
endocannabinoids-like compounds

We next assessed circulating eCBs and eCBs-like in bear
plasma. Paired samples were collected in winter and in
summer from eight bears (Supplementary Table S1) and
quantification of AEA, 2-AG and OEA are presented in
Fig. 2 and supplementary Table S5. Lower concentra-
tions were observed for AEA (0.63-fold) in winter com-
pared to summer, whereas the reverse was observed for
OEA (3.3-fold). No difference was found for 2-AG
plasma concentration.

Changes in endocannabinoid concentrations in muscle
and adipose tissues

Quantification of endocannabinoids was then performed
in bear muscle and adipose tissues. Paired tissues sam-
ples were collected from bears in winter and in summer
(Supplementary Table S1) and quantification of AEA, 2-
AG and OEA are presented in Fig. 3 and supplementary
Table S5. AEA concentration was lower in both muscle
and adipose tissues during winter versus summer, close
to the statistical threshold (p =0.064 and p =0.069, re-
spectively). 2-AG concentration was significantly lower
in muscle and adipose tissues samples during winter, by
about 1.6- and 9-fold, respectively. By contrast, no sea-
sonal changes were found in OEA concentrations in
both muscle and adipose tissues.

Changes in endocannabinoid pathway-related gene
expressions in muscle and adipose tissues

To explore tissue metabolism of endocannabinoids, we
quantified gene expression in muscle and adipose tissue
of the eCBs membrane receptors CB1 and CB2, and sev-
eral enzymes involed in the synthesis and catabolism of
eCBs. For muscle tissue, paired samples were from 8
bears at the two time points, while for adipose tissue,
data are coming from 5 bears in summer and 13 bears
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Fig. 2 Circulating endocannabinoids concentration in brown bear plasma. Concentration of three major endocannabinoids compounds in bear
plasma. Plasma were collected from bears at both winter-hibernating and summer-active time points (Supplementary Table S1). Data are
expressed in ng/mL and are represented as mean + SEM of separate extractions and quantifications (n = 8). Paired Student t-test were used to
compare wummer and winter data. * indicates p value < 0.05 when comparing seasons, *** for p < 0.001, NS: non significant. AEA: anandamide,
2-AG: 2-arachidonoylglycérol, eCBs: endocannabinoids, OEA: N-oleoylethanolamine, SBP: summer bear plasma, WBP: winter bear plasma
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in winter (Supplementary Table S1). Data are presented
in Fig. 4 and Supplementary Table S5.

For genes that encode the membrane receptors CB1 and
CB2 in muscle tissue, CNR1 mRNA level, but not CNR2,
was decreased (0.63-fold) in winter (Fig. 4). Concerning en-
zymes that catabolize AEA and 2-AG, mRNA level of
FAAH was induced (2.3-fold) in winter, but MGLL gene ex-
pression did not change. For genes encoding enzymes of the
biosynthetic pathway, DAGLA mRNA level was strongly re-
duced in muscle tissue during winter (0.40-fold), whereas
DAGLB mRNA level was increased (1.53-fold). Finally, gene
expression of NAPEPLD did not change in muscle (Fig. 4).

Conversely, in adipose tissue (Fig. 5), no significant
changes in CNR1 gene expression were reported whereas
CNR?2 expression was strongly decreased in winter (0.42-
fold). For gene expression of catabolic enzymes (FAAH
and MGLL), did not change in adipose tissue between sea-
sons. Finally, for genes encoding biosynthetic enzymes,
mRNA levels of DAGLB and NAPELD were respectively
found higher (1.44-fold) and lower (0.75-fold) in winter.

Discussion
Thanks to repeated capture sessions, we were able to gather
samples of serum, plasma and tissues from high number of

free-living brown bears (Ursus arctos). From the 28 bears
included in this study, samples were collected both in Feb-
ruary during winter hibernation and in June during summer
active period. Due to limited amount of available biological
material, the analyses were performed on samples coming
from different subsets of the 28 bears. In all but adipose tis-
sue, analyses were performed on winter and summer paired
samples (Supplementary Table S1). We examined circulat-
ing lipid and ECS compounds in both summer-active and
winter-hibernating brown bears to explore the extent to
which regulation of the ECS reflects bear hibernation pecu-
liarities, including survival due to lipid oxidation, mainten-
ance of muscle glycolysis, and maintained alertness during
dormancy. The seasonal shift we highlighted in serum FAs
composition, together with a decrease in tissue AEA and 2-
AG, and a three-fold increase in circulating OEA during
winter, could contribute to the behavioral and metabolic
changes that occur in hibernating bears.

Hibernators experience extended periods of food short-
age during hibernation and primarily rely on mobilization
of fat stores from white adipose tissue [1]. Accordingly, we
found that the concentration of total circulating fatty acids
was elevated in hibernating bears, a finding in line with
previous studies [5, 43]. Considering both the amount and
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Fig. 4 Fold change in gene expression of target genes involved in endocannabinoids biosynthesis and catabolism in brown bear muscle tissue.
Muscle tissues were collected from bears at both winter-hibernating and summer-active time points (Supplementary Table S1), total RNA was
extracted and expression levels were measured by RT-gPCR. Data are normalized against TBP mRNA levels and expressed as a fold change
relative to the summer condition, represented as mean + SEM of separate extractions and quantifications (n = 8). Paired Student t-test were used
to compare wummer and winter data. * indicates p value < 0.05 when comparing seasons, NS: non significant. CNR1: cannabinoid receptor 1,
CNR2: cannabinoid receptor 2, DAGLA: diacylglycerol lipase alpha, DAGLB: diacylglycerol lipase beta, FAAH: fatty acid amide hydrolase, MGLL:
monoacylglycerol lipase, NAPEPLD: N-acyl phosphatidylethanolamine phospholipase D, SBM: summer bear muscle, WBM: winter bear muscle

relative proportions of circulating lipids, our results are
consistent with changes in serum and plasma lipid pro-
files during hibernation that have been previously pub-
lished [5, 9, 10], notably an enrichment in DHA C22:6
n-3 and depletions in ALA C18:3 n-3 and EPA C20:5
n-3, during winter compared to summer. Whether the
depletion in the ALA and EPA precursor species could
be directly linked to the observed DHA increase re-
mains to be elucidated.

Here, the DHA serum enrichment that we observed in
hibernating bears is actually not coming from dietary FAs
intake but rather due to lipid stores mobilization. The
health benefits that have been attributed to n-3 PUFAs (e.g.
DHA), essentially triggered by DHA dietary intervention
studies, could potentially be transposed in the context of
hibernation. Indeed, it has already been hypothesized that
DHA could be involved in the bear’s resistance to muscle
atrophy during hibernation [10]. DHA appears to prevent
muscle atrophy in fasting mice, and increases muscle glyco-
gen stores [44]. Strikingly, in parallel to DHA serum en-
richment, hibernating bears have more than a 3-fold higher
glycogen muscle content compared to summer-active ani-
mals [10]. In addition to its anti-inflammatory effects, DHA

is also known to exert a positive effect on protein balance
by decreasing expression of factors involved in protein
breakdown [45] and enhancing protein synthesis, notably
by promoting mammalian Target Of Rapamycin (mTOR)
activation [46].

Concomitantly to serum DHA enrichment, we observed
a drop in AA proportion, thus leading to a sharp increase
in the DHA/AA ratio. Omega-3/omega-6 ratio is known
to have an impact on global health [47], and the balance
of this ratio could also impact the endocannabinoid sys-
tem [48], notably because AA is a precursor of the two
main eCBs 2-AG and AEA. Indeed, n-6 PUFAs-enriched
diets have been shown to increase the level of 2-AG or
AEA in the brain, plasma, and peripheral tissues in non-
hibernating animal models [49-52]. It is noteworthy to
mention that, in response to DHA supplementation, an
enrichment of this fatty acid in phospholipids of cell
membranes occurs in parallel with a decrease in AA con-
tent [38, 49, 53, 54]. By remodeling the amount of AA-
containing phospholipids, DHA is able to reduce the syn-
thesis of AEA and 2-AG [49, 54]. Further studies on bears,
focusing on fatty acid membrane composition in tissues at
different time points, will be helpful to characterize the
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Fig. 5 Fold change in gene expression of target genes involved in endocannabinoids biosynthesis and catabolism in brown bear adipose tissue.
Adipose tissues were collected from bears at both winter-hibernating and summer-active time points (Supplementary Table S1), total RNA was extracted
and expression levels were measured by RT-gPCR. Data are normalized against TBP mRNA levels and expressed as a fold change relative to the summer
condition, represented as mean + SEM of separate extractions and quantifications (n =5 for summer and n = 13 for winter samples). Unpaired Student t-
test were used to compare wummer and winter data.* indicates p value < 0.05 when comparing seasons. CNR1: cannabinoid receptor 1, CNR2:
cannabinoid receptor 2, DAGLA: diacylglycerol lipase alpha, DAGLB: diacylglycerol lipase beta, FAAH: fatty acid amide hydrolase, MGLL: monoacylglycerol
lipase, NAPEPLD: N-acyl phosphatidylethanolamine phospholipase D, SBA: summer bear adipose tissue, WBA: winter bear adipose tissue

remodeling of membrane lipids that could affect the avail-
ability of FAs precursors for eCBs biosynthesis. Data on
eCBs compounds from experimental short fasting in non-
hibernating mammals are very divergent, depending on
the tissue considered (e.g. brain or peripheral tissues) and
the duration of food deprivation, but tissue levels of eCBs
are mainly regulated by the availability of their membrane
phospholipid precursors and by the activity of biosynthetic
and catabolic enzymes [28, 49, 55, 56].

We hypothesized that drastic reduction in metabolic
activity, lack of intake of dietary PUFAs, significant in-
crease in the serum DHA/AA ratio, and perhaps reduc-
tion in tissue AA-phospholipids concentration, could
lead to a global reduction in ECS tone during the hiber-
nation period. The reduction in ECS tone has already
been documented in hibernating marmots [30, 41], but
not confirmed in large-bodied hibernators.

Comparing active and hibernation states in brown
bears, we reported here a decrease in plasma concentra-
tion of AEA, and an unexpected 3-fold increase in OEA
circulating levels in hibernating bears. In both muscle
and adipose tissues, 2-AG and AEA (close to statistical
threshold) were found lower in winter, while OEA did
not change. Quantification of winter serum eCBs was

previously reported in black bears during and around
the topor phase, but summer active bears were not in-
vestigated [40]. Nutritional status of the captured ani-
mals and diet were not specified. These elements
strongly limit comparison between the two studies.
Taken together, our data allowed us to make several hy-
potheses about possible mechanisms by which ECS could
contribute to the metabolic and behavioral changes that
occur in bears during hibernation. First, considering that
AEA and 2-AG CB1 agonists favor food intake and stimu-
late lipogenesis [25], CB1 signaling is expected to be upreg-
ulated during the active summer period in order to
promote energy storage, and downregulated during winter
hibernation to stimulate lipolysis and FAs oxidation. The
tissue concentration drops in 2-AG and AEA observed
during winter could be due to a decrease in tissue AA-
phospholipids concentration, as we hypothesized above.
The degradation of AEA could also be increased in muscle
tissue during hibernation, as reflected in the higher mRNA
levels of FAAH, the main hydrolase that degrades AEA [19,
23]. In adipose tissue, lower NAPEPLD mRNA level con-
tent during hibernation may support a decrease in AEA
synthesis, and ultimately content. The tissue content in 2-
AG is decreased in winter with no changes in mRNA levels
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of the catabolic enzyme MGLL. Furthermore, opposite
changes in DAGLA and DAGLB gene expression do not
allow to speculate on the biosynthetic/degradation balance.
One limitation of our study is that gene expression could
not reflect biological activity. Moreover, we only focused
on main biosynthetic and catabolic enzymes involved in
eCBs metabolism, and investigation on alternative degrad-
ation route as endocannabinoid oxygenation by cyclooxy-
genases and lipoxygenases would bring new insights.

During hibernation, lower 2-AG (and AEA close to stat-
istical threshold) tissue content and the reduction of
CNR1 and CNR2 mRNA levels in muscle and adipose tis-
sue, respectively, strongly support reduced ECS tone in
both tissues. In non-hibernating mammals, pharmaco-
logical inhibition of CB1 leads to a decrease in PDK4 ex-
pression [25, 57]. PDK4 is a major negative regulator of
PDH activity, that in turn regulates the whole body oxida-
tive carbohydrate metabolism. In hibernating bear muscle,
recent studies have shown that PDK4 is upregulated com-
pared to summer active state [10, 58] and expression of
PDK4 during hibernation appear thus to be disconnected
from direct regulation by CB1. CB1 receptor antagonism
also leads to an increased uptake of glucose in muscle via
PI3K signaling [59], and glycolysis appears preserved in
bear skeletal muscle during hibernation, as suggested by
an overall increase in the protein abundance of all glyco-
lytic enzymes [10]. As proposed by Chazarin et al. and
Vella et al., bears still oxidize glucose and produce lactate
in skeletal muscle during hibernation [10, 60].

Overactivation of the ECS is a hallmark of obesity [61,
62], and 2-AG is predominantly found in higher concen-
tration in tissues of obese people [61, 63]. Interestingly, in
murine models of obesity, gain of adipose tissue often
leads to increased fat inflammation [36, 37]. Genetic or
pharmacological inactivation of CB2 receptor contribute
to reduce adipose tissue inflammation, increase insulin
sensitivity and skeletal muscle glucose uptake [36, 37].
Strikingly, insulin resistance has been described in hiber-
nating bears adipocytes [64]. As bears don’t experience
health consequences of circannual high body fat storage
[65], a reduced CB2 signaling in adipose tissue could
dampen adipose tissue inflammation. Lower amounts of
2-AG and AEA could also reduced CB1 signaling in adi-
pose tissue, thus limiting lipogenesis and promoting lip-
olysis during hibernation in bears, as also suggested for
hibernating marmots [30].

OEA is a high-affinity agonist for peroxisome
proliferator-activated receptor a (PPARA), regulating food
intake and stimulating fat catabolism [38, 39, 53, 66, 67].
The eCB-like OEA is generally synthesized in response to
dietary oleic acid intake by enterocytes of the small intes-
tine [49, 54], and inhibits food intake. It has already been
shown in rodents that food deprivation inhibits OEA syn-
thesis in the small intestine, but stimulates its synthesis in
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liver [38, 53, 68, 69]. Therefore, during bear hibernation,
circulating OEA could originate from tissue synthesis
(probably hepatic) and be released in the blood flow. The
high OEA level that we found in hibernating bears, not trig-
gered by food intake, could participate in a sustained an-
orexigenic signal during the hibernation state.

Consequences of high levels of circulating OEA have
been studied in non-hibernating rodents. Intraperitoneal
OEA administration in rats notably impairs locomotor ac-
tivity, which is supported by a decrease in ambulation, an
increase of the time spent in inactivity, and the presence of
signs of catalepsy [66, 70]. We thus can hypothesize that a
higher amount of plasma OEA during bear hibernation can
participate in the maintenance of prolonged physical in-
activity. It has also been shown that intracerebroventricular
injections of OEA promote alertness, with the observation
of enhanced dopamine and c-Fos expressions in wake-
related brain areas [71]. Bears are known to stay sensitive
to disturbance during hibernation [72-74]. High circulating
amounts of OEA might thus participate in alertness to
external stimuli from the environment in hibernating bears.
OEA during winter possibly also favors body fat
mobilization for energy needs, with stimulation of FA and
glycerol release from adipocytes [38, 39]. Finally, a potential
role for OEA in the promotion of fasting-induced ketogen-
esis during hibernation could also be considered, as OEA
has been demonstrated to increase 3-hydroxybutyrate pro-
duction in in vivo rodent models [38, 39].

Conclusions

In conclusion, our results show a reduction in ECS tone
in hibernating bears and suggest a coordinated downreg-
ulation of CB1 and CB2 signaling in skeletal muscle and
adipose tissue. As summarized in Fig. 6, these features
could favor energy mobilization through lipolysis, and
optimization of glucose uptake by skeletal muscles.
Despite high fat stores in winter, bears do not exhibit
features of ECS overactivation, and decrease in CB2 sig-
naling could dampen adipose tissue inflammation. The
observed increase in circulating OEA level may partici-
pate in the behavioral and physiological adaptations dur-
ing bear hibernation state, like maintenance of an
anorexigenic signaling pathway, and promotion of lipoly-
sis and fatty acid B-oxidation. We also speculated about
OEA involvement in torpor maintenance and in motor
activity reduction, as well as a role in conservation of
alertness at the level of central nervous system.

Methods

Bear sample collection

A total of 28 free ranging subadult brown bears (Ursus
arctos) from Dalarna and Gévleborg counties, Sweden,
were included in this study, including 4 bears captured
two consecutive years. All samples and data were collected
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under protocols approved by the Swedish Ethical Com-
mittee on Animal Experiment (applications Dnr C3/2016
and Dnr C18/2015), the Swedish Environmental Protec-
tion Agency (NV-00741-18), and the Swedish Board of
Agriculture (Dnr 5.2.18-3060/17). All procedures com-
plied with Swedish laws and regulations.

As described previously [10, 75], blood, subcutaneous
adipose tissue, and muscle tissue (vastus lateralis) samples
were collected at two time points, in February during win-
ter hibernation (W) and in June during summer-active
period (S). Blood samples were collected from the jugular
vein into 8 ml dry tubes for serum (Vacuette® Z serum Sep
Clot Activator, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Austria) or into 10 ml EDTA-coated tubes (BD Vacutai-
ner®, FisherScientific, Illkirch, France) for plasma.

The analyses were performed on samples coming from
different subsets of bears as described in Supplementary
Table S1.

Lipid extraction and analysis

To perform serum lipidomic analysis, serum mixes were
prepared as followed: for a given year, 50 ul of summer
serum from each bear of the year was pooled to obtain the
summer mix. In parallel, 50 pl of winter serum from the
same bears was pooled to obtain the winter mix. A total of
6 summer and winter paired mixes were obtained (Sup-
plementary Table S1). Lipids were extracted and analyzed

as previously described [76]. After addition of an internal
standard (tri-17:0 triacylglycerol), total lipids were ex-
tracted twice from bear serum mixes with ethanol/chloro-
form (1:2, v/v). The organic phases were dried under
nitrogen and lipids were transmethylated. Briefly, samples
were treated with toluene-methanol (1:1, v/v) and boron
trifluoride in methanol (14%). Transmethylation was car-
ried out at 100 °C for 90 min in screw-capped tubes. Then
1.5 mL K,COj3 in 10% water was added and the resulting
fatty acid methyl esters were extracted by 2 mL of isooc-
tane and analyzed by gas chromatography (GC) with a
HP6890 instrument equipped with a fused silica capillary
BPX70 SGE column (60 x 0.25 mm). The vector gas was
hydrogen. Temperatures of the Ross injector and the
flame ionization detector were set to 230 °C and 250 °C,
respectively. Data were expressed in mmol/L for total or
individual fatty acids (FAs) concentration or molar per-
centage of total lipids for individual FAs. Detailed lipido-
mic results are presented in supplementary Table S2
(serum fatty acid concentrations) and S3 (serum fatty acid
relative proportions).

Endocannabinoid quantification

For quantification of circulating endocannabinoids, ana-
lysis was performed on 500 pl of plasma collected at the
two time points (S and W) from 8 individual animals (see
supplementary Table S1). Standard endocannabinoids
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(eCBs), i.e.- PEA, PEA-d5, OEA, OEA-d4, AEA, AEA-d4,
2AG, and 2AG-d5, were purchased from Cayman (Bertin
BioReagent, Saint-Quentin en Yvelines, France). Mass spec-
trometry quality grade solvents were purchased from Fi-
scher Scientific (Illkirch, France). Tissue samples (adipose
and muscle tissues); c.a 100 mg) were crushed in an Omni
Bead Ruptor 24 apparatus (Omni International, Kennesaw,
USA) with circa twenty 1.4 mm OD zirconium oxide beads
(§=6.95m/s, T =30s, C =3; D =10s) and 900 pl of metha-
nol/Tris-buffer (50 mM, pH =8) 1/1 containing 20 ng of
PEA-d5, 2ng OEA-d4, 10 ng AEA-d4, and 20 ng 2AG-d5.
Then, each homogenate was added with 2 mL of CHCl3/
MeOH (1:1, v/v) and 500 pL of Tris (50 mM, pH = 8), vor-
texed and centrifuged 10 min at 3000 g. The organic layer
was recovered and the upper aqueous phase was extracted
twice with chloroform (1 mL). Finally, organic phases were
pooled and evaporated under vacuum.

Plasma (500 puL) were mixed with 500 pL. cold methanol
containing 11 ng AEA. After protein precipitation at -
20 °C for 2 h, endocannabinoids were extracted with metha-
nol/chloroform (1:1, v/v) (5ml) and saline (1.25 mL). The
organic phase was recovered and the aqueous phase was
extracted twice with chloroform (3 mL). Organic phases
were finally pooled and evaporated under vacuum.

Dried extracts were solubilized with methanol (200 pL)
and centrifuged for 5 min at 20,000 g. Four microliters of
the supernatant were injected into a 1200 LC system
coupled to a 6460-QqQ MS/MS system equipped with an
ESI source (Agilent technologies). Separation was achieved
on Zorbax SB-C18 2.1 x 50 mm, 1.8 um column (Agilent
technologies) at a flow rate of 0.4 mL/min, 40 °C, with a
linear gradient of (solvent A) water containing 0.1% formic
acid and (solvent B) methanol containing 0,1% formic acid
as follows: 10% of B for 1 min, up to 85% of B in 8 min,
and then 100% B for 4.5 min. Acquisition was performed
in positive Selected Reaction Monitoring (SRM) mode
(source temperature: 350 °C, nebulizer gas flow rate: 10 L/
min, 40psi, sheath gas flow 10L/min, sheath gas
temperature 350 °C, capillary 4000 V, nozzle 1000 V).

Transitions used were: 2AG-d5 384.3 — 91.1 (frag 120
V, CE 62V), 2AG 379.1 — 91 (frag 120 V, CE 62 V), AEA-
d4 352.2 —66.1 (frag 115V, CE 14V), AEA 348.2 — 62
(frag 120V, CE 14'V), OEA-d4 330.2 — 66.1 (frag 120V,
CE 14 V), OFA 326.2 — 62 (frag 115V, CE 14V), PEA-d5
3052 — 62 (frag 124V, CE 14V), and PEA 300.2 — 62
(frag 124V, CE 14 V).

Endocannabinoids quantification in tissues was per-
formed on tissue samples collected at the two time points
(S and W) from 5 (muscle tissue) and 6 (adipose tissue)
bears (Supplementary Table S1). eCBs from tissues were
quantitated according to the isotope dilution method. Re-
sults are expressed as pg per mg of wet weight of tissue.
eCBs from plasma were quantitated using calibration
curves obtained with authentic standards extracted by the
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same method used for plasma samples. Linear regression
was applied for calculations. Results are expressed as ng of
endocannabinoid per mL of plasma.

Quantification of mRNAs by real-time RT-PCR
For mRNA quantification using RT-qPCR, total RNAs were
obtained from muscle and adipose tissues collected at the
two time points (S and W). For the muscle tissue, RNAs
were extracted from 8 bears in summer and winter, while
for adipose tissue, RNAs were extracted from 5 bears in
summer and 13 bears in winter (Supplementary Table S1).
Muscle and adipose tissue total RNA was isolated using
the TRIzol reagent (Invitrogen, Courtaboeuf, France) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. First-strand
c¢DNAs were synthesized from 1 pg of total RNA using
the 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). The primers and
real-time PCR assay conditions are listed in supplemen-
tary Table S4. The results were normalized by using TBP
(TATA box binding protein) mRNA concentration, mea-
sured as reference gene in each sample.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the R software
environment v3.0.2 [77]. For each set of values, distribution
of the data was tested using the Shapiro-Wilk normality
test, and using the p =0.01 threshold normal distribution
was considered in all cases. Differences between summer
and winter data were tested using paired Student t-test for
lipidomic, endocannabinoid quantification in plasma and
tissues, and mRNA level in muscle tissue. For mRNA level
in adipose tissue, differences between summer and winter
data were tested using unpaired Student t-test. For multiple
comparison (lipidomic data), the Benjamini-Hochberg cor-
rection using the p.adjust function (Package stats version
4.0.0 of R studio) was applied. Data are presented as means
+ SEM and individual values are plotted as grey and black
dots for respectively summer and winter values. Means,
SEM, fold change and associated p-values are reported
in supplementary Tables S2 to S5. Statistical signifi-
cance was considered with p values or adjusted p values
lower than 0.05.

Supplementary Information
The online version contains supplementary material available at https://doi.
0rg/10.1186/512983-020-00380-y.

Additional file 1 Table S1. Characteristics of brown bears included in
the study. Table S2. Serum fatty acid concentrations (mmol/L) in winter
hibernating (WBS) and summer active (SBS) bears. Table $3. Serum fatty
acid relative proportions (mol %) in winter hibernating (WBS) and
summer active (SBS) bears. Table S4. List of primers used for RT-gPCR.
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Table S5: Endocannabinoids (eCBs) and mRNA quantification in plasma
and tissues in winter hibernating (W) and summer active (S) bears.
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WBP: Winter bear plasma; WBS: Winter bear serum
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Supplementary Table S1: Characteristics of brown bears included in the study

1D number | i on | (e | Gender | serum | pasma | SEEE | AR e RN | cksue aa
S w S w S w S w S ' S w
w0825 4 F X X
w0904 2011 3 F X X
w1004 2 M X X
w1011 3 F
w1017 3 F
w1104 2012 2 F Mix1 | Mix1
w1105 2 F
w1110 2 F
w1104 3 F X
w1105 3 F X X
w1110 3 F X X X
2013 Mix2 | Mix2
w1204 2 M X X X
w1207 2 M X X X X
w1209 2 F X X X
w1303 2 F X
w1304 2 F X X
w1305 2014 2 F Mix3 | Mix3 X
w1316 2 M X X X
w1317 2 M X X X X
w1404 3 M X X X X X X X X
w1407 3 F X X X X X X
w1509 2016 2 F Mix4 | Mix4 X X X X X X
w1511 2 F X X X
w1512 2 F X X
w1509 3 F
w1601 2 M X X
2017 Mix5 | Mix5
w1608 2 F X X X X X
w1610 2 M X X X
w1604 3 F X X
w1701 2 F
2018 Mix6 | Mix6
w1709 2 F
w1710 2 F X X
N=28 f)'?): rast?;: n=6 | n=6 | n=8 | n=8| n=5|n=5|n=6|n=6|n=8|n=8|n=5 rl;
! 9M/26F




A total of 28 bears were included in this study, and all were captured both in February during winter
hibernation (W) and in June during summer active period (S). Among them 4 bears (w1104, w1105,
w1110 and w1509) were included two consecutive years. Serum mixes were prepared as followed: for
a given year, 50 pl of summer serum from each bear of the year was pooled to obtain the summer mix.
In parallel, 50 pl of winter serum from the same bears was pooled to obtain the winter mix. A total of
6 summer and winter paired mixes were obtained. Plasma was collected at the two time points (S and
W) from 8 individual animals. Muscle and adipose tissues collected at the two time points (S and W)
from respectively 5 and 6 individual animals. Total RNAs were obtained from muscle and adipose
tissues collected at the two time points (S and W). For the muscle tissue, RNAs were obtained from 8
individual animals, while for adipose tissue, RNAs were obtained from 5 bears in summer and 13 bears
in winter (only 4 paired samples from individual animals). N: number of bears, n: number of samples.



Supplementary Table S2: Serum fatty acid concentrations (mmol/L) in winter hibernating (WBS) and
summer active (SBS) bears.

Fatty acid WBS SBS FCW/S  pvalue Cglll‘jst(‘;dH‘)’
C14:0 (myristic acid) 0.41+0.04 0.16 +£0.01 2.57 4.31E-04 1.44E-03
C14:1 (myristoleic acid) 0.08 £0.01 0.02 £ 0.00 4.80 8.86E-04 2.00E-03
C15:0 (pentadecanoic acid) 0.07£0.01 0.06 £ 0.01 1.12 1.68E-01 2.19E-01
C16:0 (palmitic acid) 6.99 £0.52 2.49+0.17 2.80 1.13E-04 8.63E-04
C16:1 n-9 (hypogeic acid) 0.18 £ 0.02 0.17 £0.02 1.04 7.37E-01 7.37E-01
C16:1 n-7 (palmitoleic acid) 0.67 £0.06 0.22+0.03 2.98 2.12E-05 6.36E-04
C18:0 (stearic acid) 3.79+0.16 2.45+0.14 1.54 3.91E-04 1.44E-03
C18:1 n-9 (oleic acid) 7.99+0.63 4.70+0.31 1.70 9.35E-04 2.00E-03
C18:1 n-7 (vaccenic acid) 0.89+0.08 0.34+0.03 2.62 3.81E-04 1.44E-03
C18:2 n-6 (linoleic acid) 4.04 +0.33 2.38+0.17 1.70 6.74E-04 1.84E-03
C18:3 n-6 (gamma-linolenic acid) 0.05 +0.02 0.05+0.01 1.10 7.05E-01 7.29E-01
C18:3 n-3 (alpha-linolenic acid) 0.15+0.02 0.30+0.06 0.49 7.35E-02 1.05E-01
C20:0 (arachidic acid) 0.12+0.01 0.11+0.00 1.07 3.00E-01 3.33E-01
€20:1 n-9 (gondoic acid) 0.05+0.01 0.04 +£0.01 1.21 2.13E-01 2.56E-01
C20:2 n-6 (eicosadienoic acid) 0.32+0.07 0.17+0.05 1.91 3.00E-01 3.33E-01
€20:3 n-6 (dihomo-gamma-linolenic acid) 0.18 +0.01 0.09+0.01 2.02 2.68E-02 4.23E-02
C20:4 n-6 (arachidonic acid) 1.86 +0.18 1.70+£0.26 1.09 1.94E-01 2.43E-01
C20:5 n-3 (eicosapentaenoic acid) 0.10+0.02 0.38+0.01 0.26 9.32E-03 1.64E-02
C22:0 (behenic acid) 0.10+0.01 0.06 +0.00 1.69 3.95E-03 7.90E-03
C22:1 n-9 (erucic acid) 0.02 £0.00 0.02 £0.00 1.32 3.39E-01 3.63E-01
C22:5 n-3 (docosapentaenoic acid) 0.43+£0.05 0.16 £ 0.02 2.72 8.56E-04 2.00E-03
C22:6 n-3 (docosahexaenoic acid) 0.32 £0.07 0.08 £ 0.02 3.81 7.03E-03 1.32E-02
C24:0 (lignoceric acid) 0.11 +0.03 0.08 +0.03 1.47 7.37E-02 1.05E-01
C24:1 n-9 (nervonic acid) 0.21+0.03 0.09 +0.02 2.48 1.15E-02 1.92E-02
TOTAL 28.82+1.71 15.99 £ 1.09 1.80 1.01E-04 8.63E-04
SFA 11.59+0.70 5.42 +0.31 2.14 1.15E-04 8.63E-04
MUFA 10.09 £0.71 5.59 +0.33 1.80 3.36E-04 1.44E-03
PUFA 7.14+0.63 498 +0.57 143 5.21E-04 1.56E-03
n-3 PUFA 0.94 +0.12 0.73+0.14 1.30 8.19E-02 1.12E-01
n-6 PUFA 6.20+0.51 4.25+0.45 1.46 2.09E-04 1.25E-03

Lipidomic analysis were performed in bear serum as described in Material and Methods. Data are
expressed in concentrations (mmol/L) of individual fatty acids. Data are represented as mean + SEM
of separate extractions and quantifications from the twelve bear serum mixes. FC W/S : fold change
from winter / summer ratios, MUFA : monounsaturated fatty acids, PUFA : polyunsaturated fatty acids,
SBS : summer bear serum, SFA : saturated fatty acids, WBS : winter bear serum. Paired Student t-test
was used for season comparison and generation of p values. The Benjamini-Hochberg (BH) correction
for multiple comparison was used to obtain the adjusted p values (below 0.05 in bold).



Supplementary Table S3: Serum fatty acid relative proportions (mol %) in winter hibernating (WBS)
and summer active (SBS) bears.

Fatty acid WBS SBS FC WIS p value Adjusted p
value (BH)
C14:0 (myristic acid) 1.38 £0.07 1.00 £ 0.09 1.38 8.82E-03 1.76E-02
C14:1 (myristoleic acid) 0.27 £0.02 0.11 +0.02 2.60 1.15E-03 4.93E-03
C15:0 (pentadecanoic acid) 0.24 £ 0.02 0.39+£0.02 0.62 3.40E-03 8.50E-03
C16:0 (palmitic acid) 24.18+0.51 15.64+0.45 1.55 1.91E-05 2.87E-04
C16:1 n-9 (hypogeic acid) 0.62 £0.06 1.08 £ 0.06 0.57 2.56E-03 6.98E-03
C16:1 n-7 (palmitoleic acid) 2.32+0.13 1.42+0.18 1.63 1.24E-04 1.24E-03
C18:0 (stearic acid) 13.22+0.28 15.41+0.45 0.86 1.71E-03 5.70E-03
C18:1 n-9 (oleic acid) 27.72+1.47 29.52+1.33 0.94 1.47E-01 1.84E-01
C18:1 n-7 (vaccenic acid) 3.12+0.31 2.19+0.27 1.42 8.47E-03 1.76E-02
C18:2 n-6 (linoleic acid) 14.08+0.94 14.89%0.44 0.95 3.66E-01 4.07E-01
C18:3 n-6 (gamma-linolenic acid) 0.18 £ 0.05 0.29 £0.03 0.61 2.40E-02 3.79E-02
C18:3 n-3 (alpha-linolenic acid) 0.50 +0.05 1.85+0.38 0.27 1.47E-02 2.76E-02
C20:0 (arachidic acid) 0.42+0.02 0.71£0.02 0.59 5.30E-06 1.59E-04
€20:1 n-9 (gondoic acid) 0.19+0.03 0.28 £ 0.05 0.67 1.03E-01 1.34E-01
C20:2 n-6 (eicosadienoic acid) 1.05+0.26 0.91+0.14 1.15 7.85E-01 8.12E-01
C20:3 n-6 (dihomo-gamma-linolenic acid) 0.67 £0.04 0.63+0.04 1.07 5.31E-01 5.69E-01
C20:4 n-6 (arachidonic acid) 6.41+0.37 10.36 +0.81 0.62 9.45E-04 4.73E-03
C20:5 n-3 (eicosapentaenoic acid) 0.31+0.03 2.14+0.16 0.15 1.65E-02 2.91E-02
C22:0 (behenic acid) 0.35+0.03 0.38+£0.04 0.92 9,17E-02 1.31E-01
C22:1 n-9 (erucic acid) 0.08 £0.01 0.10 £ 0.00 0.78 2.92E-01 3.37E-01
C22:5 n-3 (docosapentaenoic acid) 1.47+0.08 0.97+0.06 1.51 8.96E-04 4.73E-03
C22:6 n-3 (docosahexaenoic acid) 1.11+0.22 0.51+0.09 2.17 2.17E-02 3.62E-02
C24:0 (lignoceric acid) 0.41+0.12 0.54+0.21 0.77 2.89E-01 3.37E-01
C24:1 n-9 (nervonic acid) 0.76 +0.13 0.56+0.12 1.35 1.01E-01 1.34E-01
SFA 40.21+0.46 34.08+1.14 1.18 9.31E-04 4.73E-03
MUFA 35.04+1.52 35.22+1.57 0.99 8.75E-01 8.75E-01
PUFA 24.75+1.42 30.70+1.59 0.81 1.62E-03 5.70E-03
n-3 PUFA 3.23+0.29 4.40 +0.66 0.73 5.97E-02 8.96E-02
n-6 PUFA 21.52+1.17 26.30+1.02 0.82 2.20E-03 6.60E-03
DHA/AA 0.17+0.03 0.05+0.01 3.44 3.80E-03 8.77E-03

Lipidomic analysis were performed in bear serum as described in Material and Methods. Data are
expressed in molar percentage (mol %) of total circulating lipids, reflecting proportions of individual
fatty acids. Data are represented as mean + SEM of separate extractions and quantifications from the
twelve bear serum mixes. FC W/S : fold change from winter / summer ratios, MUFA : monounsaturated
fatty acids, PUFA : polyunsaturated fatty acids, SBS : summer bear serum, SFA : saturated fatty acids,
WBS : winter bear serum. Paired Student t-test was used for season comparison and generation of p
values. The Benjamini-Hochberg (BH) correction for multiple comparison was used to obtain the
adjusted p values (below 0.05 in bold).



Supplementary Table S4 : List of primers used for RT-qPCR

Gene Primer
Ua.TBP Forward 5’- AGACCATTGCACTTCGTGCC -3’
Reverse 5’- CCTGTGCACACCATTTTCCC -3’
Ua.CNR1 Forward 5’- GTTGCCGAGGGAGCTTCTCC -3’
Reverse 5’- TGTCGGCAAGGCCATCTAGG -3’
Ua.CNR2 Forward 5’- AACTCAACATGTCGGCAGCC -3’
Reverse 5’- CCATCACCCAGCGTCTCTCC -3’
Ua.NAPEPLD Forward 5- TTTGACCTTGCAGCTATTCC -3’
Reverse 5’- GATTCTCCATGCTTCAAGAC -3’
Ua.FAAH Forward 5’- AAGCAACATACCCCATGCTC -3’
Reverse 5’- GGTCCACGAAATCACCTTTG -3’
Ua.DAGLA Forward 5’- CACGTGGTCCACAACCACCC -3’
Reverse 5’- AGGTGCTCATGCAGCATGGC -3’
Ua.DAGLB Forward 5- GTGCTGCTGTGTCGGGAAGG -3’
Reverse 5’- GGCACCAGATCTGTGTCTGA -3’
Ua.MGLL Forward 5’- GCGTGCTCTCTCGGAATAAG -3’
Reverse 5’- TTGCCGAAGCACACCTTCAG -3’




Supplementary Table S5 : Endocannabinoids (eCBs) and mRNA quantification in plasma and tissues
in winter hibernating (W) and summer active (S) bears.

eCBs in plasma (ng/mL)

WBP SBP FCW/S p value
AEA 0.66 + 0,06 1,06 +0,14 0,63 1,14E-02
2-AG 6,20 £ 0,51 6,67+ 0,74 0,93 6,10E-01
OEA 24,02 +2,06 7,35+ 1,09 3,27 3,18E-04

eCBs in muscle tissue (pg/mg tissue)

WBM SBM FCW/S p value
AEA 0,58 +0,07 1,56 £0,38 0,37 6,45E-02
2-AG 28,05+1,20 45,46 £ 2,67 0,62 4,87E-03
OEA 15,18 £ 1,06 16,55 £ 2,97 0,92 5,89E-01

eCBs in adipose tissue (pg/mg tissue)

WBA SBA FCW/s p value
AEA 0,70 £ 0,06 1,58 £ 0,36 0,44 6,92E-02
2-AG 14,56 £ 0,90 129,89 + 33,09 0,11 1,69E-02
OEA 12,87 +£1,39 12,63 £3,29 1,02 9,40E-01

Gene expression in muscle tissue (normalized to TBP)

WBM SBM FCW/S p value
CNR1 0.63 +0.15 1.00 £0.15 0,63 3,40E-02
CNR2 1.07+0.23 1.00+£0.15 1,07 7,98E-01
FAAH 2.32+0.45 1.00+0.13 2,32 1,23E-02
MGLL 1.11+0.13 1.00+0.10 1,11 5,09E-01
DAGLA 0.41 +0.06 1.00+0.23 0,45 2,72E-02
DAGLB 1.54+0.14 1.00+0.14 1,54 1,07E-02
NAPEPLD 0.77 £ 0.06 1.00+0.11 0,77 7,03E-02

Gene expression in adipose tissue (normalized to TBP)

WBA SBA FCW/s p value
CNR1 1.65+0.39 1.00+0.31 1,65 3,39E-01
CNR2 0.42 £0.05 1.00+£0.23 0,42 2,24E-03
FAAH 0.75+0.10 1.00 £ 0.25 0,75 2,85E-01
MGLL 1.40£0.15 1.00+0.21 1,40 1,78E-01
DAGLA 0.94+0.11 1.00+0.24 0,94 8,12E-01
DAGLB 1.43 £0.06 1.00 £ 0.09 1,44 2,08E-03
NAPEPLD 0.75 +£0.06 1.00 £ 0.07 0,75 3,25E-02

Quantification were performed as described in the Methods section. Data are expressed as Mean +
SEM. For gene expression, mRNA levels were normalized to TBP expression then expressed related to
the summer values. Season differences were assessed using the Student paired t-test, except for
gene expression in adipose tissue where unpaired t-test were used, and p values are reported.






Points clés de I’article :

e Les changements dans la concentration des eCBs dans les tissus (muscle et tissu adipeux)
de I'ours brun, mettent en avant une régulation a la baisse de la signalisation du systeme
endocannabinoide durant I’hibernation.

e La signalisation de CB1 et CB2 semble étre diminuée en hiver dans le tissu musculaire et
adipeux, respectivement.

e Laforte augmentation de I'oleoylethanolamide (OEA) en circulation, durant I'hibernation,
est mise en évidence chez I'ours, mais pas chez les petits hibernants (marmottes et
écureuils). L'OEA pourrait avoir un réle dans le métabolisme énergétique (lipolyse) et dans
la régulation des changements physiologique et comportementaux de 'ours : inactivité

physique, arrét de la prise alimentaire et maintien d’un signal anorexigéne.

Discussion et perspectives :

Le nombres de composés endocannabinoides dosés dans le papier n’est que de 3 composés
(AEA, 2-AG et OEA) parmi les grandes familles des N-acyléthanolamines (NAEs) et les 2-
acylglycérols (2-AcGs). De plus, la quantification des endocannabinoides dans les tissus s’est
limitée au muscle squelettique et tissu adipeux, 2 tissus dont les échantillons sont disponibles
au laboratoire. Une quantification des eCBs dans des tissus métaboliguement actifs chez I'ours
durant I’hiver, comme le tissu hépatique, serait d’un grand intérét pour explorer un role
potentiel de ces composés dans le métabolisme du glucose ou encore dans I'oxydation des
acides gras (Bazwinsky-Wutschke et al. 2019). Néanmoins, a I'heure actuelle, au sein du
programme de recherche de I'ours brun scandinave (SBBRP), nous n’avons pas acces a des
échantillons de foie. La collaboration avec des parcs animaliers tel que le WSU Bear Center
(Pullman, Washington, USA) serait envisageable et pourrait nous permettre d’accéder a des

échantillons de tissus chez des ours euthanasiés.

Bien que les récepteurs CB1 et CB2 soient les principaux récepteurs sur lesquels agissent les
endocannabinoides, le systeme endocannabinoide est loin de se limiter a ces seuls récepteurs
couplés aux protéines G. En effet, certains composés tels que I'OEA sont également capable

d’activer des récepteurs tels que GPR199 ou encore le récepteur nucléaire PPAR-a (Im 2021).
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Le séquencgage du génome de l'ours brun (Ua) ayant été publié depuis 2018, nous pouvons
donc facilement mettre en place le design d’amorces pour quantifier I’expression de genes
d’intérét. La difficulté réside cependant dans la quantification des protéines, avec une
problématique de croisement d’espéces. En effet, il n’existe pas a I’heure actuelle d’anticorps
spécifiques aux protéines d’ours, et nous devons donc utiliser des anticorps dirigés contre des
épitopes de protéines humaines, ce qui demande une étape préliminaire de validation de

chaque anticorps que nous sommes amenés a utiliser.

La quantité limitée de tissus d’ours dont nous disposons, nous a emmené a faire des choix
stratégiques. De ce fait, une partie non investiguée dans le papier est la quantification des
lipides membranaires, en paralléle de la quantification des lipides circulants. En effet, les
endocannabinoides sont synthétisés a partir des phospholipides des membrane cellulaires par
de multiples enzymes (Muccioli 2010). Bien que I'hypothése émise dans la publication soit que
la libération sélective d’acides gras par le tissu adipeux, et donc la modification des
proportions acides gras circulants, puisse modifier la composition membranaire des autres
tissus, nous n’avons pas les données a disposition pour étayer cette affirmation. Nous ne
disposons pas des outils et des compétences pour I'analyse de la lipidomique membranaire
au sein de notre laboratoire, ce qui nécessiterait donc de s’associer avec un partenaire capable

de mener I'analyse (association avec une plateforme lipidomique).
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2. MTT et fractionnement du sérum

Contexte :

Le profilage du métabolome et lipidome sérique de |'ours noir américain (Ursus americanus)
ou de 'ours brun (Ursus arctos), a révélé qu’il existe de nombreuses différences saisonniéres
de composés entre la phase active et I'hibernation, ce qui a permis de fournir un apercu des
adaptations physiologiques remarquables qui caractérisent I'hibernation des ursidés (Chow et
al. 2013; Gonzalez-Bernardo et al. 2020; Welinder et al. 2016; Stenvinkel, Frobert, et al. 2013;
Graesli et al. 2015; Hissa et al. 1994; Giroud et al. 2019; Giroud, Evans, et al. 2018). Il a été mis
en avant dans les publications, que les changements observés au niveau des métabolites
sériques contribuent au maintien du phénotype d'hibernation, et aux mécanismes

d’adaptation et de protection durant cette phase.

Dans les précédents travaux menés dans I'équipe, il a été mis en évidence la capacité du sérum
d’ours hibernant a transmettre des effets trophiques et métaboliques a des cellules
musculaires humaines en culture, des effets comparables a ceux observés dans le muscle
d’ours pendant I'hiver (Chanon et al. 2018b). La composition différentielle du sérum entre
I’été et I'hiver pourrait expliquer les capacités du sérum d’ours d’hiver a réduire la synthése
et la dégradation protéique, ce qui aboutit a une augmentation du contenu protéique des

myotubes humain traités (hypertrophie).

Question(s) scientifique(s) :

Au-dela de I'effet du sérum d’ours hibernant sur le turnover protéique, quels autres effets

(métabolisme, énergétique cellulaire, ...) biologiques peuvent étre mis en évidence ?

Est-ce que les effets du sérum d’ours hibernant sont reproductibles dans différents modéles

cellulaires ?

Quelle est la nature des composés responsables des effet biologiques observés dans des

modeéles in vitro ?
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Stratégie mis en ceuvre :

D’apres les données de la littérature, la nature des composés circulants dont la concentration

varie entre les saisons peuvent étre de nature protéique, lipidique ou ionique.

L'approche sans a priori, qui repose sur le fractionnement du sérum, vise a décomplexifier le
sérum qui est composé de plusieurs milliers de molécules de nature physico-chimique
différente, et avec des gammes de concentrations trés différentes, allant de I’état de traces a
plusieurs g/L. Le but du fractionnement du sérum est de faciliter I'identification de la nature
des composés circulants actifs sur les cellules humaines. Le fractionnement du sérum repose
notamment sur une stratégie de délipidation et de déplétion en albumine. La délipidation est
un bon exemple de fractionnement basé sur la nature des constituants, en effet, il s’agit d’une
méthode qui permet d’éliminer toutes les especes de nature lipidique. La déplétion en
albumine est une méthode permettant d’éliminer un constituant majoritaire (en
concentration) du sérum. La déplétion en albumine va également éliminer de maniére

concomitante toutes les molécules qui sont fixées dessus.

La recherche de composés actifs nécessite la mise en place d’un systéme rapporteur simple et
rapide a mettre en ceuvre pour faire une analyse a large échelle (screening) des différentes
fractions. J’ai ainsi choisi d’investiguer un effet métabolique du sérum, en utilisant une mesure
d’activité enzymatique appelé MTT, facile a mettre en ceuvre, et reflétant I'activité de la

NADH-déshydrogénase (Huet et al. 1992).

L'investigation des effets biologiques du sérum d’ours a été réalisée sur différents modeles
cellulaires (PC3, HFF-1, CCL136) qui permettent (i) un gain de temps et (ii) une meilleure
reproductibilité des résultats, par rapport a I'utilisation de myotubes humains qui proviennent
de sujets différents, et dont le temps de culture nécessaire afin d’obtenir des myotubes

différenciés est conséquent.

Afin de valider la mesure rapportrice (test MTT) le sérum d’ours a été testé en remplacement
du sérum de veau fecetal (FBS 5%), qui correspond a la condition de culture standard. Le test
des fractions a été réalisé en supplémentation du FBS, car le fractionnement du sérum va
enlever un grand nombre de composés et cette déplétion pourrait impacter la viabilité

cellulaire, par déprivation par exemple de certains facteurs de croissance.
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Résultats :

Estimation de I'activité NADH-déshydrogénase par le test MTT et impact du sérum d’ours

sur la viabilité cellulaire

Le test MTT, un test d’activité métabolique simple a mettre en ceuvre et dépendant de
I'activité (NADH)-déshydrogénase a été utilisé pour évaluer I'impact du sérum d’ours sur
différentes lignées cellulaires humaines. L'impact du sérum sur la viabilité cellulaire a été
évalué par un comptage de cellules, qui ne met pas en avant de différences significatives dans
le nombre de cellules PC3 avec les différentes conditions de traitement (FBS 5% ou SBS 5% ou
WBS 5%) [Voir Figure 8]. Des résultats similaires ont été obtenus avec des fibroblastes

humains traités au sérum d’ours (données non présentées).
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J'ai voulu vérifier que le test MTT reflétait bien I'activité NADH-déshydrogénase. Pour cela, les
mesures de I'activité MTT ont été réalisées en présence de Roténone, un inhibiteur spécifique
du complexe | de la chaine respiratoire. Les résultats mettent en évidence une réduction dose-
dépendante de I'activité MTT (exprimée en delta DO/min) dans les cellules PC3 traitées avec

de la Roténone [Voir Figure 9].
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Effet du sérum d’ours sur I'activité MTT dans différentes lignées cellulaires humaines

La quantification de I'activité MTT dans 3 types cellulaires (PC3, HFF-1, CCL136) montre une
diminution significative de I'activité MTT entre la condition sérum de veau fcetal (FBS) et les
deux sérums d’ours (SBS et WBS) [Voir Figure 10a-c]. L'effet différentiel est significatif et
reproductible dans différentes lignées cellulaires. En effet, pour les cellules PC3, HFF-1 et
CCL136 traitées au WBS en comparaison avec le SBS, on observe respectivement une
diminution de 30%, 21% et 17% de I'activité MTT. Nous avons ainsi validé le test MTT comme
un outil de screening permettant de différentier le traitement au SBS et WBS, permettant ainsi
la poursuite d’investigations : effet dose, mise en évidence de la réversibilité de I'effet, test de

fractions de sérum, ...
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Figure 10 : Mesure de I’activité MTT dans différents types cellulaires traités au sérum d’ours

L’activité MITT est exprimée en ADO/min, pour cellules a) PC3 b) HFF-1 et c) CCL136 apreés traitement
de 48h avec 5% FBS ou 5% SBS ou 5% WBS. Les données sont représentées par la moyenne (+ SEM).

*%% b < 0.001, **** p < 0.0001.

La seconde étape de validation est la mesure d’un effet dose réponse du sérum dans les

cellules PC3 traitées au SBS ou au WBS 5% ou 10% [Voir Figure 11]. On note une différence

significative sur la réduction du MTT entre les PC3 traitées au SBS 5% et SBS 10%, différence

qui est proche du seuil de significativité entre les cellules PC3 traitées au WBS 5% et WBS 10%.
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Figure 11 : Effet dose-réponse du sérum d’ours sur I'activité MTT dans des cellules PC3

L’activité MITT est exprimée en ADO/min, pour cellules PC3 apreés traitement de 48h avec 5% FBS ou
5% ou 10% SBS et 5% ou 10 %WBS. Les données sont représentées par la moyenne (+ SEM).
** p <0.01, **** p <0.0001, ns = non significatif.
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Nous avons par la suite recherché si I'effet du sérum d’ours était relatif au temps de
traitement. L'effet du sérum d’ours a été investigué dans des cellules PC3 sur des traitements
court (allant de 30 min a 1h45) [Voir Figure 12]. A 30min, 1h et 1h45 on observe une réduction
du FC (fold change) de I’activité MTT entre les cellules PC3 traités au WBS par rapport au SBS,
mais cette réduction n’est significative qu’a partir de 1h45. Ce troisieme niveau de validation
a permis de mettre en évidence que le sérum posseéde une activité inhibitrice, avec une

apparition progressive, mais assez rapide de I'effet.
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Figure 12 : Mesure de I’activité MTT dans les cellules PC3 en fonction de la durée du traitement

Fold change (activité MTT) par rapport au SBS, pour des cellules PC3 traitées au SBS 5% ou WBS 5%
en fonction de la durée de traitement. La mesure de I’activité MTT se réalise 30 min, 1h ou 1h45
apreés traitement au SBS ou WBS 5%. Les données sont représentées par la moyenne (+ SEM).

** p<0.01, **** p < 0.0001, ns : non significatif.
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Pour étudier la persistance de l'effet apres la disparition du stimulus, des expériences de
ringage par un milieu contenant 5% de FBS ont été réalisés apres un traitement de 48h dans
du sérum d’ours [Voir Figure 13]. L’activité MTT a été mesurée apres 1h, 3h et 6h post-ringage.
La diminution de l'activité MTT est significative et a hauteur d’environ 35% entre les PC3
traitées au SBS et WBS. Cette diminution reste significative pour les 3 temps (1h, 3h et 6h),
bien que moindre (entre 13 et 12%), dans les cellules traitées 48h avec du sérum d’ours et
ayant subi un ringcage. La diminution de I'ampleur de I'effet inhibiteur du WBS sur I'activité
MTT est visible dés 1h, aprés ringage du milieu de traitement contenant le sérum d’ours.

L’effet inhibiteur du WBS sur I’activité MTT est donc partiellement réversible.
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Figure 13 : Mesure de I’activité MTT dans les cellules PC3 aprés rin¢cage (wash out)

Fold change (activité MTT) par rapport au SBS, pour des cellules PC3 traitées au SBS 5% ou WBS 5%
durant 48h aprés un rincage avec un milieu FBS 5%. La mesure de I’activité MTT est réalisée apreés
48h sans ringage (0Oh) ou 1h, 3h ou 6h aprés un ringage. Les données sont représentées par la
moyenne (+ SEM). ** p < 0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001.
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L'utilisation du test MTT pour suivre un effet différentiel du SBS/WBS est donc validé, ce qui
permet d’envisager le test de fractions de sérum, dans le but d’identifier des composés ou

famille(s) de composé(s) responsable de |'effet métabolique observé.

Effets des fractions de sérum sur I’activité MTT

Le second objectif, aprés avoir identifié un effet métabolique du sérum d’ours, a été de tenter
d’identifier les fractions active et responsables de la diminution de I'activité MTT. Les tests de
fractions ont été réalisés en supplémentation du sérum de veau foetal (FBS) et les cellules PC3
traitées durant 48h. On notera que l'effet différentiel entre WBS et SBS est conservé lorsque
le sérum natif (FO) est ajouté au FBS [Voir Figure 14]. La réalisation de chocs thermiques, cycle
décongélation-recongélation (F1), chauffage a 50 ou 65°C (F2 et F3), ne modifient pas

significativement I'effet du WBS sur la réduction de I’activité MTT [Voir Figure 14].
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Figure 14 : Mesure de 'activité MTT dans des cellules PC3 traitées avec les fractions de sérum (FO
aF3)

L’activité MITT est exprimée en ADO/min, pour cellules PC3 apreés traitement de 48h avec 5% FBS ou
5% SBS ou 5% WSB additionnées ou non de 5% des fractions FO a F3. Les données sont représentées
par la moyenne (+ SEM). * p < 0.05, ** p <0.001. FO : sérum natif, F1 : sérum dénaturé 50°C, F2 :
sérum dénaturé 65°C, F3 : sérum cycle décongélation-recongélation.
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On notera une perte de |'effet différentiel entre WBS et SBS lorsque la fraction du sérum
délipidée (F4), la fraction contenant la phase organique (F5) ou encore la fraction contenant
I’'abuminome ou fraction enrichie en albumine (F7) est ajoutée dans le milieu de culture [Voir
Figure 15]. L'effet différentiel entre WBS et SBS est cependant conservée dans la fraction du
sérum déplétée en albumine (F6). On notera cependant la présence d’une certaine mortalité

cellulaire pour les cellules traitées avec la fraction contenant la phase organique (F5).
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Figure 15 : Mesure de I'activité MTT dans des cellules PC3 traitées avec les fractions de sérum (FO
aF7)

L’activité MTT est exprimée en ADO/min, pour cellules PC3 aprés traitement de 48h avec 5% FBS ou
5% SBS ou 5% WSB additionnées ou non des fractions FO a F7. Les données sont représentées par la
moyenne (+ SEM). * p < 0.05, *** p <0.001, ns : non significatif. FO : sérum natif, F4 : fraction
délipidée, F5 : phase organique (avec lipides), F6 : fraction déplétée en albumine, F7 : albuminome.
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Points clés des résultats :

Il a été mis en évidence un effet différentiel entre le WBS et le SBS sur I'activité de la
NADH-déshydrogénase mitochondriale. Dans différentes lignées cellulaires humaines
(PC3, HFF1, CCL136), le WBS entraine une réduction de I'activité MTT, qui est modele
cellulaire dépendant.

L’effet du WBS sur la réduction de I'activité MTT est dose-dépendant, a action rapide
(mis en place de I'effet au bout de 1h45), et partiellement réversible aprés seulement
1h de rincage.

Le fractionnement du sérum a permis de mettre en évidence, sur 'activité mesurée,
gue le ou les composé(s) actif(s) ne sont pas thermolabiles, puisque I'effet du sérum
sur la réduction du MTT est conservé apres dénaturation a 50 ou 65°C. La délipidation
du sérum abolit I'effet différentiel observé entre le SBS et le WBS sur I'activité MTT, ce
gui met en avant que soit des composés lipidiques, soit des composés affectés par la
procédure de délipidation, sont impliqués dans l'inhibition de I'activit¢ NADH-
déshydrogénase. Lorsque I'albumine est éliminée du sérum, on continue a observer
I'effet différentiel entre le SBS et le WBS sur I'activité MTT, alors que I'effet différentiel
est perdu lorsque les cellules sont traitées avec la fraction contenant I'albumine seule.
La conclusion est que le ou les composé(s) actif(s) ne semblent pas étre des composés

liés a I'albumine.

Discussion et perspectives :

Le choix du test MTT, a reposé sur son intérét dans I'estimation d’une activité métabolique

cellulaire, I'activité de la NADH-déshydrogénase mitochondriale (Huet et al. 1992), sa facilité

de mise en ceuvre ou encore la possibilité d’utiliser ce test pour du screening dans des plaques

de culture 96 puits. Le choix d’un test facile a mettre en ceuvre et permettant de tester un

grand nombre de fractions de sérum simultanément étaient des conditions requises dans

notre stratégie.

Etant donné que les cellules sont lysées dans du DMSO pur, nous avons rencontré une

problématique pour la normalisation des données (en pg de protéines), de par

I'incompatibilité du solvant avec nos protocole de quantification des protéines. Les données
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d’activité MTT sont donc exprimées en delta DO/min en fonction du temps d’incubation (35
min) choisi pour les expériences. Nous avons cependant vérifié qu’il n’y avait pas d’impact du

traitement au sérum d’ours sur la viabilité cellulaire, en réalisant un comptage de cellules.

Il existe différents tests utilisant des sels de tetrazolium et notamment le test XTT (Roehm et
al. 1991), qui a I'avantage de former du formazan qui est hydrosoluble et qui diffuse donc en
dehors de la cellule, dans le milieu. L’avantage apporté par le XTT serait donc de permettre la
mesure de |'activité NADH-déshydrogénase, suivi d’'une lyse des cellules pour quantification
du contenu protéique, ce qui permettrait par la suite de normaliser I’activité MTT en delta DO

min ug protéines™.

L'effet différentiel observé sur I'activité MTT entre le sérum d’hiver (WBS) et le sérum d’été
(SBS) est présent dans toutes les lignées cellulaires étudiées, allant d’'une réduction de

I'activité MTT d’environ 30% pour les PC3 a 17% pour les cellules CCL136.

Il est possible que le niveau d’activité basal de la NADH-déshydrogénase soit différent en
fonction des modeéles cellulaires, notamment en fonction du contenu mitochondrial qui
differe entre chaque lignée. Ce paramétre pourrait donc expliquer une amplitude différente

des effets du WBS sur I'activité de la NADH-déshydrogénase mitochondriale.

Au cours du processus de fractionnement, il y a génération de sous-fractions qui s’éloignent
des conditions de culture standard, avec un sérum complet. Afin d’éviter de trop s’écarter des
conditions de culture standard, nous avons donc choisi de réaliser le traitement des cellules

en mettant les fractions en supplémentation du sérum de veau feetal (FBS).

Le test des fractions a également permis de mettre en avant que le ou les composé(s) actifs(s)
n’étaient pas thermosensibles. En effet, aprés chauffage du sérum a 50 et 65°C, I'effet
différentiel observé entre le SBS et le WBS est conservé dans les cellules PC3. D’autre part, la
fraction contenant I'albumine (et les molécules associées) ne semble pas étre impliquée dans
I’effet inhibiteur du sérum d’ours d’hiver sur I’activité MTT. Lorsque I'on enléve les lipides du
sérum, il y a une perte de |'effet différentiel entre le SBS et le WBS, mais lorsque |'on teste la
fraction lipidique seule on n’observe pas non plus I'effet différentiel. Il est possible que le
processus de délipidation (au DIPE) ait pu dénaturer certaines protéines actives. L’autre
problématique est que I'ajout de la phase organique (contenant les lipides) avec le solvant,

provoque une certaine mortalité cellulaire.
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Nous pouvons conclure a ce stade que le ou les composé(s) circulant(s) actif(s) sont a priori (i)
de nature thermorésistante, (ii) qu’ils sont soit éliminés soit dénaturés avec le protocole de

délipidation, (iii) que les composés actifs ne semblent pas liés a I'albumine.

Afin d’améliorer le protocole et de valider les résultats obtenus, nous envisageons de mettre
en place a I'avenir un test XTT, avec normalisation des résultats par la quantité de protéines.
Nous envisageons également d’autres méthodes de délipidation du sérum, ainsi que
I’obtention d’une fraction protéique appauvrie en albumine par d’autres protocoles que celui

adapté d’apres Cioloboc et al. (Cioloboc et al. 2013).

A partir de la ou les fractions actives identifiées, il sera également possible de réaliser un sous
fractionnement, le but étant de décomplexifier au maximum le sérum pour identifier de

possibles composés actifs qui peuvent étre présents en petites quantités dans le sérum.
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3. Fonction et respiration mitochondriale

Contexte :

La suppression du métabolisme durant la torpeur n'est pas simplement une conséquence de
la baisse de la température corporelle, mais implique plut6ét une inhibition active et régulée
(Heldmaier et al. 2004). De nombreuses études (voir revue Staples & Brown 2008) ont
investigué le role de la suppression active de la respiration mitochondriale dans la diminution
du métabolisme chez les hibernants, les mitochondries étant responsables de jusqu'a 90 % de
la consommation d'oxygéne chez les mammiféres (Rolfe & Brown 1997). La respiration
mitochondriale est fortement diminuée pendant la torpeur, lorsqu’elle est mesurée in vitro

dans les mitochondries du foie de Ictidomys tridecemlineatus, en présence de succinate.

Malgré une hypothermie modérée, I'ours est capable de diminuer son métabolisme jusqu’a
75% durant la période de torpeur (Evans et al., 2016; Geiser, 2004; Tgien et al. 2011). Une
sous-expression coordonnée de nombreux genes impliqués dans la respiration cellulaire a lieu
dans le foie de Ursus Americanus pendant la période de torpeur (Fedorov et al. 2011). La
diminution générale de I'abondance des protéines des sous-unités des cing complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale ainsi que de la citrate synthase, a été mise en évidence
dans les muscles des ours bruns en hibernation (Chazarin et al. 2019). Ces régulations
suggerent une altération de la fonction et une diminution du contenu mitochondrial, qui
pourraient conduire a une capacité réduite de production d'ATP, dans le muscle squelettique

des ours en hibernation.

Question(s) scientifique(s) :

Quels sont les effets du sérum d’ours hibernant sur la fonction et la respiration

mitochondriale sur des cellules PC3 et des myotubes humains ?

Stratégie mis en ceuvre :

Les effets du sérum d’ours hibernant sur la fonction mitochondriale de cellules humaines ont

été investigués par 2 approches : (i) la quantification de protéines mitochondriales (complexes
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de la chaine respiratoire et la citrate synthase) et (ii) la mesure de la respiration

mitochondriale par deux techniques différentes.

La respiration mitochondriale a été mesurée sur des PC3 et des myotubes humains traités au
sérum d’ours par deux techniques : (i) mesure de la consommation d’oxygene sur des cellules
PC3 perméabilisée a I'aide d’'un oxygraphe (Oroboros) et (ii) mesure de I"OCR (oxygen
consumption rate) sur des myotubes humains en culture, a I'aide d’un analyseur Seahorse

XFe24 Analyzer.

Résultats :

Mesure du contenu cellulaire en mitochondries et en complexes de la chaine respiratoire

La quantification de la citrate cynthase, par son activité ou sa quantité de protéines, est un
bon reflet du contenu mitochondrial cellulaire. Cette enzyme du cycle de Krebs (la citrate
synthase) est localisée dans la matrice mitochondriale, et son abondance est proportionnelle
a la quantité de mitochondrie dans la cellule.

La quantification par western blot [Figure 16 et 17] montre qu’il n’y a pas de différences
significatives entre le traitement au sérum d’ours d’hiver (WBS) ou d’été (SBS) sur la quantité
de citrate synthase dans les 3 lignées cellulaires étudiées : une lignée de cellule cancéreuse
PC3, une lignée fibroblastique HFF-1 et une lignée de cellules musculaires CCL136.

On note cependant une augmentation significative de la quantité de citrate synthase entre la
condition contréle FBS (sérum de veau foetal) et les cellules traitées au WBS, dans les cellules

PC3 (1.4 fois) et CCL136 (3.5 fois).

78



a F F F F S w s w s w s w

—— — — N — U A, A, AN, —. — CS (52 kDa)
b
e et o s S S— —— — — — su CV (55 kDa)
— — o — — — —— — —  — su Clll (48 kDa)
su CIV (40 kDa)
su Cll (30 kDa)
N — —— ——————————— — su CI (20 kDa)
c
B e - s e suav 40 kpa)
su Cll (30 kDa)
d

TG

Figure 16 : Quantification de la citrate synthase et de 5 sous-unités des complexes de la chaine
respiratoire dans des cellules PC3 traitées au sérum d’ours

a) Immunodétection de la citrate synthase (CS) dans des cellules PC3 traitées FBS 5% (F), SBS 5% (S),
WBS 5% (W) durant 48h ; b) Immunodétection de 5 protéines OXPHOS (5 sous-unités des complexes
de la chaine respiratoire mitochondriale) dans des cellules PC3 traitées FBS 5% (F), SBS 5% (S), WBS
5% (W) durant 48h ; c) surexposition du gel au niveau des bandes correspondant aux complexes CIV
et Cll ; d) Quantification des dépéts de protéines (gel TGX)

79



Citrate synthase (CCL136)
Citrate synthase Citrate synthase (HFF- * %

II"IS nsl

o
(o]

fold change WIS

3.0+ * ns
2.04 | | 4.0+ I
o 2.54 ns ns ns ns a5
-3 54
£ 1 ;
27 2.0 | | £ 154 . a 2 30- &
i = A = ; £% 554
22151 - = a3 1 as %
ok A S = 1.0 S 2 2.0 =
£ 1.0 . A 25 il £E 1.5-
£ §° §% 410
T 054 g 99 . g 10
0.5-
0.0- 1 1 0.0~ T T 0.0- T T
FBS SBS WBS FBS SBS WBS FBS SBS WBS
20~ Citrate synthase € 5o- OXPHOS (PC3)
ns
ns
L J
1.59 T g 1.5+ ° ns ns ns
ns ns ng” N
1.0+4- --*----IL‘-- £ 1.0 I ceefw-gig -
T 2 L
0.5+ Y 0.5
00 PC3  HFF-1 CCL136 0.0 ' ) ' ) '
) L L e & \cf"
S & N & &

Figure 17 : Quantification de la citrate synthase et de 5 sous-unités des complexes de la chaine
respiratoire dans des cellules traitées au sérum d’ours

a) Quantité de protéine citrate synthase (CS) normalisée par rapport au FBS pour des cellules PC3
traitées FBS 5%, SBS 5%, WBS 5% durant 48h (n=5),; b) Quantité de protéine citrate synthase
normalisée par rapport au FBS pour des cellules HFF-1 traitées FBS 5%, SBS 5%, WBS 5% durant 48h
(n=3); ¢) Quantité de protéine citrate synthase normalisée par rapport au FBS pour des cellules
CCL136 traitées FBS 5%, SBS 5%, WBS 5% durant 48h (n=3) ; d) Fold change W/S de la quantité de
CS pour les différents types cellulaires (PC3, HFF-1, CCL136) traités sérum hiver (W) / sérum été (S)
(n=3/4) ; e) Fold change W/S de la quantité des sous-unités des 5 complexes de la chaine respiratoire
(OXPHOS) normalisé par la quantité de citrate synthase (CS), pour des cellules PC3 traités sérum
hiver (W) / sérum été (S) (n=4). Les données sont représentées graphiquement par la moyenne (+
SEM). * p < 0.05, ** p < 0.01, ns : non significatif

Pour évaluer le contenu cellulaire en complexe de la chaine respiratoire, une sous-unité des 4
complexes de la chaine respiratoire plus de I’ATP synthase ont été quantifiées par Western
blot [Figure 17]. Comme pour la citrate synthase, il n'y a pas de différences significatives entre
le traitement au sérum d’ours d’hiver (WBS) ou d’été (SBS) pour 4 sous-unités (complexe Cl,
Clll, CIV et CV) mais une diminution significative (FC= 0.64) du complexe Cll pour les cellules

traitées au WBS par rapport aux cellules traitées au SBS.
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Figure 18 : Respiration mitochondriale mesurées dans des myotubes humains traités au sérum
d’ours

La respiration basale (en gris), la respiration lors de I’inhibition de I’ATP synthase (en bleu) et la
respiration maximale aprés découplage (en rouge) sont mesurés dans des myotubes humains
provenant de 9 sujets différents (n=9) traités 48h avec 5% FBS ou 5% SBS ou 5% WBS. La
consommation d’oxygéne (OCR, Oxygen Consumption Rate) est mesurée a I'aide d’un Seahorse
XFe24 Analyser, exprimées en pmol min™ et normalisées par 10 000 noyaux. Les données sont
représentées graphiquement par la moyenne (+ SEM). ns = non significatif

Mesure de la respiration mitochondriale par le Seahorse

La deuxiéme approche, plus fonctionnelle, a porté sur la mesure de la respiration
mitochondriale dans une lignée primaire de myotubes humains. La mesure de I'OCR (Oxygen
Consumption Rate) a été réalisé sur des myotubes traités 48 h au sérum d’ours d’été et d’hiver

a I'aide d’'un Seahorse XFe24 Analyzer.

En premiere approche, les mesures ont été faites selon la méthode standard (protocole Mito-
Stress) qui est un protocole rapide et déja validé permettant d’obtenir plusieurs parametres
de la respiration mitochondriale cellulaire, comme la respiration basale, la respiration apres
inhibition de I’ATP-synthase (fuite de protons) et la respiration maximale apres ajout d’un
découplant (FCCP). Avec des myotubes humains différentiés et traités pendant 48h, il n’y a
pas de différences significatives entre les 3 conditions (FBS, SBS, WBS) [Voir figure 18], bien
gu’on puisse noter une tendance a la diminution de la respiration maximale dans les cellules

traitées au WBS par rapport au SBS.
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Figure 19 : Part des vitesses de respiration liées a la synthése d’ATP et estimation de la capacité
de réserve a partir des données mesurées dans des myotubes humains traités au sérum d’ours

La respiration couplée a I'ATP (en orange) et capacité de réserve (en vert) sont calculées a partir des
paramétres mesurés [voir Figure 10] dans des myotubes humains provenant de 9 sujets différents
(n=9) traités 48h avec 5% FBS 5% ou 5% SBS ou 5% WBS. Les données sont exprimées en delta d’OCR
(Oxygen Consumption Rate) en pmol min™ et normalisées par 10 000 noyaux. Les données sont
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Figure 20 : Efficacité de couplage dans des
myotubes humains traités au sérum d’ours

L’efficacité de couplage (EC) est calculée a partir
des données de la Figure 10 obtenues sur des
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Concernant la part des vitesses de respiration liées a la synthese d’ATP et I'estimation de la
capacité de réserve, il n’y a pas de différences significatives entre les différents traitements
[Voir Figure 19]. On note cependant une tendance a la diminution de la respiration couplée a
la synthése d’ATP dans les myotubes humains traités au WBS par rapport au SBS, tendance
confirmée par le calcul de I'efficacité de couplage qui tend a étre diminué dans les cellules
traitées au WBS par rapport au SBS [Voir Figure 20]. On note également une tendance a la
diminution de la capacité de réserve, valeur refletant la capacité a répondre a une demande

énergétique, dans les cellules traitées au WBS par rapport au SBS.
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Figure 21 : Respiration mitochondriale mesurée dans des cellules PC3 perméabilisées et traitées
au sérum d’ours

Des cellules PC3 sont traités 48h avec 5% FBS ou 5% SBS ou 5% WBS (n=4). La respiration est mesurée
a l'aide d’un oxygraphe Oroboros 2K ; a) Etat 4 (substrats complexe | pyruvate/malate) ; b) Etat 3
(substrats complexe | pyruvate/malate + ADP) ; c¢) Respiratory Control Ratio (Etat 3/Etat 4) ; d)
Respiration liée au complexe Il (succinate) ; e) Respiration liée au complexe IV (TMPD + ascorbate).
Les données de consommation d’oxygéne sont exprimées en nmol/min.mg de protéines. Les
données sont représentées par la moyenne (+ SEM). ns = non significatif.
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Mesure de la respiration mitochondriale par I’Oroboros

La respiration mitochondriale a été mesurée par un oxygraphe Oroboros sur des cellules PC3
traitées pendant 48h avec les différents sérums. Le protocole permet avec la séquence
d’injection choisie de mesurer la respiration en présence de substrat du complexe | (Etat 4),
puis la respiration en présence d’ATP (Etat 3), puis la respiration avec le substrat du complexe
Il alors que le complexe | est inhibé par la roténone, et enfin la consommation d’oxygene liée

directement au fonctionnement du complexe IV. Les résultats sont présentés sur la Figure 21.

La consommation d’oxygene mesurée dans des cellules PC3 perméabilisée en présence de
substrats du complexe | (pyruvate malate, PM) ne montre pas de différences significatives
dans I'Etat 3 et Etat 4 de respiration pour les 3 traitements FBS, SBS, WBS [Voir Figure 21a et
b]. Le calcul du RCR (respiratory control ratio) ou Etat 3 / Etat 4 est une mesure du couplage
de la synthése d’ATP / flux d’électrons, et montre la capacité des mitochondries a synthétiser
de I’ATP. Le RCR n’est pas significativement différent entre les 3 traitements [Voir Figure 13c].
On note cependant une tendance a un Etat 3 de respiration et un RCR diminué entre les
cellules traitées au WBS par rapport au SBS. Concernant les substrats du complexe Il et du
complexe IV, respectivement le succinate et le TMPD (+ ascorbate), il n’y a pas de différence

significative dans la consommation d’O2 pour les 3 traitements [Voir Figure 21d et e].
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Points clés des résultats :

e Les données sont clairement préliminaires, et le nombre d’expérience doit étre
augmenté pour pouvoir dégager des conclusions solides.

e Le traitement au sérum d’ours augmente significativement la quantité de citrate
synthase dans les cellules PC3 et dans la lignée musculaire CLL136, par rapport a la
condition de culture standard (5% FBS). Il n’y a pas d’effet différentiel entre le sérum
d’ours d’été et d’hiver sur la quantité de citrate synthase dans les 3 lignées étudiées
(PC3, HFF-1, CCL136).

e Le traitement des cellules PC3 au sérum d’ours d’hiver diminue significativement une
sous-unité du complexe Il (succinate déshydrogénase) de la chaine respiratoire, en
comparaison au sérum d’été.

e |l n'a pas été mis en évidence de différences significatives de la respiration
mitochondriale dans les myotubes humains et les cellules PC3 traitées au sérum
d’ours. Cependant la respiration maximale, la capacité de réserve et 'efficacité de
couplage tend a étre plus faible dans les myotubes traités au WBS par rapport au SBS.
Concernant la respiration mesurée dans les PC3 avec les substrats du complexe |
(pyruvate malate), on note également une tendance a une diminution du RCR (Etat 3

/ Etat 4) dans les cellules traitées au WBS par rapport a celles traitées avec le SBS.

Discussion et perspectives :

L'effet du sérum d’ours hibernant sur la diminution I'activité MTT [voir partie 2. MTT et
fractionnement du sérum] suggére une diminution I'activit¢ du complexe | (NADH-
déshydrogénase). J'ai donc choisi d’investiguer I'effet du sérum d’ours sur la fonction
mitochondriale d’un point de vue guantitatif (quantification de la citrate synthase et des s.u
des complexes de la chaine respiratoire) et fonctionnel (mesure de la respiration

mitochondriale).

Des résultats obtenus en 2022 par Hogan et al., ont permis la mise en évidence d’un transfert
de phénotype en traitant des adipocytes d’ours prélevé durant la phase active ou hibernation,
avec du sérum d’hiver ou d’été (Hogan et al. 2022). Le but de I'étude était de déterminer sile

phénotype énergétique cellulaire observé dans les adipocytes d’ours était dii a des facteurs

85



sériques ou des facteurs cellulaires intrinseques. La mesure de différents parametres de la
respiration mitochondriale a été effectuée a I'aide d’un analyseur Seahorse. Les adipocytes
d'ours traités avec du sérum d’hiver présentaient notamment une respiration maximale plus
faible que ceux traités avec le sérum d’ours actif (été). Ces effets ont été inversés avec le

sérum de la saison opposée.

J'ai ainsi décidé d’effectuer le méme protocole de mesure de I’OCR (oxygen consumption rate)
dans des myotubes humains traités au SBS et WBS afin d’investiguer s’il était possible de
reproduire ces effets dans différents types cellulaires. Bien que les résultats obtenus ne soient
pas significatifs, la tendance a la diminution de la respiration maximale, couplée a la synthése
d’ATP, ainsi que de I'efficacité de couplage (CE) dans les myotubes humains traités au WBS,
nous encourage a réfléchir a I'optimisation du protocole utilisé. La problématique principale
dans le protocole expérimental était le transport des myotubes cultivés depuis notre
laboratoire de Clermont-Ferrand jusqu’a la plateforme de I'ENS de Lyon afin d’effectuer les
expériences de mesure de I’OCR avec I'analyseur Seahorse. Il serait judicieux d’envisager dans
I'avenir la culture des cellules directement sur place, a I'ENS, afin d’éviter tout transport qui

pourrait provoquer un stress pour les cellules.

J'ai dans un premier temps choisi d’utiliser un protocole Mito-Stress standard (d’apres la
publication de Hogan et al.) avec un ajout successif d’oligomycine, de FCCP, et d’un mélange
roténone et antimycine dans un milieu standard seahorse XF DMEM ph = 7.4, contenant
10mM de glucose, 2mM de glutamine et 1ImM de pyruvate. Il serait intéressant d’effectuer a
nouveau le protocole avec un séquence d’injection comprenant en premier lieu 'ajout de
pyruvate et malate, substrats du complexe |, compte-tenu de notre hypothése basée sur la
diminution de I'activité du complexe | dans les cellules PC3 traitées au WBS. Il serait également
intéressant de mesurer, avec ce protocole, la respiration dans des cellules PC3 traitées au

sérum d’ours.

Concernant la respiration mitochondriale, mesurée cette fois ci avec un oxygraphe Oroboros,
dans des cellule PC3 traitées au sérum d’ours, le nombre de n (n=4) est insuffisant pour obtenir
un résultat significatif. Etant donné la tendance observée avec le traitement au sérum d’hiver,
c’est-a-dire une diminution de I'Etat 3 de respiration (avec le substrat pyruvate malate) et du

RCR (Respiratory Control Ratio), il serait important de reproduire I'expérience pour confirmer
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cette tendance et avoir un nombre n suffisant pour vérifier la présence d’un effet significatif

ou non.

En conclusion, bien que les résultats obtenus soient encore préliminaires, nous avons des
arguments pour développer de nouveaux protocoles et réitérer certaines expériences, ce qui
devrait nous permettre de conclure sur I'effet du sérum d’ours sur la fonction mitochondriale
de cellules humaine traitées, notamment concernant I'impact du sérum sur l'activité de la

chaine respiratoire.
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Discussion et perspectives :

Les objectifs principaux de mon travail de these étaient d’étudier des effets biologiques du
sérum d’ours hibernant sur des cellules humaines, ainsi que d’identifier et de caractériser des
composés circulants d’intérét dans le sérum. Deux approches complémentaires, une ciblée et
une sans a priori, ont été mises en ceuvre dans le but d’optimiser la recherche de composés
actifs circulants. Dans le cadre de I'approche ciblée, j'ai dans un premier temps axé mes
recherches autour de dérivés d’acides gras a longue chaine, les endocannabinoides, dont les
principaux I'AEA et le 2-AG dérivent de I'acide arachidonique. Les données obtenues ont
permis de formuler I’'hypothése que le tonus du systéme endocannabinoide était globalement
diminué dans les tissus étudiés (muscle et tissu adipeux) chez I'ours hibernant, et en parallele,
j’ai pu mettre en évidence une forte augmentation de I'OEA circulant dans le sérum d’ours

hibernant.

L’étude des effets biologiques du sérum d’ours sur des cellules humaines a permis de mettre
en avant un effet métabolique, avec une diminution de I'activité NADH-déshydrogénase dans
les cellules traitées au WBS. De plus, un effet du WBS sur la fonction mitochondriale est
suggéré, avec une diminution de la quantité d’une sous-unité du complexe Il (SDH) dans les
cellules PC3 traitées au WBS, ainsi qu’'une tendance a la réduction de la respiration
mitochondriale dans les PC3 et myotubes humains traités au WBS. L'approche sans a priori,
basée sur I'étude des effets de fractions de sérum, a été mis en ceuvre afin de permettre
I'identification et la caractérisation d’un ou de composé(s) actif(s) présent dans le WBS et
responsable de I'effet inhibiteur sur la NADH-déshydrogénase. Les données obtenues m’ont
permis de mettre en avant une potentielle thermostabilité du ou des composé(s) actif(s). J'ai
également pu mettre en évidence que le ou les composé(s) actif(s) n’étaient pas présents dans
la fraction du sérum enrichie en albumine, et que les composés lipidiques pourraient étre

impliqués dans I'activité inhibitrice du WBS sur la NADH-déshydrogénase.
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1. Contraintes liées au modele d’étude

L’ours brun est un modele d’étude non conventionnel, ce qui représente une problématique
dans les procédures expérimentales par rapport aux standards bien définis chez le rongeur de
laboratoire. En effet, des outils et des protocoles d’anesthésie et de prélevements
d’échantillons (biopsies) ont dG étre adaptés a ce modéle expérimental, la collecte
d’échantillons se faisant de plus dans le milieu naturel. L’autre problématique du modele est
liége aux outils de biologie moléculaire et cellulaire, notamment en termes de mesure de
I’expression des genes, ou encore de la quantification de protéines chez ce modele puisqu’il
n'y a pas d’anticorps commerciaux spécifiques a I'ours. Néanmoins, depuis 2018, la
publication du génome annoté d’Ursus arctos a permis d’accéder a I’étude du transcriptome

dans ce modeéle animal.

Un avantage de la stratégie qui a été mise en place dans le cadre de ma thése, est que lorsque
I'on étudie le transfert des propriétés du sérum d’ours vers des cellules humaines, le modéle
d’étude devient ainsi les cellules receveuses, et on retourne donc sur un modele humain

classique a étudier, avec tous les outils a disposition connus et maftrisés.

2. Approche ciblée et changements saisonniers dans les
endocannabinoides circulants

Dans le cadre de l'approche ciblée, nous nous sommes intéressés au systeme
endocannabinoide, avec les 2 ligands les plus étudiés le N-arachidonoyléthanolamine (AEA) et
le 2-arachidonoylglycérol (2-AG), qui pourraient jouer un role dans I’hibernation (Vaughn et
al. 2010b). Les endocannabinoides sont retrouvés dans tous les tissus, organes et fluides
corporels étudiés jusqu'a présent. L'AEA et le 2-AG sont tous deux des agonistes endogenes
des récepteurs cannabinoides, CB1 et CB2, des récepteurs couplés aux protéines G (Hillard

2018).

Les données disponibles dans la littérature indiquent que les endocannabinoides circulants
proviennent de nombreux organes et tissus : cerveau, foie ou encore du tissu adipeux et
musculaire. Certaines hypotheses suggerent que les endocannabinoides sont "relargués" dans

la circulation dans un but signal spécifique. A I'opposé, il est également avancé que les
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endocannabinoides entrent dans la circulation en vertu du fait qu'ils sont hautement
lipophiles et peuvent diffuser des organes ou tissus vers la circulation. En d'autres termes, les
endocannabinoides circulants pourraient étre un marqueur indirect de la concentration

tissulaire (Hillard 2018).

Chez I'ours, nous avons réalisé la quantification de I'AEA, du 2-AG et de I'OEA dans 2
compartiments : le compartiment circulant (plasma) et tissulaire (muscle et tissue adipeux);
parallelement a une quantification de lipides sériques chez I'ours en hibernation et actif, qui
a notamment mis en évidence une diminution de I'acide arachidonique, précurseurs des 2
principaux endocannabinoides, le 2-AG et I’AEA. On retrouve ainsi une diminution de I’AEA
plasmatique et dans les tissus de I'ours en hibernation (tissu adipeux et muscle). Cependant
le niveau de 2-AG qui est fortement diminué dans les tissus, ne diminue pas entre I'hiver et
I’été dans le plasma de I'ours brun. Bien que les endocannabinoides puissent étre mesurés a
la fois dans le plasma et le sérum, il a été montré que les concentrations d'AEA sont plus
élevées dans le sérum que dans le plasma (Lam et al, 2010) et que les concentrations de 2-AG
sont mesurées de maniere plus fiable dans le sérum (Hillard et al, 2012). Une partie du 2-AG
plasmatique pouvant étre relargué par les plaquettes sanguines, il s’agit d’'un parametre a
prendre en compte concernant la quantification du 2-AG que nous avons réalisé dans le
plasma d’ours, notamment car il a été mis en évidence une réduction du nombre de

plaquettes sanguines durant la période d’hibernation (Welinder et al. 2016).

La quantification des principaux endocannabinoides circulants et tissulaires, de I'expression
des genes impliqués dans leur biosynthése et leur dégradation ou encore dans leur
signalisation (récepteurs), mettent en évidence une réduction globale du tonus
endocannabinoide durant la période d’hibernation. On retrouve cependant une augmentation
trés importante de I'OEA (3.3 fois) dans le WBS par rapport au SBS. L’augmentation de ce
composé durant une période de jeline prolongé chez I'ours est particulierement intéressante,
car il est normalement synthétisé par les entérocytes a partir de 'acide oléique apporté par
I’alimentation (Brown et al. 2017). Nous avons donc formulé I’hypothése que I'augmentation
de I'OEA durant I'hibernation avait un role particulier, potentiellement sur la stimulation de la
lipogenese (Guzman et al. 2004) ou encore sur le maintien d’un signal anorexigene chez I'ours

hibernant.
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Les perspectives pouvant étre évoquées, portent notamment sur ['élargissement de
I'approche ciblée sur d’autres especes d’endocannabinoides comme e
palmitoylethanolamide (PEA) ou encore des endocannabinoides dérivés des acides gras n-3
comme le docosahexaenoylethanolamide (DHEA). L’élargissement de la quantification
d’autres espéces d’endocannabinoides, permettrait d’identifier des changements saisonniers

supplémentaires de ces lipides bioactifs dans la composition du sérum d’ours.

Une stratégie envisageable pour étudier spécifiquement le role des composés, dont la
concentration circulante differe entre I'été et I’hiver, serait de tester un sérum d’été
complémenté ou déprivé en composé d’intérét, reproduisant ainsi la concentration d’un
endocannabinoide particulier retrouvé dans le sérum d’hiver. Grace aux données obtenues
sur les changements saisonniers dans la composition du sérum, nous pourrions ainsi tester sur
des cellules humaines I'implication de certains composés en particulier sur les fonctions

métaboliques.

Dans le cadre de I'approche ciblée, la littérature existante a permis d’identifier de nombreux
changements saisonniers de composés circulants dans le sérum d’ours. Il a notamment été
mis en évidence une augmentation trés importante (45 fois) de la Sex Hormone Binding
Globulin (SHBG) dans le sérum d’ours hibernant par rapport au sérum d’ours d’été (Frobert et
al. 2019), avec I'hypothese que cette protéine pourrait étre impliquée dans la régulation de
I’hibernation. La SHBG est une protéine qui joue un role dans le transport et la biodisponibilité
des hormones stéroides sexuelles (oestrogénes, testostérone) (Goldstajn et al. 2016). Par
ailleurs, la SHBG ursine a récemment été caractérisée et possederait les mémes fonctions que
la SHBG humaine, notamment la capacité de fixer les stéroides (Frobert et al. 2022). La
production d’une SHBG ursine recombinante, déja réalisé par Frobert et al., pourrait étre utile
dans le cadre de l'approche ciblée, afin de supplémenter le sérum d’été avec une
concentration équivalente de SHBG dans le sérum d’hiver. Les effets biologiques que nous
pourrions choisir d’explorer, pourraient étre liés a la balance protéique dans des myotubes

humaines.
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3. Approche sans a priori et identification des fractions actives du
sérum sur un readout métabolique : I'activité NADH-
déshydrogénase

L’approche sans a priori a demandé une mise en ceuvre particuliere, avec la recherche d’un
effet métabolique quantifiable sur les cellules traitées : I'activité NADH-déshydrogénase.
L'utilisation du test MTT, pour estimer I'activité de cette enzyme mitochondriale, nous a
permis de mettre en évidence un effet inhibiteur du sérum d’ours, qui se produit méme
lorsque I'on additionne un milieu de culture classique (5% FBS) avec 5% de WBS. Nous avons
ainsi pu mettre en évidence la présence d’un ou de composé(s) circulants bioactifs.
L'utilisation de fractions de sérum a été choisi afin de pouvoir identifier plus précisément la
nature ou la fraction sérique dans laquelle se retrouve les composés actifs. Nous avons pu
mettre en évidence que le ou les composé(s) actifs ne sont pas de nature thermolabile et que
la délipidation du sérum entraine une perte de l'effet inhibiteur du WBS. En revanche, la
déplétion de sérum en albumine n’a pas eu d’influence sur ce parameétre. Bien que le
protocole doive étre amené a évoluer, notamment avec la quantification des protéines dans
chaque puits, nous pouvons envisager de multiplier les protocoles de fractionnements, en
utilisant d’autres méthodes de déplétion en albumine par exemple, ou encore d’autres
méthodes de délipidation. Nous pourrions également rechercher si, parmi les lipides, les
endocannabinoides ne pourraient pas avoir un effet sur la fonction mitochondriale. En effet,
il a été mis en évidence que le récepteur cannabinoide CB1 était notamment exprimé au
niveau mitochondrial, et avait un réle dans la régulation de la dynamique de ces organites,

notamment au niveau des processus de fission (Drori et al. 2019).

De plus, nous envisageons également pour la suite du projet d’utiliser de nouveaux outils,
comme des systémes rapporteurs. Nous avons notamment mis en évidence des changements
dans le transcriptome des muscles d’ours hibernant, en particulier au niveau de voies régulant
la balance protéique telles que les voies de signalisation TGF-B (Transforming Growth Factor
B) et BMP (Bone Morphogenic Protein). Afin d’examiner si le sérum d’ours hibernant est
capable de reproduire, in vitro, des modifications dans les voies de signalisation TGF- B/BMP,
il a été prévu de mettre en place un systéme rapporteur dans des cellules musculaires
humaines (lignée CCL136). Des cellules CCL136 seront transfectées avec un plasmide

contenant le géne ID1-luc (couplé a la luciférase), qui est un géne régulé positivement lors de
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I'activation de la voie TGF- B, et I'effet respectif du sérum d’ours d’été et d’hiver sera
investigué sur I'activité luciférase. Nous pourrions donc par la suite, tester les fractions de
sérum afin d’identifier de possibles composés, comme des ligands, capable de réguler

I'activité de ces voies de signalisation.

4. Exploration des effets du sérum sur la fonction et la respiration
mitochondriale

Un effet du sérum d’ours hibernant sur la fonction mitochondriale a été mis en avant, avec
une réduction d’une sous unité du complexe Il dans les cellules PC3 traités au sérum d’ours et
une tendance a la diminution de la respiration mitochondriale dans ces mémes cellules ainsi
gue dans un modele de culture primaire (myotubes humains). Au vu des résultats
encourageants obtenus, il est envisagé de reproduire les expériences, en augmentant

notamment le nombre de répétition pour valider ou pas un effet significatif.

Nous pourrions également développer de nouvelles mesures, telles que la mesure de la
synthése d’ATP ou encore I'impact du sérum d’ours hibernant sur d’autres paramétres de la
fonction mitochondriale. Bien que cette derniere partie n’ait pas été développée durant ma
thése, il a été envisagé d’étudier I'effet du sérum d’ours sur la dynamique du réseau
mitochondrial. L'utilisation de sondes MitroTracker comme le MitoGreen permettrait de
marquer les mitochondries, et d’observer au microscope a fluorescence le réseau
mitochondrial. Les sondes MitoTracker ne reposent pas sur la présence d’un potentiel de
membrane pour le marquage, et sont plutét des bons marqueurs pour étudier la morphologie
des mitochondries, directement sur des cellules vivantes, dans des boites de culture adaptées

pour une observation au microscope.

De maniere complémentaire, nous pourrions également étudier I'effet du sérum d’ours sur la
dynamique de fusion et fission mitochondriale, en étudiant en particulier des protéines clés
comme les mitofusines (MFN1 / MFN2) et OPA1 (Sauvanet et al. 2010). Les mitofusines sont
régulées de maniére transcriptionnelles et post-transcriptionnelles alors que OPA1 est régulé
de maniere post-transcriptionnelle et post-traductionnelle (Wai & Langer 2016). En tenant
compte de ces données il serait plutdt indiqué de quantifier I'accumulation des protéines

concernées, plutét que d’étudier I'expression des genes.
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5. Perspectives : utilisation du modele de I'ours brun hibernant en
recherche spatiale

Pour les missions spatiales habitées de longue durée, la réduction du métabolisme des
astronautes par I'induction d’une torpeur pourrait changer la donne. La consommation d’eau
et de nourriture pourrait étre fortement réduite, permettant ainsi de diminuer la charge utile
des navettes spatiales. L'état d’hypométabolisme pourrait également protéger de certains
processus dégénératifs (préservation des organes) et augmenter la résistance aux
rayonnements ionisants (Choukér et al. 2019). Dans ce contexte, les espéces hibernantes
préservent leur masse musculaire, malgré une inactivité physique totale, ce qui pourrait
permettre de développer de nouvelles stratégies pour lutter contre des situations d’atrophie
musculaire telle que celles rencontrées durant les voyages spatiaux, ol les astronautes sont
soumis a I'apesanteur (Bertile et al. 2021). De plus, des expériences datant de la fin des années
60 avaient par ailleurs mis en évidence un phénomeéne de radioprotection chez les écureuils

terrestres durant la période d’hibernation (Musacchia & Barr 1968).

L'hypothermie est un état de refroidissement passif avec une réduction conséquente du
métabolisme alors que I'hibernation refléte un état de réduction métabolique endogene
controlé (avec un maintien de la thermorégulation active). L'induction d’un état
d’hypométabolisme endogeéne chez ’lhomme pourrait induire une réduction du métabolisme

plus efficace que ne le permet I’hypothermie (Lee 2008).

Les mécanismes internes responsables de l'induction d’un état d’hibernation (et donc
d’hypométabolisme) restent complexes et ne sont pas encore entierement identifiés a I’heure
actuelle. Des circonstances environnementales défavorables (température froides, privation
de lumiere, raréfaction des sources alimentaires, ...) semblent étre un dénominateur commun
pour toutes les especes d’animaux hibernants. Indépendamment des signaux externes
(environnementaux), il est vraisemblable qu’un signal interne ou une cascade de signaux
doivent initier et maintenir I'état d’hypométabolisme chez les hibernants. Plusieurs études et
articles de revues se sont intéressé a identifier des facteurs spécifiques responsables de I'état
d’hibernation chez de petits hibernants (Wang & Lee 2011; Hastings & Ebling 2006; Takamatsu
et al. 1993; Horii et al. 2018; Kondo & Sekijima 1998; Fujita et al. 2013; Sekijima et al. 2000;
Kondo & Kondo 1992). L’hypothése de I'existence de composés inducteurs de I’hibernation a

été rapporté en 1969 via des expériences de transfusion chez des écureuils (Dawe & Spurrier
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1969). Le sang prélevé chez des écureuils (Ictidomys tridecemlineatus) et transfusé chez des
animaux euthermiques durant la saison estivale, est capable d’induire I’hibernation chez les
receveurs en l'absence de conditions environnementales favorables (basses températures
notamment). Ces expériences semblent démontrer que des facteurs circulants retrouvés dans
le sérum d’animaux hibernants auraient un réle dans I'induction et le maintien d’un état de

torpeur.

Dans le but d’identifier certains des signaux impliqués dans I'induction d’un état de torpeur,
des recherches ont investigué le réle de molécules biochimiques tels que des gaz, des
composés opioides, des hormones ou dérivés d’hormones. Certains agents biochimiques ont
ainsi été identifiés tels que le gaz sulfure d’hydrogéene (H2S), la 5’-adénosine monophosphate
(5’-AMP), les thyronamines (TAMs) qui sont des dérivés des hormones thyroidiennes ainsi que
des delta-opioides (DOPs) (Dirkes et al. 2015). Cependant, malgré leur découverte et les
recherches effectuées sur divers modeéles animaux, aucun des agents identifiés ne semble
induire un état d’hypométabolisme reproductible chez toutes les espéces. Les tentatives
d’induire un hypométabolisme chez des espéces non-hibernantes a principalement porté sur
des modeéles murins (souris et rats). Il a notamment été mis en évidence que I'exposition de
souris a 80 ppm d’H2S provoque un état d’hypométabolisme chez les animaux, avec une
réduction de la consommation d’oxygéne avoisinant les 90%, accompagnée d’une diminution
d’environ 2°C de la température corporelle (Blackstone et al., 2005). Une étude récente a
également montré qu’il était possible d’induire expérimentalement un état de pseudo-
hibernation chez des espéces non hibernantes (rats et souris) grace a la stimulation d’un
circuit neuronal hypothalamique particulier contenant une population de neurones appelés
«Q-neurones » (Takahashi et al. 2020). Cette étude vient souligner I'implication du systeme

nerveux central et de certains circuits neuronaux dans la contribution a I’hypométabolisme.

Les données sur I'hypométabolisme dans I'espece humaine restent assez limitées. Une
certaine suppression métabolique peut néanmoins se produire dans les états méditatifs
profonds (Chaya et al. 2006), et de légeres réductions de la thermogenése se produisent
durant des périodes de jeune prolongés ou chez des nouveau-nés soumis a des situations
d’hypoxie (Singer 1999; Miiller et al. 2015). L’hypométabolisme est présent dans des lignées
assez proches de I'hnomme comme chez les primates. Certains scientifiques avancent

I’hypothese qu'une capacité ancestrale de torpeur serait encore présente chez I’homme, et
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pourrait potentiellement étre induite au niveau de I'organisme entier ou dans des tissus et
organes humains isolés. Néanmoins, les réductions prononcées de température n‘ont a ce
jour été observée que chez des espéces de petite taille et de moins de 10kg comme présenté
précédemment. Les ours avec une masse similaire a celle d’'un humain ne diminuent leur
température corporelle que de quelques degrés, mais sont néanmoins capable de diminuer
drastiquement leur métabolisme par des processus physiologiques actifs, indépendants de la
réduction de la température corporelle. La question de la possibilité de I’hibernation chez
I’'homme reste encore trés débattue, et parmi les arguments avancés, il semblerait peu
probable gu’'un mammiféere comme I’homme, compte tenu de sa taille, puisse étre capable de
rentrer dans une torpeur profonde. Une hypothése selon laquelle 'THomme de Néandertal
aurait survécu a des hivers rigoureux en hibernant a également été mise en avant par des
chercheurs grecs et espagnols, en analysant des squelettes d’hominidés qui présentaient des
stigmates caractéristiques d’un état d’hibernation (Bartsiokas & Arsuaga 2020). Les altérations
retrouvées au niveau de la morphologie osseuse de ces hominidés pourraient tout
simplement étre due a une hypothermie non contrélée lors d’'une exposition prolongée au

froid.

En conclusion, il apparait clairement que les animaux hibernants constituent des modeles
uniques pour étudier le métabolisme énergétique associé a la préservation des muscles, dans
des conditions extrémes d'inactivité totale et de je(ine prolongé. lls fournissent des pistes pour
des investigations plus approfondies dans le domaine biomédical, y compris des traitements
pour l'obésité et les maladies cardiovasculaires, et pour améliorer les conditions de vie des
astronautes durant les voyages spatiaux. Les ours semblent étre des modeles uniques pour
développer de nouvelles méthodes de préservation des organes, et pour étudier la
préservation des muscles squelettiques, en condition d’hypothermie modérée et d’inactivité
physique compléte. En raison de leur proximité phylogénétique importante avec 'homme,
I’étude de primates hibernants de la famille des [émuriens, dont la torpeur peut étre induite
en captivité (Blanco et al. 2021), pourrait présenter un intérét important dans le domaine du
biomimétisme. De plus, I'étude de petits animaux hibernants pourrait représenter un
avantage, en raison d'une manipulation facilité par rapport aux grands hibernants comme
I'ours brun. Les mécanismes au niveau moléculaire et cellulaire, a I’origine de la préservation

de la masse musculaire pourraient différer entre les petits (marmotte, écureuils) et les grands
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hibernants (ours). La préservation de la masse musculaire implique des mécanismes d'épargne
protéique spécifiques aux ours hibernants, qui sont indépendant de la réduction de la
température corporelle. Par conséquent, il serait intéressant de développer des études
comparatives entre les différentes especes d’animaux hibernants afin d’identifier des
mécanismes communs ou plus spécifiques, ce qui pourrait contribuer a élucider les différents

mécanismes de protection mis en place chez ces animaux.
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Abstract: Muscle atrophy arises from a multiplicity of physio-pathological situations and has very
detrimental consequences for the whole body. Although knowledge of muscle atrophy mechanisms
keeps growing, there is still no proven treatment to date. This study aimed at identifying new drivers
for muscle atrophy resistance. We selected an innovative approach that compares muscle transcrip-
tome between an original model of natural resistance to muscle atrophy, the hibernating brown bear,
and a classical model of induced atrophy, the unloaded mouse. Using RNA sequencing, we identified
4415 differentially expressed genes, including 1746 up- and 2369 down-regulated genes, in bear mus-
cles between the active versus hibernating period. We focused on the Transforming Growth Factor
(TGF)-p and the Bone Morphogenetic Protein (BMP) pathways, respectively, involved in muscle
mass loss and maintenance. TGF-3- and BMP-related genes were overall down- and up-regulated in
the non-atrophied muscles of the hibernating bear, respectively, and the opposite occurred for the
atrophied muscles of the unloaded mouse. This was further substantiated at the protein level. Our
data suggest TGF-f3/BMP balance is crucial for muscle mass maintenance during long-term physical
inactivity in the hibernating bear. Thus, concurrent activation of the BMP pathway may potentiate
TGF-p inhibiting therapies already targeted to prevent muscle atrophy.

Keywords: brown bear hibernation; mouse unloading; muscle atrophy; physical inactivity; RNA
sequencing; TGF-[3 /BMP signaling
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1. Introduction

Muscle atrophy is defined as a loss of muscle mass and strength and is associated with
adverse health outcomes, such as an autonomy decline and an increase in morbidity and
mortality in many catabolic conditions (e.g., cancer cachexia, heart, and kidney failure, fast-
ing, sepsis, injury, aging, or physical inactivity, etc.) [1-5]. Given the increase in sedentary
behavior and improvement in life expectancy, and with to date still no proven therapeutic
or preventive treatment to date, muscle atrophy remains a major public health issue (World
Health Organization data) [6]. Skeletal muscle tissue represents an important reservoir of
amino acids, which are mobilized during catabolic situations to preserve vital functions,
resulting in an imbalance of contractile protein turnover (i.e., proteolysis exceeding protein
synthesis) [7,8]. Catabolic stimuli (e.g., oxidative stress, endoplasmic reticulum distur-
bances, nutrient shortage, mitochondrial disruptions, etc.) activate a complex network of
intracellular modulators, which in turn lead to the activation of the ubiquitin-proteasome
system (UPS) and autophagy [9,10]. These two main proteolytic systems in muscle tissue
involve a set of genes, i.e., atrogenes, whose expression at the mRNA levels is commonly
altered during atrophy [11]. Cascades of events and players of muscle atrophy are well
described and conserved in mammals [12,13] and include the transforming growth factor-3
(TGF-B) superfamily, with TGF-f3 signaling acting as a negative regulator, and Bone Mor-
phogenetic Proteins (BMP) signaling as a positive regulator of muscle mass [14]. The TGF-3
pathway mediates muscle atrophy through cytoplasmic and nuclear signaling molecules
SMAD?2/3, mainly leading to the expression of the atrogenes TRIM63 (MuRF1) and FBXO32
(atrogin-1) [15]. Constitutive expression of SMAD3 triggers muscle wasting, and inhibition
of SMAD2 and SMAD?3 is sufficient to induce muscle growth in vivo [16-19]. Conversely,
the BMP pathway mediates muscle mass maintenance through cytoplasmic and nuclear
signaling molecules SMAD1/5/9, promoting a negative transcriptional regulation for a
ubiquitin ligase required for muscle wasting, FBXO30 (MUSAT1) [20], and increasing the
expression of BMP receptors activity in muscles induced hypertrophy through Smad1/5-
mediated activation of mTOR signaling [21].

Hibernating bears (Ursidae family) are naturally resistant to muscle atrophy when
facing the two major atrophic inducers, prolonged fasting and physical inactivity up to
5-7 months [22,23]. Conversely and during a shorter period, a loss of muscle mass and
volume prevails in rodent models [24-29] and humans [4,5]. As in rodent models, the mus-
cles of the active bear are sensitive to disuse after denervation, whereas the muscles of
the hibernating brown bear (Ursus arctos) are resistant [30]. The hibernating brown bear,
therefore, appears as a suitable model to study the underlying mechanisms of muscle mass
maintenance [31]. How it withstands muscle loss in conditions where muscle atrophy is
expected in non-hibernating mammals remains to be fully elucidated. However, several hy-
potheses can be raised; our recent analysis of muscle proteome in the hibernating brown
bear revealed the maintenance of glycolysis and a turning down of ATP turnover [32].
In addition, we reported (i) a myogenic microRNA signature prone to promoting muscle
regeneration and suppressing ubiquitin ligase expression in bear muscle during winter [33],
as well as (ii) limited levels of oxidative stress [34]. To unravel the molecular basis of muscle
maintenance at the mRNA level, the bear muscle transcriptome has already been explored
using cDNA microarrays [35] or RNA sequencing [36,37]. These two transcriptomic stud-
ies suggested an overall reduction in energy and protein metabolism, consistent with
metabolic suppression and lower energy demand in skeletal muscle during hibernation.
Although these studies focused on the changes in bear muscle transcriptome during the
hibernating versus active period, our study aimed to compare them with those that occur
in the muscle transcriptome of disuse-induced atrophy in a mouse model. The rationale for
such a comparative analysis of two contrasted situations of muscle atrophy or maintenance
lies in the identification of potential new candidates, beyond already reported metabolic
factors [35-37], that may help the hibernating bear resist atrophy, thereby providing new
targets for fighting muscle atrophy in humans. Among the transcription factors involved
in the regulation of the differentially expressed genes highlighted in bear muscle between
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the hibernation and active periods, eight were involved in the regulation of the TGF-f3
superfamily. We therefore subsequently focused on an in-depth analysis of the TGF-3 and
BMP intracellular pathways.

2. Materials and Methods
2.1. Animal Experiments
2.1.1. Bear Sample Collection

Biopsies from the vastus lateralis muscle were collected from 17 free-ranging brown
bears, 2-3 years old (Ursus arctos; 11 females and 6 males), from Dalarna and Gévleborg
counties, Sweden, from 2014 to 2019 (Table S6). The samples were immediately frozen
on dry ice until storage at —80 °C. In a given year, the same bears were captured during
winter hibernation (February) and recaptured during their active period (June). The study
was approved by the Swedish Ethical Committee on Animal Experiment (applications Dnr
C3/2016 and Dnr C18/2015), the Swedish Environmental Protection Agency (NV-0741-18),
and the Swedish Board of Agriculture (Dnr 5.2.18-3060/17). All procedures complied
with Swedish laws and regulations. Capture, anesthesia, and sampling were carried out
according to an established biomedical protocol [38].

2.1.2. Mouse Model of Hindlimb Unloading

Our objective was to compare the muscle transcriptome of the hibernating bear with
that in a rodent model of long-term physical inactivity. We chose the 10-day mouse
model of unloading as an established disuse-atrophy model, with atrophic pathways still
activated [28,39]. All experiments were conducted with the approval of the regional ethics
committee (agreement n° D6334515) following the European Directive 2010/63/EU on the
protection of vertebrate animals used for experimental and scientific purposes. This study
was performed with 12 C57BL6/] adult male mice purchased from Janvier Labs (Le Genest-
Saint-Isle, France). They were housed by pairs upon arrival in a polycarbonate cage in a
controlled room (22 £ 2 °C, 60% =+ 5% humidity, 12 h light/dark cycle, light period starting
at 8 h), fed ad libitum, and given free access to water.

After 10 days of acclimatization, the mice were either kept unsuspended (Control,
n =6) or subjected to hindlimb unloading through tail suspension (Unloaded, n = 6)
for 10 days. Custom tail suspension cages were adapted from previous studies [40,41].
The cages (43 x 29 x 24 cm) have an overhead frame to which two suspension systems are
fixed in parallel on the width of the cage. These suspension systems are widely spaced
in a cage so that mice can always be housed in pairs without touching each other. Un-
loaded mice had a metal ring attached near the base of their tails using surgical adhesive
tape. This ring was then attached to a swivel that allowed a 360-degree rotation and was at-
tached on a rail that covered the upper width of the cage. The height of the swivel has been
adjusted to keep the mouse at an angle of about 30° from the head so that the hindlimbs
could not touch the ground or the walls. During the 10 days of unloading, mice showed
only a very small body weight loss (<7%) that occurred within the first 3 days, with no
change in food intake. At the end of the experiment, soleus muscles were rapidly dissected
out and immedjiately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until analyses. As for
the data used from the RNA sequencing of Zhang et al. [42], the soleus muscle atrophied
by 37% (from 7.24 £ 0.27 mg in control mice to 4.58 & 0.31 mg in unloaded mice, p < 0.001
according to the unpaired Student’s ¢-test).

2.2. RNA Sequencing of Brown Bear Muscle
2.2.1. RNA Isolation

Total RNA from bear muscles was isolated as described [43]. Briefly, muscle RNA
from six bears (paired samples collected in summer and winter in a given year for the same
individual) was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen, Courtaboeuf, France).
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2.2.2. [llumina RNA Sequencing, Data Assembly, Statistical Analysis

We constructed RNA-Seq libraries with the Truseq stranded mRNA sample prepa-
ration kit from Illumina and sequenced them in two lanes on an Illumina HiSeq2500
(single-end, 50 bp, six libraries per lane). Image analyses and base calling were per-
formed using the HiSeq Control Software (v2.2.70, Illumina, San Diego, CA, USA) and
Real-Time Analysis component (v1.18.66.4, lllumina, San Diego, CA, USA). Demultiplex-
ing was performed using Illumina’s conversion software (bcl2fastq 2.20). The quality of
the raw data were assessed using FastQC from the Babraham Institute and the Illumina
software SAV (Sequencing Analysis Viewer, Illumina, San Diego, CA, USA). A splice junc-
tion mapper, TopHat 2.1.1 [44] (using Bowtie 2.3.5.1 [45], Johns Hopkins University, MD,
USA), was used to align the RNA-Seq reads to the Ursus arctos genome (GCA_003584765.1
ASM358476v1 assembly downloaded from NCBI) with a set of gene model annotations
(GCF_003584765.1_ASM358476v1_genomic.gff downloaded on 17 June 2019, from NCBI).
Final read alignments having more than three mismatches were discarded. Samtools (v1.9)
(http:/ /samtools.sourceforge.net) was used to sort the alignment files. Then, the gene quan-
tification was performed with Featurecounts 1.6.2 (http:/ /subread.sourceforge.net/) [46].
As the data were from a strand-specific assay, the read had to be mapped to the opposite
strand of the gene (-s 2 option). Before statistical analysis, genes with less than 30 reads
(cumulating over all the analyzed samples) were filtered out. Differentially expressed
genes were identified using the Bioconductor(https://bioconductor.org/) [47] package
DESeq2 1.26.0 [48] (R version 3.6.1 https:/ /www.r-project.org/). Data were normalized
using the DESeq2(https:/ /bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html,
accessed on 16 June 2021) normalization method. Genes with an adjusted p-value below
5% (according to the Benjamini-Hochberg procedure that controls the FDR) were declared
differentially expressed.

2.2.3. Functional and Pathway Enrichment Analysis

Hierarchical clustering of bear transcriptomic data (log-transformed) was performed
using Cluster v3.0 software (University of Tokyo, Tokyo, Japan) from the 13531 reads [49].
Parameters were set as follows: median centering and normalization of genes for ad-
justing data and centroid linkage clustering for both genes and arrays. Dendrograms
were generated and viewed using the Java Treeview v1.3.3 program (Alok Saldanha, Stan-
ford University, Stanford, CA, USA) [50]. To identify the differentially expressed genes
(DEGs), we selected a fold change (FC) Winter/Summer >11.31 or <10.77| and an adjusted
p-value < 10.011 as cut-off standards, for the up- and down-regulated genes, respectively.
Visualization of functional enrichment was performed using Metascape [51], a web-based
portal for visualizing the inference of enriched biological pathways among the DEGs.
For the given DEGs gene list, pathway and process enrichment analysis has been car-
ried out with the following ontology sources: KEGG Pathway, GO Biological Processes,
Reactome Gene Sets, Canonical Pathways, CORUM, TRRUST, DisGeNET, PaGenBase,
Transcription Factor Targets, WikiPathways, PANTHER Pathway, and COVID. All genes in
the genome have been used as the enrichment background. Terms with a p-value < 0.01,
a minimum count of 3, and an enrichment factor >1.5 (the enrichment factor is the ratio
between the observed counts and the counts expected by chance) are collected and grouped
into clusters based on their membership similarities. More specifically, p-values are calcu-
lated based on the accumulative hypergeometric distribution, and g-values are calculated
using the Benjamini-Hochberg procedure to account for multiple testings. Kappa scores
are used as the similarity metric when performing hierachical clustering on the enriched
terms, and sub-trees with a similarity of >0.3 are considered a cluster. The most statistically
significant term within a cluster is chosen to represent the cluster. The 10 top-score enrich-
ment terms from that analysis are shown in Figure 1b,c, and the 10 top-score enrichment
transcription factors regulating the DEGs are shown in Figure 1d. The heat map represent-
ing the expression changes of the TGF-[3 /BMP gene sets in bear versus mouse muscles was
made using the Pheatmap package (R 1.4.1106, University of Tartu, Tartu, Estonia). Briefly,
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the gene hierarchical clustering is based on Euclidean distance calculated from the log2FC
value (Winter/Summer and Unloaded/Control for bear and mouse muscles, respectively).
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Figure 1. Deep changes in brown bear muscle transcriptome during hibernation. (a) Heatmap from brown bear muscle (vastus

lateralis) transcripts (1 = 6 bears/season, the same individuals were sampled and analyzed in summer and winter); red indicates

high and green indicates low expression level of the 13531 genes. (b) Graph representing the 10 top-score of significantly enriched
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terms in winter compared to summer, from the 1746 up-regulated differentially expressed genes (DEGs) (FC W /S > 1.3
and padj < 10.011) or (c) from the 2369 down-regulated DEGs (FC W/S < 10.77| and padj < 10.01|; Table S1). The color
code for the functional cluster is indicated in the respective graphs, and the bold numbers in the different bars represent the

numbers of DEGs found in the enriched terms. (d) Graph representing the 10 top-score of transcription factors involved in

DEGs regulation from “Formation of a pool of free 40S subunits” and “Extracellular matrix organization” enriched terms.

The bold TFs are involved in TGF-f3 superfamily regulation.

2.3. Transcriptomic Data Assembly and Statistical Analysis of Mouse Muscle

We used transcriptomic data from an already published study [42]. Briefly, in this
study, C57BL6/] adult male mice were either kept unsuspended (Control, n = 4) or subjected
to hindlimb unloading through tail suspension (Unloaded, n = 4) for 10 days. The fastq files
of eight soleus muscles were downloaded from GEO (GSE102284). A splice junction map-
per, TopHat 2.1.1(Johns Hopkins University, MD, USA) [44], was used to align the RNA-Seq
reads to the mouse genome (UCSC mm10) with a set of gene model annotations (genes.gtf
downloaded from UCSC on 29 October 2019; GenelDs come from the NCBI gene2refseq
file). Final read alignments having more than three mismatches were discarded. Samtools
(v1.9, http:/ /www.htslib.org/) was used to sort the alignment files. Then, the gene quan-
tification was performed with Featurecounts 2.0.0 (http:/ /subread.sourceforge.net/) [46].
As the data were from a strand-specific assay, the read had to be mapped to the opposite
strand of the gene (-s 2 option). Before statistical analysis, genes with less than 20 reads
(cumulating all the analyzed samples) were filtered out. Differentially expressed genes
were identified using the Bioconductor [47] package DESeq2 1.26.0 [48] as previously
described (cf. 2.2.2).

2.4. Western Blot

Vastus lateralis muscles from eleven bears (paired samples collected in summer and
winter in a given year for the same individual; Table 56) and soleus muscles from 10-days
control or unloaded mice (1 = 6/group) (~30 mg) were used. Samples were homoge-
nized using a polytron in 1 mL of an ice-cold buffer (10 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 0.5% Igepal CA630) containing inhibitors of
proteases (Protease Inhibitor Cocktail) and phosphatases (1 mM Naz VO3, 10 mM NaF)
(Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France). The homogenates were stirred for 1 h at 4 °C
and then centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4 °C. The resulting supernatants were
then stored at —80 °C until use. The concentration of proteins was determined using
the Bradford Protein Assay Kit (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Proteins were then
diluted in Laemmli buffer and stored at —80 °C until use. Protein extracts were subjected
to SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) using TGX™
FastCast™ 10% Acrylamide gels (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) and transferred onto
a PVDF membrane (Hybond P, Amersham, England). Blots were blocked for 1 h at room
temperature with 5% bovine serum albumin in TBS buffer with 0.1% Tween-20 (TBS-T,
pH = 7.8), then washed thrice in TBS-T and incubated (overnight, stirring, 4 °C) with
appropriated primary antibodies against SMAD1/5 (PA5-80036, Thermo Fisher, Illkirch,
France), SMAD2/3 (#8685, Cell Signaling Technology, Saint-Cyr-L'Ecole, France), SMAD4
(ab230815), CTGF (ab227180), and GDF5 (ab137698) (Abcam, Cambridge, United Kingdom).
Blots were then washed and incubated for 1 h with an appropriate secondary horseradish
peroxidase-conjugated antibody at room temperature. Signals were detected after incuba-
tion with Luminata Crescendo Western HRP substrate (Millipore, Burlington, MA, USA)
and visualized using G: BOX ChemiXT4 (XL1) imaging system (Syngene, Frederick, MD,
USA). Signals were then quantified using the GeneTools software (Syngene, Cambridge,
UK) and normalized against the total amount of proteins determined by TGX signals to
correct for uneven loading. Protein data were presented as individual values. The bilateral
ratio paired Student’s ¢-test was used to compare the muscles of bears during summer
and winter (S and W, respectively). For muscles of control and unloaded mice (C and U,
respectively), statistical significance was determined using the bilateral unpaired Student’s
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t-test. Statistical analysis was performed using Prism 8 (GraphPad Prism 9, San Diego,
CA, USA).

3. Results
3.1. Deep Changes in Brown Bear Muscle Transcriptome during Hibernation

The brown bear transcriptome data set revealed that, from 13531 transcripts com-
monly identified in all individuals, gene expression differed markedly between summer
and winter (Figure 1a). We identified 4115 differentially expressed genes (DEGs) between
muscles of the active and hibernating bear with mainly down-regulated genes (Table S1).
The 10 top-score obtained from an annotation enrichment analysis performed from the
down- and up-regulated DEGs highlighted several significant enriched terms regulated
differentially in bear muscles between the two seasons (Figure 1b,c). For instance, the
protein metabolism functional cluster was the most up-regulated in bear muscles in winter
compared to summer, with “Formation of a pool of free 40S subunits”, “Ribonucleoprotein
complex biogenesis”, or “Translation” enriched terms (Figure 1b). In addition, the tissue
structure remodeling functional cluster was the most down-regulated in muscles of the
hibernating versus active bear, with “Extracellular matrix organization”, “Cell-substrate
adhesion”, or “Supramolecular fiber organization” enriched terms (Figure 1c). We then
run a transcriptional regulatory network analysis to identify transcription factors (TFs)
involved in the DEGs regulation from the two most differentially enriched terms between
the two seasons (e.g., “Formation of a pool of free 40S subunits” and “Extracellular ma-
trix organization”) (Figure 1d). We found that SP1 was the TF the most involved in the
DEGs regulation, as well as others TFs such as SP3, NFKB1, JUN, RELA, TFAP2A, ETS1,
or SMAD4. Interestingly, these TFs cited above are all involved in the regulation or signal
transduction of the TGF-3 superfamily [52-54]. We therefore decided to focus on that
superfamily, including (i) TGF- signaling, which is a master regulator of the extracellu-
lar matrix organization and also involved in muscle mass loss, and (ii) BMP signaling,
which has recently been discovered to be involved in muscle mass maintenance [20].

3.2. Hibernation Induces a Transcriptional Shift from the TGF-f to the BMP Pathway

From a thorough analysis of the literature [55-57], we have drawn up a list of the
actors and regulators of the TGF-{3 superfamily. We then analyzed precisely how they were
regulated at the mRNA level in the muscles of the hibernating bear between the winter
and summer seasons.

The expression levels of two main TGF-f ligands, INHBA and MSTN, were dramat-
ically lower (Fold change (FC) = 0.28 and 0.52, respectively) in winter, whereas INHBB
expression was higher (FC = 1.85) (Figure 2, Tables S2 and S3). In BMP signaling, the main
ligand described in muscle mass maintenance, GDF5, showed higher levels (FC = 2.5) in
hibernating bear muscles compared to active muscles. Extracellular actors inhibiting (KCP,
DCN, MGP, NOV, or CHRD) or promoting (CCN2 or BMPER) TGF-f3 and/or BMP signals
were mainly down-regulated in winter compared to summer. Receptors from the TGF-3
signaling were differentially expressed during hibernation, with ACVR1C and TGBBR2
levels being considerably lower (FC = 0.28 and 0.80, respectively) in winter compared to
summer, whereas TGFBR1 and ACVR1B were higher (FC = 1.42 and 1.47, respectively).
The GDEF5 receptor, BMPR1B, was higher in winter compared to summer (FC = 1.37).
The co-receptors that control intensity and specificity of the downstream TGF-f3/BMP sig-
naling were mainly down-regulated or unchanged in winter for both pathways, except for
MUSK, an important BMP co-receptor in muscle cells, which was up-regulated (FC = 2.39).
Opverall, actors involved in the initiation of the TGF-f3 signal were mainly repressed while
those driving the BMP signal were increased.
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Figure 2. Deep transcriptomic reprogramming of TGF- and BMP pathways in muscle during brown bear hibernation.

Scheme showing brown bear vastus lateralis muscle transcripts involved in TGF- and BMP signaling and depicting
(i) their relationships [55-57] and (ii) the difference in their expression levels between hibernation and activity periods.
Red and green boxes indicate, respectively up- and down-regulated genes during hibernation compared to the summer

season, and white boxes indicate unchanged genes. Target genes of the TGF and BMP pathways are indicated in italic

and are in green when down-regulated, in red when up-regulated, and in black when unchanged. Dashed lines show the

SMAD-independent pathway and full lines the canonical signaling pathway. Arrows indicate activation, and L bars indicate

inhibition. (n = 6 bears/season, the same individuals were sampled and analyzed in summer and winter, padj < 10.051;
Tables S2 and S3). ECAg: Extracellular Agonist, ECAn: Extracellular Antagonist, L: Ligand, Co-R: Co-Receptor, RII: Receptor
type II, RI: Receptor type I, TA: Transcriptional Activator, TR: Transcriptional Repressor, SBEs: SMAD Binding Element.
Created with BioRender.com.

For TGF-f signaling, intracellular inhibitors such as ERBIN, LDLRAD4, EIF3I, STK17B,
and PP2CA were up-regulated in winter bear muscles (FC = 1.26, 1.50, 1.37, 1.86, and 1.56,
respectively), whereas some of the actors promoting the signal were lower expressed,
i.e,, DAB2 and TRAP1 (FC = 0.50 and 0.63, respectively). By contrast, for BMP signaling,
intracellular inhibitors were mainly lower expressed in muscles of the hibernating bear,
such as CTDNEP1, FKBP1A (FC = 0.70 and 0.67, respectively). Regarding the intracel-
lular actors triggering TGF-3/BMP signaling, SMAD3 (TGF-f signaling; FC = 0.76) was
less expressed, SMAD1 and SMADS5 (BMP signaling; FC = 1.99 and 1.30, respectively),
and SMAD4 (common to TGF-f3 and BMP signaling; FC = 1.34) were more expressed in
muscles of the hibernating bear compared to the active one. Thus, expression changes of
the intracellular actors again suggest repression of TGF-f3 signaling but maintenance of the
BMP signaling.

For nuclear components, transcriptional activators were either up- (FOXO3 and SP3,
FC = 1.68 and 1.70) or down-regulated (e.g., KAT2B, ATF3 and ETS1, FC = 0.55, 0.46,
and 0.54) for TGF-f3, whereas mainly up-regulated in winter for BMP with YAP1, ZC-
CHC12, and HOXCS (FC =1.63, 2.21, and 2.46, respectively). Conversely, the transcrip-
tional repressors were mainly up-regulated for the TGF-f3 pathway, i.e., TRIM33, YAP1, and
SIRT1 (FC = 1.60, 1.63, and 1.82, respectively), whereas unchanged or lower expressed, i.e.,
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TOB1 (FC = 0.78) for BMP during hibernation. Considering TGF-f3 target genes, an overall
down-regulation was observed in winter compared to summer, as highlighted for the differ-
ent collagen isoforms or the multiple metalloproteinases COL1A1/2 (FC = 0.04 and 0.07),
COL3A1 (FC = 0.06), COL5A2 (FC = 0.28), COL6A1/3 (FC = 0.22 and 0.20), COL14A1
(FC =0.14), and MMP2/14 (FC = 0.33 and 0.46) (Figure 2 and Table S2). For BMP target
genes, it was less contrasted, with either an unchanged (e.g.,, RUNX2 or ID4), down-
regulated (e.g., ID1 or ID2, FC = 0.31 and 0.65), or up-regulated expression (RGS4 or KLF10,
FC =1.72 and 1.32) during hibernation, with RGS54 being a muscle-specific gene. Overall,
this supports a general down-regulation of the transcriptional activity that drives TGF-f3
signaling, with possible maintenance of that for BMP signaling.

Finally, TGF-$ and BMP signaling also use a shared SMAD-independent pathway,
involving a branch of the MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) pathway [58]. In this
pathway, the expression of TRAF6 and its downstream actor MAP3K7 were higher in
muscles of the hibernating bear compared to the active one (FC = 1.78 and 1.60, respectively).
Some of the TRAF6 downstream actors, including MEF2A and MEF2C, which are key
muscle transcription factors, were as well up-regulated (FC = 1.89 and 2.23) in winter
compared to summer bear muscles (Figure 2).

TGF-B and BMP signaling pathways are tightly regulated by several UPS mem-
bers, such as E3 ubiquitin ligases (E3s) and deubiquitinating enzymes (DUB) [55,59].
TGEF-f3 inhibitors localized from the receptors to the nucleus level were up-regulated in
winter, such as for CUL1 (FC = 1.85), NEDDA4L (FC = 1.63), and TRIM33 (FC = 1.60), the lat-
ter being also a positive regulator of BMP signal transduction (Figure 3 and Table S4).
SMUREF], an E3 ligase inhibiting both TGF-f3 and BMP signaling, was also up-regulated
(FC = 1.64) in muscles of the hibernating bear. For UPS activators of the TGF-f3 signaling
pathway alone, several DUBs were up-regulated in winter, e.g., UCHLS5, USP11, and USP4
(FC =1.78,1.77, and 1.37, respectively), the latter also promoting BMP signaling, and others
were down-regulated such as for USP15 and TRAF4 (FC = 0.52 and 0.47). The TGF-§3 and
BMP pathways regulate the transcription of some muscle-specific E3s (TRIM63, FBXO32,
and FBXO30). None of them were differentially expressed in winter compared to summer
(Figure 3 and Table S4).

Overall, this wide transcriptomic analysis highlighted a winter transcriptional pattern
in muscles of the brown bear that was prone to shutting down TGF-3 signaling while
maintaining or even over-activating the BMP pathway.

3.3. Divergent Regulation of TGF-B and BMP Pathways in Atrophy-Resistant Muscles of the
Hibernating Brown Bear versus Atrophied Muscles of the Unloaded Mouse

We compared the above-described brown bear muscle transcriptome to published
transcriptomic data from a model of long-term physical inactivity in mice induced by
10 days of unloading, where the soleus muscle mass decreased by ~30% [42]. Comparing
the two models, the muscle transcriptomic profiles appeared very different for selected gene
expression related to TGF-3 and BMP signaling pathways (Figure S1 and Tables 52-54).
Of note, gene expressions of TGF-f3 and BMP ligands were mainly differently regulated,
as particularly evidenced for GDF5, which was up-regulated during bear hibernation,
but down-regulated during unloading in the mouse model (FC = 0.18), and as well with
MSTN strongly down-regulated during bear hibernation but unchanged in unloaded
mouse muscles (FC = 1.57) (Figure 4a and Tables 52 and S3). Regarding receptor expressions,
the two models responded quite similarly (Figure 4b and Tables S2 and S3), with three
notable exceptions. Firstly, the gene expression of ACRV1C did not change in muscles
of the unloaded mouse, unlike muscles of the hibernating bear, where a strong down-
regulation occurred (FC = 1.11 and 0.28, respectively), what we also observed with the gene
expression of TGFBR2 (FC = 1.08 and 0.80, respectively). Secondly, the gene expression
of BMPR1B, GDF5 receptor, was up-regulated in muscles of the hibernating bear but was
down-regulated in muscles of the unloaded mouse (FC = 0.66) (Figure 4b). The intracellular
actors SMAD3, SMAD4, and SMAD1 were regulated similarly by bear hibernation or
mouse unloading, although not to the same extent (FC = 0.73, 1.10, and 1.50, respectively).
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However, SMAD2 was up-regulated (FC = 1.24), and SMAD5 and SMAD9Y remained
unchanged only in the muscles of the unloaded mouse (Figure 4c).
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Figure 3. A transcriptomic reprogramming of UPS components involved in TGF-3 and BMP regulation prevails in muscle
during brown bear hibernation. Scheme showing the E3s/DUBs enzymes regulation of brown bear vastus lateralis muscle
transcripts involved in TGF-f3 and BMP signaling pathways and depicting (i) their relationships [12,60] and (ii) the difference
in their expression levels between hibernation and activity periods. Red and green boxes indicate, respectively up- down-
regulated genes during hibernation compared to the summer season, and white boxes indicate unchanged genes. Dashed
lines show the SMAD-independent pathway and full lines the canonical signaling. Arrows indicate activation and bars
inhibition. (n = 6 bears/season, the same individuals were sampled and analyzed in summer and winter, padj < 10.051;
Table S4). SBEs: SMAD Binding Elements. Created with BioRender.com.


BioRender.com

Cells 2021, 10, 1873

11 0f 22

(a) Ligands

ddked

*x
*kk T
1 %
i |
. "
g " [7] Hibernating bear
8 ek A* [ Unloaded mouse
-21
-34 *hk
TGF BMP
4 —INHBA — MSTN __INHBB __GDFI1 ___GDFS
(b) 2
Receptors
1.

i
]
| *

log2FC

|
i
|

-2 l

TGF

III
c:ﬁga"l

ES

iHITaLf.:. 1 l]

dekk

BMP

(c) 15

2. i " i i " i i " A
™ ACVR1C TGFBR2 ACVR2B TGFBR1 ACVR1B ACVR2A BMPR1A BMPR2 BMPR1B

Intracellular actors
*kk

1.0

0.51 *kk ‘f ‘!E
0 B
% 00 l i | &
g T

0.5 o

-1.04 ‘[

TGF _ BMP 1

1.5 —SMaD2  SMAD3  SWADZ  SWMADT  SMAD5  SMADS

Figure 4. The gene expression pattern of TGF-f3 and BMP components is different in brown bear muscle resistant to atrophy
during hibernation compared to atrophied muscles of the unloaded mouse. Genes expression level in vastus lateralis muscle of
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active and hibernating brown bears (1 = 6 bears/season, the same individuals were sampled and analyzed in summer

and winter, log2FC Winter/Summer, dotted white bars) and in soleus muscle of control and unloaded mice (n = 4

mice per condition, log2FC Unloaded/Control, gray bars). The depicted genes were categorized as TGF-f3 and BMP

(a) ligands, (b) receptors, and (c) intracellular actors. Data are expressed as log2FC =+ 1fcSE. Statistical significance is shown
(*padj < 10.051; * padj < 10.011; *** padj < 10.0011).

Regarding the E3s and DUB enzymes involved in the BMP pathway alone (Figure 5
upper panel), NEDD4 was similarly up-regulated in both models (FC = 1.63 and 1.28,
respectively in bear and mouse), whereas FBXO30 (FC = 0.82) was down-regulated only
in muscles of the unloaded mouse (Figure 5 and Table S54). The enzymes involved in the
regulation of both TGF-f3/BMP signaling were mainly up- or down-regulated in muscles
of the hibernating bear but were mainly unaffected in unloaded mouse muscles (Figure 5
middle panel, Table S4). Finally, the E3s/DUB involved only in TGF-f3 signaling regulation
were for half of them commonly unchanged or up-regulated, e.g., CUL1, UCHLS5 or
NEDDA4L (FC =1.17, 1.30 or 2.38, respectively), and for the other half oppositely regulated,
e.g., SMURF2, CBLB, or TRIM62 (FC = 0.81, 1.50, and 1.97, respectively) in muscles of
the unloaded mouse compared to muscles of the hibernating bear (Figure 5 lower panel
and Table S4).

Overall, TGF-f3 and BMP signaling pathways were differentially regulated between
atrophy-resistant muscles of the hibernating bear and atrophy-sensitive muscles of the
unloaded mouse.

3.4. Hibernation Induces Changes in TGF- and BMP Pathway Components at the Protein Level

To further compare these models of resistance and vulnerability to atrophy, we ex-
plored the protein levels of the SMAD intracellular actors. In the brown bear muscle,
we observed a tendency to decrease for SMAD?2 protein levels (p = 0.09) in winter com-
pared to summer, whereas SMAD3 levels remained quite similar between the two seasons
(Figure 6a,c,d). Protein levels of SMAD4 were higher in muscles of the hibernating bear
compared to the active one (Figure 6a,e), but the converse was observed for SMAD1/5
(Figure 6a,f). As for mRNA, these SMAD proteins did not follow the same regulation
pattern in muscles of the unloaded mouse, where none changed at the protein level
(Figure 6b—f). The protein levels of CCN2, a TGF-f3 target gene that is also an extracellular
activator of the TGF-f3 pathway and an inhibitor of the BMP pathway, were strongly lower
in winter bear muscles but were unaffected in unloaded mouse muscles (Figure 6a,b,g).
Finally, the protein levels for GDF5, a BMP ligand, remained unchanged in both muscles
from the hibernating bear and the unloaded mouse (Figure 6a,b,h).
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Figure 6. Hibernation induces changes in TGF-f3 and BMP components at protein level. Protein levels for total SMAD2/3,
SMAD1/5, SMAD4, CCN2, and GDF5 were assessed by Western blots (a) in the vastus lateralis muscle of brown bears
during summer (S) and winter (W) and (b) in the soleus muscle of control (C) and unloaded mice (U). Representative

western blots are shown for three couples of bears and mice. (c-h). Data are presented as individuals’ values with mean

bars (1 = 11 bears/season, the same individuals were sampled and analyzed in summer and winter, and 7 = 6 mice per

condition). Gray and black dots are for muscles of bears, in summer and winter, respectively, and gray and black triangles

are for control and unloaded muscle of mice, respectively.
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4. Discussion

Although basic knowledge regarding the underlying mechanisms of muscle atrophy
is continuously growing, essentially from rodent models and clinical studies in humans,
there are still no efficient therapeutic strategies for its prevention and treatment. To explore
new avenues, we compared a model of muscle atrophy resistance, the hibernating brown
bear [23], and a mouse model of disuse-induced muscle atrophy [42]. Therefore, we ana-
lyzed the bear muscle transcriptome and identified sweeping changes in gene expression
between the summer-active period and the winter-hibernating period, and we compared
them with transcriptomic data from muscles of the unloaded mouse.

Whereas the loss of muscle mass during inactivity is often associated with a decrease
in muscle protein synthesis [42,61-63], we reported here that genes implicated in protein
metabolism were mainly up-regulated in muscles of the hibernating bear. This is consis-
tent with previous studies that linked muscle atrophy resistance during hibernation to
induction of protein translation [35,36,64]. Under activation of FOXOs transcription factors,
atrogenes involved in both autophagy and UPS pathways are enhanced in rodents [65-67].
These atrogenes (e.g., MAP1LC3A, FBX032, and ZFANDS) were indeed up-regulated or
maintained in the unloaded mouse model but down-regulated or unchanged in muscles of
the hibernating bear (Table S5). In agreement with previous studies, our data confirmed
that proteolytic actors were up-regulated in disuse-induced muscle atrophy in rodents [11]
but not in the bear model of muscle atrophy resistance [36]. Despite discrepancies between
bear and mouse models (e.g., fed status, torpor vs. hindlimb muscle disuse), both dis-
play similar pathways controlling skeletal muscle mass and protein balance. For instance,
the TGF-p signaling pathway has been reported to be evolutionarily conserved among
several species, from Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster to Mus musculus [68].
In addition, both models are responsive to denervation-induced atrophy when in active
conditions [20,30]. We performed our analyses on the fast-twitch vastus lateralis muscle for
the brown bear and the slow-twitch soleus muscle for the mouse. Thus, we cannot exclude
the possibility that the differences recorded here between the models may partly have
resulted from the specific nature of these muscles concerning their metabolic and contractile
properties. However, it is noteworthy that, although fast-twitch muscles are not as sensitive
to physical inactivity as slow-twitch muscles, both types of muscles atrophied in classical
models of long-term physical inactivity in rodents [25,29,39,69,70] and humans [71-73].
Despite this difference in metabolic and contractile properties, a general down-regulation
of genes involved in extracellular matrix (ECM) structure organization was observed in
atrophied muscles from the unloaded mouse and atrophy-resistant muscles from the hiber-
nating brown bear (Figure 1 and Table S2). This ECM structure remodeling is a common
feature of other atrophic models reported during dystrophic diseases [74] or muscle disuse
in rodents or humans [26,69,75-77].

TGF-p is currently of major interest within the field of skeletal muscle biology. In-
deed, the gene disruption of two of its ligands Myostatin (MSTN) or Activin A (INHBA),
and the inhibition of their shared receptor ActRIIB (ACVR2B) promote a profound muscle
hypertrophy phenotype in various conditions and species [78-81]. On the contrary, over-
expression of MSTN or INHBA leads to the recruitment and phosphorylation of SMAD2-3,
triggering an atrophic transcriptional program [16,17,82-84]. Here, we reported that the
expression levels of both ligands MSTN and INHBA were lower only in muscles of the
hibernating bear. In addition, ACVR2B and SMAD2 mRNA levels were up-regulated in
muscles of the unloaded mouse whereas maintained in muscles of the hibernating bear.
At the protein level, SMAD2 was maintained in the muscles of the unloaded mouse and
showed a tendency to decrease in muscles of the hibernating bear. However, despite ex-
tensive efforts and numerous antibodies tested, we could not characterize the SMADs
phosphorylation status in bear muscles, which thus remains to be defined.

One TGF-p target gene, CCN2 (also known as CTGF), is an ECM protein associated
with fibrotic activity that is up-regulated in several muscle chronic disorders (i.e., Duchenne
muscular dystrophy or the amyotrophic lateral sclerosis) [85]. CCN2 is one of the main
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pro-fibrotic cytokines acting downstream of TGF-3 signaling and can amplify its effects
through enhancement of TGF-f3 ligand-receptor binding [85-90]. Inhibition of CCN2 gene
expression reduced fibrosis and improved muscle and locomotor performance in a rodent
model of amyotrophic lateral sclerosis [86]. During unloading, mRNA and protein levels
of CCN2 were unchanged in the muscles of the unloaded mouse but were strongly lower
in the muscles of the hibernating brown bear. Taken together, our data strongly suggest
that TGF-f3 signaling is overall inhibited only in muscles resistant to atrophy during
bear hibernation.

The BMP pathway is a potent inducer of bone and cartilage formation [91]. BMP sig-
naling was also recently discovered as a regulator of muscle mass, as its inhibition abolished
the hypertrophic phenotype of the MSTN-KO mouse [20], and an increase in its receptor
activity induced important muscle hypertrophy [21]. Regarding BMP ligands, GDF5 is
essential to muscle mass maintenance, binding preferentially to the type I receptor BMPR1B.
GDF5 expression was strongly induced in denervated mouse muscles, and its inhibition
worsened muscle atrophy, suggesting a role in counteracting denervation-induced atro-
phy [20]. We report here that the gene expression for both GDF5 and BMPR1B was strongly
down-regulated in mouse muscles during unloading, whereas up-regulated in muscles
of the hibernating bear. However, GDF5 protein levels were stable in the muscles of both
the unloaded mouse and the hibernating bear. We recently demonstrated that circulating
components of the hibernating bear serum were able to induce trans-species effects on
human myotubes, notably inhibition of protein degradation. Therefore, we hypothesized
that those components could be involved in the maintenance of muscle mass and strength
in the hibernating bear [92]. Along with muscle mass maintenance, bear hibernation is also
associated with bone mass maintenance [93], and thus GDF5 may constitute a possible
target toward muscle and bone protection during long periods of physical inactivity and/or
fasting. Unfortunately, the exploration of GDF5 concentration in bear serum was hampered
by species cross-reactivity concerns with commercially available Elisa kits and thus remains
to be addressed.

It has been proposed that the BMP and TGF-f common actor SMAD4 mainly engages
with the TGF-f3 pathway, but switches to the BMP pathway when TGF-f3 transduction is
reduced, and thus could be the limiting factor between these two signalings [20]. Moreover,
denervation-induced muscle atrophy was exacerbated in the SMAD4 deficient mouse [20],
and muscle mass was increased in humans with a mutation-associated gain of function
in the SMAD4 gene [94]. We observed here higher mRNA and protein levels for SMAD4
in muscles of the hibernating bear, but only at mRNA levels in muscles of the unloaded
mouse. This is concomitant with the overall down-regulation highlighted for the TGF-f3
signaling in the hibernating bear, which was not observed for the unloaded mouse. Thus,
the inhibition of the TGF-f3 signaling in muscles of the hibernating bear may have released
SMAD4 from TGF-3 to BMP pathway to maintain muscle mass in a long period of disuse
(Graphical abstract).

TGF-B and BMP share a SMAD-independent pathway that activates the E3 ubiquitin
ligase TRAF6 [58]. In addition to its pro-atrophic role [95], TRAF6 is also required for myo-
genic differentiation and muscle regeneration via the MEF2 axis [96]. MEF2 is a conserved
family of transcription factors involved in the control of muscle gene expression [97]. A re-
cent muscle transcriptome analysis highlighted an inhibition of MEF2 transcription factors
during human bed rest leading to skeletal muscle alterations [98]. Here, only MEF2A was
up-regulated during unloading in mouse muscles, whereas TRAF6, MEF2A, and MEF2C
were up-regulated in the hibernating bear muscles. We already observed a myogenic
microRNA signature mediated by MEF2A signaling in the muscles of the hibernating
bear, promoting mechanisms of muscle regeneration, suppression of ubiquitin ligases,
and resistance to muscle atrophy [33]. Further studies are required to address whether
this MEF2 signature could be under the control of the TGF-f3 and/or the BMP pathway
through TRAF6.
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5. Conclusions

Resistance to muscle atrophy in hibernating brown bears has so far been linked to
a reduction in protein and energy metabolism. Here, we show for the first time that the
TGF-f pathway is down-regulated whereas the BMP pathway is concomitantly sustained
or even up-regulated in atrophy-resistant muscles of the hibernating brown bear. Thus,
beyond strengthening the previous hypothesis of a hypometabolism enabling this natural
resistance to muscle atrophy, our study provides new insights regarding the underlying
mechanisms.

The originality of the current work lies in the choice to study the mechanisms involved
in resistance to atrophy, and not solely, as in many studies, the mechanisms involved in the
onset of atrophy. Our comparison of resistance and sensitivity to muscle atrophy animal
models suggested the balance between the TGF-f3 and the BMP pathways as critical for
preventing skeletal muscle atrophy over a long period of disuse. Many targeted therapies
to counteract muscle atrophy already focus on TGF-f3 inhibition [99]. Our data open the
way for further studies and clinical trials to test the effects of strategies to switch on (or
sustain) the BMP pathway in combination with TGF-{ inhibition to prevent disuse-induced
muscle atrophy.
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Résumé :

L’atrophie musculaire, qui constitue un enjeu majeur en matiere de santé publique, est une affection qui touche les personnes agées,
mais aussi les personnes sédentaires, immobilisées ou souffrant d’une inflammation chronique. L’utilisation de modéles animaux, en
particulier les rongeurs de laboratoire, a permis d’élucider les mécanismes moléculaires et physiopathologiques a I'origine de
I’atrophie musculaire. Dans la recherche de solutions thérapeutiques, I'exploration d’'un modéle de résistance naturelle a I'atrophie
musculaire doit permettre d’ouvrir de nouvelles pistes de recherche innovantes. Le laboratoire explore comment l‘ours brun
hibernant est capable de préserver son tissu musculaire durant plusieurs mois d’'immobilité, et comment son sérum est capable
d’induire des modifications de la balance protéique sur des cellules musculaires humaines. L'objectif principal de mon travail de thése
était d’identifier des composés ou familles de composés circulants chez I'ours en hibernation, et responsables d’effets biologiques
sur des cellules humaines. Dans un premier temps j’ai recherché une activité biologique facilement mesurable, et qui pourrait étre
utilisée pour cribler les composés circulants. La mesure de I'activité NADH déshydrogénase par un test colorimétrique, permet de
suivre les effets inhibiteurs du sérum et de ses fractions sur des cellules humaines en culture, de fagon robuste et reproductible. Grace
a cet outil, nous avons pu initier le criblage de plusieurs fractions issues du sérum d’ours hibernant, débutant ainsi une approche sans
a priori dans la recherche des composés actifs du sérum d’ours hibernant. Ces travaux ouvrent la voie aux tests de nouvelles fractions,
permettant d’avancer vers l'identification de nouvelles molécules ayant un effet positif sur la balance énergétique cellulaire. Selon la
méme démarche, le développement de plusieurs outils de mesure couvrant d’autres domaines du métabolisme cellulaire devrait
permettre a I'avenir de compléter cette approche. En paralléle, dans la recherche de composés circulants actifs présent dans le sérum
d’ours hibernant, j'ai axé mes recherches sur des composés en relation avec le systéme endocannabinoide. J'ai pu ainsi mettre en
évidence une diminution globale du tonus endocannabinoide, avec une diminution des ligands de la voie canonique. De fagon
surprenante, la concentration d’oleoylethanolamide (OEA) circulante est multipliée par trois en hiver, suggérant un réle important
de ce composé dans la physiologie de I’hibernation chez I'ours brun. La poursuite de ces travaux doit permettre de mieux cerner les
composés circulants d’intérét pour la médecine humaine, et d’avancer vers des solutions thérapeutiques innovantes dans la lutte de
certaines pathologies, comme I'atrophie musculaire.

Mots-clés : hibernation, ours brun (Ursus arctos), myotubes humains, endocannabinoides, activité NADH-déshydrogénase,
respiration mitochondriale.

Abstract :

Muscle atrophy, which is a major public health issue, is a condition that affects the elderly, but also people who are sedentary,
immobilized or suffering from chronic inflammation. The use of animal models, in particular laboratory rodents, has made it possible
to elucidate the molecular and physiopathological mechanisms at the origin of muscle atrophy. In the search for therapeutic solutions,
the exploration of a model of natural resistance to muscle atrophy should open up new and innovative avenues of research. The
laboratory is exploring how the hibernating brown bear is able to preserve its muscle tissue during several months of immobility, and
how its serum is able to induce changes in the protein balance of human muscle cells. The main objective of my thesis work was to
identify compounds or families of compounds circulating in the hibernating bear and responsible for biological effects on human cells.
First, | looked for a biological activity that could be easily measured and that could be used to screen the circulating compounds. The
measurement of NADH dehydrogenase activity by a colorimetric assay, allows to follow the inhibitory effects of serum and its fractions
on human cells in culture, in a robust and reproducible way. Thanks to this tool, we were able to initiate the screening of several
fractions from hibernating bear serum, thus starting an unbiased approach in the search for active compounds in hibernating bear
serum. This work opens the way to the testing of new fractions, allowing to advance towards the identification of new molecules
having a positive effect on the cellular energy balance. According to the same approach, the development of several measurement
tools covering other domains of cellular metabolism should allow to complete this approach in the future. In parallel, in the search
for active circulating compounds present in the serum of hibernating bears, | focused my research on compounds related to the
endocannabinoid system. | was thus able to highlight a global decrease of the endocannabinoid tone, with a decrease of the ligands
of the canonical pathway. Surprisingly, the concentration of circulating oleoylethanolamide (OEA) is multiplied by three in winter,
suggesting an important role of this compound in the physiology of hibernation in brown bears. The continuation of this work should
allow to better identify circulating compounds of interest for human medicine, and to advance towards innovative therapeutic
solutions in the fight against certain pathologies, such as muscle atrophy.

Keywords : hibernation, brown bear (Ursus arctos), human myotubes, endocannabinoids, NADH-dehydrogenase activity,
mitochondrial respiration.
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